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研究成果の概要（和文）： タンパク質結晶成長場及びX線回折実験用試料固定材としてトラックエッチドメンブ
レンフィルター（TEMF）を利用した．TEMF切片をリゾチームの結晶化溶液に浸漬することで，孔内で成長した結
晶を得た．結晶を含むTEMFをX線回折装置にマウントし，単一孔内の結晶から回折像を得た．その結果，2.1Å分
解能程度の回折強度データを得た．
 また，タンパク質結晶を鋳型にした材料合成について検証した．まず，グルタルアルデヒドで架橋したタンパ
ク質結晶を各種溶媒（塩基，酸，有機溶媒）に浸漬し，その安定性を評価した．次いで，無機酸化物の結晶内部
への導入操作を行い，TEMを用いて結晶内部での元素分布を確認した．

研究成果の概要（英文）：In this study, track-etched membrane filters (TEMF), which have highly 
homogeneous micropores, were applied to a protein crystal growth field and used as a crystal 
mounting tool for single-crystal X-ray diffraction analysis. A lysozyme crystal was obtained in the 
pore by keeping TEMF in a lysozyme-crystallization solution. In addition, the crystal which grew in 
a single pore was analyzed by performing single-crystal X-ray diffraction analysis. The resolution 
limit of the crystal was 2.1 Å.
As an applied study, we utilized protein crystals as a template for synthesizing porous materials. 
First, we investigated the stability of cross-linked crystals in several solvents such as alkaline, 
acidic, and organic media. Then, an inorganic material was introduced by soaking crystals in a 
precursor solutions. By using TEM, we confirmed that the existence of the inorganic oxide in the 
protein crystal.

研究分野：分析化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 本研究では，トラックエッチドメンブレンフィルター（TEMF）の孔内という微小空間をリゾチームの結晶成長
場に利用することで，結晶成長にどのような影響を及ぼすのかを検証した．結果として，孔内とバルク相で結晶
化条件や頻度の差異を確認することはできなかったが，孔で得られた結晶をTEMFごとマウントしてX線構造解析
を行うことができた．これは，X線回折実験における操作の簡略化に寄与すると考えられる．



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９，ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
タンパク質の構造解析は，大きく結晶調製と X線回折実験の二つの過程に分けることができ
る．結晶調製の過程においては，様々な手法や結晶化条件が提案されている一方で，X線回折
実験に関わる一連の操作（サンプルループでの結晶採取，凍結防止剤への含浸，フラッシュク
ーリングなど）については，共通操作として広く実施されている．我々は，結晶品質の向上と
X 線回折実験操作の簡略化を図る方法として，トラックエッチドメンブレンフィルター
（TEMF）を利用できないかと考えた．TEMFの孔径は均一かつ微小（孔径は 0.01 ~ 30 µm，膜
厚は 6 ~ 50 µmの範囲で制御可能）であり，このような微小な孔の中では溶液の対流が抑制さ
れると考えられる．一般に対流が抑制された環境は，高品質な結晶成長に資するとされるが, 特
殊な器具や条件を用いることなく，簡易にこのような条件を利用できる点でTEMFは興味深い．
さらに，結晶を TEMF孔内に得ることができれば，一度のマウント操作で複数個の結晶を X線
回折装置に設置できる．X線照射位置の変更のみで試料交換が可能であり，X線回折実験時の
省力化が期待できる． 
次いで，我々はタンパク質結晶を物質合成場として活用するための研究を実施した．タンパ
ク質結晶の内部は複雑なチャネル構造をしており，これまでにもその空間を利用した物質の分
離・合成法が報告されている．我々はフェリチン結晶の形状に目を付け，フェリチン結晶を鋳
型とした多孔質材料の合成に取り組んだ．結晶に骨格材料となるテトラエトキシシラン（TEOS），
チタン（IV）テトライソプロポキシド（TTIP）などの酸化物前駆体を導入し，材料導入後の結
晶内部の状態に関して，TEMなどによる評価を行うことを計画した． 
 
２．研究の目的 

TEMF孔内でリゾチーム結晶を調製し，結晶を含む TEMFを X線回折装置に設置し，回折実
験を行うことを目的とした．また，タンパク質結晶を鋳型にした材料合成に関しては，グルタ
ルアルデヒドで架橋処理した結晶が鋳型材料に資する化学的安定性を有しているかを検証し，
フェリチン結晶を鋳型にした材料合成を行うことを目的とした． 
 
３．研究の方法 

TEMF をリゾチームの結晶化溶液に浸漬し，孔内でのリゾチーム結晶の成長や溶解過程を光
学顕微鏡で観察した．また，リゾチーム結晶を内包した TEMFを手製の治具を用いて，X線回
折装置にマウントし，X 線回折実験を行った．本研究では，孔径 30 µmの TEMFを用いたため，
孔内で得られた一つの結晶からデータを得るためには，孔と同サイズまで集光された X線源を
用いる必要がある．そこで X線回折実験は SPring-8 BL38B1にて実施した． 
 タンパク質結晶を鋳型にした材料合成に関して，まず架橋処理したタンパク質結晶の溶媒安定
性を評価するために，種々の溶媒（酸，塩基，有機溶媒）に架橋処理した結晶を 24時間浸漬し，
その間の外観および結晶構造の変化を光学顕微鏡，単結晶 X線構造解析により観察した．次い
で，架橋処理したフェリチン結晶を調製し，これらの結晶を TEOS や TTIP といった酸化物前
駆体溶液に含浸させた．一定時間経過後，溶液から結晶を取り出し加熱乾燥させた後，単結晶
X 線構造解析や SEM，TEM 観察によって，結晶構造の保持や材料の結晶内への導入を確認し
た．  
 
４．研究成果 
（１）タンパク質結晶成長場及び X線回折実験用試料固定材としてのトラックエッチドメンブ
レンフィルターの利用 
 孔径 30 μmの TEMF切片をリゾチームの結晶化溶液に浸
漬することで，孔内を充填するように成長した結晶を得た
（図１）．孔で得られた結晶は，TEMFの孔外（バルク相）
では孔径の制約を受けずに成長した．TEMF 上に形成した
結晶を溶解させると，バルク相から溶解が始まり，孔内部
では溶解が遅延する傾向が観察された．最後に，手製の治
具を用いて結晶を含む TEMFを X線回折装置にマウントし，
直径 30 μm（円形）のシンクロトロン放射光を用いて，単
一孔内の結晶から回折像を得た．回折像より算出された格
子定数は a = b = 78.7 Å，c = 37.0 Å，α = β = γ = 90.0°で，2.1 
Å分解能程度のデータを得ることができた． 
 
 
 
（２）グルタルアルデヒドで架橋処理したリゾチーム結晶の各種溶媒中での安定性評価 
グルタルアルデヒドで架橋処理したリゾチーム結晶を各種溶媒（酢酸，塩酸，アンモニア，
水酸化ナトリウム，エタノール，アセトン，2-プロパノール，ジメチルスルホキシド（DMSO））
中での安定性について評価した．水酸化ナトリウムと DMSO中では結晶の変性が速やかに進ん
だが，その他の溶媒では 24時間浸漬後も単結晶Ｘ線構造解析によって格子定数を算出すること
ができた． 

図 1 X線回折実験に用いたリゾチーム
結晶．丸く見えるものが TEMFの孔（直
径 30 µm）．赤色の丸印の位置にＸ線を
照射して回折データを得た． 

 



 
（３）架橋処理したフェリチン結晶を鋳型にした多孔質材料の合成 
 タンパク質結晶はその内部に，結晶体積の 1/3～
2/3 とされる空隙を持っている．その空隙に TEOS
や TTIPなどの骨格材料の前駆体を導入することで，
タンパク質結晶構造をインバース化した材料を合成
することを目標とした．架橋処理したフェリチン結
晶を金属酸化物前駆体を含む溶液に浸漬し，結晶空
隙への前駆体溶液の含浸を図った． 
含浸処理後の結晶に対し，SEM-EDX による面分析
を行ったところ，フェリチン結晶の断面全体から導
入した金属成分由来のシグナルが観測された．また，
TEM による像観察とその FFT 像から試料の結晶構
造を評価した（図 2）．加えて TEM-EDXよる点分析
により，TEM スケールでの元素分析を実施した．
TEM スケールでも断面全体から導入した金属が観
測されたことから，金属酸化物の導入は達成できた
と考えられる．最後に，金属酸化物を導入したフェリチン結晶を焼成し，フェリチン成分の除
去を図った．金属酸化物を導入していない試料（架橋処理したフェリチン結晶）では，フェリ
チンが内包する鉄成分が凝集して，鉄由来の強いシグナルが観測されたのに対し，金属酸化物
を導入した試料については，鉄の凝集が抑制されたという結果が得られた．これは，金属酸化
物の存在により，鉄の凝集が抑制されたものと思われる．しかし，焼成後の試料の TEM 像か
ら規則構造を観測するには至らなかった． 
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