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ゲルを用いた結晶化法による高品質タンパク質結晶の育成 

Crystallization of high quality protein crystals using hydrogel methods 
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1   はじめに 
多種多様なタンパク質個々の機能を理解

するために，タンパク質を結晶化し，その

結晶を用いて X 線構造解析や中性子線構造
解析を行う。一方，構造解析が可能なタン

パク質結晶を得るのは極めて難しく，得ら

れたとしてもその後のハンドリング作業が

タンパク質結晶にダメージを与えてしまい，

これらの過程が構造解析のボトルネックに

なっている。 
高強度ハイドロゲルを用いたタンパク質

結晶化技術は，タンパク質の核発生確率を

向上させる[1, 2]。更に，得られたタンパク
質結晶の機械的・化学的強度は，従来法で

得られたタンパク質結晶と比べて高いこと

が明らかになっており[3, 4]，構造解析に必
須のマウント操作などにおいて結晶が損傷

しにくく，これが高精度な X 線回折データ
取得を実現させる要因となっている。一方

で，ゲル中育成結晶は結晶内部に 3 次元的
な構造を持つハイドロゲルを取り込んで成

長しているが，ハイドロゲルとタンパク質

分子そのものの相互作用，結晶欠陥の変化

などについての報告はいくつかあるものの

[5]，まだ十分には明らかにはなっていない。
そこで本研究では，ハイドロゲルを用いた

タンパク質結晶化技術によって得られたゲ

ル中育成結晶の完全性を X 線トポグラフィ
で観察し，ハイドロゲル中育成結晶の欠陥

キャラクタリゼーションを明確にすること

を目的とした。 
 
2   実験方法 

3回再結晶鶏卵白リゾチーム（HEWL），
NaCl，NaAc，および粉末アガロースは和
光純薬工業から購入した。0.1M NaAc buffer
を用いて 2.0~5.0％(w/v)に調整したアガロ
ース溶液，12~15% NaCl in 0.1M NaAc buffer 
(pH4.5)，および 75~125 mg/ml HEWL in 0.1 
M NaAc buffer (pH4.5)それぞれを 45度に恒
温しながら適切な量を混ぜあわせ，結晶化

溶液を調整した。最終的な溶液の条件は

HEWL 25 mg/ml ，NaCl 3% ，アガロースゲ
ル濃度 0~2.0%(w/v)であり，バッファーは
0.1M NaAc (pH4.5)とした。溶液混合後，結
晶化プレートもしくは 1 mlガラスバイアル 
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中にタンパク質溶液を分注し，これらを 21
±0.5 度のインキュベータ内で保存し，結
晶化を行った。得られた結晶を傷つけない

ように容器から取り出し，プラスチック製

のストローに結晶を固定して封入し，観察

用サンプルとした。 
これらのサンプルを，高エネルギー加速

器研究機構 Photon Factoryの BL-20B（測定
波長 1.2Å，電流値 450mA）において観察
し，結晶の X 線トポグラフ像（フィルムお
よび CCD）を得た。得られた CCD の画像
から，X 線ロッキングカーブの測定も試み
た。画像の解析にはプログラム YSU-DTI
（Copyright(C)2013 Kei Wako）を用いた。 
 
3   実験結果および考察 
図１(a) ~ (c)に，アガロースゲル 0.25%の
リゾチーム溶液から得られた正方晶 HEWL
結晶の X線トポグラフ像を示す。図 1 (a)お

よび(b)の回折ベクトルは g = 4
ー

40，(c)の回
折ベクトルは g = 004である。(a)および(b)
には，複数本の転位線と見られる黒いコン

トラストが観察された。多くのものは，２

本の線が隣り合うような形で観察されてい

る。同じ結晶の 004 反射において， 440 反
射で見られた黒い線（(a)および(b)に矢印①
〜③で示したもの）が消滅することが確認

された。転位の消滅則 g・b = 0 (b:転位のバ
ーガースベクトル)より，今回観察された転 

 
 
 
 
 

位線は b が<1
ー

10>であり，転位線の方向と
並行であることかららせん転位であること

が確認された。なお，(c)において消滅した
それぞれの転位線の周辺にやや黒いコント

ラストが残留しているのは，転位線周辺に

残留する歪の影響であると考えている。全

ての転位線の長さの総和を結晶の体積で除

したものを転位密度として定義し計算した

ところ，本結晶の転位密度は 2.55×102cm-2

であった。図２に，同じ結晶の CCD トポ
グラフ像から計算した XRC 半値幅のマッ
ピング像を示す。画像の処理により，図１

と左右が反転している。半値幅マッピング

像は，斜めのコントラストを呈した。結晶

の中央付近で転位線と重複しない範囲を選

び，30 ピクセルほどの範囲で XRC の半値
幅を測定したところ，3.8×10-3 deg.程度の
値であった。 
今回得られたトポグラフ像，得られた転

位密度および XRC 半値幅を過去の溶液中
育 成 結 晶 の も の と 比 較 を 試 み た 。

Mukobayashi らによって報告された NiCl2濃

度勾配法で溶液中育成した結晶は，転位密

度が 102 ~ 103 cm-2のオーダーであり，XRC
半値幅の分布は 1.5×10-3 ~ 3.0×10-3 deg.程
度であった[6]。本研究で得られた値は，こ
の溶液中育成結晶と比較して同程度の転位

密度および XRC 半値幅を呈している。結
晶内部にアガロースゲルという異物を混入
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図 1．0.25%アガロースゲル溶液中で得られた HEWL 結晶の

トポグラフ像．(a)および(b) g = 4
ー

40，(c) g = 004．(a)および(b)
で見られた転位線は，(c)において消滅している． 

図２．0.25%アガロースゲル
中で得られた HEWL 結晶の
XRC半値幅マッピング像。 

図２．0.25%アガロースゲル溶液
中で得られた HEWL 結晶の XRC
半値幅マッピング像． 
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しながらも，結晶の欠陥（らせん転位）は

溶液中結晶とほとんど変わらない振る舞い

をすることが初めて明らかにされた。 
 
4   まとめ 
	 0.25 ~ 2.0%(w/v)アガロース溶液中で結晶
化した HEWLの結晶について，X線トポグ
ラフィ観察を行った。今回，0.25%(w/v)ア
ガロース条件で育成した結晶に関して良好

なトポグラフ像が得られ，結晶内部に b = <

1
ー

10>のらせん転位が複数存在することが確
認された。見積もられた転位密度および

XRC 半値幅の値は，これまでに報告されて
いる溶液中リゾチーム結晶と同等程度であ

り，結晶内部に含有されるアガロースゲル

の繊維によって結晶の完全性が大幅には乱

されないことが明らかになった。 
今回の報告では，解析の都合上 0.25%ア
ガロースゲル中で得られた結晶のみを示し

た。得られたデータの解析が進行し次第，

再度の報告を予定している。 
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