
2A04        光を用いたタンパク質結晶化法の開発 

（群馬大学 工学部） 奥津哲夫，古田憲司，平塚浩士 

 
 
【はじめに】我々は光を用いて結晶成長制御を行うことを目的として研究しており、

これまでにベンゾフェノン溶液にレーザー光を照射することにより生成するベンゾ

ピナコールの結晶形を制御できることを報告した[1]。本研究ではタンパク質の一種で

あるリゾチーム溶液に光を照射することにより、結晶の析出が促進されることを見い

だし、その機構の解明を行っている。 
Ｘ線結晶構造解析によって、光照射により得られた結晶は、定法により得られた結

晶と構造が同じであり、また結晶化促進に効果がある光の波長はリゾチームの光吸収

スペクトルと対応していることはすでに確認した。150～300W のキセノンランプ光を

リゾチームの過飽和溶液に一分程度照射すると結晶化が促進される。結晶が出現する

頻度を統計的に解析したところ、光照射時間と共に結晶数が増加することが判明した。

出現する頻度はポアソン分布に従うことが判明した。また、60 秒以上照射すると結晶

数は増加しなくなる。今回は光照射時間とリゾチームの酵素活性の関係に注目し、核

形成の機構を短時間存在する中間体の存在に基づいて検討した。 
【実験】光照射はウシオ電機キセノンショートアークランプ(150 あるいは 300W)を用

いた。結晶作製容器は、Hampton Research VDX プレートをハンギングドロップ法に、

バッチ法には Douglas Instruments Supplies 72 穴マイクロバッチプレートを用いた。結

晶化剤として 0.７M NaCl (0.1M Sodium acetate buffer solution pH 4.5) を用いた。リゾ

チーム，Micrococcus luteus (ML)は Sigma より入手し、精製せず用いた。酵素活性は

ML を基質として用いる ML 法により測定した。 
【結果と考察】 
1． 光照射と結晶の出現 
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図 1 光照射と出現した結晶数 

図 1に光照射時間に対し、出現した結晶数をプロッ

トした。横軸は一つの液滴中に現れた結晶の数、縦軸

は 72 個の液滴についての頻度である。これから光照

射により結晶化が促進されることがわかる。 

2． 光照射と酵素活性 

 図 2にリゾチームの酵素活性と光照射時間の関係を

示す。照射時間は 0, 20, 40, 60, 120, 180 秒で行い、リ

ゾチーム濃度は 0.02～0.05 mg/ml、ML の濃度は 3 
mg/ml とした。光照射時間の増加に対し酵素活性が低

下するが、このことは既に報告されている結果と一致

している。しかし、光照射 20 秒までは酵素活性は低

下しない。活性は 20 秒後から照射時間に対し直線的

に低下した。活性を失うまで光照射を行った溶液は、



結晶化も促進されないことから、変性したリゾチームは結晶核にはならないことがわ

かる。この事実は故意に変性したリゾチームを加

えると結晶化が阻害される過去の報告と一致する。 
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図 2 照射時間と酵素活性 

この結果から、光照射初期の段階ではリゾチー

ムに何らかの変化が起き、中間体が生成すると考

えられる。この中間体の酵素活性はリゾチームと

同じであるか、または再びリゾチームに戻るため

に同じ活性を示すと推測される。この中間体はさ

らに光を吸収すると酵素活性が低下する（変性）

と考えられる。 
3.  予想される結晶化の機構 

 中間体の存在を確認するため、酵素活性の低

下と照射する光強度の関係を調べた。図 3 に結果

を示す。酵素活性の低下は光強度に比例せず、両

対数プロットを取ると良い直線関係が成立し、傾

きは２になった。光による活性の低下は２光子過

程で起こり、本実験条件下では同時２光子吸収は

あり得ないことから、中間体を経て永久に活性を

失うことが判明した。 
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図 4 280nm の吸収強度（上），ケイ光

強度（中）および、ケイ光寿命（下）

の変化。 

図 3 照射光強度と酵素活性 
次にリゾチームの吸収・ケイ光スペクトルの変

化を調べた。図 4 に結果を示す。吸収、ケイ光強

度は 30 秒までは変化していない。ケイ光寿命は

照射時間と共に長くなった。照射時間 30 秒を境

に寿命の増加が一定し緩やかになる。これらのこ

とから、光照射により何らかの変性が生じるが、

これはもとの形のリゾチームに戻ることのでき

る中間体であり、これがもう一光子吸収すると永

久に活性を失ってしまうと考えられる。 
 リゾチームの結晶化機構を解明するため、動的

光散乱の実験を行った。その結果、短時間（～20
秒）光照射を行ったリゾチームは拡散定数が増大

し、分子間相互作用が増加していることが判明し

た。現在この中間体が何であるか検討中である。 
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