
 

SPring-8/SACLA 利用者情報／2018 年 11月 321 

最近の研究から 

（SPRUC 2018 Young Scientist Award受賞 研究報告） 

微小結晶タンパク質X線結晶構造解析を加速する 
自動データ処理システムの開発 

 
東京大学 大学院理学系研究科 

山下 恵太郎 
 

Abstract 

 X線結晶構造解析によるタンパク質立体構造決定では、十分な大きさと回折能を持ったタンパク質結晶を得る
過程がボトルネックになっている。特に、膜タンパク質や不安定な複合体などは難度が高く、数から数十マイク
ロメートルオーダーの小さな結晶しか得られないことが多い。そのような微小結晶に対しては、マイクロビーム
X線を利用することで高S/N比でのデータ収集が可能になるが、放射線損傷の問題から、1つの結晶から高分解
能かつ完全なデータを得ることは難しい。よって、構造解析には複数の微小結晶を用いる必要がある。筆者らは、
SPring-8のマイクロビームビームラインBL32XUにおいて多数の微小結晶からデータ収集・処理を行うワーク
フローを整備し、自動化に成功した。これらの開発によって、微小結晶を用いた構造解析が劇的に容易になり、
多くの成果が創出された。 
 
1. はじめに 
 タンパク質や核酸などの生体高分子の多くは、固有
の立体構造を形成することで、それぞれ固有の機能を
発揮する。X線結晶構造解析は、複雑な生体高分子の
立体構造を数オングストロームの高い分解能で決定
できる強力な手法であり、生命現象の理解に大きく貢
献してきた。通常、50から200 µm程度のサイズの
結晶が1つあれば、一般的なタンパク質結晶用の放射
光ビームラインで簡便に回折強度データ収集が可能
である。しかしながら、膜タンパク質や不安定な複合
体などは試料調製の難度が高く、十分なサイズの結晶
を得ることが極めて困難である。特に、近年膜タンパ
ク質の結晶化に非常によく利用される脂質メソフェ
ーズ法[1]（lipidic mesophase method）では、品質は
高いものの大きな結晶に育たないということがよく
起こる。微小結晶は体積が小さいため回折強度が弱く、
さらに試料周囲の物質による散乱バックグラウンド
も相対的に高くなるため、微結晶に選択的にX線を照
射できるマイクロビームの利用が必須である。マイク
ロビームが利用できるようになって初めて、微小結晶
からのデータ収集は現実的になった。しかしながら、
体積の小さな微小結晶から高分解能の回折強度を得

ようとして高強度のX線を用いると、簡単に吸収線量
の限界（～10 MGy）を超え、得られる分解能が劣化
してしまう。すなわち、微小結晶1つから高分解能か
つ完全な回折データを得ることは困難である。解決方
法として、1つは近年利用可能になったX線自由電子
レーザー（X-ray free-electron laser: XFEL）が挙げ
られる。大強度のフェムト秒パルスX線であるXFEL
を用いると放射線損傷の発生よりも前に回折データ
を収集できる（diffraction before destruction[2]）ため、
この原理の適用範囲内においては損傷を気にするこ
となく大強度 X 線による高分解能データ収集が可能
になる。ただし、XFEL照射直後に試料は損壊するた
め、結晶1つからは静止写真が1枚しか得られず、構
造解析には多くの場合、数千枚以上の回折パターンが
必要になる。さらに、ビームタイムも非常に限られて
いるため、静的な結晶構造を得るだけの目的にはやや
利用しづらいのが現状である。一方、従来の光源では
放射線損傷を完全に回避することはできないが、露光
中の試料の回転によって多数の回折点の積分反射強
度を測定できるので、より少数の結晶からでも高精度
な回折強度を得ることができる。具体的には、クライ
オ条件下で1結晶あたり5‒10°程度の狭い振動範囲
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図1 多数の微小結晶を用いたsmall-wedgeデータ収集スキーム。X線を用いた回折スキャン（収集する角度領域は

数度程度なので図の方位のみ）によって結晶位置を特定後、個別にデータを収集、マージ処理を行う。総説[5]よ
り転載（CC-BY 2.0: https://creativecommons.org/licenses/by/2.0/）。 

 
（small-wedge）だけ測定することで、放射線損傷が
重篤にならない範囲で高分解能の回折データが得ら
れる。この場合、通常は数十から数百個程度の結晶だ
けで十分な質のデータが得られる。結晶にビームを当
てる際、クライオループなどの試料ホルダに複数の結
晶がランダムな方位で収められていれば、同一の振動
範囲で各結晶からデータ収集を行えるため、正面から
見た結晶の位置を決めるだけでよいという利点もあ
る。すなわち、このスキームでは、まずループ全域か
ら結晶位置を検出し、各位置から振動写真データを収
集することを繰り返す（図1）。SPring-8のマイクロ
ビームビームライン BL32XU においても、このスキ
ームの確立および自動化が 2015 年頃から進められ、
ZOO[3]システムとして現在活発に利用されている。同
時期に仏ESRFからMeshAndCollect [4]が発表された
ほか、世界的にも開発が進められている。筆者はZOO
のうち、特に回折スキャンによる結晶位置検出と、回
折強度データの自動処理に携わったので、本稿ではそ
の2つの事柄について記述し、いくつか実例を紹介す
る。 
 
2. 回折スキャンによる結晶センタリング 
 微小結晶に確実に X 線を照射し回折データを収集
するには、高い精度で結晶位置を決める必要がある。
加えて、特に脂質メソフェーズ法による結晶は顕微鏡
下で視認できないことが多いため、X線によって試料
ホルダを2次元走査し、回折斑点の有無から結晶位置
を決める方法が取られる。このとき損傷を与えない程
度の低線量に抑える必要があるが、結晶位置判定には
強度の大きい低分解能領域の回折斑点のみを用いる
ため、データ収集に値するような結晶を見出すにはそ

れで十分である。スキャン領域は試料ホルダの大きさ
に依存するが、多いときは1万箇所（たとえば10 × 
10 µm2のビームサイズで1 × 1 mm2を走査）以上を
スキャンして結晶位置を探索する。高速に生み出され
る大量のイメージを即座に解析して結晶位置を提示
するため、筆者はプログラムSHIKA（Spot-wo Hirotte 
Ichiwo Kimeru Application）を開発した。SHIKAは
並列計算によってイメージを高速処理し、GUI上に結
果を表示する（図 2）。BL32XU では検出器 EIGER
のstreaming modeを活用し、並列計算によってリア
ルタイムのイメージ処理を行っている。SHIKAでは、
もともと SFX 実験のために開発されたプログラム
Cheetah[6]のピークサーチ機能を移植して利用してい
る。ピークサーチ領域は分解能5 Å以下の低角領域 

 
図2 SHIKA GUI。スポット数のヒートマップから選

択した座標の実際の回折画像が確認できる。
KUMAとはネットワーク経由で通信を行う。 
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のみを対象としており、氷由来のピークが混入しない
ようにして偽陽性率を抑えている。画像処理時はピー
クサーチに加えて、GUIやレポートHTMLで表示す
るためのサムネイル画像の作成も行う。レポート
HTMLファイルも生成され、ユーザーは持ち帰ったデ
ータからもWebブラウザを利用して結果を確認でき
る。SHIKA GUIで選択した結晶の座標は、損傷を考
慮して露光条件を設定するプログラム KUMA
（Kessho-wo Ugokashitari Mawashitari-suru Application）
に転送できるようになっている。 
 結果の評価は、スポットの平均 S/N 比やスポット
の数などの評価基準があるが、現在のところスポット
の数を最も有用な指標として利用している。GUIから
評価基準を選択し、スポット数のしきい値・結晶間の
最小距離を入力することで、自動的に結晶の可能性の
高い座標を選択できる。選択した複数の座標は一度に
KUMA に転送し、small-wedge データ収集のスケジ
ュールを即座に構築可能である。 
 
3. Small-wedgeデータの自動処理 
 多数の微小結晶を構造解析に用いる場合、データ処
理はいくらか複雑になる。データセット1つあたりが
カバーする逆空間領域が狭いため、回折強度の正しい
対称性を決めるのも単純ではない。また、強度の対称
性よりも格子の対称性が高い場合（たとえばP4など）、
反射の指数の付け方に幾何学的に等価な複数の可能

性が生じる（indexing ambiguity）が、結合（マージ）
する前に指数の付け方を合わせる必要がある。データ
をマージする際は、同型な、つまり同一の格子定数・
構造に由来するデータのみを結合する必要がある。こ
れらの要素技術の多くはすでに様々開発が行われて
いるものの、微小結晶から収集したデータを構造解析
に利用できる状態へ自動的に処理する仕組みは我々
の知る限り存在していなかった。自動データ処理は、
ハイスループット構造解析には非常に重要であり、ま
たビームライン実験へのリアルタイムなフィードバ
ックにも有用なものとなる。そこで筆者らはプログラ
ム KAMO（ Katappashikara Atsumeta data-wo 
Manual yorimoiikanjide Okaeshisuru）を開発し、
small-wedge データ処理の自動化を実現した[7]。
KAMO はビームライン外でも自由に利用できるよう、
GitHub にて New BSD License で公開されている
（https://github.com/keitaroyam/yamtbx）。KAMO
は、XDS[8]や、DIALS[9]などのCCP4[10]のプログラムを
用いて、自動処理を行う。また依存関係としてCCTBX
ライブラリ[11]を必要とする。KAMO を開発したこと
によって、大量の微小結晶を用いてより高分解能・高
精度のデータが容易に得られるようになった。 
 KAMO には、個別データセットの自動処理機能に
加え、同一格子に属するデータセットの選択、格子定
数または強度相関に基づくデータセットのクラスタ
リング、異常値を示す結晶・回折像の除去とマージ、

 
図3 KAMOプログラム利用の流れ。論文[7]より転載（CC-BY 2.0: https://creativecommons.org/licenses/by/2.0/）。 
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レポート作成の機能が備わっている。KAMO を用い
た処理の流れを図 3 に示した。KAMO はもともと
SPring-8ビームライン、特にZOOの一部として利用
するために開発したが、現在ではその他の施設でも利
用可能である。SPring-8ビームラインで利用する場合
は、タンパク質結晶ビームライン標準のデータ収集プ
ログラムであるBSS[12]のログを監視することでデータ
収集と並行した自動処理ができるようになっている。 
 
4. 利用成果 
 BL32XU において、SHIKA および KAMO はすで
に多数の構造解析に利用されている。KAMO のドキ
ュメント（https://github.com/keitaroyam/yamtbx/
blob/master/doc/kamo-ja.md）には KAMO を構造
解析に用いた文献の一覧を載せている。このうち多く
は生データも公開されており、https://github.com/
keitaroyam/yamtbx/wiki には生データの URL とデ
ータ処理方法を掲載している。興味を持った方はぜひ
参照されたい。代表的には、多角体タンパク質[13]、リ
ゾホスファチジン酸受容体LPA6[14]、エンドセリンB型
受容体のボセンタン結合型構造[15]、トリオースリン酸
／リン酸輸送体（TPT）[16]、真核生物由来MATEトラ
ンスポーター[17]、ヒト由来オレキシン2受容体[18]、ロイ
コトリエンB4受容体BLT1[19]、鉄還元酵素Dcytb[20]、
アニオンチャネルロドプシン iC++[21]およびGtACR1[22]

が挙げられる。いずれも1結晶あたり5‒10°程度のデ
ータを数十から数百個の結晶から収集し、構造解析に
成功している。利用成果の多くは脂質メソフェーズ法
によって結晶化された膜タンパク質だが、本稿で述べ
た手法の適用範囲は膜タンパク質に限らない。最初に
挙げた多角体タンパク質は細胞内結晶化によって得
られた可溶性タンパク質試料であるし、また、同じく
可溶性タンパク質で、恐らく砕けた状態の針状結晶を
含んだ 1 ループのみから構造決定に成功した例もあ
る（unpublished data）。マイクロビームによって試
料の質の良い部分からデータを得ることが可能にな
ったが、今回開発した多数の試料からデータを集める
方法と組み合わせることで、それが現実的なものにな
ったと言えるだろう。微小結晶や針状結晶でお困りの
方は、ぜひ利用を検討していただきたい。 
 

5. おわりに 
 タンパク質結晶構造解析では、良質かつ大きな結晶
を得ることが非常に大きなボトルネックになってい
る。マイクロビーム技術の登場によって微小結晶を用
いた構造解析が技術的に可能になり、これまで大きく
良質な結晶が得られず構造解析できなかったような
試料も解析対象になった。SHIKA・KAMO を含む微
小結晶のためのワークフローおよびソフトウェア環
境整備と、その自動化システムZOOの開発によって、
そのような微小結晶を用いた構造解析が非常に簡易・
高速になった。Small-wedgeデータ収集では、なるべ
く多くのデータを集め、適切にマージを行うことで、
より高分解能かつ高精度のデータが得られることが
期待される。KAMO は大量のデータセットの処理を
大幅に省力化し、これによって処理方法について心配
することなく大量のデータ収集を行えるようになっ
た。 
 KAMOは BL32XU以外の SPring-8 ビームライン
でも利用可能なほか、海外の放射光施設の一部でもす
でに導入されている。今後も、機能の高度化を続けて
いきたい。特に、データ収集中にオンザフライでマー
ジおよび構造解析を自動的に行う機能が求められて
いる。これによって、ある試料についてデータ収集を
継続する必要があるかどうかの判断が自動的に可能
になり、全自動データ収集がさらに効率化されるだろ
う。 
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