
 

研 究 報 告 書 

「光化学反応を駆使した分子結晶成長過程の制御」 
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研 究 者： 奥津 哲夫 

 

 １． 研究のねらい 

タンパク質の結晶育成は、タンパク質の高次構造を X 線結晶構造解析により明らかにするた

めに必要な工程である。解析されたタンパク質の構造の情報をもとに、創薬の分子設計が進め

られる。解析用の X 線源として放射光が利用されるようになり、結晶の解析技術は飛躍的に進

歩し、結晶の育成技術のさらなる発展が求められるようになった。結晶育成の方法として、光の

物理的あるいは化学的な摂動を利用する方法が近年見いだされた。光の物理的な摂動を用い

た研究は、米国および大阪大学のグループが中心となり発展させてきた。大阪大学のグループ

はタンパク質の結晶化をベンチャービジネスとして事業化し、成功している。一方、光の化学的

摂動を用いた結晶化の現象は本研究者が見いだし、その機構の解明を進めている。光化学反

応により結晶化が促進される機構は、反応で生成したタンパク質ダイマーが結晶核へと成長す

るためと推測されている。しかし、この現象を再現性よく高い確率で起こさせる方法は確立できて

おらず、実用に供する手法とするには不十分であった。 

本研究では、タンパク質の光誘起結晶化の機構を詳細に調べ、結晶核を生成させる方法

論を構築する。この方法論を、創薬の研究者が自ら使うことのできる技術に展開する。タ

ンパク質の結晶化はハイスループットで行われることが多いが、光化学反応により核形成

する瞬間をリアルタイムで観察し、一滴のタンパク溶液から結晶を得る方法を実現する。

膜タンパク質は水に溶けづらく結晶化が難しいタンパク質であり、結晶化法の進歩特に期

待されている。近年、膜タンパク質が溶けやすい媒質である脂質中で結晶化する方法が注

目されてきた。脂質を用いた膜タンパク質の結晶化は脂質の相転移を利用して起こすもの

であるが、相転移を自由自在に起こさせる方法論の確立が望まれている。そこで、光化学

反応を利用し相転移を空間限定して誘起させる方法論の構築を目指した。 

これらの研究を通し、系に光子一個が与えられることにより、そこに存在する分子の集

合状態を変化させる新しい光化学の研究を先駆けて展開することとした。 

 

２． 研究成果 

（１）概要 

光化学反応を応用し、タンパク質の結晶成長を誘起させる研究を行った。タンパク質

の結晶育成はタンパク質の機能を明らかにするための工程であり、創薬の分子設計につ

ながる。このため、タンパク質結晶化の技術としてすぐれた方法の開発が望まれている。

この 10年の間に光誘起結晶成長の現象が見いだされ、研究が進んできた。本研究者は、

この分野の開拓者の一人として光化学反応により結晶化が誘起される現象を見いだし

た。本研究では、機構の解明を行い、実用化検討を進めた。 

本研究の研究期間内に、タンパク質の光化学反応により何が起こるのか明らかにし、
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反応によりなぜ結晶化が開始されるのか明らかにした。また、より多くのタンパク質に

この方法が適用できるよう、光化学反応の仕組みを構築した。その結果、この技術を必

要とする研究者が機構を納得し、自らの手で行える結晶化装置を開発した。また、膜タ

ンパク質の光誘起結晶化を媒質中で行うことを試みた。 

 光誘起結晶化が、結晶へ成長するテンプレートとなる分子が生成される機構であるこ

とを示し、テンプレートの構造を明らかにした。タンパク質の光化学反応に頼らず、カ

ルボニル化合物の光化学反応を用いてタンパク二量体を作り出し、テンプレートとして

機能する仕組みを考案し結晶化を誘起させることに成功した。テンプレートの生成を検

出する方法として、光散乱強度の変化を観測するアルゴリズムを考案した。得られた結

晶を構造解析し、解析に値する結晶が得られることを確かめた。これらの機構を組み込

んだ、光誘起結晶化プレートを作製した。現在実用化を進めている。 

 次に、膜タンパク質の光誘起結晶化の検討を行った。膜タンパク質の結晶化には、生

体膜のモデル系である脂質の中で結晶化させる方法を検討した。脂質の相を自由自在に

相転移させる方法があれば、膜タンパク質の結晶化は進歩が期待できる。本研究では光

化学反応を応用して、脂質の相転移を起こすことを試みた。アゾベンゼンの光異性化反

応を応用することにより脂質を相転移させることに成功した。膜タンパク質を用いて結

晶成長させる実験を進めた。 

 

（２）詳細 

研究テーマＡ「光化学反応による結晶化メカニズムの解明」 

 タンパク質の光化学反応により、なぜ結晶化が促進されるのか機構の解明を進めた。

タンパク質のアミノ酸のうち、反応に関与するアミノ酸を特定し、反応生成物の構造を

同定した。反応生成物は Tyr残基間で結合したダイマーであることを解明した。結晶化

が促進される機構は、結晶化を誘起する生成物が生成し、結晶成長のテンプレートとし

て機能する仮説を立て検証を進めた。テンプレートとは、結晶中で隣り合う二つの分子

と似た配置をとるダイマーであると考えた。タンパク質の反応を解析し、生成しうるダ

イマーの構造を考察したところ、テンプレートとして機能する構造をとるものが生成す

ることが判明し、光誘起結晶化の機構を明らかにした。 

同時に、タンパク質の光反応でテンプレートが必ずしも生成しないことも明らかとな

った。テンプレートを積極的に作り出す方法として、カルボニル化合物の光化学反応を

応用することを考案し、デモンストレーションした。この方法で作製した結晶の構造解

析を行い、光化学反応が関与して作られた結晶の構造は、結晶中にテンプレートを不純

物として含むが、解析の結果定法で得られたものと同じであり、解析に値する結晶であ

ることを示した。 
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研究テーマ B「創薬の現場で行える技術への展開」 

光散乱観測による核形成のアルゴリズム作製 

この現象を実用に供する技術として発展させるためには、我々が行った実験結果の中

から成功した結果を用いてデモンストレーションするだけでは不十分であり、確実に結

晶化を導く方法論が必要である。具体的には反応を起こさせながら散乱光の変化をリア

ルタイムで観察し、核形成の瞬間をとらえる実験方法を考案した。その結果、テンプレ

ートの形成と続いて起こる結晶成長のプロセスが、散乱光が一旦減少し次に増加する観

測結果とよく対応することを突き止めた。この変化のパターンを検出することにより、

ハイスループットに頼らず、一つの溶液から結晶を得られる方法論を構築した。 

 

光結晶化プレートの作製 

光化学反応を促進する結晶化容器の製作を行った。（特

許 1-3） これは容器に金のナノ構造を構築し、表面プラ

ズモン共鳴を誘起し、可視光の多光子吸収によりタンパク

質を励起し反応させて、テンプレートを生成させるもので

ある。図 2に製作した結晶化促進プレートの写真を示す。

このプレート上のウェルにタンパク溶液を滴下し、蛍光灯

の光を当てながら保存すると結晶化頻度が高くなる。この

プレートで作製した結晶と定法で作製した結晶の構造を

調べたところ違いは見いだせなかった。このことから、実

用に用いる方法として好ましいことを示した。現在企業が

実用化を進めている。この方法の利点は、創薬の現場で用

いられている実験方法を一切変更することなく、このプレートを用いるだけで、結晶化

確率を高めることができる点にある。特許出願を行い、実用化との関連から早期審査を

進め出願後一年で登録された。（特許第 5224306号） 

 

研究テーマ C「膜タンパク質の光誘起結晶化

の検討」 

膜タンパク質は水に溶けにくく、結晶化が

難しいタンパク質である。本研究では膜タン

パク質を水中で結晶化するのではなく、脂質

の中で結晶化させる方法を、光化学的に制御

することを試みた。図 3に概要を示す。 

脂質の中での結晶化とは、脂質立方相を膜タ

ンパク質に対する媒質として用い、立方相が

図 2 作製した結晶化プレート。

シッティングドロップ結晶化容器

に金ナノ構造を構築してある。こ

のウェルにドロップされた溶液か

ら結晶が出現しやすくなる。 
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ラメラ相に相転移するとき膜タンパク質を結晶化させるものである。 

本研究では、光機能性分子を相転移の摂動

として用い、光化学反応により相転移を誘起

させることを試みた。図 4に本研究のアイデ

アを示す。光機能性分子には trans-cis光異

性化反応を起こすアゾベンゼン部位を持つ界

面活性剤を用いた。構造変化に伴い、膜タン

パク質の核形成を制御することができると期

待した。 

実験を行った結果、立方相 (Ia3d)からラメ

ラ相 (Lα)への光誘起相転移が確認された。

次に、このサンプルにバクテリオロドプシン

を加え結晶化実験を行った。光を当てないと

きに出現した結晶に対し、光を当てて相転移

を起こした場合は出現した結晶の数が増えた。このことから相転移により核形成を誘起

させることを示すことができた。この結果を踏まえて研究期間の最後に特許申請を行っ

た。（特許 4） 

 

 

３． 今後の展開  

さきがけ研究により、タンパク質の光化学反応により結晶核形成が誘起される機構を解明す

ることに成功した。具体的には、光化学反応生成物の構造が、結晶中の分子の配列と類似した

テンプレートとして機能することを示した。また、このテンプレートをタンパク質の種類に依存する

ことなく生成させる光化学反応の仕組みを構築した。結晶化誘起のデモンストレーションは自信

を持って演示する段階まで来た。次の展開は、今までに結晶化ができておらず構造が明らかで

ないタンパク質を対象とし、この方法で初めて結晶を育成し、構造解析を行う、という段階に進む。

今後は医学・薬学系の研究者と共同で仕事を進める体制をとり、我々の技術の発展がライフ分

野の発展に具体的に貢献するべく展開をはかりたい。 
膜タンパク質の結晶化方法について、今回研究で端緒をつかんだアイデアを発展させ、新た

な結晶化法としての可能性を探究する。相転移を誘起する光機能性界面活性剤に適した化合物

の特性を明らかにし、分子設計の指針を得る。これと組み合わせる媒質としての脂質についても

分子設計を検討する。これにより、脂質の相転移を自由自在に制御する方法を開発し、膜タンパ

クの脂質中における結晶育成法を展開する。光でのみ相転移が実現し、光を当てたところだけ

で結晶化が起きる仕組みの構築を目指す。 

 

４． 自己評価 

本研究では、タンパク質の結晶化が光化学反応により誘起される機構を解するだけでなく、タ

ンパク質の結晶化方法として一般的に利用されることを目指した。リゾチームのようなモデル系
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タンパク質で起きる光誘起結晶化の機構を解き明かし、テンプレートとなる分子の構造を決定し

た。と同時に、この結果が、モデルタンパク質以外の系では必ずしも発現せず、普遍的に起こる

現象ではないことが判明した。これに対し、カルボニル化合物の水素引き抜き反応でアミノ酸残

基と反応させることにより、テンプレートを作り出すアイデアを考案し試み、多くのタンパク質に対

し適用可能な方法を開発し解決した。高エネルギー加速器研究機構の構造解析グループ加藤

龍一氏の協力を得て、本方法で作製した結晶の構造解析を行い、結晶が定法で作製したものと

変わらないことが確認でき、実用に使える技術であることを示した。これらの機構を実現する結

晶化プレートを発明し、特許を出願した。さらに、膜タンパクの光誘起結晶化に関する研究にも着

手した。研究開始の当初は具体的なアイデアは無く、期間途中からのチャレンジであった。予備

実験的な結果ではあるが、アイデアを実現する方向性を見いだした。この研究では、合成、バク

テリアの培養、脂質の取り扱い、小角 X 線散乱等の実験を、同僚の協力を得て進めた。この研

究は今後プロジェクト型のテーマとして進展させるべきと考える。 
 

５． 研究総括の見解 

 光照射による結晶の核生成と成長のメカニズムを解明し、タンパク質結晶の作製に関する方

法論の確立を目指した。その結果、光誘起の化学反応により結晶核となるタンパク質二量体が

生成され、その二量体がテンプレートとして働くことにより結晶が成長するメカニズムを明らかに

した。また、プラズモンを利用した結晶成長技術を開発し積極的に特許を出願、さらに製品化を

目指す一方、脂質膜の光相転移を利用した膜タンパク質の結晶化法を提案した。このように基

礎研究、特許出願、製品化展開してきた奥津研究者のアプローチは、「光の利用」研究を体現し

たモデルケースである。脂質膜の光相転移を利用した膜タンパク質の結晶化法においても同様

な研究活動を展開することを期待する。 
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出 願 日： 2013/1/25 

出 願 番 号： PCT/JP2013/051544  

 

4. 

発 明 者： 奥津哲夫、高橋 浩、園山正史、伊平 寛 
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