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研究成果の概要（和文）：タンパク質の結晶化確率を向上させる新規手法として、フェムト秒レーザーと界面を組み合
わせた新規結晶化手法の開発を行った。
　鶏卵白リゾチームを用いた核発生誘起実験の結果、ゲル-液や気-液界面にレーザー照射することで、条件によっては
従来までの溶液中照射より核発生確率が高くなることを示した。また、ゲル―液界面に晶出したインシュリン結晶を溶
液撹拌しながら育成することで、従来法（溶液中で静置しながら育成）よりも高品質を有する結晶を得ることに成功し
た。

研究成果の概要（英文）：We developed a new protein crystallization technique by the femtosecond laser irra
diation at gel-solution or air-solution interfaces. 
The laser irradiation near the interfaces under optimized conditions could induce the nucleation at very l
ow supersaturation, where no nucleation could be induced even by the femtosecond laser irradiation of bulk
 solutions. We applied solution-stirring technique to the crystals nucleated at gel-solution interfaces, a
nd succeeded to improve crystal quality.
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１． 研究開始当初の背景 
タンパク質の結晶構造解析は、大型放射光

施設、コンピュータ解析技術の飛躍的な進歩
により、生命科学の強力かつ必須な手法とな
り、構造生物学という学術領域が確立されて
いる。しかし、最重要課題である結晶化技術
においては、試行錯誤から抜け出せず、様々
な困難に直面するのが現状である。 
研究代表者である森らは、結晶成長は静置

状態が理想である、とされる従来の常識とは
逆の発想で、フェムト秒レーザー照射による
結晶核発生、及び溶液攪拌による高品質結晶
育成という全く新しい手法を開発した。これ
までに、多くの難結晶性タンパク質の結晶化
に成功し、それらの構造が初めて決定される
に至った。また近年我々は、これら生体材料
におけるフェムト秒レーザー誘起結晶核発
生メカニズムを詳細に調べ、集光点で発生す
るキャビテーションバブルが核発生のメイ
ントリガーとなっていることを明らかにし
た。キャビテーションバブルの発生は全ての
溶液中で誘起できる普遍的な物理現象であ
り、これは本手法が溶液中で結晶化する様々
な材料に応用可能であることを示唆してい
る。しかし一方で、レーザーを用いても結晶
化が難しいタンパク質も存在し、これまで得
られた結晶化原理に関する知見に基づいた
技術の更なる向上が求められていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、フェムト秒レーザーによる結

晶化技術の更なる向上を目指し、“界面”を
用いた新たなレーザー結晶核発生法の開発
を目的とした。既に上記で述べたように、フェ
ムト秒レーザーによる結晶核発生手法では、キ
ャビテーションバブルが核発生メカニズムに関っ
ていることが示唆されている。キャビテーショ
ンバブルは、レーザー集光点で発生し、その
後膨張収縮を繰り返しながら崩壊する。この
時、溶液と接する固体や気体の界面があると、
キャビテーションバブルの膨張収縮挙動は
大きく影響を受けることが知られており、核
発生に対してどのような効果が現れるかは
非常に興味深い。そこで本研究では、固液や
気液界面へのレーザー照射による核発生へ
の効果を検証した。さらに、キャビテーショ
ンバブルの表面にタンパク質などが吸着す
る特性を利用し、界面とキャビテーションバ
ブルによる分子注入（濃縮）現象の検証も試
みた。また将来的なレーザー＋界面＋溶液撹
拌を組み合わせた結晶化を目指し、ゲル上溶
液撹拌法を開発し、結晶品質への影響を調べ
た。これらにより、タンパク質の更なる高品
質結晶化を実現することを目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）界面におけるフェムト秒レーザー誘起
核発生法の検証 
界面としてはゲル/溶液、気/液界面を選択

した。具体的にはレーザーパラメータとして、

界面とレーザー集光点間の距離、レーザーエ
ネルギーなどを変化させ、タンパク質及び有
機低分子の結晶化への影響を調べた。ゲルを
用いた場合には、ゲル濃度もパラメータとし
た。また界面におけるキャビテーションバブ
ルの挙動も高速カメラ（時間分解能 1 s）を
用いて計測し、キャビテーションバブルの挙
動と結晶化との相関を調べた。さらに蛍光タ
ンパク質（Green, Fluorescence Protein, 
GFP）を用いて、キャビテーションバブル近
傍でのタンパク質濃度分布の計測にも挑ん
だ。 
 
（２）ゲル上溶液撹拌法の開発 
将来的なレーザー＋界面＋溶液撹拌を組

み合わせた結晶化目指し、図１のようなゲル
上溶液撹拌装置を開発した。本装置を用いて、
リゾチームやグルコースイソメラーゼとい
ったモデルタンパク質の高品質大型結晶育
成を実施し、結晶品質との相関を調べた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ ゲル―溶液界面近傍の結晶に溶液撹拌を行う装

置の概念図． 

 
４．研究成果 
（１） 界面におけるフェムト秒レーザー誘

起核発生法の検証 
 まず鶏卵白リゾチーム（HEWL）を用いて、
ゲル/溶液界面へのレーザーによる結晶化確
率の評価を行った。パラメータとしてゲルの
濃度（0.5%および 2.0%）、リゾチームの過飽
和度を変化させた。その結果、0.5%アガロー
スゲルを用いた方が、核発生可能な最低過飽
和度がより低過飽和側にシフトし、より低い
過飽和条件での結晶化が実現した。また、
0.5%ゲルの方が、各過飽和度において核発生
確率の向上も顕著であった。また有機低分子
としてパラセタモールを用いて実験を行っ
たところ、ゲル溶液界面を起点とした結晶化
が観察された。以上から界面＋レーザーによ
る結晶化促進効果を見出すことに成功した。 
このようなゲル―溶液界面で起こる爆発

的な結晶化現象のメカニズムを探るため，高
速度カメラ（1×106 frame/s, HPV-1, Shimadzu）
を用いてゲル―溶液界面でのキャビテーシ
ョンバブルを系統的に観察した（図３）。そ
の結果，核発生が促進されたレーザー照射条
件では，キャビテーションバブルが界面から
溶液側へと遠ざかりながら崩壊する様子が
観察された（図３d）。キャビテーションバブ
ルが崩壊する際には、バブル中心で局所的に
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高温状態が生成することが知られている。一
般に、熱の発生は核発生に対してはネガティ
ブに働くが、ゲル―溶液界面がある場合には、
キャビテーションが崩壊時に界面から遠ざ
かることで，膨張・収縮に伴う力学的な刺激
が効率的に核発生に作用したことが考えら
れる。一方、溶液中の場合は、キャビテーシ
ョンバブルの膨張・収縮・崩壊が集光点を中
心として同じ場所で起こるため、ゲル―溶液
界面が存在する場合に比べて核発生の効果
が弱まるのではないかと考えられる。以上の
結果より、ゲル―溶液界面を用いてキャビテ
ーションバブルの挙動を制御することで、よ
り高効率に核発生を誘起できる可能性を見
出した。 
 また、気液界面でも、リゾチームを用いた
実験の結果、ゲル/溶液界面と同じく高い核
発生効果が得られることが明らかになった。
これらの結果は、界面＋レーザーにより、溶
液中照射を超える核発生促進効果が得られ
ることを示唆している。そこで界面での核発
生メカニズムを調べるために、レーザー照射
時に発生するキャビテーションバブル近傍
の GFP 由来の輝度を観測することで、タンパ
ク質濃縮の定量測定に挑んだ。その結果、気
液界面にレーザーを照射した場合に、局所的
に数倍以上の濃度上昇が起こることが分か
った。これは、キャビテーションバブルによ
りタンパク質を局所的に濃縮して移動でき
る可能性を示しており、このような分子濃縮
現象が核発生メカニズムに関与しているこ
とを示唆していると言える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ HEWL の過飽和度と核発生確率の関係．0.5%ゲル―

溶液界面でレーザーを照射することで、最もレーザー照

射効果が高くなる． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ ゲル―溶液界面でのキャビテーションバブルの

挙動．はキャビテーションバブルとゲル間の距離を，キ

ャビテーションバブルの最大半径で割ったものを示す．

発表雑誌論文[3]から許可を得て転載．Copyright (2013) 
American Chemical Society. 
 

（２）ゲル上溶液撹拌法の開発 
 図１に示したゲル上撹拌法装置でインシ
ュリン結晶を育成し、得られた結晶を X線で
評価することで、結晶品質向上効果を定量的
に検証した。その結果、ゲル上育成により、
結晶の環境変化に対する耐性が向上するこ
とがわかった。具体的には、結晶が溶け出す
温度が 2℃ほど高くなった。また、ゲル上撹
拌法を行うことで、85%以上の結晶（13/15）
で品質向上が確認され（比較対象、撹拌しな
いゲル上法）、ゲル上撹拌法の有効性が明ら
かになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ ゲル状撹拌法における撹拌速度と、インシュリン

結晶の温度因子の関係．温度因子は、大きいほど結晶が

高品質であることを示す． 
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