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研究成果の概要（和文）：光圧を用いれば、溶液中の「好きな位置に好きなタイミングで好きな

濃度の」局所的な高濃度ミクロドメインを形成できる。そうして形成した微粒子は、結晶形成へ

の格好の“核”となるのではないか？ これが当初のアイディアである。

そこで、光圧誘起分子集合形成法を、ニワトリ卵白リゾチームの結晶形成に適用してみた11)。

その結果、重水溶液中に光照射１時間～数時間で、焦点位置に極めて微小なリゾチーム集合体が

確認された。その溶液を２４時間静置し、結晶の形成の様子を観察したところ、レーザー未照射

の試料では形成されないリゾチームの結晶が明確に観察された。このように、光圧は蛋白質の結

晶形成に応用できる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated a novel technique to promote crystallization of hen
egg-white lysozyme in heavy water. The technique was essentially based on aggregation of
the protein molecules by photon pressure generated under irradiation of a cw 1064 nm
laser beam to the protein solution. When photon pressure was kept being exerted for 1-2
hours on the sample solution, a small particle identified to the molecular aggregate of
lysozyme was produced, as proved by in situ Raman microspectroscopy on the particle.
Furthermore, we confirmed that aggregation of lysozyme by photon pressure led to
crystallization of the protein.
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１．研究開始当初の背景
ゲノム創薬過程において蛋白質の構造

解明が決定的な役割を担うが、蛋白質の結晶
化自体が構造解明のボトルネックとなって
きた。蛋白質の高次構造を解明する X 線回折
には単結晶が必要であるが，単結晶を得るに
は熟練した技術と多くの時間が必要であり，
新規かつ迅速な蛋白質結晶化手法が強く求
められている．

一方 我々はこれまでに、レーザーの集
光位置に生じる光電場 (光圧)のポテンシャ
ルを利用し、溶液中に均一に溶解した高分子
を集合させるとともに、顕微分光法を用いて
形成した集合体の構造変化を詳細に解明し、
光圧によって高分子の相転移を誘起できる
ことを実証してきた [業績文献 3 ,12 ]。

申請者はこの方法論に着目した。つまり、
光圧を用いれば、溶液中の蛋白質分子をレー
ザー光の集光位置に集合させ，局所的に濃度
を上昇させることにより，核形成を誘起させ
結晶化を促進できると考えた。
分子サイズが大きい分子ほどレーザー光の
集光位置に集合しやすいため，この技術はこ
れまで困難とされていた巨大分子サイズの
蛋白質を結晶化させる強力な手法になると
考え，本研究を推進した。

2. 研究の目的
分子量の大きな蛋白質を用いることにより、
光圧により形成される集合体から結晶核へ
の相転移を顕微ラマン分光法で追跡し、結晶
化機構の解明を目指した。これに基き、光圧
誘起結晶化の方法論の確立を目的とした。

３．研究の方法
① 光圧誘起結晶作成システムの構築
② 対象蛋白質系の拡張による方法論の一般
的確立
③ 蛋白質分子集合体 / 微小結晶核の構造
変化の分光学的解析

この三つのポイントから、光圧により形成
される集合体から結晶核への相転移を顕微
ラマン分光法で追跡する。レーザー強度や蛋
白質濃度条件を最適化することにより、光捕
捉した集合体から結晶核への相転移を in situ
顕微ラマン分光法で追跡する．さらに，結晶
核に光圧を印加し続ければ、結晶表面に蛋白
質分子が結合していく結晶成長が期待でき
る。その過程を顕微ラマン分光法で追跡する。
蛋白質分子表面の水の水和・脱水和機構や立
体構造変化を解析することにより、集合体か
ら結晶成長までの相転移を解明することを
目指した。

４．研究成果

(1) 卵白リゾチームの結晶化

まず、タンパク質結晶化の研究によく用いら

れるニワトリ卵白リゾチームの結果を述べる。分

子量 14,400、水溶液中の流体力学的半径（r）が

2 nm 以下のこのタンパク質は、(4)式より単純に

見積もれば、U trap> kT の光捕捉条件を満たさ

ない。濃度 2.0 mM の重水溶液に対し、Peff =

0.3 W 以上のレーザー強度で１時間以上の集

光照射を行なったところ、暗視野観察にて Ar レ

ーザーの後方散乱光により、かろうじて分子の

捕捉・集合を確認することができた。集合体のラ

マンスペクトルは溶液中の参照スペクトルと一致

し、実際にリゾチームが光捕捉されていることが

確認された。

光捕捉条件 U trap> kT を満たすには、水溶液

中の分子のサイズが r > 20 nm を満たさなけれ

ばならない。一方、試料溶液の動的光散乱を測

定してみたところ、r = 20 ~ 30 nm に分布を有す

るピークが明瞭に観測された。この試料の濃度

は過飽和に近く、リゾチーム分子鎖は相互の絡

まり合いや水素結合などを介して、部分的に会

合体を形成していると考えられる。つまり、このよ

うな大きな会合体が集光焦点位置で順次捕捉さ

れ、数時間かけて集合体に成長していったと考

えられる。リゾチームの場合、この集合体が時と

して結晶核として働き、微結晶の形成にまで至

ることが確認できた。

(2) ヘムタンパク質の光共鳴型捕捉

次に、他のタンパク質に関する光捕捉について

も紹介する 7)。ヘムタンパク質であるミオグロビン

とチトクロム c（馬心臓）について光捕捉の検討を

行なった。これらの分子量と水溶液中のサイズ

は、先に述べたリゾチームの場合とそれほど大

差はない。つまり、これらのヘムタンパク質は光

捕捉条件 Utrap > kT を満たさない。そして、これ

らの光捕捉実験は、会合体を形成しないような

低濃度（0.1 ~0.5 mM）で行なった。にもかかわら



ず、ミオグロビンでもチトクロム c でも、数 10 秒～

数分以内という迅速な時間スケールでの分子集

合体形成が観測された。もちろん、この分子集

合体は可逆的に形成され、レーザー照射をスト

ップすれば消失する。集合体のラマンスペクトル

は水溶液中のチトクロム c のスペクトルとよく一致

し、チトクロム c が迅速に光捕捉されたことが示さ

れた。定性的には同様の現象がミオグロビンで

も明瞭に観測された。

ヘムタンパク質でこのような迅速な光捕捉・分

子集合の原因として、我々はヘムによる捕捉光

（ = 1064 nm）の吸収を考えている。最近、大阪

府立大の石原らは、捕捉用の光に対し捕捉物

質が共鳴吸収を持つ場合には光捕捉の力が最

大に 1 万倍程度まで増幅される「光共鳴ナノ粒

子操作」の概念を提唱している。この場合、光共

鳴するナノ粒子（分子）は強く光にひきつけられ、

吸収したエネルギーは熱に変換する前に光散

乱が起こり、熱分解は無視できることが示されて

いる。我々が観測した迅速な光捕捉現象は、こ

の光共鳴機機構を実証する例となるかもしれず、

現在理論計算を行なっているところである。

(３) プラズモン増強電場に基くナノ粒子の

光捕捉の実現

貴金属ナノアンテナにおけるプラズモン増強さ

れた輻射圧より、ミクロなナノ粒子が捕捉されるこ

とは理論的に予見されてきた。我々は高輝度集

光レーザービームを用いたconventional な光捕

捉の研究を小さな分子系を対象にも行なってき

たが 、強い光強度（> MW/cm2）を必要とする。

一方、プラズモン増強場を用いれば捕捉に必要

な光強度は著しく減ずることができる。このような

増強電場で形成された集合体は、結晶核になり

えるかもしれない。

金ナノ粒子が規則配列した基板をプラズモン

増強場として使用した。この基板を用いて、発光

性量子ドット（CdSe/ZnS）を対象に、プラズモン増

強光捕捉を試みた。局在プラズモンを励起する

近赤外光を on-off 変調しながら、量子ドットの

発光を共焦点顕微鏡で分光観察した。量子ドット

の発光はプラズモン励起に鮮やかに対応して消

光や増大を示し、金ナノ粒子近傍に光捕捉され

る様子が観測された。今のところ、世界最弱の光

強度（数kW/cm2）で世界最小の粒子（10 nm）の

捕捉を実現しており、捕捉ポテンシャルや量子ド

ット運動の動力学の定量的な考察を進めてい

る。

さらに、石光共鳴効果を利用するアプローチ

に着手しており、ナノ粒子が共鳴吸収波長にお

いてはプラズモン光捕捉が促進されることを見出

している。また、蛍光ラベルした鎖状高分子のプ

ラズモン光捕捉にも成功し、興味深い結果を得

ている。今後は、このようなプラズモン増強捕捉

を蛋白質結晶作製に展開を目指す。
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