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1   はじめに 

タンパク質結晶を X 線で測定する際、放射線損傷

軽減のために、結晶を凍結する必要がある。しかし、

タンパク質結晶を凍結すると結晶内部や外側に含ま

れる水分子が氷の結晶となり膨張し、結晶が壊れて

しまう。そこで、抗凍結剤を結晶化母液と混合して

タンパク質結晶を浸すことにより、水分子をアモル

ファス状に凍結するという手段を用いる。 

しかしながら、抗凍結剤を使用するとタンパク質

に影響を及ぼすことがあるため、最適な種類や濃度

等にする必要がある。また、中性子回折実験用の大

型結晶を凍結する際、結晶内部と外部の大きな温度

差から、瞬間凍結することが難しい。そこでこれら

の問題を解決するために、高圧条件下（200MPa）

で結晶を凍結する方法（高圧凍結法）に注目した。 

本研究では、抗凍結剤を用いた常圧凍結、さらに

は抗凍結剤を含まない室温による結晶構造などと比

較し、高圧凍結の影響も含め、抗凍結剤の水和構造

やタンパク質構造そのものへの影響がないかどうか

を、微妙な議論となることの多い水和水の構造やそ

の近傍のタンパク質アミノ酸側鎖構造などを、高分

解能で詳細に信頼性高く検証することを目的とする。 

高圧凍結が有効であれば、より生理的条件に近い

構造を明らかにでき、最適な抗凍結剤条件をスクリ

ーニングする必要もなくなる。この手法をうまく利

用すれば、反応中間体のトラップなど、タンパク質

の重要な機能解析にも適用できる可能性がある[1]。 

 

2   実験 

タンパク質結晶を高圧凍結するために、茨城量子
ビーム研究センター（IQBRC）に設置された米国
ADC社製の高圧凍結装置 HPC-201を用いて実験を
行った。この装置はヘリウムガスによって 200MPa

まで昇圧してから凍結することが可能である。図 1 

の青い線は抗凍結剤を用いる従来の常圧凍結を示し
ており、常温から一気に 77Kまで温度を下げて瞬間
凍結を行う。そして赤い線が高圧凍結を示しており、
常温常圧の状態から 200MPaまで昇圧し、その後

77Kまで温度を下げ、最後に常圧に戻す。200MPa

付近では水の粘度が最大となったあと瞬間凍結を行
い、バルク水をアモルファス状に凍結できる。まず、
ループで母液から結晶を取り出し、凍結ピンに入れ
た。凍結ピンの下部には鉄が埋め込まれているため、
事前に磁石を圧力管にセットしておくことで、凍結
ピンを圧力管に入れた際に、ピンが磁石の位置で留
まる。次に、圧力管を高圧凍結装置にセットし、
200MPa まで加圧した。磁石を外すと凍結ピンが圧
力管下部に落ちる。常圧に戻し、開放装置を使って、
圧力管下部のネジを開放する。凍結した結晶を、約
-180℃の窒素気相中で操作可能な LEICA製 EM-CPC

に移動させ、ループをキャップに立ててからクライ
オ保存用専用容器に入れ、液体窒素中に保存すると
いう手順を取った。常圧に戻した状態で液体窒素中
に保管することによって準安定的にその状態を継続
でき、常圧下での X線回折実験にもその凍結状態の
ままで供することができるからである[2]。 

 

 
 

図１：高圧凍結の原理 
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3   結果および考察 

結晶の落下等の問題を防ぐためにループや凍結ピ
ンの改良を行い、凍結の成功率を上げた結果、抗凍
結 剤 を 使 わ ず に Lysozyme 、 Lysozyme-NAG4

（ N,N’,N’’,N’’’-Tetraacetylchitotetraose ） 複 合 体 、
TEMPOL を含む Lysozyme、Ferritin、Thaumatin、
Glucose Isomerase、DAPK の単結晶の高圧凍結に成
功した。また、Lysozyme-NAG4 複合体、Lysozyme＋
TEMPOL、Ferritin に関しては、X 線回折実験まで成
功させることができた。 

X 線回折実験により得られたデータの処理・解析

結果を下に示す。また、常圧凍結した試料と高圧凍

結した試料の骨格構造を比較し、常圧凍結を青、高

圧凍結を赤で示した。まず、Lysozyme-NAG4 複合体

の構造比較で、平均の r.m.s.dは 0.17Åであった。次

に、Ferritin での平均の r.m.s.d は 0.20Åとなった。

これらの値から、高圧凍結によるタンパク質の骨格

構造への影響はほとんど見られないことが分かった。 

 

 

表 1 : Lysozyme-NAG4複合体の結晶化条件 

タンパク質 Lysozyme  10[mg/ml] 

結晶化剤 NaCl  0.6[M] 

凍結条件 高圧凍結 

緩衝溶液 CH3COONa(pH=4.5) 

結晶化方法 ハンギングドロップ法 

結晶化温度 293[K] 

 

表 2 : Thaumatinの結晶化条件 

タンパク質

結晶化剤

緩衝溶液

結晶化方法

結晶化温度

HEPES pH7.0

ハンギングドロップ 5μl+5μl

293[K]

酒石酸ナトリウムカリウム0.5～1.0[Ｍ]

ソーマチン5～25[mg/ml]

 
 

表 3 : DAPKの結晶化条件 

タンパク質

結晶化剤

pH

ATP類似体

金属

タンパク：ATP類似体

：金属（モル比）

温度

結晶化法 ハンギングドロップ法（5μl+5μl）

DAPK 4～12[mg/ml]

(NH4)2SO4 1.25～2.0[M]

0.1M MES-NaOH,150mM NaCl

20mM Tris-HCl,150mM NaCl

6.5/8.0

ANP/ADP/AGS/ATP/ACP

1:05:50

MgCl2

293[K]

緩衝液

 
 

 

 

表 4 : Lysozyme-NAG4複合体のデータ処理結果 

使用ソフトウェア（HKL2000） 

Space group P43212 

Unit cell parameter 

a [Å] 77.74 

b [Å] 77.74 

c [Å] 38.28 

Resolution [Å] 1.28 

Unique reflections 30095 

Completeness [%] 97.6 (100.0) 

Rmerge 0.089 (0.376) 

I/σ 37.2 (8.9) 

Redundancy 13.3 

 

表 5 : Lysozyme-NAG4複合体のデータ解析結果 

使用ソフトウェア（HKL2000） 

Number of amino acid [residue] 128 

Number of water [molecule] 202 

Resolution [Å] 1.28 

Rwork [%] 21.25 

Rfree [%] 24.16 

r.s.m.d 
Bonds [Å] 0.0064 

Angled [Å] 0.987 

B-factor [Å2] 12.81 

 

表 6 : Ferritinのデータ処理・解析結果 

ビームライン「あいち SR：BL2S1」 

使用ソフトウェア（iMOSFLM） 

 F432

0.1994

0.2237

 Bonds [Å] 0.008

 Angled [Å] 0.958

1.76

25833

99.9 (100.0)

0.071 (0.388)

129.4 (17.5)

44.3 (42.6)

 Space group

 Rfree [%]

 Resolution [Å]

 Unique reflections

 Completeness [%]

r.s.m.d

 Redundancy

 Rmerge

 I/σ

 Rwork [%]
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図 2: Lysozyme-NAG4複合体の骨格比較 

 

 
図 3: Ferritinの骨格比較 

 

4   まとめ 

Lysozyme の他にも、Lysozyme-NAG4 複合体、

TEMPOL を含む Lysozyme、Ferritin、Thaumatin、

Glucose Isomerase、DAPK 単結晶の、抗凍結剤を用

いない高圧凍結に成功した。 

上記の内、Lysozyme-NAG4 複合体、Lysozyme＋

TEMPOL、Ferritin に関してはその後の X 線回折実

験まで成功させることができた。 

常圧凍結した試料と、高圧凍結した試料との骨格

構造の比較を行った結果、それらの平均の r.m.s.d 値

から、高圧凍結によるタンパク質の骨格構造への影

響や結晶へのダメージはほとんど見られなかった。 
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