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研究成果の概要（和文）：本研究は、タンパク質結晶化を従来の塩析によってではなく、コロイド結晶化によって得よ
うという試みではじめられた研究である。コロイド結晶化は、一般的に斥力によって規則構造への相転移を起こすため
、従来の塩析とは逆に脱塩をし、その後濃縮するという手法で結晶化を試みた。
残念ながら、典型的なコロイド結晶を得ることはできなかったが、全く塩を用いずに塩析で得られたものと同等の結晶
を得ることができた。
また、液液相分離を経由した結晶成長を確認することができた。

研究成果の概要（英文）：We tried to crystalliza protein molecules not via conventional salting-out method 
but via colloidal crystallization method. Protein molecules were concentrated by centrifugal dialyzattion 
against ultra-pure water or dilute aqueous HCl solutions. 
Unfortunately, we could not obtain typical colloidal crystals of protein. Instead, normal protein crystals
 without using conventional salting-out method.
In addition, we also confirm novel crystallization processes via liquid-liquid phase separations.
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質の結晶化の大多数は、種々の

沈殿剤による引力的沈殿形成により行われ
ている。 
しかし、従来の引力的な結晶化法では結

晶化できるタンパク質に限りがある。申請
者はこれまで既結晶化タンパク質の結晶
成長素過程の速度論的な研究を行ってき
たが、分子表面に柔らかい糖鎖を有する糖
タンパク質やリン脂質二分子膜中に浮か
んでいる膜タンパク質など、構造の揺らぎ
等が大きく、引力を利用した方法だけでは
結晶化できないタンパク質については本
質的な解決にならない。 
もし、タンパク質分子を一定の間隔を保

ちつつ斥力的に規則配列させられれば、分
子構造の揺らぎ等があっても、構造解析を
行える可能性がある。本研究では、申請者
が行ってきたコロイド結晶化プロセス 3を
タンパク質の規則構造形成に応用しよう
と考えた。コロイド結晶では粒子間の斥力
的相互作用により、粒子同士が非接触の状
態でも規則的な構造を保持できる。 
申請者は研究開始時まで、超濃厚リゾチ

ーム溶液を用いて、上記の予備実験を行っ
てきた。その結果、(1)沈殿剤フリーの結晶
化に成功し、(2)酸性溶液を乾燥した不定形
固体で規則構造を示す回折斑点を得てい
た。これらの間に本申請のゴールがあると
考えていた。 
 
２．研究の目的 
本研究ではまず、脱塩もしくは濃縮によ

るタンパク質結晶のコロイド結晶化法の確
立を目的とした。その後、そのコロイド結
晶を単結晶化することを目的とする。そこ
まで成功したら、単結晶の構造解析を行っ
て３次元分子構造を解析することを目的と
することにした。 
具体的には、脱塩・pH 制御・濃縮による

タンパク質のコロイド結晶化法を確立する
予定であった。そして次年度は、得られた
コロイド多結晶を単結晶化する予定であっ
た。そして最終年度は、コロイド単結晶を
用いた分子構造解析を行い、格子間隔と分
解能の比較考察を行うことを目標としてい
た。 
 
３．研究の方法 
ニワトリ卵白リゾチーム（生化学工業）を

用いて、水溶液を調製したのち遠心濃縮を
行い、そこから先のコロイド結晶化を試み
る。溶媒として超純水・0.001, 0.01 M HCl
水溶液に溶かしたものを遠心濃縮器
（Millipore, Amicon Ultra-4 3K）に入れ、冷
却遠心機（Kubota, 6200（現有・徳島大学））
で 3回程度 10倍ほどの濃縮を繰り返し行う

ことで脱塩し、分子間反発力を強める。そ
の際、濃縮器は分子量 3000 で分画できるも
のを用いる。その後そのまま遠心濃縮をす
ることで超濃厚リゾチーム溶液が完成する。 
予備実験において、この濃厚溶液（~200 

mgmL-1）は pH によって異なる挙動を示し
た。25 °C で静置すると、超純水の濃厚溶液
からは多数の針状結晶が成長した。0.001 M 
HCl 水溶液の場合は、一部で結晶が少量晶
出した。0.01 M HCl 水溶液の場合は、全く
結晶化しなかった。よって、針状結晶の溶
解度は pH の減少に伴い増加することが分
かった。この結晶は、明確なファセットを
持ち、昇温で溶解したことから引力結晶の
可能性が高いが、コロイド結晶の可能性も
十分あるので、単結晶化・構造解析を行う。
構造解析は連携研究者の櫻庭とともにＸ線
振動写真（Rigaku, RAXIS VII）で行い、分
子間の直接的な水素結合、および水分子を
介した水素結合がなければコロイド結晶、
あれば引力結晶と判断する。 
実は遠心濃縮器を利用したタンパク質の

結晶化については既に報告されている 1が、
引力結晶として取り扱っていて、格子定数
等の詳細な記述はない。また、沈殿剤濃度
ゼロのリゾチーム結晶の溶解度も既に報告
されていて 2、pH の減少による増加も報告
されているが、結晶形、格子定数について
の記述はない。したがって、構造解析によ
るコロイド結晶化の有無の確認が急務であ
る。 
一方、結晶が晶出しなかった 0.01 M HCl

水溶液の場合、予想していなかったことで
あるが、溶液をゆっくり乾燥させて得られ
た不定形固体の振動写真を撮影したところ、
単結晶的な回折スポットを得ることができ
た。現時点では、詳細な分子構造の決定に
は使えないレベルの回折像ではあるが、不
定形固体全体として均一な規則配列をして
いる可能性を十分に示している。乾燥前の
溶液状態では回折スポットは見られなかっ
たので、その乾燥・濃縮プロセスを追う過
程で、分子間の距離の減少に伴う斥力の増
加によって、コロイド結晶化による規則構
造形成を追うことができると考えている。
連携研究者の津下とともにＸ線振動写真
（Rigaku, RAXIS VII）を撮影し、分子間の
直接結合の有無により、コロイド結晶化の
有無を判断する。 
1. J.E. Pitts Nature, 1992, 355, 117. 
2. P. Retailleau et al. Biophys. J., 1997, 73, 2156. 
 
４．研究成果 
遠心濃縮器を用い、超純水および HCl 水溶



液中において遠心濃縮及び脱塩を行った結
果、液液相分離を経て、結晶化を行うことが
できた。しかしながら、格子定数レベルで塩
析による結晶化で得られた結晶との差異は
見いだせなかった。すなわち、コロイド結晶
化には残念ながら至らなかった。 
そのかわり、コロイド結晶化を目指すプロ

セスで以下のような重要な知見を得ること
ができた。 

 
(1) 沈殿剤を使用せずに、遠心濃縮によって

通常の結晶（引力結晶）を得ることがで
きた。 

 
 
 
 
 
 
 
(2) このようにしてできた結晶の溶解度は塩

析で得られたものに比べてけた違いに大
きかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) pH の変化によって、結晶形を制御するこ

とができた。 
(4) 遠心濃縮の際、タンパク質溶液が二相以

上に液液相分離し、その中から結晶化が
起こった。 

(5) 濃厚溶液相は非常に高粘度ながら多くの
核生成を起こし、生成した結晶はファセ
ットを持っていることから沿面成長を行
っていることがわかった。 

 
これらの結果については、日本結晶成長学

会や日本物理学会等で数度報告しているが、
本研究の期間終了後も継続研究中であり、現
在投稿準備中の内容もあるため、これ以上詳
細な内容についての掲載は見合わせる。 
本研究課題を採択して戴き、貴重な予算を

配分して戴いた日本学術振興会、並びに事務
手続きなどに関して多大なる支援を戴いた
徳島大学の事務職員の皆様に深く感謝申し
上げたい。 
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