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研究成果の概要（和文）：タンパク質Ｘ線結晶構造解析の一連のプロセスの内、結晶を保持して

いるサンプルホルダーを液体窒素デュワー内の結晶保存用カセットに装填するためのシステム

開発を行った。また、キャリブレーション法も開発し、トラブル率 0.1%程度で安定に動作する

ことを確認した。さらに実際にタンパク質結晶を用いてテスト実験を行い、カセットに装填さ

れたタンパク質結晶を用いたデータ測定、構造解析が問題なく行えることを確認した。 

 
研究成果の概要（英文）：We developed a sample exchange system that was able to insert sample 
holders to cassettes in a liquid nitrogen Dewar. The developed system was operated stably 
with only 0.1% troubles after the calibration of the system. In addition, the X-ray 
diffraction data of protein crystals stored by the developed system were enough for 
structure analysis.   
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１．研究開始当初の背景 

構造生物学は生体物質の機能発現機序を
原子・分子レベルで明らかにすることで、生
命科学や基礎医学の分野だけでなく、創薬、
食品、環境等の応用分野においても重要な学
問になっている。生体物質複合体の原子・分
子レベルの構造が明らかになることで、それ
らの機能の理解が格段に進むことが多く、生
体物質の立体構造の解明が必要不可欠とな
ってきている。 

2000 年前後から各国で構造ゲノミクスと

呼ばれるタンパク質の立体構造を網羅的に
解析する国家プロジェクトが進められてお
り、決定されたタンパク質の立体構造数は指
数関数的に増えてきている。例えば、我が国
のタンパク 3000 プロジェクトとそれに続く
ターゲットタンパク研究プログラム、米国国
立公衆衛生院の PSI (Protein Structure 
Initiative) プロジェクト、欧州の SPINE 
(Structural Proteomics IN Europe) プロジ
ェクトなどが挙げられる。いずれの場合もそ
れらと平行して進められている構造解析の



高度化のための方法論・技術開発が重要な要
素となっている。 

タンパク質の構造の多くはＸ線結晶構造
解析により決定されており、目的タンパク質
の大量発現、精製、結晶化、ホルダーへの装
填、Ｘ線回折実験、データ処理という流れで
行われる。特に結晶化はルーチン的に処理で
きることが多く、我々は結晶化のプロセスの
自動化・高速化を目指し、大規模タンパク質
全自動結晶化・観察システムの開発を行った。 

また、回折実験におけるタンパク質結晶の
自動マウントシステムを開発し、従来 90 秒
かかっていた結晶のマウント時間を 10 秒に
短縮することに成功した。 

以上のように結晶化およびＸ線回折実験
の自動化は各国の大学、研究所で開発が進め
られているが、得られたタンパク質結晶をホ
ルダーに装填する部分については開発が行
われておらず、我々はマイクロマニピュレー
タを併用した結晶装填システムの開発を世
界に先駆けて行った。 

これらのシステムの開発により、タンパク
質構造解析の速度は飛躍的に向上したが、タ
ンパク質結晶を保持するホルダーを結晶自
動マウントシステムに受け渡すためには、ホ
ルダーを液体窒素内のカセットに自動的に
装填することが必須である。 
 
 
２．研究の目的 

タンパク質結晶はＸ線のダメージを極力
抑えるために極低温で実験が行われる。その
ためあらかじめタンパク質結晶を液体窒素
で冷却しておくのが普通である。まず結晶を
先端のナイロンループですくい取った後の
ホルダーを液体窒素内のカセットに格納す
るための装置開発を行う。現在はこの作業は
手作業で行われているが、タンパク質結晶を
単に液体窒素に入れれば良いわけではなく、
温度変化が結晶に与える影響が大きいと言
われている。また結晶に霜が付着することで、
その後のＸ線回折データの質を下げる、もし
くは解析できなくなるため霜が付着しない
ようにする必要もある。 

そこで、ホルダー運搬用ロボットハンドを
製作し、実際にタンパク質結晶を用いて液体
窒素デュワー内のカセットへの装填テスト
を行い、Ｘ線回折実験による結果をフィード
バックしながら安定にホルダーをカセット
に装填するための方法の確立とシステムの
開発を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ホルダー運搬用ロボットハンドおよび
周辺機器の開発 
現在、放射光施設のビームラインで稼働し

ている結晶マウントシステムで用いられて
いるカセットにホルダーを格納するための
装置の設計・製作を行う。現在多く用いられ
ているハンプトンリサーチ社のホルダーの
他、SPring-8 で用いられている SPACE 用ホル
ダーにも対応したロボットハンドを製作し、
放射光施設に設置している４軸水平多関節
ロボットを用いて動作テストを行う。 
 
(2)ロボットのキャリブレーション方法の開
発およびテスト実験 
液体窒素デュワー内のカセットにホルダ

ーを安定に装填するためには、カセットなど
の位置を正確に知る必要があるが、液体窒素
温度下では室温と比べて 200K 以上温度差が
あるため、ほとんどの部材は収縮する。その
ため室温でのティーチングの結果を用いる
ことができない。そこで、(1)で製作したロ
ボットハンドを液体窒素デュワー内のカセ
ットに接触させ、そのときのロボット座標を
元にカセットの位置を計算で求めるキャリ
ブレーションを行う。 
また、計算によって求めたカセットの位置

情報を用いてホルダーの装填実験を行う。さ
らに実際に放射光施設で行われるユーザー
実験で用いたホルダーをカセットに装填す
る実験を行い、その結果を元にキャリブレー
ション法の再検討を行う。 
 
(3)タンパク質結晶を用いたテスト実験 
本システムは単に動作ができるだけでな

く、実際にタンパク質結晶を取り扱うことが
できなければならない。テスト実験用のタン
パク質結晶は、容易に結晶が得られ、数多く
のテスト実験で用いられているリゾチーム
を用いる。結晶化は現有の結晶化システムを
用いて行う。 
開発したシステムを用いて、タンパク質結

晶を保持しているホルダーを液体窒素内の
カセットに装填し、その後、カセットからホ
ルダーを取り出してＸ線回折実験を行う。得
られた回折データを用いて結晶構造解析を
行い、その統計値からタンパク質結晶が安定
に装填されているかどうかを判断する。 
 
 
４．研究成果 
(1) ホルダー運搬用ロボットハンドの開発
と既存ロボットへの組み込み 
本研究で対象とするのは、ハンプトンリサ

ーチ社のホルダー（図１左）と SPACE 用ホル
ダー（図１中）である。これら両方のホルダ
ーをつかむことができるロボットハンドを
製作した（図１右）。マニュアル操作で用い
ているトングと基本的な形状は同じであり、
上下２分割されているハンドが圧空で開閉
できるようになっている。 



     

図１．ホルダーとロボットハンド先端（左：
ハンプトンリサーチ社のホルダー、中：SPACE
用ホルダー、右：製作したロボットハンドの
先端部） 
 

製作したロボットハンドをフォトンファ
クトリー放射光研究施設に設置してある４
軸水平多関節ロボットに取り付けた（図２）。
ロボット本体とハンドの間には、６軸力トル
クセンサが取り付けられており、ハンド先端
にかかる荷重を計測できるようになってい
る。この力センサの値を元に、液体窒素デュ
ワー内のカセットの位置や傾きの計測を行
う。また、霜の混入を防ぐために液体窒素デ
ュワーの上部にヒーターを取り付けた。 

 

 

図２．フォトンファクトリー放射光研究施設
BL-1A に設置している４軸水平多関節ロボッ
ト 
 
(2)液体窒素デュワー内のキャリブレーショ
ン後の装填テスト実験結果 

液体窒素内のキャリブレーションは、カセ
ットの位置に加え、傾きも測定した。カセッ
トが傾くことにより、ホルダーを格納する穴
の位置の変化が無視できないためである。ま
た、カセットはアルミ製で液体窒素温度では
室温の時に比べて収縮するため、この影響も
考慮した。 

我々が用意したハンプトンリサーチ社製
ホルダーを用いた実験では、装填回数に対す
るトラブルの件数の割合は 0.15%であった
が、2008 年度 C期（2008C 期:2009 年 1～3月）

にユーザーのホルダーを用いて行った実験
では 0.64%であった（表１）。トラブルの大半
はホルダーをそれが取り付けられている軸
から取り外す際に図１右に示したハンドが
完全に閉まらなかったために停止したため
であった。そこで、ハンド内側の形状を見直
した。その結果、2009A 期（2009 年 4～6月）
ではトラブル率を 0.08%にまで低減させるこ
とに成功した。 
 

表１． ホルダーの装填実験結果 

 回数 トラブル ％ 
2008C 1,849 12 0.64

2009A 3,538 3 0.08

2009B 3,895 15 0.39

2009C 4,310 7 0.16

2010A 3,596 13 0.36

2010B 5,482 7 0.13

2010C 3,239 1 0.03

 
しかし、2009B 期（2009 年 10～12 月）、2009C

期では、液体窒素デュワー内でカセットにピ
ンを装填する際のトラブルが目立った。さら
に 2010A期では動作中に力センサが反応し停
止するという原因不明のトラブルがあった。
2010 年夏期のユーザー運転がない時期に連
続動作中のシステムの動画を撮影した結果、
カセットにピンを装填する前に液体窒素内
の棒にホルダーを取り付ける際にホルダー
がずれることが原因であることをつきとめ、
この棒のキャリブレーション方法を見直し
た。具体的には、ハンドを接触させて直接座
標を求めるのではなく、棒が乗っている台の
座標から計算で求める方がより正確な座標
を得ることができることが分かった。さらに
力センサにソフトウェアでフィルタをかけ
ることで動作中のノイズを除去することに
した。 
その結果、2010B 期および 2010C 期では、

それぞれ 0.13%、0.03%にまでトラブル率を低
減させることができた。 
 
 (3) タンパク質結晶を用いたテスト実験 
現有の結晶化システムを用いて、タンパク

質リゾチームの結晶化を行った。得られたリ
ゾチームの結晶の画像を図３に示す。 
リゾチームの結晶をホルダー先端のナイ

ロンループで保持させ、開発したシステムを
用いて、液体窒素内のカセットに装填した。
本実験では、15 個の SPACE 用ホルダーを用意
したが、全てトラブルなくカセットに装填す
ることができた。カセット内のホルダーを１
つずつ取り出して、フォトンファクトリー放
射光施設のビームライン BL-1Aの回折計に取
り付け、Ｘ線回折データ収集を行った。その
後、得られた回折データを用いて構造解析を
行った。結果の一部を表２に示す。 



 

図３．得られたリゾチーム結晶 
 

表２．構造解析時の統計値 

Sample No. 1 2 
Space Group P43212 P43212 

Cell a 78.72 78.62 

Cell b 78.72 78.62 

Cell c 37.16 37.15 

Resolution(Å) 50-1.25 50-1.19 

I/Sigma(I) 72.0 68.6 

Rmerge(%) Total 4.5 4.2 

Rmerge(%) Outer 32.5 27.2 

 
6 7 10 

P43212 P43212 P43212 

78.53 78.49 78.62 

78.53 78.49 78.62 

37.10 37.11 37.97 

50-1.37 50-1.21 50-1.33 

70.0 63.7 71.9 

4.4 4.2 4.7 

31.0 29.6 29.4 

 
表２の空間群（Space Group）、格子定数

(Cell a-c)はどれも同様の結果となっている。
また本測定の Rmerge は Total で 5%以下であ
り回折データが良質であることを示してい
る。分解能は 1.2Å程度であり、これは同条
件で結晶化したリゾチームをマニュアル測
定した場合の結果と同程度であった。 

以上の結果から、開発したシステムを用い
て液体窒素中のカセットにタンパク質結晶
を装填し、これらのタンパク質結晶を用いて、
Ｘ線回折データ測定、構造解析が問題なく行
えることが分かった。 
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