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要旨（和文 2000 字程度） 
Thesis Summary （approx.2000 Japanese Characters ） 

本論文は「In-cell protein crystal engineering for nanocrystal structure determination（細胞内タンパク質結晶エンジニ
アリングによるナノ結晶構造決定）」と題し，5章より構成されている。 

Chapter 1 “General introduction”では，タンパク質結晶構造解析に向けた結晶エンジニアリングと, 細胞内タンパ
ク質結晶の構造解析・分子固定法について概説し, 本研究の目的と意義を論じている。これまでの研究から細胞内
タンパク質結晶を足場とするターゲット分子の分子固定を活用した構造解析が注目されているものの, ターゲッ
ト分子の高分解能構造決定を可能にする構造均一性を持つ高回折品質を合成する普遍的な結晶エンジニアリング

法が確立されていないことを指摘し, これを解決するためのアプローチとして, 細胞内タンパク質結晶の一つで
ある多角体の利用可能性について述べている。 

Chapter 2 “Engineering of an in-cell protein crystal for fastening a metastable conformation of a target miniprotein”では，
細胞内タンパク質結晶の 1つである多角体のループ領域に 10残基からなるミニタンパク質CLN025を融合した複
合結晶の構造解析によって, CLN025の準安定構造の決定を達成した。さらに分子動力学シミュレーションによっ
て, CLN025の準安定構造が多角体との間に形成される 2本の塩橋によって誘起されることを明らかにした。これ
らの結果を踏まえ, タンパク質結晶内に様々な分子間相互作用を形成する環境を構築する結晶エンジニアリング
によって, タンパク質の中間体状態や遷移状態の構造決定が実現できることを見出した。 

Chapter 3 “Screening system for structure determination of intrinsically disordered protein using cell-free protein 
crystallization”では，無細胞タンパク質結晶化法を用いた迅速な結晶エンジニアリングを実現するスクリーニング
システムを構築し, さらにコンピュータによるタンパク質分子設計を組みこむことで, 構造決定を目的とした合
理的な結晶設計を実現した。構造決定に向けた設計検討は, (1) 多角体モノマー内の IDP融合サイト候補のピック
アップ, (2) 11残基 IDPフラグメントの融合サイトの決定, (3) IDPフラグメントの挿入位置の決定の 3段階のスク
リーニングによって行い, 最終的に 11残基の IDP由来フラグメントの構造決定に達成している。以上より, 本章
で確立されたスクリーニングシステムが, ターゲット分子の構造決定に有効な結晶設計指針を取得するための網
羅的な設計検討を可能にすることを示した。 

Chapter 4 “Cell-free protein crystallization for rapid structure determination of multiple substrates”では, Chapter 3で確立
されたスクリーニングシステムを基質の構造決定に適用し, 二糖類を捕捉する足場タンパク質結晶として生体内
で結晶化する Galectin-10 (Gal10)に着目して二糖類の構造決定を行った。Gal 10は無細胞タンパク質合成系によっ
て結晶化され, in-house X線回折測定での高分解能構造決定を達成した。Gal10への二糖類の固定は浸漬によって
行われ, 最終的に複数の二糖類の構造決定に成功し, さらに分子動力学シミュレーションにより, Gal 10の基質結
合サイトにおける糖類基質の固定に必須なアミノ酸残基の存在を明らかにした。以上を踏まえ, ターゲットに合わ
せた足場タンパク質結晶結合サイトの設計指針を提案し, 今後はターゲット分子に対する足場結晶の特異性を制

御できる可能性を示した。 
Chapter 5 “General Conclusion”では, Chapter 1–4で得られた結晶エンジニアリングに関する知見を総括し, ターゲ
ット分子の構造決定に必要な結晶エンジニアリングの指針と手法を示し, タンパク質結晶足場を用いた構造決定
の全自動化を含む将来の展望を論じた。本論文は汎用性の高い結晶エンジニアリングによる分子の構造決定と構

造制御が可能であることを示した。本研究成果は, 構造解析を目的とした汎用性の高い結晶エンジニアリング法の

基盤となり, これまでに解析されてこなかったターゲット分子の構造解析や機能解明・設計の実現への道を切り拓

く。 

備考：論文要旨は、和文 2000 字と英文 300 語を 1 部ずつ提出するか、もしくは英文 800 語を 1 部提出してください。 

Note : Thesis Summary should be submitted in either a copy of  2000 Japanese Characters and 300 Words (Engｌish) or 1copy of 800 

Words (English). 

 

注意：論文要旨は、東工大リサーチリポジトリ（T2R2）にてインターネット公表されますので、公表可能な範囲の内容で作成してください。 

Attention: Thesis Summary will be published on Tokyo Tech Research Repository  Website (T2R2). 
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要旨（英文 300 語程度） 
Thesis Summary （approx.300 English Words ） 

Protein crystals are being actively studied as a new generation of porous materials to trap target molecules, which facilitates 

X-ray structure analysis of targets that are difficult to crystallize. Recently, in-cell protein crystals have been expected as 

versatile scaffolds because of the easy operation for structure determination. However, universal methodologies to prepare 

high-diffraction quality crystals with structural homogeneity have not been established due to the difficulty in fixing the 

conformation of target molecules in crystalline pores. To address this issue, this doctoral thesis describes the strategy for 

structure determination by comprehensive crystal design of scaffold protein crystals. 

Chapter 1 outlines the research backgrounds including protein crystal engineering for structure determination and describes 

the motivation of the current work. Chapter 2 describes the determination of the metastable structure of miniprotein using the 

polyhedra crystals synthesized in insect cells by cypovirus infection as a scaffold crystal. Chapter 3 explains the construction 

of a high throughput screening system for structure determination using a cell-free protein crystallization (CFPC) system, 

which realizes the rational design of scaffold protein crystals. Chapter 4 reports the structure determination of substrates by 

using a sugar-binding protein crystal synthesized by CFPC. Chapter 5 summarizes the research finding and show prospects. 

This thesis provides the strategy to fix the conformation of target molecules in high diffraction quality protein crystal and 

demonstrates the screening system to design the structurally homogeneous crystal for structure determination. The research 

findings construct the basis for versatile crystal engineering for the structure determination of nanocrystals, which is expected 

to realize structure determination and clarify the functions of target molecules that have not been analyzed before. 

備考 : 論文要旨は、和文 2000 字と英文 300 語を 1 部ずつ提出するか、もしくは英文 800 語を 1 部提出してください。 

Note : Thesis Summary should be submitted in either a copy of  2000 Japanese Characters and 300 Words (Engｌish) or 1copy of 800 

Words (English). 

 

注意：論文要旨は、東工大リサーチリポジトリ（T2R2）にてインターネット公表されますので、公表可能な範囲の内容で作成してください。 

Attention: Thesis Summary will be published on Tokyo Tech Research Repository  Website (T2R2).   


