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京都大学 ヒトGENOME MAP より引用

染色体の遺伝子情報からタンパク質をつくる

細胞（生物）のつくりかた

タンパク質＝生命機能を実現 ＝３次元のナノマシン

それぞれの機能に特化した立体構造（ ３次元構造）

により機能を発揮

立体構造から生命機能を理解



E1Ca2+ state in Ca2+ATPase

Toyoshima et al. Nature (2000)

生命機能の理解にタンパク質立体構造は不可欠

X線結晶学は、原子分解能のタンパク質構造情報を提供

Close‐up View of the Ca2+‐binding sites

Ca2+‐ATPase 膜貫通ドメインに結合した Ca2+
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タンパク質構造解析ターゲットの歴史

タンパク質の構造解析技術は
より高難度かつ高等な解析ターゲットに向けて進歩してきた

解析ターゲット
さらなる高度化

全タンパク質
（138065）

結晶構造解析技術（放射光）の普及

放射光

膜タンパク質
（5276）

膜タンパク質解析技術の開発

LCP結晶化

ヒト由来
膜タンパク質
（390）

マイクロビーム
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タンパク質の立体構造は薬の開発に役立つ

ノイラミニダーゼ
立体構造

インフルエンザ治療薬タミフルはインフルエンザウイルスを構成する
ノイラミニダーゼ（タンパク質）の立体構造をもとに設計された

タミフルの化学構造

インフルエンザ
ウイルス
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タンパク質の構造に基づく医薬品設計

実例：インフルエンザ治療薬

基
質
結
合
部
位

N-アセチルノイラミン酸
（ノイラミニダーゼの天然基質）

相互作用

ウイルスの出芽を止める薬
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タンパク質の機能を調べる
結晶による散乱：結晶構造解析

結晶格子によるX線回折

結晶格子の周期性から
各単位格子からの散乱のたし合わせとして
結晶構造因子 F(S)  が求められる

F(S) =tuvg(S) exp[2i S (ta)] exp [2iS (ub)] exp [2iS (v c)]

S・ a = h, S ・ b = k, S  ・ c = l
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結晶（格子）による散乱：回折
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標
的
タ
ン
パ
ク
質

精製

きれいにする

タンパク質結晶構造解析

発現

大量に作る

結晶化

結晶を作る

位相計算回折強度測定 モデル構築・精密化

タンパク質結晶

タ
ン
パ
ク
質
結
晶

分
子
モ
デ
ル

結晶構造解析へ

回折像を記録する

試料調製

結晶構造解析

計算で構造を
決める

分子モデルを
精密に仕上げる



Storage Ring

Linac

Booster 
Synchrotron

SPring‐8 & SACLA

• 蓄積エネルギー : 8 GeV
• 蓄積リング周長 :  1436 m

SACLA

•加速エネルギー : 8 GeV
•施設全長 :  700 m

SPring-8
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太陽の１億倍
の明るさ！

SPring‐8の高輝度放射光

光のエネルギー（波長）とビーム輝度（明るさ）の関係

より小さなサンプルをより高分解能で！
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SPring-8 のタンパク質X線結晶構造解析（MX)

放射光を利用する優位性

①高輝度（明るい光源）
⇒短時間露光で高精度データ収集可能

②高平行性・微小ビーム（広がらないシャープな光源）
⇒長格子・巨大分子試料の測定が可能

③X線エネルギー可変性（波長を選べる光源）
⇒異常分散を使った特定原子の分析が可能

より大きく複雑なタンパク質のより小さな結晶から

より高精度かつ迅速な構造決定を可能に！



MEXTターゲットタンパクプログラム

理研ターゲットタンパクビームライン（BL32XU)

微小結晶からの構造解析を可能にするマイクロビームビームライン

標準的な結晶

50～100ミクロン
微小結晶

10ミクロン以下

50m

2011年までの限界

20～30ミクロン

解析ターゲット

微小結晶サイズに最適化したマイクロビーム

～2010年 目標

・ビームサイズ 100×100 1×1 µm2

・ビーム輝度 108 1010 光子/秒/µm2

SPring-8 BL41XUのビームプロファイル

50m50m



BL32XU 微小結晶構造解析

EEM集光ミラーユニット
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縦方向のビームプロファイル

縦集光ミラー
横集光ミラー

世界一明るい微小結晶用BLを実現

微小結晶構造解析をめざしたマイクロフォーカスビームライン

ビームサイズ(FWHM) 0.9 µm(H) x 0.9 µm(V)

フォトンフラックス 6.2 x 1010 photons/sec

1.0 µm(H) x 1.0 µm(V)

2 x 1012 photons/sec

2014/12 ～2009/11



ミクロン結晶からの原子分解能構造解析

1µm beam は 1x1x2 µm3 微小結晶から1.7 Å 分解能のデータ収集を可能に

: < 107単位格子

京都大学 北川研究室

1.7 Å resolution

電子密度

5 µm Protein Crystal

“タンパク質結晶構造解析の新たな一歩”

Sample changer 
robot SPACE

EEM Mirrors

High‐speed PAD
EIGER 9M

He cryo‐cooler

Air‐bearing 
goniometer

タンパク質微小結晶構造解析用
実験ステーションの開発



高速自動データ収集

高難度構造解析技術のさらなる高度化と一般化

全ての（微小）結晶から効率良く最も精密な構造決定を可能に

新規（微小）結晶マウント技術

• 大面積
• プレートのまま

サンプル
交換ロボット

自動データ処理

計算機クラスタ/大容量ストレージ

KAMO

h, k, l, 
I, σI

h, k, l, 
I, σI

h, k, l, 
I, σI

.

.

.

.

.

.

自動構造解析 開発中

フィードバック

Scaled 
data

Native

De novo

Ligand 
search

Molecular 
replacement

PhasingModel build ing

Molecular
replacement

Ligand 
identification

Model completion

自動精密構造解析パイプライン ZOO system

さらなる高度化
・対象ターゲットの拡大
・測定法の最適化
・データ処理高速化



高難度構造解析技術のさらなる高度化と一般化

微小結晶から効率良く最も精密な構造決定を可能に

複数のLCP結晶をマウントしたループからの全自動データ収集

8 倍速

Zoo system
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LCP微小結晶の解析例 / Human Dcytb

最大結晶サイズ~5 m

MIDAS 1‐43
0.1M HEPES (pH 6.5)
20% (v/v) Jeffamine ED‐2003

データ収集: 
scan =5.0 [deg]
scan_step = 0.100[deg]
cameralength = 
200.0[mm]
attenuator = Al 250um
wavelength = 1.0
expose_time = 0.020[sec]

測定結晶数 928
分解能 2.8 Å



創薬ターゲットとしての膜タンパク質

• ヒトゲノムの30% は膜タンパク質
• 市販されている薬剤ターゲットの55% は膜タンパク質

GPCRs

Nuclear receptors

Ligand‐gated 
ion channel

Voltage‐gated 
ion channel

Penicillin‐binding 
protein

Myeloperoxidase

JP. Overington, B Al‐Lazikani and AL. Hopkins (2006) 
NATURE REVIEWS 5, 993‐996.

創薬ターゲット

膜タンパク質

etc.



BINDS創薬研究の成果１
様々な創薬ターゲットGPCRの複合体構造解析

アンタゴニストAF‐DX384結合型
熱安定化ムスカリンM2受容体

2型アンジオテンシンII受容体 向精神薬が結合したセロトニン2A受容体

セロトニン2A受容体
特有の横穴

セロトニン受容体と
ドパミン受容体に
共通の深い竪穴

ゾテピン リスペリドン

プロスタグランジンE受容体
EP3サブタイプ

AF‐DX384

インバースアゴニストBIIL260が結合した
ロイコトリエンB4受容体（BLT1）

アゴニスト・ボセンタンが結合した
エンドセリン受容体

血圧を上げる受容体（エンドセリン受容体）に
高血圧治療薬が結合した構造を解析

Shihoya W. et al. Nat Struct Mol Biol.
(2017) 24,758-764

doi: 10.1038/nsmb.3450

Hori, T. et al. Nat Chem Biol, 
(2018) 14, 262-269

doi:10.1038/nchembio.2547

発熱の原因となる受容体（EP3受容体）に
内因性アゴニストが結合した構造を解析

Morimoto K. et al. Nat Struct Mol Biol.
(2018) 15, 8-10 (2019)

Doi:10.1038/s41589-018-0171-8

構造安定化変異体ヒトムスカリンM2 受容体と
親和性の低い選択的拮抗薬との複合体を解析

Suno R. et al. Nat Struct Mol Biol.
(2018) 14,758-764

doi: 10.1038/s41589-018-0152-y

BLT1の構造解析よりベンズアミジン基が
不活性状態を安定化していることを提唱

多くのGPCRに共通な
ベンズアミジン基配位構造

血圧の調節に重要なアンジオテンシンIIが結合した
2型アンジオテンシンII受容体の構造を解析

統合失調症やパーキンソン病の治療薬が
作用するセロトニン2A受容体の構造を解析

Kimura KT. et al. Nat Struct Mol Biol.
(2019) 26, 121-128

doi: 10.1038/s41594-018-0180-z

Asada H. et al. Structure.
(2020) 28, 418-425

doi: 10.1016/j.str.2019.12.003
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BINDS創薬研究の成果２
HIV‐1プロテアーゼ (PR) 新規阻害剤複合体の構造解析

Amano et al., Antimicrob Agents Chemother., 
63(7):e00466-19 (2019).

Hattori et al., Antimicrob Agents Chemother., 
63(6):e02635-18 (2019).

HIV‐1プロテアーゼ (PR) の二量体化ダイナミクスの解明と強力で薬剤耐性
発現に抵抗する新規PR阻害剤の開発 (課題No. 587 )

TetrahydropyranofuranとCyclopropyl‐aminobenzothiazoleを
持つ新規阻害剤

中枢神経を標的とした新規阻害剤

薬剤耐性HIVに向けHIVプロテアーゼをターゲットとした副作用の少ない
優れた新規抗レトロウイルス薬の開発
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自動測定のメリット

• 無人測定が可能
• 測定に費やす時間を別のことへ

• 寝ることが可能

• 時間短縮
• スキマ時間（工程間のつなぎの時間）が最小
• 人為的ミスが介在しない

• 専門的知識や豊富な経験が不要
• ヘリカル測定の際の位置合わせ
• 損傷の考慮

• 良質なデータ収集→データ選定
• KUMA ︓放射線損傷量は常に一定量
• SHIKA ︓品質の低い結晶を排除
• KAMO ︓良質フレームやデータセットの選定

小野薬品訪問



SPring-8の構造生物研究ビームライン

目標「どんな結晶からでも解析を可能に！」

P2 station for Virus

Visualization of H-atom

Substrate Complex

高フラックスビーム（BL41XU）
・精密な立体構造＆機能解析を可能にする
サブアトミック超高分解能構造解析

高輝度マイクロビーム（BL32XU）
・ミクロンオーダー微小結晶から回折強度測定

・測定不能な低品質結晶から回折強度測定

ハイスループットビームライン
（BL26s） （BL38B1）

高輝度パラレルビーム（BL44XU）

・タンパク質複合体など巨大格子結晶
（>500Å） の構造解析

・構造解析ハイスループット化のための
ビームライン自動化

・外部からのユーザ利用利便性を向上させる
メールインデータ収集

Sample size < 10µm
Sample size > 10µm

Sample size > 50µm

ハイスループット

アンジューレータ
ビームライン

（BL45XU) 2019A~



タンパク質の構造ダイナミクスは生命機能発現の源

Ca2+H+

A (actuator)

N (nucleotide‐
binding)

P
(phosphorylation)

M (transmembrane)

This movie is obtained using Climber
(morphing program not MD simulation)

複数の結晶構造を組合わせて
構造ダイナミクス・機能の関係を理解



TCA cycle

生命機能の理解に向けた

タンパク質の構造機能相関研究

化学反応として理解を進めるには
• 高分解能での正確な構造情報
• 生体内と同じ天然状態での構造情報
• 化学反応のダイナミックス情報

全ての生命機能はタンパク質による化学反応の
組み合わせにより実現されている

生命機能の解明には
タンパク質（酵素）反応を化学反応として

詳細に理解することが必要



Ｘ線自由電子レーザー施設SACLA

兵庫県の播磨科学公園都市にある世界最高のX線レーザーを生み出す施設

最大5本のビームラインを設置可能（現在は2本）

第3期科学技術基本計画の国家基幹技術として開発・整備。
欧米に比べ最もコンパクト且つ低予算で完成。

SACLA
8 GeV、全長約700m

平成23年6月にX線レーザーを発振
平成24年3月から供用運転を開始

発振したＸ線レーザーの画像

（１） 建設期間 2006～2011年【2012年3月供用開始】
（２） 施設所有者・運転 (独)理化学研究所
（３） 支援 (公財)高輝度光科学研究センター
（４） 建設費用 約390億円 (供用開始時)
（５） 運転時間 年間7,000時間 （予定）
（７） 年間実施課題数 52件（2012年度予定） 27



X線自由電子レーザー （波長0.1ナノメートル以下の硬X線を発振）の3つの特徴

◎ 強いピーク輝度［SPring‐8の10億倍］

◎ 狭いパルス幅［SPring‐8の1,000分の１＝フェムト秒パルス（10兆分の1秒）］

◎ 高いコヒーレンス度（質の良い光） ［SPring‐8の1,000倍＝コヒーレント度100%］

X線自由電子レーザー
（XFEL）

100

10

1

0.1

0.01

10-15

10-12
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10-13

10-11

10-10コ
ヒ
ー
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（
％
）

1010

1020

1030

第二世代放射光
Photon Factory

第三世代放射光
SPring-8 パルス幅

1000分の1

コヒーレント度
1000倍

ピーク輝度
10億倍

（光子数/秒/mm2/mrad2/0.1％バンド幅）

X線自由電子レーザー（XFEL）の性能



XFEL

高輝度
(X109)

高コヒーレンス
(100% in 
transverse)

超高速
(~10 fs)

イメージング生物学 超高速物質科学
時分割結晶構造解析

非線形･量子X線光学
高エネルギー密度科学
原子分子光科学

XFELが切り拓くサイエンス



従来のＸ線結晶構造解析

−放射線損傷が避けられない−

Ｘ線がタンパク質結晶に含まれる水をピコ秒（10‐12）の時
間で反応性の高い分子に変化させる

Ｘ線による放射線損傷発生の仕組み

秒単位の露光時間

ピコ秒（１兆分の１秒）の世界

変
形



フェムト秒計測による解析の正確さ

－１０フェムト秒では放射線損傷がない－

SACLAのレーザーＸ線の1パルス
発光時間 10フェムト秒（１）
Ｘ線の量 3.5 x 1010個（２）

（１）１００兆分の１秒。光ですら3µmしか進めない。放射線損傷
が起こるピコ秒より１００分の１短い時間。

（２）SPring‐8のタンパク質構造解析用ビームラインの1秒露光
相当

Ｘ線による放射線損傷発生の仕組み



固定ターゲット・シリアル結晶構造解析
Serial femtosecond rotation crystallography(SF‐ROX)

2018/4/24

 ≤ one‐third of crystal mosaicity

Cytochrome c oxidase
3.5 x 1010 photons /pulse @ 10 keV

RD propagation length≈25 µm /pulse

25 µmを越えて
放射線損傷は伝播しない

RD propagation length以上
大きな結晶を並進

大きな結晶を回転並進してデータ収集
チトクロム酸化酵素の場合: 50 µm step

• 高いヒットレートを達成可能
• 大きな単位セル体積を持つ結晶の場合、

高分解能構造解析に有効

Hirata K. et.al. Natur Method  (2014)



固定ターゲット・シリアル結晶構造解析
Serial femtosecond rotation crystallography(SF‐ROX)

2018/4/24

 ≤ one‐third of crystal mosaicity

大きな結晶を回転並進してデータ収集
チトクロム酸化酵素の場合: 50 µm step

• 高いヒットレートを達成可能
• 大きな単位セル体積を持つ結晶の場合、

高分解能構造解析に有効

CCD detector
Sample Changer

SPACE

ω‐axis
XFEL

SACLA BL3/EH3

Cryo‐cooler

Hirata K. et.al. Natur Method  (2014)



反応メカニズム解明に中間体の「正確な」立体構造が必要

光合成のメカニズム解明

新しいエネルギーの創出に向けて

構造変化を伴うMnクラスターの
4つの酸化ステップ（Kok‐cycle)

光化学系ＩＩ （PSII）

光合成の明反応を司る
光化学系ＩＩ （PSII）

水を分解して酸素発生



Suga M et al. Nature (2015)

SR structureXFEL structure

無損傷のXFEL構造に基づいて
Mnクラスターのマンガン原子の原子価（+ 3 / + 4）を決定

+3 +3

+4+4

放射線ダメージフリー（SF‐ROX）の構造

“ゆがんだイス”のかたちをしたMnクラスター



より高い光活性化率のための
より小さな結晶の取り扱い

1. 指定回数でレーザーにより光励起
2. サンプル凍結
3. 液体N2コンテナに保管

Laser pulse power : 20 mJ/pulse

クライオトラップSF‐ROXによる S2およびS3中間体構造解析

≈ 100 µm size PSII crystals on a kapton film.

100 um

1,600 images/holder
202 holder/28 hours (elapse time) ≈ 3Hz
index rate : ≈ 0.40
Resolution : 2.5 Å

光励起サンプルの自動調製



Suga M. et al. Nature (2017) ＆ Suga M. et al. Science (2018)

光励起によるMnクラスターの構造変化

2018/4/24

酸素分子を形成する反応におけるMnクラスターの構造変化

酸素形成直前の状態

XFELによるS3状態の差フーリエ図

H2O

水を取込んだ反応過程の
Mnクラスター

光合成で水分子から水素イオンや電子を取り出す仕組みを解明



XFELを利用した微結晶回折法:
Serial Femtosecond Crystallography (SFX)

S. Boutet. et al., Science 337, 362 (2012).
L. Redecke et al.,  Science 339, 227 (2013).
J. Kern et al., PNAS 109, 9721 (2012).
J. Kern et al., Science 340, 491 (2013).
W. Liu et al., Science 342, 1521 (2013)
T. R. M. Barends et al, Nature , 
doi:10.1038/nature12773 (2013)

• 微小結晶 （ミクロン‐サブミクロン）を次々投入

• ショット毎に新鮮な試料でダメージフリー計測

• 時分割測定を始め様々な測定に幅広く適用

H. N. Chapman et al., Nature 470, 73 (2011)

微小タンパク質結晶からの
X線回折測定



16 ns

36.2 μs 1725 μs

760 ns

時分割SFX構造解析

バクテリオロドプシンの時分割構造解析

構造ダイナミクス及び創薬研究におけるSACLAの役割

SACLAにおける構造解析の現状
・各種インジェクター（非凍結）および固定ターゲットを用いた
多結晶構造解析（SFX）の実現
・酸化還元酵素を中心とした放射線損傷のない構造解析

SACLAの目標

・構造ダイナミクス研究に向けた各種動的構造解析法の確立
（光励起、ケージ化合物、二液混合系）と
その幅広いターゲットへの応用展開

・放射線損傷や凍結条件検索の困難な高難度サンプルの
高精度迅速構造解析

・薬剤スクリーニングを視野に入れた二液混合系等を用いた
リガンド複合体の系統的解析

期待される成果
・結晶場における生体高分子の原子レベルでの構造変化や
触媒反応機構の解明 （fs−msレンジ）
・反応中間状態に結合する化合物や遷移状態アナログを
利用した新規創薬スキームの確立
・GPCRなど創薬ターゲットと化合物複合体の迅速構造決定

X線自由電子レーザー

微小結晶

時分割回折イメージ

励起光
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登野(SACLA)

岩田（京大/理研)MPCCD

Injector

XFEL
Sample 
chamber

DAPHNIS
(Diverse Application Platform for Hard x‐ray diffractioN In SACLA )   

• SFXベースの回折･散乱実験のためのプラットフォーム
• 多様な試料インジェクターを導入可能
• ポンプ･プローブ計測も可能



Structure of bR crystals in LCP Neutze, R., Pebay‐Peyroula, E., Edman, K., Royant, A., Navarro, J.,
Landau, E. M. (2002) Biochim Biophys Acta 1565, 144‐167

レチナール光異性化の反応サイクル

バクテリオロドプシンbRの光サイクル

光異性化部位

bRはバクテリアの光駆動型プロトンポンプタンパク質



75 μm

< 10 fs

delay
Pump laser 15 Hz

Light Dark

time

Light

XFEL 30 Hz

Detector

XFEL

Laser

Set‐up

Collaboration with Dr. Kensuke Tono

diagram

bRの時間分割結晶構造解析:TR-SFX 

SACLAでの実験セットアップ ポンプ＆プローブ測定の時間割

Gel jet (Sample supply)
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バクテリオロドプシン分子動画

光反応開始後 13 time‐delaysでの構造変化の様子

今回の成果により、タンパク質が「動いている」状態を
原子レベルで解明することができるようになった



バクテリオロドプシン分子動画

今回の成果により、タンパク質が「動いている」状態を
原子レベルで解明することができるようになった
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結晶
Ｘ線を回折させる能力に富む
Bragg回折パターンを与える
高いＳ／Ｎで強度を観測可能

単粒子

Ｘ線を回折させる能力は低い

スペックルパターンを与える

現状のＸ線光源では観測困難

タンパク質構造解析の将来像
結晶と粒子（分子）の回折パターン比較

大強度コヒーレントＸ線で解析可能に︕



回折実験 オーバーサンプリング条件下での位相回復

sin2S
r

2Θ: 回折角, λ : Ｘ線波長

コヒーレントＸ線回折イメージング
（Coherent X-ray Diffraction Imaging: CXDI）



…空間階層イメージングでの非結晶物質の構造解析手法開発、先端的イメージングとの融合
…円滑かつ効率的な実験実施手順確立、迅速データ処理・解析の実現
…従来法では不可能な細胞分裂等生命活動での物質分布変化の可視化

2×2 mm

5.5 keV

クーロン爆発 / 周辺粒子静電脱離

低温CXDI実験の手順

照射ステップ
> 25 µm

確率論的照射（Stochastic irradiation) & 破壊前の回折

2×2 mm

試料粒子

Al 減衰板

ビーム
ストップ

Focused 
X-ray
5.5 keV

試料ディスク

Raster scan
照射ステップ
> 25 µm

MPCCD-
Octal

MPCCD-
Dual

Si Slit

生体非結晶粒子のXFEL低温CXDIイメージング



SACLA-XFELパルスによる広範囲損傷のため、30 μm/pulse程度の試料並進移動速度確保
1. XFELからのパルス繰り返しに追随可能な高速ゴニオメータ
2. ラスタースキャン照射を数多く実施可能な試料高耐久性支持膜の大面積化
3. カセットトコンテナーの導入による試料交換回数の低減
4. 簡便な操作性とユーザーフレンドリーなソフトウエア（千手）

高砂六号

MPCCD
Octal

MPCCD
Dual

7-210 nm 80-500 nm

データ収集速度 ︓ 31,000 shots/h

クライオ試料固定高速照射装置 高砂六号

真空槽内での試料ホルダー交換（12ホルダー）



Elmlund et al. (2013), Structure 21; Scheres et al. (2012), J. Struct. Biol. 180
Gold-standard Fourier Shell Correlation による有効分解能の推定

投影電子密度からの三次元再構成スキーム



電子顕微鏡では困難な非結晶生体粒子の立体構造解析
Chloroplast of Scyzon



A consideration on Thomson scattering 
12.4 keV X-ray ⇒ 3×1018 Hz
10 fs pulse ⇒ 3×103 oscillation

To ensure diffraction before destruction
Stronger pulse-intensity in shorter pulse

1012 X-ray photons/μm2/10-fs pulse
< 3×103 oscillation

10★★ X-ray photons/μm2/•••-as pulse
< 3×10▲▲ oscillation

強度のみで考えれば、左実験は
5×1016 X-ray photons/μm2/pulse
で可能。
ただし、パルス照射による分子破壊前にＸ線散乱が
発生することが前提。
強度大 破壊までの時間短くなると予想
アト秒パルスによる数回程度の加速で十分な回折が
担保できるかは十分に検討する余地がある。

XFELで蛋白質の単分子構造解析は
できるの︖できないの︖

将来の高強度XFEL利用で単分子構造解析は可能？



タンパク質結晶構造解析の将来にむけて

１．迅速な構造解析 （出来ることはより簡便に！）

２．高難度結晶構造解析 （出来ないことを可能に！）

・ユーザがより使いやすい利用システムの構築

・より高精度な回折強度測定システムの開発

・高輝度放射光＆XFELの有効利用技術の研究

SPring‐8タンパク質結晶構造解析の取組み

より大きく複雑なタンパク質のより小さな結晶から

迅速かつより正確 な構造決定を可能に！

最先端技術の自動化＆汎用化
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