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研究成果の概要（和文）：バクテリオロドプシンの結晶化を、金ナノ構造上で光誘起結晶化により行った。金ナ
ノ構造はギャップモードのプラズモン共鳴が起こるようにした。結晶が出現しなかった試料に光を当てると結晶
が出現した。光を当てると結晶のサイズが大きくなった。この理由を考察した。膜タンパク質は金ナノ粒子の表
面に吸着する。ギャップモードのプラズモン共鳴が生じたとき、ナノ粒子の間に増強電場が発生し、光ピンセッ
ト効果が生じ、表面拡散したタンパク質分子がギャップにトラップされ濃縮される。結晶のサイズが大きくなっ
たのは、結晶化する場所が限定され、大きくなったと考えられる。この結果から、膜タンパク質の光誘起結晶化
が示された。

研究成果の概要（英文）：Crystallization of bacteriorhodopsin was performed by light-induced 
crystallization on gold nanostructures. The gold nanostructure was formed by gold sputtering on a 
glass substrate to allow gap-mode plasmon resonance to occur. In the experiment, crystals appeared 
when light was applied to a sample that had no crystals. The size of the crystals increased in the 
sample exposed to light. We considered the reason for this. Membrane proteins are adsorbed to the 
surface of the gold nanoparticles and diffuse over the surface. When gap-mode plasmon resonance 
occurs, an enhanced electric field is generated between the nanoparticles, an optical tweezers 
effect occurs, and surface-diffused protein molecules are trapped and concentrated in the gap. The 
reason why the size of the crystals increased is considered to be that the crystallized places were 
restricted and the crystals became larger. The results indicated light-induced crystallization of 
membrane proteins.

研究分野： 物理化学　結晶工学

キーワード： 膜タンパク質　結晶成長　バクテリオロドプシン　表面プラズモン共鳴

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膜タンパク質は水に溶けず結晶化がきわめて難しい。今まで界面活性剤を用いて水に可溶化し塩析して結晶化す
る方法が提案されていたが、界面活性剤でタンパク質が変性するという問題があった。これを解決するため脂質
中で結晶化する方法が提案された。本研究は脂質中での結晶化を、金のナノ構造上で膜タンパク質を吸着させプ
ラズモン共鳴によりギャップに濃縮し結晶化させるものである。
膜タンパク質の結晶化が容易になれば、構造生物学の研究が容易に進むようになり、タンパク質の機能解明と、
創薬の進歩が促進される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

タンパク質の結晶化は, 構造生物学および創薬に重要である. タンパク質の機能を理解す

るためには, その構造を理解することが必要である. また, タンパク質の構造を基にした薬

剤の開発(Structure-Based Drug Design)が行われている. 実際に, ノイラミニダーゼ阻害

による抗インフルエンザ薬であるタミフルやリレンザは, ノイラミニダーゼの X 線結晶構

造解析結果から設計された[1].  

 タンパク質構造の有力な解析法のひとつに X 線結晶構造解析がある.しかし, 多くのタン

パク質は結晶化が困難であり, 研究のボトルネックとなっている. タンパク質分子は, 単純

な無機塩類と比較して分子に異方性があり分子の配向も結晶化する際に重要である. この

ためタンパク質は非常に限定された溶解度条件でのみ結晶化する. タンパク質の溶解度は, 

溶液の温度や緩衝液の種類や pH, 結晶化剤の種類などによって変化することから結晶化が

困難である.  

タンパク質が結晶化しにくい問題を解決するため, 光を用いた結晶化方法が研究されている. 

我々は光化学反応によるタンパク質の結晶化を研究してきた. 奥津らは lysozymeの過飽和

溶液に弱い紫外光を照射すると光化学反応により結晶化が誘起することを発見した[2].  

 我々は光を用いて結晶化させる方法に表面プラズモン共鳴を用いて行うことを検討した．

表面プラズモン共鳴とは, 光の波長に比べて十分に小さい金や銀などの金属ナノ粒子に光

を照射すると光の電場によって金属ナノ粒子表面に存在する自由電子が集団振動し, 電気

的な分極が起こる現象である. この結果, 大きな光電場増強を生み出し, 金ナノ粒子単体で

入射光に対して 21 倍の増強電場が発生する. さらに, 2 つ以上の金属ナノ粒子が数ナノメ

ートルに近接した場合, 金属ナノ粒子に局在するプラズモン励起により形成した双極子と

隣接した金属ナノ粒子の双極子が相互作用し, ナノ粒子間において静電的な相互作用が誘

起される. この時ナノ粒子間における光電場強度は最大で入射光電場強度の 105 倍増強さ

れることが理論的に予想されている[3].  

タンパク質の結晶化プレートに, 表面プラズモン共鳴の仕組みを構築し結晶化に成功し

た[4,5]. これを用いて結晶化を行い, 可視光によるタンパク質の結晶化に成功した. この金

を用いた結晶化方法は特許を取得し, 実用化されている.  



 

 この方法を水溶性タンパク質でなく，膜タンパク質の結晶化に応用する研究を進めた． 

 
２．研究の目的 

膜タンパク質の結晶化 

金の表面プラズモン共鳴と直線偏光を用いて分子を整列する機構であれば膜タンパク質

の結晶化を誘起できるのではないかと考えた. 本研究では脂質立方相を用いた結晶化法に

金のプラズモン共鳴の仕組みを組み合わせ膜タンパク質の結晶化を誘起した． 

具体的には以下のことを行った.  

（1） 本研究では脂質を用いた膜タンパク質の結晶化実験に金の表面プラズモン共鳴の仕

組みを導入した実験方法を構築した.  

（2）金のプラズモン共鳴を用いて結晶化の誘起を試みた. 

 
３．研究の方法 

bRの発現と精製 

高度好塩菌Halobacterium salinarum を培養し, その細胞膜に存在する bR を得た[6]. 
 

2-12. 脂質立方相の調製 

 脂質として MO を用いて立方相を形成した.

立方相を形成するため 20℃  水の含有率

40%w/wで相を形成した. 脂質立方相を用いた

結晶化方法で bR の結晶化を行った. MO と可

溶化 bR 溶液を混合し立方相を形成した. 塩溶

液として pH 5.5, 3 M Na/K Pi 緩衝液を用い

た.金ナノ粒子を加えた実験では粒径 40 nmの

金コロイド溶液をタンパク質溶液に対して

10％v/v加えた. 光照射には 300 Wキセノンラ

ンプ (USIO UXL-300SX) の光を用いた. 照

射光は水セルを通し, 赤外光を除いて用いた. 照射時間は 1 時間とした. これらの操作は

bR の光変性を防ぐため赤色蛍光灯下で行った. 結晶化が光により誘起したことをどのよう

に判断するかを説明する．Fig. 1(a) に溶解度と結晶化の関係を表すダイアグラムを示す．

結晶が出現するには溶媒中のタンパク質濃度が過飽和でなければならない．タンパク質濃



 

度を高くすれば過飽和度は高くなる．中性塩などの結晶化剤を添加した場合も，タンパク質

の溶解度が低下し過飽和度は高くなる．したがって溶解度ダイアグラムの右上ほど過飽和

度は高くなる．タンパク質の結晶は過飽和度の違いによって結晶の数や大きさが変化する．

過飽和度が高いほど結晶数は多く，小さな結晶となる．過飽和度が低くなるにしたがって結

晶数は少なくなり，大きな結晶となる．更に過飽和度が下がると，過飽和だが自発的には結

晶化の起こらない準安定な領域が存在する． 

 
４．研究成果 
 

膜タンパク質の光誘起結晶化 

bRの濃度を 19 mg mL-1に固定し, 立方相に加える塩濃度を 3.0, 2.7, 2.4, 2.0 Mとした. 

600 回混合した脂質立方相を金蒸着プレートと金のない結晶化プレートに分注し, 金あり

の条件に光照射をした. １条件につき 4ウェルの同時実験を行った. Fig. 2 に各条件 4ウェ

ルの 7 日後の観察結果を示す. 金なし/光なし, 金あり/光ありの実験共に一般的な結晶化の

傾向に従い, 過飽和度の高い塩濃度 3.0 M 条件では結晶化が起こりやすく多くの細かい結

晶が出現した. 塩濃度が 2.7, 2.4 M と低くなるにつれて結晶数が減少し大きな結晶となっ

た. さらに塩濃度 2.0 Mの条件では結晶化せず準安定な領域にあると考えられる. 結晶の出

現した過飽和度条件では 4 ウェルの同時実験全てで結晶が出現し結晶化確率は 100％であ

った. 過飽和度に従った結晶化結果が得られ, 実験が安定していることが確かめられた.  

実験の安定性を確かめた上で金

の表面プラズモン共鳴の効果を確

認した. 金あり/光ありでは, 金な

し/光なしに比べて結晶が大きくな

っているように見えた. そこで塩

濃度 2.7 M と 2.4 Mの条件につい

て, 得られた 6 角形の結晶の頂点

から対角の頂点までの長さを測定

し, 金なし/光なしの場合と金あり/

光ありの場合で結晶の大きさを比



 

較した. Fig. 3 に結晶のサイズの分布を示す. 金なし/光なしの場合の結晶のサイズの分布

を黒色, 金あり/光ありの場合赤色の棒グラフで示した. 塩濃度 2.7 M と 2.4 M共に金なし

/光なしに比べて金あり/光ありでは結晶の分布が大きなサイズの方にシフトする結果が得

られた. この結果から金の表面プラズモン共鳴を用いると結晶のサイズが大きくなる傾向

があることが判明した.  

次に金の表面プラズモン共鳴によって結

晶化する過飽和度領域が拡大することを確

かめるため, 自発的に結晶化しない過飽和

度条件からの光誘起結晶化を試みた. Fig. 4 

(b) に経過日数に対して 1 条件 4 ウェルの

同時実験の内結晶化した割合をグラフとし

て示す. 実験開始から 7 日経過しても結晶

の出現しない塩濃度 2.0 M の条件に光照射を行った. 14 日後に観察すると金あり/光なし, 

金なし/光なしの場合は結晶が出現しなかったが, 金あり光ありの場合では４ウェル中 2 ウ

ェルで結晶が出現した. 28 日後に観察を行うと金あり/光ありでは 4 ウェル中３ウェルに結

晶が出現し, 金あり/光なしでも 1ウェルで結晶が出現した. 一方で金なし/光なしでは 28日

経過しても結晶は出現しなかった.  
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