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研究成果の概要（和文）：光化学反応により脂質の相転移を引き起こし、膜タンパク質の結晶化を開始させる研
究を行った。本研究では光化学反応で構造変化する光機能性界面活性剤を用い、相転移する空間を限定しその場
で結晶成長させることを検討した。光機能性界面活性剤としてAZTMAを合成した。その結果、AZTMAのtrans－cis
異性化反応で脂質の相が立方相からラメラ相へ相転移することをX線回折実験により確認した。膜タンパク質と
してバクテリオロドプシンを用い結晶化実験を行った。膜タンパク質分子の存在が相転移を引き起こす駆動力と
して働き、光誘起相転移で結晶化を誘起させる実験が困難なことが判明した。

研究成果の概要（英文）：We studied photochemically induced phase transition of lipid to obtain 
membrane protein crystal. Crystallization of membrane proteins is mainly performed by using lipid 
phase transition as a driving force. In this study, we investigated phase transition of lipid with 
the use of a photochemical surfactant whose structure is changed by trans-cis isomerization. AZTMA 
having an azobenzene group was prepared as a photofunctional surfactant. As a result, it was 
confirmed that the phase transition of lipid phase from cubic phase to lamellar phase induced by 
trans-cis isomerization reaction of AZTMA  by polarization microscopy and X-ray diffraction 
experiment. Crystallization experiments were carried out using bacteriorhodopsin as a membrane 
protein. The presence of the membrane protein molecule acted as a driving force causing a phase 
transition, and crystallization did not observed at the photo phase transition.

研究分野：物理化学

キーワード： 結晶成長　タンパク質　光誘起結晶化　膜タンパク質　光誘起相転移
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１． 研究開始当初の背景 
タンパク質の構造をX線結晶構造解析で行

うためにはタンパク質の結晶を育成するこ

とが必要である。近年結晶育成の技術が発展

している。タンパク質の結晶育成は構造生物

学の研究者の経験の蓄積のみならず、物理化

学の立場からも基礎的検討が行われてきた。

例えば光の摂動を用いて、結晶核形成を誘起

する研究がアメリカのシカゴのグループや

大阪大学のグループを中心に進められ、実用

化も進んでいる。このような背景の中で、

我々はタンパク質の光化学反応により結晶

化が誘起される現象を見いだし、機構の解明

を経て実用化への展開を進めてきた(日本結

晶成長学会誌 38, (3),2011)。また、我々の

研究成果は JAXA のプロジェクトで宇宙にお

ける結晶育成実験にも参画が予定されてい

る。しかしながら、これらの研究成果は水溶

性タンパク質に対し効果的な機構であり、膜

タンパク質の結晶化に関する研究は進んで

いない。 

 
２．研究の目的 
膜タンパク質は水に溶けないため、結晶化

のためには、膜タンパク質を①界面活性剤を

用いて可溶化し、②水溶性タンパク質として

扱い、③塩析により凝集力を得て結晶化する、

という一連の工程が必要である。これらの複

雑な操作のため結晶化が困難である。解決策

として、膜タンパク質を水溶液中で扱わず、

本来あるべき環境に近い脂質の中で結晶化

する方法が提案されている。図１に脂質の中

で行われる結晶化の概念を示す（「生体膜の

ダイナミクス シリーズ・ニューバイオフィ

ジックスⅡ ４巻 日本生物物理学会編」）。

脂質は水と混合して、結晶相、スポンジ相、

液晶相(ラメラ相)をとる。タンパク質を脂質

に取り込ませ、立方相(左)から液晶相(右)へ相

転移を起こすと、タンパク質は液晶相中で二

次元結晶を形成する。この二次元結晶が上下

の階層の液晶中のタンパク質と相互作用し

三次元結晶へ成長する。脂質を相転移させる

方法は、塩を添加し脱水する。この方法によ

り結晶化に成功し、構造が解明された新規タ

ンパク質が増え続けている。本研究の目的は

脂質の中で光化学反応を摂動として用い、相

転移を誘起させ、限定された小さな空間のラ

メラ相で膜タンパク質の結晶化を行い、大き

な結晶を得るものである。膜タンパク質の結

晶育成の新たな方法論を構築する。 

図２にフォトクロミック化合物を用いた

光機能性界面活性剤の添加による光誘起相

転移の概念を示す。脂質として水和モノオレ

インを用いる。モノオレインは水和量および

温度に応じて立方相（Pm3m や la3d）やラ

メラ液晶相（Lα）をとる。相転移は、添加

物を加えても起こる。添加する分子の形や量

に依存して相境界が移動する。本研究では、

添加物として光異性化反応により分子の形

が変わる光機能性界面活性剤を加え相転移

を誘起する。界面活性剤の疎水鎖の途中にア

ゾベンゼンを挿入し、シス－トランス光異性

化により充填パラメーターを変化させる。本

研究では AZTMA（図２）を試しに用いて検

討することから始める。以下に本研究で具体



的に達成すべき目的を説明する。 
 

３． 研究の方法 
(1)構造変化によるアプローチ  

本研究では光機能性界面活性剤としてア

ゾベンゼンの光異性化反応を起こすAZTMAを

用いて実験を開始する。下図に示すアゾベン

ゼンの鎖中の位置、鎖の長さ、親水基の種類

を検討し、類似化合物を合成し、相転移に関

わるパラメーターとして重要な因子を明ら

かにしてゆく。 

(2)膜タンパク質を用いた系で再現性よく定

量的に議論ができる実験方法の構築 。膜タ

ンパク質をこの方法で光誘起相転移により

結晶化させる実験を行う。実際に結晶化に用

いられている実験方法は発展途上にある。一

般に用いられている実験は結晶を出すこと

が目的であり、再現性が悪い。結晶育成中に

複数の因子が同時に変化し、何が意味のある

パラメーターであったのか不明なことが多

く、結晶が出た/出ないという定性的な結果

となりがちである。現在行われている方法で

は、脂質/水系における水の含量が実験条件

（気温・湿度など）により変化するため、再

現性が得られない。そこで本研究では、定性

的な評価に耐えうる実験方法の構築から始

め、膜タンパク質の結晶化実験に取り組む。

これにより、光の有/無だけで結果が左右さ

れる実験となるよう改良を進める。具体的に

は、水の含量が実験中に変化しないようにガ

ラス細管の中ですべての実験が行われ、評価

される方法を構築する。そして、結晶育成～

X 線結晶構造解析まで一つのサンプル管で済

ます方法を構築する。 

(3)モデル系を用いた膜タンパク質/脂質/水

＋光結晶化実験を行う。モデルタンパク質と

してバクテリオロドプシン、脂質にモノオレ

イン、光機能性界面活性剤に AZTMA を用い実

験を行う。 

 
４． 研究成果 
(1) AZTMA の光異性化による相転移 
光機能性界面活性剤としてAZTMAを合成し

た。この分子はアゾベンゼン骨格を含む界面

活性剤で、アゾベンゼン骨格が trans-cis 光

異性化反応を起こす。この分子をモノオレイ

ン/水系に加え、光異性化反応により相転移

が起こるか確認した。図 3はキャピラリーに

封じた立方相の脂質/水試料の右側半分に紫

外光を照射した後の偏光顕微鏡写真である。

立方相はクロスニコル条件で光を透過させ

ないが、相転移してラメラになると光が透過

する。この実験結果から光誘起相転移が確認

された。さらに、低角X線散乱実験を行った。

図 4に光照射前と照射後の小角X線散乱の

結果を示す。最初は立方相の散乱ピークの

列のみが観測されていたが、照射後はラメ

ラのピークが出現した。このことから立方

相からラメラ相への光誘起相転移を確認し

た。 

図 3 キャピラリーの中の脂質の右半分に紫外光を

照射したときの偏光顕微鏡写真。立方相は光は透過し

ないが相転移してラメラになると光が透過する。 

図4 低角X線散乱測定結果。光照射前は立方相 la3d

の散乱のみが観察されるが、光照射後はラメラのピ

ークも出現した。 



 

(2) 光誘起相転移による結晶化実験 

膜タンパク質としてバクテリオロドプシ

ンを用い結晶化実験を行った。実験結果を

図 5に示す。左は光照射を行わなかった試

料、右は光照射を行った試料である。光照

射を行った試料では結晶が多くかつ小さく

出現しているので、光で結晶化が促進され

た印象がある。この実験は LCP サンドウ

イッチプレートを用いて行ったものである。

この方法では脂質に含まれる水が蒸発し、

塩が濃縮されて相転移が誘起される。本研

究では光の効果のみで相転移を起こし、そ

こで結晶が成長するかを議論するものであ

るから、LCPプレートを用いて実験を行う

ことは適切でない。そのためキャピラリー

に脂質を封入し水の蒸発が起こらないよう

にし、光のみの効果で結晶成長するか確認

する実験方法を構築した。 

バクテリオロドプシンを脂質に加えX線

散乱測定を行った。その結果、バクテリオ

ロドプシンを加えないときは立方相を形成

する条件でも、脂質に対して 8モル％以上

バクテリオロドプシンを加えるとラメラ相

に相転移することが判明した。文献で結晶

化が成功しているバクテリオロドプシン濃

度は 16 モル％であるので、この条件では

立方相→ラメラ相への変化を光で起こせな

い、かつ結晶化のためには濃度が不足する。

バクテリオロドプシンの濃度を下げて立方

相を形成させ、AZTMA の光異性化反応で

相転移が起こる条件にするためには、バク

テリオロドプシン濃度を 4％にする必要が

あった。この条件で塩を用いず光誘起結晶

化実験を行った。 

その結果、光相転移は確認されラメラ相

が出現した。しかし、ラメラ相にバクテリ

オロドプシンの結晶は出現しなかった。 

バクテリオロドプシン濃度を低めたこと

と、塩を用いなかったことが結晶の出現し

ない理由と考え、塩が存在する条件で結晶

化実験を行った。塩濃度、タンパク質濃度

をいくつか試したが、タンパク質は結晶化

しなかった。 

図 5 光相転移によるバクテリオロドプシンの結晶

化実験結果。光照射を行った試料（右)の方が結晶が

多く小さく出現しているように見えるが、この実験

方法では光による相転移以外の効果があるため、判

断はできない。 

図 6 (上)バクテリオロドプシンを 8モル％加えた時

の低角 X 線散乱。光を当てなくてもラメラのピーク

しか存在しない。(下)バクテリオロドプシンが 4 モ

ル％の低角 X散乱。立方相を示す。 



 バクテリオロドプシンはモノオレインに

比べて大きな分子である。立方相の脂質に

バクテリオロドプシンを加えると、バクテ

リオロドプシンが存在することでラメラに

変化してしまう。モノオレインとほぼ同じ

長さで構造変化して曲がる分子として

AZTMA を用いると相転移した。しかし、

AZTMA の構造変化で相転移を制御しても、

バクテリオロドプシンが存在することの効

果が大きいことが判明した。 
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