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1   はじめに 

 新規創薬や生命現象の理解に向けて、タンパク質

の立体構造の解明に関する研究は世界中で活発に行

われている。タンパク質結晶は、その立体構造の解

明に向けた最も有力な手法である X 線結晶構造解析

において必要不可欠である。その構造解析の精度は、

測定に使用する結晶の品質に強く依存する。したが

って、高品質なタンパク質結晶の育成が求められて

いる[1]。高品質な結晶を得るために、微小重力場や

電場、磁場、ゲル中での結晶育成法の開発が行われ

てきた。しかし、半導体シリコン結晶のような欠陥

を含まない極めて高品質なタンパク質結晶はたった

2 種類（グルコースイソメラーゼ結晶とフェリチン

結晶）に限られている[2,3]。言い換えると、多くの

タンパク質結晶はこれまでの手法では解消できない

何らかの欠陥を含んでいる。 

 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。結晶内の欠陥を

評価する手法の１つに X 線トポグラフィ法がある。

この手法では、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。また、近年発達した

手法であるデジタル X 線トポグラフィ法では、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、結晶内の微小

なひずみを非破壊で観察することができる[4]。 

そこで、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育成およびデジタ

ル X 線トポグラフィ測定を行った。結果として、タ

ンパク質結晶の微小なねじれの観測に世界で初めて

成功したので報告する。 

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
と同様に、種結晶から再度成長させる方法を用いて、
自作のサンプルホルダー内で育成した。 

デジタルⅩ線トポグラフィ測定はPFのBL-14Bお
よび BL-20B にて室温で行った。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。また、結晶を
微小回転（∆θ ≈ 0.03度）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。得られた連続像から、
回折角度位置の変化および局所的な回折角度曲線の
半値幅を評価した。 

 

3   結果および考察 

正方晶リゾチーム結晶のデジタル X 線トポグラフ

ィ像（Slice images）を図 1 に示す。デジタル X 線

トポグラフィ像の白いライン状のコントラストは回

折強度の高い領域に一致している。図 1 (a) のよう

に結晶をセットし、004 回折を測定した場合、図 1 

(b) に示すように結晶の回転方向と一致した方向に、

ブラッグ回折を満たす領域がシフトした。このよう

な現象は一般に分光結晶と測定試料の面間隔の不一

致によって生じる波長分散で説明することができる
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[4]。次に、図 1 (c) のように結晶をセットし、1̅10回

折を測定した。その結果、図 1 (d) に示すように、

結晶の回転方向と垂直な方向にブラッグ回折を満た

す領域がシフトした。このような現象は上述の波長

分散では説明することができない。したがって、結

晶の不完全性によって生じていると考えられる。 

 

 
図 1 正方晶リゾチーム結晶の幾何学的な配置と 

デジタル X線トポグラフィ像[5] 

 

いくつかの回折面においてデジタル X 線トポグラ

フィ測定を行った結果、正方晶リゾチーム結晶は図

2 に示すように c 軸に沿って均一にねじれているこ

とが明らかになった[5]。そのねじれの大きさは１

mmあたり 0.01度程度であった。極めて微小なため、

光学顕微鏡などの一般的な測定方法では見ることが

できない。今回、デジタル X 線トポグラフィ法によ

り、世界で初めて観測に成功した。このような非常

に小さなねじれは、タンパク質結晶のみならず、他

の多くの無機結晶や有機結晶においても存在してい

る可能性がある。 

 

 
図 2 c軸に沿ってねじれている結晶のモデル[5] 

 

また、結晶の品質を示す回折強度曲線の半値幅は

結晶内のねじれの大きさと非常に良い相関を示した。

ねじれの大きさが小さいほど半値幅は狭く、高品質

な結晶であった。したがって、タンパク質結晶の微

小なねじれは今まで見逃されていた解決すべき不完

全性であると言える。 

さらに、極めて高品質な 2 種類のタンパク質結晶

（グルコースイソメラーゼ結晶とフェリチン結晶）

ではねじれが確認されなかった。グルコースイソメ

ラーゼ分子とフェリチン分子は球のような高い対称

性を持つ形状であるのに対し、ねじれの観測された

リゾチーム分子はいびつな形状（クロワッサン型）

をしている。結晶に存在するねじれの起源は結晶を

構成するタンパク質分子の形状であることが示唆さ

れる。 

結晶がねじれる起源として、これまでにいくつか

メカニズムが提案されているが、そのほとんどが温

度や圧力などの外的な環境因子により説明されてい

る。今回発見された微小なねじれは、結晶が持つ本

来の性質であり、より原理的で本質的な現象と言え

る。近年、そのメカニズムとして「geometrical 

frustration（幾何学的フラストレーション）」モデ

ルが提唱されている。本結果は、その概念のはじめ

ての実験的な証拠であると言える。 

 

4   まとめ 

本研究ではリゾチーム結晶の育成およびデジタル

X 線トポグラフィ測定を行なった。結晶の回転方向

と垂直な方向にブラッグ回折を満たす領域がシフト

する様子が観測され、タンパク質結晶中の微小なね

じれの存在が明らかになった。このような微小なね

じれは結晶を構成する分子の非対称な形状に起因し

ており、タンパク質結晶のみならず、他の多くの無

機結晶や有機結晶においても存在している可能性が

ある。また、このような微小なねじれが結晶の品質

を低下させる要因であり、ねじれの緩和により高品

質な結晶育成が期待される。 
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