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１．研究実施の概要  

本研究では、我々がこれまでに開発した新しいタンパク質結晶化手法である①レーザー

による結晶核発生方法、及び②溶液攪拌による高品質化技術に関しての高度化を行うとと

もに、結晶核発生や結晶成長に影響を及ぼす新しい物理的パラメータの探索を行い、難結

晶化タンパク質の高品質大型結晶育成技術の確立を目指している。 
レーザー核発生については、レーザー光強度・パルス時間幅をレーザー光の物理パラメ

ータとして核発生メカニズムに関して検討したところ、バブル発生などによる溶液形態変

化と核発生メカニズムとに相関があることが明らかとなった。攪拌においては、管内一次

元流れを利用した実験系を構築し、100 nl 程度の微量液滴における攪拌手法の確立および、

流れが結晶成長に及ぼす影響の定量的解析が可能となった。 

様々なタンパク質における最適条件の指導原理探求を目指し、膜タンパク質やそれらの

巨大複合体、さらには単体だけでなくタンパク質との複合体を形成しうる核酸類など、多

種に渡る生体高分子の高品質結晶育成を実施している。さらに、動的光散乱（DLS）や電

気泳動、吸収分光による溶液状態評価系を構築し、タンパク質溶液状態が結晶化に及ぼす

影響も調べている。 
今後も更に様々な膜タンパク質や難結晶化水溶性タンパク質を結晶化することで、本技

術の優位性を実証しながら、結晶化における普遍的なパラメータを探し出し、より汎用性

の高いシステムの構築を行う。 

 

２．研究実施内容 

【効率的なレーザー照射条件の探索と核発生機構の検討】 
レーザー核発生については、核発生に最適なレーザーパラメータの探索を通して、原理

解明や手法の高度化を目指し研究を進めている。18 年度は、レーザー核発生最適条件探索

の一つとして、レーザー光強度・パルス時間幅を取り上げ、核発生に対しての依存性を調

べた。試料として、モデルタンパク質であるリゾチームを用いて実験を行った結果、核発

生にはあるエネルギーしきい値(200 fs: 3 µJ/pulse, 2000 fs: 8 µJ/pulse)以上でレーザーを照射



する必要があることが分かった。また、パルス時間幅が長くなると、核発生に要するしき

い値が増加することから、フェムト秒レーザーによる非線形吸収をトリガーとして核発生

が誘起されていることが明確に示された。 

我々は、この非線形吸収に追随して誘起される、溶液中での形態変化、特にバブルや衝

撃波界面での濃度変化により核発生が誘起されると予測している。実際、液中圧力センサ

ーを用いてレーザー誘起衝撃波の圧力を測定し、形態変化のしきい値を調べたところ、核

発生のしきい値とほぼ同じオーダーであることが明らかとなった(200 fs: 1 µJ/pulse, 2000 fs: 

5 µJ/pulse)。そこで本年度は、溶液形態変化が誘起する核発生メカニズムについての知見を

得るために、結晶化の経時観察によりそのダイナミクスを調べた。10~15 wt%でポリエチレ

ングリコール（PEG）を添加した高粘度溶液を用いることで溶質やバブルの拡散を抑え、

結晶化過程の長時間観察を行った結果、レーザー照射位置、特に発生したバブルの周囲や

界面に結晶が成長する様子が観察された。また、蛍光分子をラベルしたリゾチームの蛍光

観察も併せて行い、バブル周囲での凝集挙動を分子レベルで捉えることにも成功した。こ

の結果は、バブルが、尿素などの有機低分子だけでなくタンパク質においても結晶化に関

与することを強く示唆している。本年度は、レーザー照射時のバブル周囲での分子挙動の

詳細な観察のために、高感度カメラ（EMCCD）を組み込んだ顕微観察システムも構築して

おり、今度様々なパラメータに対してのマイクロ秒から数日レベルに渡る結晶化経時観察

を行い、結晶化ダイナミクスをより詳細に調べていく。 

さらに、このような溶液形態変化による核発生機構に関する知見を基に、より大きな溶

液形態変化の実現によるレーザー核発生法の高度化についても検討した。その結果、近接

(<100 µm)した 2 ケ所にレーザーを集光し、より大きな形態変化を誘起すると、核発生確率

が増加することを見出した。今後は、膜タンパク質など種々のタンパク質を用いて系統的

にこの効果の検証を行い、汎用的技術としての応用を目指す。 

 

【溶液攪拌技術の高度化】 

現在タンパク質結晶化においては、溶液の微量化と結晶化剤などによる高粘性化が進み、

効率よく攪拌できるシステムを開発することが非常に重要である。しかし、液滴内部に流

れを誘起させる場合、微量であるほど定量的な流れ制御が困難になる。そこで我々は、一

次元管内で往復運動する溶液中では速度勾配を有する非定常流れが容易に発生することに

着目し、18 年度は、この原理に基づく新規溶液攪拌システムを開発した。本システムに組

み込んだシリンジポンプにより溶液を管内（内径 0.5mm）で往復運動させたところ、100 nl

以下の微小液滴でも、長時間（24 h 以上）、数十µ m/s の緩やかな流れを安定に誘起するこ

とに成功した。また、ナビエ・ストークス運動方程式の三次元数値解析からも溶液中の流

れの存在を確認し、微量・高粘性タンパク質溶液の高効率攪拌に有効であることを明示し

た。 

 



【レーザープロセッシング技術の開発】 

18 年度は、主にフェムト秒レーザーを用いてのタンパク質結晶の高精度加工に関する研

究を進めた。フェムト秒レーザーを集光照射することで、従来のメスなどの機械ツールで

は非常に困難であった、ガラスキャピラリー内で強固に吸着した結晶の非接触・非損傷剥

離に成功した。また、含水率が極めて大きく（～80％）極めて脆いことから高精度加工が

不可能であった膜タンパク質において、マイクロメートルの精度で多結晶から単結晶への

成長誘導に成功し、本手法がタンパク質加工において広く有効であることを実証した。 
 

【結晶化新技術の開発について】 
タンパク質結晶化において、タンパク質の溶解度制御は非常に重要である。18 年度は、

溶解特性制御の物理因子として圧力に注目し、膜タンパク質結晶化への応用を試みた。先

に開発した簡易型高圧結晶育成容器を用いて、膜タンパク質 AcrB を圧力下（500 atm）

で育成したところ、常圧より高沈殿剤濃度(PEG15→18%)で結晶化することを見出し、圧

力が AcrB の溶解度増加（可溶化）に寄与することを初めて明らかにした。さらに、結晶

品質は常圧と同程度であったことから、無侵襲な溶解度の制御が可能であることを示した。 
この結果を受け、同じく AcrB の溶解度に大きく影響を及ぼす界面活性剤に注目した。

界面活性剤は膜タンパク質の可溶化に必須であるが、結晶中に多量に含有されるため、結

晶品質の低下を招くと考えられるが、これまでは界面活性剤はある一定量以上は絶対に必

要だと言われており、そのような試みは殆どなされていなかった。我々は、この界面活性

剤低減を試み、従来の 0.2%から、界面活性剤を低減できる限界である臨界ミセル濃度 0.015
（cmc）付近で結晶化を行った。その結果、回折分解能が従来の 3.5Åから 2.5 Åまで改善

することを見出し、界面活性剤の低減が膜タンパク質結晶の高品質化において重要なパラ

メータとなることを初めて明確化した。 
 

 

３．研究実施体制 

（１）「工学研究科」グループ 

①研究分担グループ長：森 勇介（大阪大学大学院工学研究科 助教授） 

②研究項目 

・本研究では、フェムト秒レーザー照射による核発生技術や溶液攪拌による結晶高品質

化技術などの新しいタンパク質結晶化手法の高度化、及び結晶核発生や結晶成長に影

響を及ぼす新しい物理的パラメータの探索を行い、膜タンパク質や水溶性タンパク質

をはじめ、様々な難結晶化タンパク質の完全結晶育成技術創成のための要素技術開発

とその実証研究を以下の（１）～（４）の項目に沿って行う。 
（１）レーザー核発生技術の高度化 

（２）溶液攪拌技術の高度化 



（３）レーザープロセッシング技術の開発 
（４）水溶性タンパク質完全結晶創成 

 

（２）「産研」グループ 

①研究分担グループ長：村上 聡（大阪大学産業科学研究所 助教授） 

②研究項目 

・タンパク質結晶化のなかでもとりわけ困難であると言うことが良く知られている膜

タンパク質の結晶化は、構造生物学分野での最後の開拓地であると表現されている。

我々がこれまで開発してきた高品質結晶化支援のための技術を、膜タンパク質に対し

て適用させる為に、より多くの膜タンパク質結晶化に対して結晶化を実施し、技術の

一般化を目指す。大腸菌多剤排出トランスポーターAcrB をサンプルとして、結晶化

技術を改良すると共に、他の膜タンパク質標品の大量精製の為の遺伝子組み換え実験

や、生化学実験を以下の項目に沿って行う。 

（１）AcrB タンパク質の大量精製および、結晶化 

（２）大腸菌薬剤排出トランスポーターのクローニング及び大量精製条件の検討 

 

（３）「創晶」グループ 

①研究分担グループ長：安達 宏昭（株式会社創晶 代表取締役社長） 

②研究項目 

・依頼されたタンパク質・難結晶化材料の結晶化を、レーザーや撹拌などを駆使して行

うとともに、本 CREST で開発された技術の移転を積極的に進める。 
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