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1．はじめに
　超高齢化社会を迎え，病気の原因解明や新規創薬の開発
などが盛んに行われている。それらの鍵となるタンパク
質など生体高分子の機能や機構を理解するためには，タ
ンパク質の立体構造を原子レベルで理解する必要がある。
また，多種多様なタンパク質の構造を理解することは，生
命現象を理解することにも繋がる。1962年ノーベル化学
賞を受賞した J. C. Kendrewらによって行われた，分解能 6 
Åによるミオグロビンの立体構造の解明を皮切りに，放射
光技術の進歩も相まって今日までタンパク質の構造解析
の分野は飛躍的に発展してきた。
　タンパク質結晶は，その立体構造の解明に向けた最も有
力な手法の一つであるＸ線構造解析に必要不可欠である。
Ｘ線による構造解析はタンパク質分子の構成原子の位置
情報を比較的正確に求めることが出来る。しかし，その解
析精度はＸ線回折実験に使用する結晶の品質に大きく左
右される。2018年 9月 12日現在，Protein Data Bank（PDB; 
https://www.rcsb.org/）に 144,211種のタンパク質の立体構
造情報が登録されている。自然界には 100億種を超えるタ
ンパク質が存在するとされており，それに比較すると未だ
少数ともいえるが，数多くのタンパク質の立体構造が明ら
かにされてきている。実際にドラッグデザインとして利用
するためには 1.5 Åの高分解能を有する構造が必要とされ
る。しかし，そのような高分解能な構造が得られているタ
ンパク質は 14,155種であり，PDB登録数の 10%にも満た
ない。たとえ対象のタンパク質の構造が得られていても，
そのタンパク質結晶の品質が問題であるとされる。そのた
め，より高品質なタンパク質結晶を作製するために，国際
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Abstract
　酵素タンパク質の一つであるグルコースイソメラーゼの単結晶を用いたロッキングカーブ測定により、回折強度の振動
曲線の観測に成功した。この振動曲線のふるまいは入射Ｘ線の波長や結晶試料厚さに応じて変化し、Ｘ線の動力学的回折
理論と非常に良い一致を示した。これはタンパク質結晶であってもＸ線の動力学的回折（多重散乱）が生じることを示し
ている。本研究成果はこれまでＸ線構造解析では考慮されていなかった動力学的回折モデルの必要性を提案している。

宇宙ステーションを利用した微小重力実験をはじめとして，
ハイドロゲルや電場などの外場印加による結晶育成技術の
提案など，様々な研究が世界中で盛んに行われている [1]。
　タンパク質結晶に限らず，結晶の完全性はＸ線回折によ
って評価できる。一般的に，結晶によるＸ線回折は大きく
分けると乱れた結晶による回折を考慮した運動学的回折
理論（kinematical diffraction theory）と完全結晶による回折
を考慮した動力学的回折理論（dynamical diffraction theory）
の二つになる [2,3]。Fig. 1に示すように，前者の運動学的
回折は結晶粒界や転位などの格子欠陥を多く含み，3次元
的な周期性が乱れた結晶，すなわち，モザイク結晶で観察
される。モザイク結晶は周期性に乱れのない多数の微小領
域（モザイク片）がわずかな方位のずれを持ち合わせて集
合していると考える。モザイク結晶では互いに干渉しあう
ことのできる領域が非常に小さいので，入射されたＸ線は
結晶中でほとんど 1回のみの散乱を生じる。一般の無機材
料や有機材料，さらには非晶質材料や液体などの場合にも
生じる回折現象である。実際のタンパク質分子の立体構造

Figure 1  Schematic of (A) kinematical diffraction in mosaic crystal and 
(B) dynamical diffraction in perfect crystal.
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解析においても，この運動学的回折理論のみを考慮してい
る。一方，後者の動力学的回折は，Si，Ge，ダイヤモンド
のようなごく限られた高品質な結晶，すなわち，完全結晶
で生じる [4-7]。結晶の品質をモザイク結晶と完全結晶を
両極端として考えた場合，世の中に存在する結晶の多くは
完全性の程度に応じてその間に存在する。結晶が完全結晶
に近い完全性を有するとき，結晶内ではＸ線の多重散乱が
生じる。この多重散乱を考慮した理論が動力学的回折理論
である。したがって，後者の動力学的回折の観察は，結晶
の完全性の指標にもなる。しかし，これまでタンパク質結
晶では，動力学的回折の明瞭な証拠は得られておらず，依
然として，その結晶品質が Siなどの高品質な結晶に比べ
て劣っているのか，もしくは，そもそも観察することが出
来ないのか，タンパク質結晶でＸ線の多重散乱による動力
学的回折が観察できるかは長年の課題であった。
　タンパク質結晶の完全性の評価は，1990年代の後半か
ら NSLS，PF，ESRFの放射光Ｘ線トポグラフィ施設にお
いて，筆者らの研究グループも含めいくつかのグループに
よって先導的研究が行われてきた [8-10]。それらの研究や
その発展については，この PFニュース [11]やその他の解
説記事 [12,13]でも紹介されている。また，最近では，放
射光技術や結晶育成技術の進歩により，高品質なタンパク
質結晶を用いた放射光単色Ｘ線トポグラフィにおいて，上
述の動力学的回折によるペンデル縞や振動コントラストと
考えられるイメージが観察され，動力学的回折現象を示唆
する実験結果が報告されていた [14]。このような背景の下，
筆者らのグループは，結晶性の定量的な理解を目的とし，
高品質なタンパク質結晶を用いて，放射光単色Ｘ線トポグ
ラフィを用いたロッキングカーブ測定を行った。結果とし
て，動力学的回折現象に対応するロッキングカーブの振動
構造の明確な観測とその定量的な解析に成功した [15]。こ
れは高品質なタンパク質結晶が Si結晶と同程度の完全性
つまり完全結晶の可能性を示している。さらには，タンパ
ク質の結晶構造解析において，従来は考慮されていない動
力学的回折理論の必要性を示している。

２．実験方法
2-1. グルコースイソメラーゼ結晶の作製
　本研究では，試料として酵素タンパク質のひとつである
グルコースイソメラーゼ（GI）を用いた。GI結晶は，育
成した種結晶を再成長させる方法を用いた。結晶化溶液は
ハンプトンリサーチ社から購入した。種結晶は蒸気拡散法
のひとつであるハンギングドロップ法を用いて育成した。
結晶化には 33 mg/mLグルコースイソメラーゼ，6 mM 
TRIS塩酸塩（pH7.0），0.91 M硫酸アンモニウム，1 mM
硫酸マグネシウムを混合させた結晶化溶液を用いた。育成
した種結晶を取り出し，あらかじめ作製したアクリル製の
結晶ホルダー内に満たした結晶化溶液内に移した。成長過
程で生じうる不均一核生成を抑えるため，種結晶の入った
ホルダーを 40°Cで 30分間熱処理した。その後，20°Cで
2週間静置した。

2-2. Ｘ線トポグラフィとロッキングカーブ測定
　放射光単色Ｘ線トポグラフィは高エネルギー加速器研究
機構の Photon Factory BL-20Bおよび SPring-8 BL38B1にて
行った。Si(111)の二結晶分光器を用いて，蓄積リングか
ら発生する白色Ｘ線を単色化した。測定で用いたＸ線の
波長は 1.0，1.2，1.4 Åである。Fig. 2に示すように，結晶
が固定されたアクリルホルダーをゴニオメーター上に設
置し，光軸調整を行った。その後，目的の回折に合わせ，
高分解能Ｘ線 CCDカメラ（Photonic Science X-RAY FDI 
1.00:1，有効素子サイズ：6.45 × 6.45 µm2）および，高分解
能Ｘ線 sCMOSカメラ（Hamamatsu C12849-101U，有効素
子サイズ：6.5 × 6.5 µm2）を用いて 1stepあたり 3.31 × 10−4º

の回転角度でロッキングカーブ測定を行った。また，Ｘ線
フィルム（Agfa D2）を用いたトポグラフ像の撮影も行った。
なお，本測定では結晶全体の回折像が得られるよう，完浴
条件で測定を行った。

３．結果と考察
3-1. 高品質グルコースイソメラーゼ結晶のＸ線トポグラフ
像と回折強度の振動曲線
　典型的な GI結晶の光学顕微鏡像と結晶外形の模式図，
得られたトポグラフ像を Fig. 3に示す。得られた結晶は転
位などの欠陥由来のコントラストが一切見られないことか
ら，欠陥の無い高品質な結晶であることが分かった。さら
に，結晶の稜にあたるくさび形領域において，完全結晶で
のみ生じる等厚干渉縞に由来するコントラストが見られる
ことが分かる。このような非常に高品質な GI結晶を用い
てロッキングカーブ測定を行った。

Figure 2　Schematic of X-ray topography.
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Figure 3	 Typical GI crystal. (A) Optical micrograph, (B) corresponding 
schematic prepared with VESTA software [19], and (C) digital 
X-ray topograph with the CCD camera in BL-20B at KEK-PF.
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　Fig. 4にリニアスケールおよびログスケールで描かれた
011回折のロッキングカーブプロファイルを示す。結晶厚
さは 199 µmである。横軸は回折角度位置（ブラッグ角か
らのずれ），縦軸は回折強度を示している。得られた回折
強度は回折角に応じて振動している様子が見られた。この
ような振動曲線を有するロッキングカーブプロファイル
は，半導体結晶の Si結晶のような完全結晶でのみ観察さ
れているが [5]，タンパク質結晶ではこれまで報告がない。
タンパク質結晶におけるロッキングカーブの振動現象を動
力学的回折によるものであることを裏付けるため，入射Ｘ
線の波長依存性と結晶の厚さ依存性の二つの依存性を測定
した。なお，以降の解析はすべてログスケールで行ってい
る。

3-2. 動力学的回折効果の裏付け①　入射Ｘ線の波長依存性
　動力学的回折理論 [3]によると，ロッキングカーブの横
軸 Wは以下のように与えられる。

ここで，Wは回折条件であるブラッグ角からのずれを表
すパラメーターである。また，Λはペンデル縞幅であり，
入射Ｘ線の波長 λに逆比例することが分かる。その他の
パラメーターはそれぞれ，ブラッグ角 θB，ユニットセル
の体積 Vc，古典電子半径 re，構造因子 Fである。さらに，
吸収を考慮しない完全結晶における回折強度曲線は入射Ｘ
線の強度を Io，回折強度を Ig

nとして，次式で与えられる。

ここで，Hは結晶の厚さを示し，回折強度が回折位置 W
に応じて振動することが予測される。しかし，実際のＸ線
回折実験では入射Ｘ線の広がりがあるため，結晶の厚さに

よっては振動の周期を分解しきれず，振動が平均化される。
吸収の無い完全結晶における回折強度の平均曲線は回折強
度を Ig

nとして，次式で与えられる。

すなわち，実際の測定で観測される回折強度曲線は，式
(3)と (4)の割合で決まることが予想される。そこで，測
定値をフィッティングするため，次式のように回折強度曲
線の理論曲線を描く。

ここで，rは理論曲線と平均曲線の按分比を示している。
　入射Ｘ線の波長を 1.0，1.2，1.4 Åと変化させたときの
ロッキングカーブプロファイルを Fig. 5(A)に示す。この
時の結晶の厚さは 199 µmである。同様に，入射Ｘ線の波
長を変化させた時に予測される回折強度曲線の理論曲線を
Fig. 5(B)に示す。理論から予測される波長が大きくなるに
つれ，回折強度曲線の振動幅が小さくなるといったふるま
いと同様なふるまいが実験で得られた。すなわち，測定に
よって得られた回折強度曲線は動力学的回折理論から予測
される回折強度曲線とよく一致していることが分かる。

3-3. 動力学的回折効果の裏付け②　結晶の厚さ依存性
　さらに，異なる厚さを持つ GI結晶を用いてロッキング
カーブ測定を行った。実際に用いた GI結晶の厚さは 824，
362，260，199 µm，入射Ｘ線の波長は 1.2 Åである。Fig. 
6(A) に実際の測定で得られた回折強度曲線を示す。回折
強度曲線の振動が結晶の厚さが大きくなるにつれ減少して
いる様子が見られた。これは厚さが大きくなるにつれ，振
動幅が入射Ｘ線の広がりよりも小さくなり，振動を分解し
きれなくなるためである。上述の波長依存性と同様に，得
られた回折強度曲線の理論曲線によるフィッティング結果
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Figure 4	 Typical rocking curve for 011 reflection of a GI crystal with 
a thickness of 199 µm, taken with an incident beam with a 
wavelength of 1.2 Å in BL-20B at KEK-PF. In (A) and (B), 
the intensities of the same rocking curves are shown on linear 
and logarithmic scales, respectively.
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Figure 5	 Rocking curves for 011 reflections of the same GI crystals 
with a thickness of 199 µm, taken with incident beams with 
different wavelengths of 1.0, 1.2 and 1.4 Å, in BL-20B at 
KEK-PF. (A) Measured rocking curves and (B) theoretical 
rocking curves.
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ここで、�は理論曲線と平均曲線の按分比を示している。

入射 X 線の波長を 1.0、1.2、1.4 Å と変化させたときのロッキングカーブプロファイルを Fig. 5 (A) に示す。この時の

結晶の厚さは 199 µm である。同様に、入射 X 線の波長を変化させた時に予測される回折強度曲線の理論曲線を Fig. 5 (B) 
に示す。理論から予測される波長が大きくなるにつれ、回折強度曲線の振動幅が小さくなるといったふるまいと同様なふ

るまいが実験で得られた。すなわち、測定によって得られた回折強度曲線は動力学的回折理論から予測される回折強度曲

線とよく一致していることが分かる。

3-3. 動力学的回折効果の裏付け② 結晶の厚さ依存性

さらに、異なる厚さを持つ GI 結晶を用いてロッキングカーブ測定を行った。実際に用いた GI 結晶の厚さは 824、362、
260、199 µm、入射 X 線の波長は 1.2 Å である。Fig. 6 (A) に実際の測定で得られた回折強度曲線を示す。回折強度曲線の

振動が結晶の厚さが大きくなるにつれ減少している様子が見られた。これは厚さが大きくなるにつれ、振動幅が入射 X 線

の広がりよりも小さくなり、振動を分解しきれなくなるためである。上述の波長依存性と同様に、得られた回折強度曲線

の理論曲線によるフィッティング結果を Fig. 6 (B) に示す。結晶の厚さが大きくなるにつれ、そのフィッティング精度が

落ちている様子が分かる。とりわけ、厚さ 824 µm の結晶では回折強度曲線のすその領域で測定値と差が大きい。これは

結晶の吸収によるものであることが予測される。そこで、吸収を考慮した動力学的回折理論[3]を用いて、回折強度曲線の

解析を行った。吸収のある完全結晶における回折強度曲線は次式で与えられる。
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ここで、パラメーター�と�はそれぞれ線吸収係数と電気感受率である。また、吸収を考慮した場合の回折強度曲線の平均

曲線は次式で与えられる。
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ここで、�は理論曲線と平均曲線の按分比を示している。
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るまいが実験で得られた。すなわち、測定によって得られた回折強度曲線は動力学的回折理論から予測される回折強度曲

線とよく一致していることが分かる。
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さらに、異なる厚さを持つ GI 結晶を用いてロッキングカーブ測定を行った。実際に用いた GI 結晶の厚さは 824、362、
260、199 µm、入射 X 線の波長は 1.2 Å である。Fig. 6 (A) に実際の測定で得られた回折強度曲線を示す。回折強度曲線の

振動が結晶の厚さが大きくなるにつれ減少している様子が見られた。これは厚さが大きくなるにつれ、振動幅が入射 X 線
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結晶の吸収によるものであることが予測される。そこで、吸収を考慮した動力学的回折理論[3]を用いて、回折強度曲線の

解析を行った。吸収のある完全結晶における回折強度曲線は次式で与えられる。
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晶を用いた立体構造解析において，従来は考慮されていな
かった動力学的回折理論の必要性を示している。したがっ
て，このような動力学的回折理論を取り入れた構造解析で
は，回折強度の解析精度の改善につながり，より高精度な
電子密度の評価，さらには理論化学計算との比較によるタ
ンパク質の性質の原理的な理解に繋がるものと期待され
る。また，このような動力学的回折では，イメージングに
おいてもペンデル縞や干渉縞などのいくつかの興味深い現
象が期待され，タンパク質結晶の動力学的回折を積極的に
利用した新たな結晶評価法に繋がることを期待している。
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を Fig. 6(B)に示す。結晶の厚さが大きくなるにつれ，そ
のフィッティング精度が落ちている様子が分かる。とりわ
け，厚さ 824 µmの結晶では回折強度曲線のすその領域で
測定値と差が大きい。これは結晶の吸収によるものである
ことが予測される。そこで，吸収を考慮した動力学的回折
理論 [3]を用いて，回折強度曲線の解析を行った。吸収の
ある完全結晶における回折強度曲線は次式で与えられる。

ここで，パラメーター μと χはそれぞれ線吸収係数と電気
感受率である。また，吸収を考慮した場合の回折強度曲線
の平均曲線は次式で与えられる。

ここで，εは誘電率である。
　吸収を考慮した動力学的回折理論から予測される回
折強度曲線によるフィッティング結果を Fig. 6(C)に示
す。吸収を無視した場合と比べ，その精度は非常に向上
し，実際の測定で得られた回折強度曲線とよく一致してい
ることが分かる。また，フィッティングから線吸収係数
μ = 0.18 mm−1，電気感受率 χ = 0.001，誘電率 ε = 23と得ら
れた。これらの値は計算から見積もられる値や先行研究で
得られている値とよく一致した [16–18]。

４．まとめ
　本稿では，放射光Ｘ線トポグラフィによるロッキングカ
ーブの測定により，タンパク質結晶における長年の課題で
あったＸ線による動力学的回折現象の観測，並びに完全性
の定量的な評価に世界で初めて成功したことを示した。こ
れは，高品質なタンパク質結晶が，Siなどの完全結晶と
同様に動力学的回折現象を示す高い完全性を有することを
示している。さらに，この成果は，高品質なタンパク質結
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Figure 6	 Rocking curves for 011 reflections of GI crystals with 
different thicknesses of 824, 362, 260 and 199 µm, taken 
with an incident beam with a wavelength of 1.2 Å in BL-20B 
at KEK-PF. (A) Measured rocking curves, (B) theoretical 
rocking curves with no absorption and (C) theoretical rocking 
curves with absorption..
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ここで、�は回折条件であるブラッグ角からのずれを表すパラメーターである。また、Λはペンデル縞幅であり、入射 X
線の波長�に逆比例することが分かる。その他のパラメーターはそれぞれ、ブラッグ角��、ユニットセルの体積��、古典

電子半径��、構造因子�である。さらに、吸収を考慮しない完全結晶における回折強度曲線は入射 X 線の強度を��、回折

強度を���として、次式で与えられる。

���
�� � sin����√�� � 1 Λ⁄ �

�� � 1 �������

ここで、�は結晶の厚さを示し、回折強度が回折位置�に応じて振動することが予測される。しかし、実際の X 線回折実

験では入射 X 線の広がりがあるため、結晶の厚さによっては振動の周期を分解しきれず、振動が平均化される。吸収の

無い完全結晶における回折強度の平均曲線は回折強度を��̅�として、次式で与えられる。

��̅�
�� � 1

2��� � 1��������

すなわち、実際の測定で観測される回折強度曲線は、式(3)と(4)の割合で決まることが予想される。そこで、測定値をフ

ィッティングするため、次式のように回折強度曲線の理論曲線を描く。

� � � ��
�

�� � �1 � �� ��̅
�

�� �������

ここで、�は理論曲線と平均曲線の按分比を示している。

入射 X 線の波長を 1.0、1.2、1.4 Å と変化させたときのロッキングカーブプロファイルを Fig. 5 (A) に示す。この時の

結晶の厚さは 199 µm である。同様に、入射 X 線の波長を変化させた時に予測される回折強度曲線の理論曲線を Fig. 5 (B) 
に示す。理論から予測される波長が大きくなるにつれ、回折強度曲線の振動幅が小さくなるといったふるまいと同様なふ

るまいが実験で得られた。すなわち、測定によって得られた回折強度曲線は動力学的回折理論から予測される回折強度曲

線とよく一致していることが分かる。

3-3. 動力学的回折効果の裏付け② 結晶の厚さ依存性

さらに、異なる厚さを持つ GI 結晶を用いてロッキングカーブ測定を行った。実際に用いた GI 結晶の厚さは 824、362、
260、199 µm、入射 X 線の波長は 1.2 Å である。Fig. 6 (A) に実際の測定で得られた回折強度曲線を示す。回折強度曲線の

振動が結晶の厚さが大きくなるにつれ減少している様子が見られた。これは厚さが大きくなるにつれ、振動幅が入射 X 線

の広がりよりも小さくなり、振動を分解しきれなくなるためである。上述の波長依存性と同様に、得られた回折強度曲線

の理論曲線によるフィッティング結果を Fig. 6 (B) に示す。結晶の厚さが大きくなるにつれ、そのフィッティング精度が

落ちている様子が分かる。とりわけ、厚さ 824 µm の結晶では回折強度曲線のすその領域で測定値と差が大きい。これは

結晶の吸収によるものであることが予測される。そこで、吸収を考慮した動力学的回折理論[3]を用いて、回折強度曲線の

解析を行った。吸収のある完全結晶における回折強度曲線は次式で与えられる。

���
�� � exp���� ��� ��⁄ �

�� � 1 �sin� ���√�
� � 1

Λ � � sinh� ����√�
� � 1

Λ ���������

ここで、パラメーター�と�はそれぞれ線吸収係数と電気感受率である。また、吸収を考慮した場合の回折強度曲線の平均

曲線は次式で与えられる。
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ここで、�は誘電率である。

吸収を考慮した動力学的回折理論から予測される回折強度曲線によるフィッティング結果を Fig. 6 (C) に示す。吸収を

無視した場合と比べ、その精度は非常に向上し、実際の測定で得られた回折強度曲線とよく一致していることが分かる。

また、フィッティングから線吸収係数� ��0.18mm-1、電気感受率� ��0.001、誘電率� ��23 と得られた。これらの値は計算

から見積もられる値や先行研究で得られている値とよく一致した[16–18]。

４．まとめ

本稿では、放射光 X 線トポグラフィによるロッキングカーブの測定により、タンパク質結晶における長年の課題であ

った X 線による動力学的回折現象の観測、並びに完全性の定量的な評価に世界で初めて成功したことを示した。これは、

高品質なタンパク質結晶が、Si などの完全結晶と同様に動力学的回折現象を示す高い完全性を有することを示している。

さらに、この成果は、高品質なタンパク質結晶を用いた立体構造解析において、従来は考慮されていなかった動力学的回

折理論の必要性を示している。したがって、このような動力学的回折理論を取り入れた構造解析では、回折強度の解析精

度の改善につながり、より高精度な電子密度の評価、さらには理論化学計算との比較によるタンパク質の性質の原理的な

理解に繋がるものと期待される。また、このような動力学的回折では、イメージングにおいてもペンデル縞や干渉縞など

のいくつかの興味深い現象が期待され、タンパク質結晶の動力学的回折を積極的に利用した新たな結晶評価法に繋がる

ことを期待している。
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