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研究成果の概要： 
結晶表面上に吸着した不純物や空孔を起源とするマイクロ欠陥が，タンパク質結晶の成長に及

ぼす影響の解明に取り組んだ．個々の空孔の可視化にはいたらなかったが，結晶表面上の個々

のタンパク質分子や単位成長ステップを様々な条件下で可視化・その場計測することに成功し

た．そして，不純物が不均一２次元核形成やステップカイネティック係数に顕著な影響を及ぼ

すこと，アガロースゲルが不純物の輸送を抑制すること，結晶表面上での分子の拡散運動は溶

液中にくらべて 4-5桁遅いこと，分子の吸着は逐次的に徐々に進行すること，などを見出した． 
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質分子の三次元構造をX線構造解析
法で決定するためには，タンパク質の良質な
単結晶がまず必要となる．この結晶育成課程
が現在もなおボトルネックとなっており，良
質なタンパク質結晶を育成するための一般
的な手法の確立が急務となっている． 
このような状況の中，1980 年代後半より，タ
ンパク質結晶の成長メカニズムを結晶成長
学の見地から明らかにしようとする研究が
始まり，タンパク質結晶の成長メカニズムも

半導体，金属や低分子有機化合物のものと基
本的には同じであることがわかってきた．そ
のため，ようやくタンパク質結晶についても，
「結晶品質を向上させるための成長メカニ
ズムに基づいた系統的な研究」を行うことが
できる段階に到達した． 
近年，申請者らは２種類の新規な光学顕微技
術を独自に開発し，それらを用いると，(i)
タンパク質結晶表面上の単位ステップや転
移，インクルージョンの分布（レーザー共焦
点微分干渉顕微鏡），および(ii)結晶表面近
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傍のタンパク質１分子の挙動（薄液層型１分
子蛍光顕微鏡）を，結晶の成長中にその場観
察できることを明らかにして来た． 
 
２．研究の目的 
本研究では下記の３点に焦点を絞り，空孔や
結晶表面に吸着した不純物を起源とするマ
イクロ欠陥が，タンパク質結晶の成長に及ぼ
す影響の解明に取り組んだ． 
(1)マイクロ欠陥（空孔・吸着不純物）観察技
術の開発：①レーザー共焦点顕微鏡を検出器
としたレーザー光散乱トモグラフィー顕微
鏡を開発し，空孔のその場観察を試みた．②
また，薄液層型１分子蛍光顕微鏡のレーザー
照明を，任意のパルス状にオン・オフする機
構を作製することで，蛍光ラベルした不純物
分子のタンパク質結晶表面への吸着過程の
一分子その場観察を試みた． 
(2)タンパク質結晶の成長に及ぼす不純物効
果：レーザー共焦点微分干渉顕微鏡および薄
液層型１分子蛍光顕微鏡を用いて，タンパク
質結晶表面上での不純物の吸着サイト，吸着
特性，および単位ステップの前進をその場観
察した．そして，タンパク質結晶の成長に及
ぼす不純物効果およびマイクロ欠陥の発生
機構の解明に取り組んだ． 
(3)溶液-結晶界面における蛍光１分子観察：
(1)②で開発したパルス状レーザー光源を用
いて，蛍光ラベル化タンパク質分子をタンパ
ク質結晶表面上で１分子観察し，溶液-結晶界
面におけるタンパク質分子の拡散・吸着挙動
の解明に取り組んだ． 
 
３．研究の方法 
(1)高感度レーザー光散乱トモグラフィーの
開発：図１に示した様に，縦型のシリンドリ
カルレンズを用いて水平平板状のレーザー
光束を作製し，この光を用いてタンパク質結
晶を輪切り状に照明した．そして，下方より
結晶中の散乱光を光電子増倍管および超高
感度 EM-CCD カメラを用いて観察すること
で，結晶中のマイクロ欠陥およびその立体分
布のその場計測を試みた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2)レーザー共焦点微分干渉顕微鏡の改良と
ステップ観察への応用：平成 16-17年度の科
学研究費補助金(課題番号 16360001)で開発
したレーザー共焦点微分干渉顕微鏡の光源
を，これまでの He-Ne レーザーから可干渉
距 離 が 10µm 程 度 と 極 め て 短 い
Superluminescent Diode に換え，観察像か
ら干渉縞を除去することで，さらに高いコン
トラストでの結晶表面のその場観察を実現
した．この改良により，ゲル中などの悪条件
下でも，タンパク質結晶表面上の単位成長ス
テップを十分なコントラストでその場観察
することが可能となった． 
(3)薄液層型全反射蛍光蛍光顕微法の改良と
蛍光１分子観察への応用：これまで独自に開
発した薄液層型１分子蛍光顕微鏡の光源に，
観察用カメラと同期した電磁シャッターを
導入することで，試料をパルス状に短時間の
み照明することを可能とした．これにより，
蛍光色素が消光するまでの実質の観察時間
を大幅に引き延ばすことに成功し，４．(3)
の１分子観察による研究が可能となった． 
 
４．研究成果 
得られた成果は以下の３点（8 項目）にまと
められる． 
(1)マイクロ欠陥のその場観察 
3.(1)で開発したレーザー光散乱トモグラフ
ィーを用いて，リゾチーム（モデルタンパク
質）正方晶系結晶中のマイクロ欠陥をその場
観察した一例を図２に示す．マイクロ欠陥が
散乱光による白い輝点として観察されてい
ることがわかる．この観察においては， 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
リゾチーム結晶中の屈折率の変化が光散乱
の主要因となる．そのため，空孔などに起因
するマイクロ欠陥が観察されているものと
予想される．しかし，迷光の完全な除去が極
めて困難であった為，１つの起点が１つのマ
イクロ欠陥に相当するかどうかの確認がど
うしても出来ず，「空孔」に起因するマイク
ロ欠陥の定量的な評価が達成できなかった．
そのため，次項の蛍光１分子観察法を用いた
「吸着不純物」に起因するマイクロ欠陥が，
タンパク質の結晶化に及ぼす影響に，研究の

図１ マイクロ欠陥その場観察装置 

図２．レーザー光散乱トモグラフィーで可
視化したリゾチーム正方晶系結晶内部の
マイクロ欠陥． 



 

 

図４．種々の手法で計測したステップ前進速
度の過飽和度依存性．Cはリゾチーム濃度を，
Ceは溶解度を示す．また，LCM-DIM はレーザ
ー共焦点微分干渉顕微法を，AFM は原子間力
顕微法を，PSMI は位相シフト型マイケルソン
干渉計を示す． 

主眼を移した． 
 
(2)タンパク質結晶の成長に及ぼす不純物効
果 
3.(2)で改良したレーザー共焦点微分干渉顕
微鏡を用いて下記の４点を明らかにした． 
①不純物による不均一２次元核形成：高過飽
和度下では均一核形成がおこるが，低過飽和
度下では不均一核形成がおこることを明ら
かにした（図３）．不均一核形成は，%オーダ
ーの不純物を含む系で，特に顕著に観察され
た．また，不純物は結晶表面に吸着した後，
同じ部位で数回にわたり不均一核形成を繰
り返し誘発することを見出した．さらに，計
測した２次元核形成速度より，ステップのレ
ッジエネルギーを評価し，面成長速度計測に
基づくこれまでのレッジエネルギーの算出
が基本的には正しいことを明らかにした． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②不純物の吸着サイトとステップ前進の抑
制：ステップに特異的に吸着する不純物と，
テラス上にランダムに吸着する不純物とで
は，ステップの前進に及ぼす不純物効果が異
なることを見出した．テラスに吸着する場合
には，過飽和度の増大とともにステップ前進
の抑制は解消された．一方，ステップに吸着
する場合には，低過飽和度下では，ステップ
カイネティック係数の減少が観察された．ス
テップカイネティック係数は，過飽和度の増
大とともに不純物を含まない純粋な場合の
値へと復帰することを見出した． 
③アガロースゲルと不純物の輸送：ゲル中で
の結晶化は対流を抑制するため，微小重力下
での結晶化の模擬実験として，これまで多く
の研究が行われて来た．その結果，ゲル中で
結晶化した方が高品質な結晶が得られやす
いことが報告されて来た．本研究では，２次
元アイランドの形状を観察するとともに，ス
テップ前進速度を計測した．そして，ゲル中
で成長させたタンパク質結晶の品質向上が，

ゲルによる不純物輸送の抑制（フィルター効
果）に基づくことを実証した． 
④タンパク質結晶の成長過程をその場計測
する為の手法の比較検討：タンパク質結晶の
表面モルフォロジーをその場観察するため
の手法としては，原子間力顕微鏡(AFM)がこ
れまで多く用いられて来た．しかし，AFM，
レーザー共焦点微分干渉顕微鏡，位相シフト
干渉計を用いて，同一条件下でステップ前進
速度を計測したところ，AFM で測定した速
度が，他の２者での結果にくらべて顕著に速
いことを明らかにした（図４）．この結果は，
カンチレバーによるスキャンが結晶近傍の
濃度分布を擾乱する為，AFM は成長カイネ
ティクスの測定には不向きであることを示
す． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)溶液-結晶界面における薄液層型１分子蛍
光顕微法を用いた１分子観察 
3.(3)で改良した薄液層型１分子蛍光顕微鏡
を用いて下記の３点を明らかにした． 
①溶液-結晶界面での溶質分子の拡散挙動：溶
液-タンパク質結晶界面において，溶質を模擬
した蛍光ラベル化タンパク質分子の拡散挙
動を世界で初めて１分子計測することに成
功した（図５）．その結果，溶液－結晶界面で
は，タンパク質分子は界面からの引力相互作
用を強く受けるため，バルク溶液中にくらべ
て４－５桁遅い速度でブラウン運動すること
を見出した．また，界面からの引力相互作用
のため，バルク溶液中の蛍光ラベル化タンパ
ク質濃度から予想されるよりも３桁も多数
のタンパク質分子が界面に濃縮されている
ことを見出した． 
②溶液-結晶界面への溶質分子の吸着挙動：溶
質を模擬した蛍光ラベル化タンパク質分子
が結晶表面上に吸着する挙動を，吸着時間の
関数として１分子計測した．その結果，蛍光
ラベル化タンパク質分子は，結晶表面上にい
きなり吸着・固着するのではなく，徐々に同 

図３．種々の過飽和度（ln(C/Ce)）下におけ
る２次元核形成速度 J．ここで，C はリゾチ
ーム濃度を，Ce は溶解度を示す．また，HON
および HEN は均一・不均一な２次元核形成を
示す． 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
一箇所での滞在時間を増大させることで，
徐々に吸着・固着することを見出した．この
結果は，結晶表面での分子の吸着過程が，逐
次的に連なった複数個の素過程を経ること
で進行することを示す． 
③無機基板結晶表面上でのタンパク質分子
の拡散挙動：酸化 Si(100)表面およびガラス
基板上で，蛍光ラベル化リゾチーム分子の拡
散挙動を１分子計測した．その結果，両基板
共に，基板上ではバルク溶液中にくらべて３
桁程度遅い速度で拡散することを見出した．
さらに，純粋な Si(100)および酸化 Si(100)表
面上でのリゾチーム分子の挙動を，分子動力
学シミュレーションした．その結果，基板上
では拡散が極めて遅くなると言う実験と同
じ結果に加えて，純粋な Si(100)表面上では
タンパク質分子が変形してしまうことがわ
かった． 
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図５．結晶表面での拡散における，１秒間の
平均２乗変位(<d(nΔt=1)>2)の確率分布．直線
の傾きより拡散係数が求まる． 
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〔その他〕 
上記の成果の一部は下記のホームページに
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http://park10.wakwak.com/~sazaki/ 
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