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●	 結晶スポンジ法によるホップ代謝物の 
構造解析

ビール醸造に欠かせないホップ（Humulus lupulus L.）
は，その代謝物がビールに特徴的な苦みや香りを与え

る．α酸は，ホップの中でも最も重要な代謝物の一種で

あり，化学的・物理化学的に同等の性質を持った類縁体

から構成されている．これら α酸のうち，フムロンは

最も量が多く，ビール醸造過程でシスイソ α酸とトラ

ンスイソ α酸に異性化することが知られている．これ

らの α酸は，苦みのほか，泡の安定性や抗菌作用に寄

与している．

しかし，これらの α酸の立体構造の絶対配置は，

2013 年まで解明されてこなかった．その原因として，

水素原子の不足により核磁気共鳴分光法による分析が困

難であることやイソ α酸がビール熟成中に複数の誘導

体に変化することが挙げられる．ビールの風味や品質

は，一般的に試行錯誤を通して改良されており，ホップ

などのビール成分の化学的・生物学的理解が品質向上に

繋
つな

がるとの期待があるが，熟成中に形成されたイソ α

酸の誘導体の多くは，その後も解明されずにいた．

そこで Taniguchiらは，結晶スポンジ（CS）法を用い
てトランスイソ α酸の誘導体の構造解析を行った1）．

CS法とは，近年 Inokumaらにより発明された有機低分
子化合物の単結晶 X線構造解析法である2）．通常，単結
晶 X線構造解析では，対象化合物の結晶化が必要であ
る．これに対して，CS法では結晶スポンジと呼ばれる
結晶の内部に対象の化合物を取り込んだものを分析する

ため，結晶化を必要とせず，結晶化が困難な化合物や数

μg以下の微量なサンプルの解析が可能となる．この手
法により，ビール熟成過程に似た条件（4 weeks at 40 ℃ 
and pH 4.0 in a 5 ％ EtOH solution）で形成し，高速液
体クロマトグラフ法により分離した 13種類のトランス

イソ α酸誘導体の構造を絶対配置まで決定することに

成功した．このうち，八つの誘導体は初めて構造が解明

された．本研究により解明された誘導体の構造と苦みや

抗菌作用などの活性との間の相関を明らかにすること

で，ビールの苦み成分制御や品質向上などに貢献できる

と考えられる．

ビール産業のみならず，従来構造解析が困難な化合物

に対する構造決定の需要は多く，CS法は様々な分野で
の応用が期待される．
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●	 振動円二色性分光法を利用した柔軟な構造を

持つ脂肪酸の絶対立体配置決定

キラル分子はアミノ酸や糖など，生体内に含まれる多

くの化合物を構成しており，我々の生活と密接にかか

わっている．これらのキラル分子はそのエナンチオマー

間で異なる生物活性を持つ場合も多く，その絶対立体配

置決定法の開発は重要である．

キラリティを持つ脂肪酸は生体内で様々な役割を担っ

ている化合物である一方，柔軟な構造を持つことから絶

対立体配置の決定が困難な化合物群である．最も強力な

絶対立体配置の決定法として X線結晶構造解析が挙げ
られるが，脂肪酸のような柔軟な分子は解析に適した結

晶を形成しにくく，従来の手法が適用困難である場合が

多い．水酸基を有する脂肪酸であればMosher法1）など
を用いて NMRにより決定することができるが，誘導化
が必要になることから，化学変換を必要としない簡便な

絶対立体配置の決定法が強く望まれている．最近，振動

円二色性（VCD）分光法を利用したキラルな脂肪酸の
絶対立体配置の決定が谷口らによって達成されたのでそ

の研究について紹介する2）．

谷口らはまずリシノール酸の VCDを用いた絶対立体
配置の決定を行った．リシノール酸は1500～1000 cm－1

の領域に幾つかの特徴的な VCDシグナルを示した．ま
たリシノール酸の構造を簡略したモデル基質を合成し，

そのコンフォメーションを計算したところ，再安定構造

から 1.6 kcal/mol以内に 19 個のコンフォマーが得られ
た．これらの VCDスペクトルを計算し，そのボルツマ
ン分布に基づいて加重平均することで計算による VCD
スペクトルが得られた．これはリシノール酸の実際の測

定により得られた VCDスペクトルと非常によい一致を
示した．キラル中心での O─Hおよび C─H変形に起因
する 1404 cm－1 の負のバンドを含め，モデル基質の計
算結果と 1対 1の対応を示した．本手法はヒドロペル

オキシド化合物にも拡張可能であり，化合物の誘導化を

行うことなく絶対立体配置及びそのコンフォメーション

の決定に成功している．

本手法を用いることで，これまで絶対立体配置の決定

が困難とされてきたキラルな脂肪酸類の絶対立体配置と

コンフォメーションが簡便に決定できるようになった．

これらの化合物は生体内で重要な役割を担っており，本

手法によって得られる絶対立体配置とコンフォメーショ
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ンに関する知見は脂質生化学の研究や脂質関連医薬品の

開発に貢献すると期待される．
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●	 クライオ電子顕微鏡による生体材料の

立体構造解析

2017 年のノーベル化学賞は，「クライオ電子顕微鏡

単粒子像解析法」であり，クライオ電子顕微鏡による生

体分子の立体構造解析のパイオニアとなった 3名の研

究者，J. Dubochet，R. Henderson，J. Frankに贈られた．
J. Dubochetらは生体試料を急速凍結することで非晶質
の氷の中に埋め込む“氷包埋法”を開発した1）2）．

R. Hendersonらは電子顕微鏡でタンパク質の原子座標を
決定できることを示した3）．そして，J. Frankらは多数
の投影像から立体構造を再構成する“単粒子解析法”を

開発した4）．これらの技術によって，クライオ電子顕微

鏡法は，X線結晶解析法や NMR分光法が独占的であっ
た構造生物学の世界に革命をもたらした．

従来の構造解析手法と比較して，クライオ電子顕微鏡

法には二つの特徴がある5）～7）．一つ目は生体試料の結晶

化を必要としない点である．特に，結晶化がボトルネッ

クで X線結晶構造解明が困難であった膜タンパク質に
おいて，クライオ電子顕微鏡法を活用することで，数多

くの構造解析成果が報告されている．二つ目はサンプル

の形態に制限が少ない点である．数十 kDaから数MDa
のタンパク質複合体まで，様々なサイズの試料に対応で

きるため，小さなタンパク質から複合体，ウイルス粒子

や細菌，細胞などといった多彩な生体関連試料を観察可

能である．

クライオ電子顕微鏡単粒子像解析法は，①試料グリッ

ドの作製，②クライオ電子顕微鏡による画像データの収

集，③単粒子像解析，の三つのプロセスに分類できる

（詳細は解説記事を参照5）～7））．膜穴グリッドに対してサ

ンプル試料を滴下し，余分な水分を除去した後，液体エ

タンで凍結（プランジ凍結）する．本グリッドをクライ

オ電子顕微鏡内に挿入し，適切な条件で電子線を照射す

ることで，数千から数万枚の画像データを取得する．本

データをもとに，二次元クラス分類や粒子像の再構築，

3次元クラス分類を行い，最終的なモデリングが行われ

る．

クライオ電子顕微鏡法は，創薬等に資する支援技術基

盤（共用ファシリティ）の一つとして整備され，積極的

な外部共用や技術的な支援体制が構築されている．具体

的には，国立研究開発法人日本医療研究開発機構

（AMED）の創薬等先端技術支援基盤プラットフォーム

（BINDS）制度8）によって，様々な研究者が使用できる
環境となっている．今後，医学や創薬に限らず，生命科

学・分子生物学・計算科学・材料科学などの学問領域に

おいても，本技術は幅広く利用されるだろう．分解能の

向上だけでなく，条件の異なる様々な立体構造情報があ

らゆる学問領域にブレイクスルーを生み出すことが期待

される．
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