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研究成果の概要（和文）：塩を使わず遠心濃縮法によって濃度を上げるだけでタンパク質結晶ができる方法を開
発した。この方法では液液相分離によって形成される超濃厚相中で結晶が核生成する。成長しつつある結晶表面
の分子ステップを観察することに成功した。また、得られたリゾチーム結晶を放射光を用いて構造解析したとこ
ろ、結晶構造は塩析によってえられた結晶中のものと有意に異なる部分を有した。

研究成果の概要（英文）：Salt-free protein crystallization method with centrifugal concentration 
apparatus has been developed. With this method, nucleation of hen egg-white lysozyme (HEWL) crystals
 occurs in hyper-concentrated liquid phase obtained by liquid-liquid phase separation during 
centrifugal concentration processes. We could successfully observed molecular steps on the obtained 
crystal surface. Three-dimensional structure of lysozyme molecule obtained in this method is 
significantly different from that obtained by normal salting-out method.

研究分野： 結晶成長
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１．研究開始当初の背景 
 
シリコンの単結晶の作製法に代表される、

融液からの結晶成長は、半導体産業を中心と
した産業の根幹を支える重要な材料創製プ
ロセスである。シリコンの無転位単結晶（線
欠陥の無い高品質な結晶）は流通しているも
ので直径 300 mm に達し、450 mm も今後
の視野に入っている。 
ただ、これらの制御は、膨大な実験結果に

基づいた要素技術の集積によって成り立っ
ているもので、本質的な成長メカニズムの解
明によって行われているものではない。転位
以外の格子欠陥の完全な排除も含めた結晶
の更なる高品質化の実現のためには、融液成
長の素過程レベルでの結晶化メカニズムの
解明は重要である。 
しかし、融液成長では一般的に成長界面を

観察することが難しく、成長メカニズムを素
過程レベルで明らかにすることは出来てい
ない。もし、分子量が大きく、かつ室温付近
で融液成長を観察できる結晶があれば、素過
程レベルで融液成長を明らかに出来る。本申
請では、そのモデル実験系として、分子量
（MW）が大きい（MW =14307）、HEWL 結
晶のバルク超濃厚溶液相からの成長界面の
その場観察を提案した。 
鈴木は、H23~24 年度の挑戦的萌芽研究（研

究課題番号：24656016）により、遠心透析お
よび濃縮により、HEWL 水溶液の液液相分
離および相分離後の超濃厚溶液相（~ 500 
mgmL-1）からの結晶核生成・結晶成長を確
認した。この超濃厚溶液相の状態は、結晶中
の分子数密度の半分以上の濃度であり、融液
とまでは行かないまでもその状態にかなり
近い。そのため、通常の希薄環境相（気相や
溶液相）から分子が一つ一つ結晶に取り込ま
れていくというコッセル模型の描像とは大
きく異なる新しい結晶化メカニズムが期待
される。それを明らかにするには分子の大き
さ程度の高さの段差（分子ステップ）を観察
する必要があるが、鈴木、佐﨑および藤原は、
佐﨑が 2004 年に開発した共焦点微分干渉顕
微鏡を用いて、これまでにタンパク質結晶成
長界面の分子ステップを数多く観察してき
ているため、このような成長界面のステップ
観察は十分可能であると考えていた。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、融液成長に代表される超

濃厚環境相からの結晶成長界面の分子取り
込み機構を明らかにすることであったが、初
期データ以降の定量的なデータを得るため
には多くの障害があり、速度論的な詳細デー
タの取得以外に、新たな目的を立てた。 
それは、原子レベルでの結晶内の分子構造

の解明である。本研究では、融液成長のモデ
ルとして結晶成長機構を取り扱うことを目
的としているが、その際に重要になるのは結
晶中における結合エネルギーである。結合エ

ネルギーを評価するために使われるマクロ
ボンドエネルギーの算出には、詳細な分子構
造及びその結晶中におけるパッキングの情
報が必要になる。そのために詳細な分子構造
を解明することを新たな目的とした。 

 
３．研究の方法 
ニワトリ卵白リゾチーム（HEWL）の水溶

液を遠心透析濃縮して得られる超濃厚溶液
を用いて、超濃厚溶液からの HEWL の結晶
成 長 過 程 を 共 焦 点 微 分 干 渉 顕 微 鏡
（LCM-DIM）を用いてその場観察した。 
また、マクロボンドエネルギーの算出に必

要な分子構造の解析のために、単結晶 X 線構
造解析を行った。高エネルギー加速器研究機
構のフォトンファクトリーで放射光を用い
た結晶構造解析を行うとともに、回転対陰極
による徳島大学所有のX線源による結晶構造
解析も同時に行った。 
計算機実験では、引力的相互作用を考慮し

たブラウン動力学（BD）シミュレーション
により、結晶成長界面での濃厚溶液相の形成
と濃厚溶液相中の結晶化機構を確認した。 
実験と理論で頻繁に議論を行い、緊密に連

携して研究を進めた。 
 
４．研究成果 
H26 年度 
液液相分離後の超濃厚溶液から核生成・成

長することを確認した。また、成長した正方
晶系リゾチーム結晶の{110}面および{101}
面上の、分子ステップの観察に成功した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ステップのモルフォロジーは、通常の塩析

法によって得られた正方晶系結晶の各面上
での観察されているものと比較して、特に大
きな変化は見られなかった。ステップカイネ
ティック係数が通常のものよりも小さくな
ったが、オーダーは同じであった。これらの
観察結果から、融液に近い高濃度の溶液から
の成長（融液様成長）であるにもかかわらず、
従来の溶液成長とステップ上のキンク密度
や活性化エネルギーに大きな違いがないこ
とが明らかになった。 
H27 年度 
(1) 超純水中での遠心濃縮法によって得ら
れた HEWL 斜方晶系結晶の構造解析を行い、
塩析によって結晶化されたものとの3次元分



子構造の比較考察を行った。その結果、塩析
によって得られた結晶では、分子の中にナト
リウムイオンが存在し、周辺残基との間に水
素結合を形成して、酸素原子の正八面体構造
を形成しているのに対し、遠心濃縮法による
結晶化ではナトリウムイオンが存在せず、そ
のサイトにおけるSER72のヒドロキシ基の配
向に大きな変化が確認できた。 
(2) グルコースイソメラーゼでも遠心濃縮
による液液相分離を経由した結晶化を確認
できた。 
構造解析により 1.7 オングストローム程度

の最高回折分解能で立体構造がわかったこ
と、かつ遠心濃縮法によって得られた結晶中
における構造がわかったことは原子レベル
の情報を得るために必須であり、それが得ら
れたことは意義深い。結晶構造解析によって
得られた立体構造は本手法が通常のタンパ
ク質の構造決定に十分使える分解能の結晶
を育成できるという意味を持ち、大変重要で
ある。また、グルコースイソメラーゼでも全
く同様に結晶化・結晶構造解析を行えること
が確認できたことは新たな結晶化法の確立
という意味での重要性と、融液様成長がタン
パク質の結晶化において、普遍的に重要なプ
ロセスであることを示唆しているという重
要性を持つ。 
H28 年度 
(1) 遠心沈降濃縮によって誘起される液液
相分離に関して、pH や溶液の状態によって、
濃厚相の粘性が大きく変化することが分か
った。最も高粘度のものは超純水中のもので、
濃厚相に縫い針を立てると倒れない程度に
までなった。それに対して不凍液であるグリ
セロールが入ると桁違いに粘度が下がり、流
動性が復活した。融液に近い超濃厚環境相の
物性が、分子間相互作用の違いによってどの
ように変化するかをいろいろと試すことが
できる点が意義深い。濃厚環境相の状態を
個々の分子、溶媒の性質によって有意に制御
できることが証明できた点が重要である。 
(2) 超純水中で遠心沈降濃縮によって結晶
化した、HEWL 斜方晶系結晶の構造解析をより
詳細に行った結果、既に解明していたナトリ
ウムイオンサイトの周辺部のほかに、活性部
位の端に位置する ASP101 がその付近にある
ASN103 との相互作用によって、塩析条件と超
純水中で大きく位置を変化させることが分
かった。活性部位のその他の部分がほとんど
変わらないことから、この ASP101 の大きな
変化が、塩濃度を少なくしていった時の酵素
活性の増加の原因につながっているものと
考えられる。活性の増加と、分子構造の変化
が直接議論できる点が意義深い。酵素活性と
分子構造変化の相関が一つ解明できた点は
重要である。 
(3) グルコースイソメラーゼ結晶の構造を
より詳細に解析したところ、不凍液の成分で
あるグリセロールが、活性部位にしっかり固
定されていることが明らかになった。フラッ

シュクーリングの為の不凍液により、有意な
構造変化が誘起される可能性を見いだせた
点は意義深い。フラッシュクーリングによっ
て得られるメリットに対し、不凍液添加によ
るデメリットの一つが明らかになった点は
重要である。 
 
以上の結果については、International 

Organization for Crystal Growth、日本結
晶成長学会、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為、これ
以上詳細な内容についての掲載は見合わせ
る。 
本研究課題は分担研究者の皆様のご協力な

しには成立しなかった。ここに深く感謝申し
上げたい。また、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
ご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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