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デジタル X線トポグラフィ法を用いた 

画像解析によるひずんだタンパク質結晶中の成長転位の観察 

Observation of grown-in dislocations in distorted protein crystals  
by digital X-ray topography
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1   はじめに 

 高品質な結晶の育成に向けて、結晶内の欠陥の理

解や結晶の品質評価は重要である。X 線トポグラフ

ィは、結晶中の転位といった格子欠陥を非破壊で観

察することができる有用な手法の一つである[1]。こ

れまで半導体材料や低分子有機結晶などの様々な結

晶材料において、X 線トポグラフィを用いた転位の

観察および結晶の品質評価が行われてきた[2]。従来

のⅩ線トポグラフィでは、Ⅹ線の検出器としてフィ

ルムを用いて転位像の観察を行ってきた（以下、フ

ィルム法と呼ぶ）。一方、フィルムの代わりにCCD

カメラを用いることで、取得できる情報量が格段に

多くなる。例えば、結晶を微小回転させながらCCD

カメラで連続的にデジタルトポグラフ像を取得する

ことで、結晶の任意の箇所（1 ピクセル）における

領域から結晶全体といった広い領域における回折強

度曲線を得ることができる。そのため、任意の箇所

（例えば、欠陥領域や完全領域など）の結晶の品質

を緻密に評価することができる。

タンパク質結晶においても X 線トポグラフィ測定

が四半世紀にわたって数多くの研究グループによっ

て行われている。最近、著者らのグループでは無転

位の完全結晶[3,4]および転位を含む不完全な結晶[5]

に関する報告を行ってきた。しかし、未だタンパク

質結晶の完全性や不完全性の起源は解明できておら

ず、結晶の完全性を制御することはできていない。

高品質な結晶の育成に向けて、タンパク質結晶の欠

陥などの不完全性に関するより多くの知見が求めら

れる。 

 本研究では、典型的なタンパク質結晶の一つであ

る正方晶リゾチーム結晶の X 線トポグラフィ測定を

行った。CCDカメラを用いて、ブラッグ角近傍で数

百枚のトポグラフ像を取得し、回折 X 線の強度を解

析することで、フィルム法では観察が難しかったひ

ずんだ結晶中の転位の観察方法の構築に成功した。

さらに、結晶中に存在した折れ曲がった形状の成長

転位のふるまいについて、転位論に基づいた転位の

エネルギー計算により考察を行った。

2実験 

本測定で用いた正方晶リゾチーム結晶は先行研究
のグルコースイソメラーゼ結晶と同様に、種結晶か
ら再度成長させる方法[3]を用いて、自作のサンプル
ホルダー内で育成した。
Ⅹ線トポグラフィ測定は PFの BL-14Bおよび BL-

20B にて行った。結晶に対するハンドリングダメー
ジを避けるため、サンプルホルダーごとを高精度ゴ
ニオメーターに固定して測定した。両 BL において、
二結晶分光器で単色化された 1.2 Å の単色 X 線を入
射 X 線として使用した。フィルム法によるトポグラ
フ像の取得には X 線フィルム（Agfa D2）を用いた。
また、結晶を微小回転させながら高分解能X線CCD

カメラ（Photonic Science X-RAY FDI 1.00:1）を用
いて、測定反射指数のブラッグ角近傍のトポグラフ
像を連続的に取得した。得られた連続像をフリーの
画像解析ソフトウェア『Image J』によって解析し
た。

3   結果および考察 

フィルム法による X 線トポグラフィ観察により、

結晶成長とともに種結晶から発生した転位像が確認

された。さらに、この転位像は折れ曲がった形状を

有していた。折れる前の成長転位の方向は正方晶リ

ゾチーム結晶の(110)と(101)の成長境界に沿って導

入されていた。種結晶からおよそ 260 μm 外側にお

いて、成長転位の方向が[110]に曲がったことが確認

された。結晶学的な方向に沿って成長転位が折れる

ふるまいは、古く低分子有機結晶などで見られてい

たものの[2]、タンパク質結晶におけるこのような転

位のふるまいは初めての観測である。 

続いて、X線CCDカメラを用いて得られた連続像

の解析を行った。局所的（ 1 ピクセル： 6.45 

μm×6.45 μm）な回折強度曲線の中央値を抽出し、

結晶全体で重ね合わせたマッピング像（以下、

Median 像）では、上述のフィルム法による X 線ト

ポグラフ像と同様のコントラストを得ることができ

た。一般に、タンパク質結晶の低次の反射指数の面

間隔（例えば、d = 71.58 Å）は二結晶分光器の
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Si(111)の面間隔（d = 3.14 Å）よりも非常に大きい。

そのため、完全なタンパク質結晶であっても、Ⅹ線

回折が生じる領域は結晶の回転に従ってシフトする

ため、最大回折強度の角度位置は結晶全体で一様に

ならない。また、Ⅹ線トポグラフィによる転位像の

観察は、転位芯周りのひずみ場におけるブラッグ角

の違いを検出していることに対応する。そのため、

結晶に存在するひずみが大きい場合、反射指数によ 

っては転位像のコントラストが得られにくい。以上

の理由により、フィルム法ではタンパク質結晶中の

転位像の観察が困難な反射指数がある。一方で、 

Median 像ではブラッグ角近傍の一連のトポグラフ
像を重ね合わせて転位像を抽出していることに対応

する。そのため、フィルム法では転位像の観察が困

難な反射指数であっても明瞭な転位像の観察が可能

となった。 

Median 像が転位像を抽出できる理由は、欠陥周
辺の局所的な回折強度曲線のふるまいが完全領域の

場合と異なるためである。結晶性の高い領域では最

大強度が大きく、曲線の形状が鋭くなる。一方、欠

陥を含む領域では最大強度が少し小さくなるが、そ

の曲線は完全領域の曲線よりも広がった形状を示す。

結果として、欠陥を含む領域では回折強度の中央値

が完全領域の中央値よりも大きくなる。Median 像
はこのような中央値の違いを反映することで、フィ

ルム法による X 線トポグラフ像と同様のコントラス
トが得られる。Median 像はフィルム法では転位像
の得られにくい反射指数に関係なく転位像を描くこ

とができ、ひずんだ結晶中の転位のキャラクタリゼ 

ーションに有用な方法である。そこで、様々な回折

ベクトルにおいて Median 像を取得し、折れ曲がっ
た形状の成長転位に関する解析を行った。

測定した正方晶リゾチーム結晶の Median 像の解
析により、101 反射と 011̅反射では転位のコントラ

ストの消失が確認された。転位の消失条件より、 バ 

ーガースベクトルは[11̅1̅]であり、混合転位であるこ

とが明らかになった。

最後に、この成長転位が折れ曲がった理由につい

て考察する。結晶成長後に成長転位が折れ曲がった

ことから、成長境界上のエネルギー的に不安定な成

長転位が過飽和度の減少に伴い安定な方向に曲がっ

たと考えられる。そこで、①[110]に折れ曲がった場

合、②折れ曲がらずに成長境界上に存在している場

合、③[001]に折れ曲がった場合のように、結晶学的

に存在し得る転位の方向を仮定し、転位のエネルギ 

ー計算を転位論[6]に基づいた行った。その結果、① 

[110]に折れ曲がった場合のエネルギーが最小である

ことが確認された。これは実際に転位が折れ曲がっ

た方向に一致している。したがって、成長境界上の

不安定な成長転位がエネルギーを最小にするために

エネルギー的に安定な方向に折れ曲がったと考えら

れる。本研究により、複雑な高分子によって構成さ

れるタンパク質結晶においても転位論に基づいて転

位のエネルギーを計算でき、実験で得られた現象と

良い一致をするということが実証された。 

4   まとめ 

本研究では X 線トポグラフィを用いて正方晶リゾ

チーム結晶の成長転位の同定を行った。CCDカメラ

を用いて取得したデジタルトポグラフ像の解析によ

り、従来のフィルム法による X 線トポグラフィ観察

では観察が不可能であった転位像の抽出に成功した。

回折強度の中央値をマッピングした Median 像によ

って、ひずんだ結晶中の転位の観察が可能となった。

実際に、様々な反射指数の Median 像において、折

れ曲がった形状の成長転位が確認された。転位の消

失条件から成長転位のバーガースベクトルを決定に

成功した。さらに、転位論に基づいた転位のエネル

ギーを見積もることで、転位のエネルギーを最小に

するために成長転位が折れ曲がったと合理的に説明

することができた。
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