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前年度の報告書に記載したように、CCN2-FGF2 複合体の結晶化について、CCN2 の沈殿が混在して

いても結晶とは区別できそうであること、結晶化プレートには種々の pH の条件が含まれていること

から、CCN2 in acetate buffer と FGF2 を acetate buffer(pH4)で高濃度に溶解したものとで混合液を

作り、そのまま結晶化プレート 10 枚に添加することにより、どれか結晶化する適切な条件に遭遇する

可能性を追求した。即ち、R&D 社製の FGF2 の場合は DW で再構築しても酸性溶液（pH4 程度）に

なることがわかったことから、両者の高濃度溶液 5mg/mL（各 1mg）を混合したところ白濁したが、

遠心して沈澱を除きその上清をそのまま結晶化に供した。約 3 ヶ月後結晶らしきものが観察できた 5
ドロップを回折実験に供したが、どれも低分子化合物であった。因みに、遠心上清中の CCN2（すべ

て FGF2 とモル比 1：1 で複合体を形成していた）は 0.35mg/ml(全重量 0.14mg)しか存在せず、大半

の CCN2 は沈澱してしまっていることが分かった。 
そこで、CCN2 と FGF2 をモル比 1：2 にて低濃度で混合したのち、分子量 50KDa の限外濾過膜

（Amicon Ultra-50 スピンカラム）で FGF2 を除去し、複合体を濃縮する方法をとれば、できるだけ

沈澱が生じる可能性を抑え、高収量で複合体のみを得ることができると考え、共に 0.5mg/ml の濃度

の CCN2 と FGF2 を混和したところ、不溶物らしきものが目視できたので、遠心後、上清の CCN2 タ

ンパク量をウエスタンブロットで確認すると 50%程度に減少していた。さらに、上清を上記のスピン

カラムで限外濾過すると flow through には CCN2 は認められなかったが、フィルター膜に吸着してお

りさらなるロスが生じていた。次に、混和時の沈澱をさけるべく、さらに低濃度で溶解した CCN2 と

FGF2（共に 0.1mg/ml）を混合し、スピンカラムで複合体のみを分離することを試みたが、10%程度

しか upper chamber 中に存在しない事が判明した。 
以上、FGF2 との複合体形成実験は、これまでの実験結果から今後も困難を伴う事が考えられる。そ

こで、FGF2 との複合体形成実験は一旦休止して、2021 年度から CCN2 と同様の酸性条件での溶解度

が高く、CCN2 と高親和性で結合するタンパク質を用い、複合体の形成とその結晶化実験を行う予定

である。 
 


