
１．実時間タンパク質結晶構造解析法の研究　

１‐１ 研究組織

　三浦　圭子（JASRI）

　　　統括および結晶構造解析

　勝部　幸輝（JASRI）

　　　結晶構造解析およびソフトウエアシステム開発

　河本　正秀（JASRI）

　　　結晶構造解析データ収集および構造解析

　濱田　賢作（島根大学、理研）

　　　同上およびソフトウエアシステム開発

　長谷川智一（理学電機㈱）

　　　結晶構造解析に関する外部協力者

　倉光　成紀（大阪大学、理研）

　　　結晶解析用蛋白質サンプル供給

１‐２ 研究開発の目的

　実 時 間 X線 結 晶 構 造 解 析 法（Real Time Protein 

Crystallography System，略称 RTPCシステム）として、

蛋白質 X線結晶構造解析で利用される各種のソフトウエ

アおよびハードウエアを有機的に結合させて構築する高速

簡便構造解析のための統合システムを作成すること。

１‐３ 活動状況　実時間解析ソフトウエア開発

�　勝部らにより数年間構築していた、Windows版 RTPC

ソフトウエアを完成し、BL３８B１を始めとしてインス

トール整備を行った。同ソフトウエアの基幹となってい

る位相計算ソフトウエア Phasesについての一般ユー

ザーへのソフトウエア使用制限を無くすことを念頭に、

Dr．Fureyとライセンス契約を取り交わし、共用ビーム

ライン（BL３８B１，BL４０B２，BL４１XU）でのユーザーへ

の公開整備が整った。位相決定法として Phases baseの

MIR，SIRASがWindowベースに操作しやすい環境で

構築された。

　　特にMAD位相決定および電子密度表示もビームライ

ン PCで出来ることも含めて、X線回折データ測定中に

収集データによる構造解析可能性評価が出来るように動

作確認を行った。評価データ測定および構造解析実績と

して、勝部により提供された外部共同研究サンプルを用

い ZnのMADデータの４波長分を用いた構造解析が成

功した。

�　構造解析システム整備

　　BL３８B１のMADデータ測定を念頭においた機器整備

を行った。セイコー EG＆ D社のMCA７７００の導入、光

学調整システムを含めたサーバーシステム導入により、

MADデータ測定時の自動連続測定が可能になった。ゴ

ニオメーター改造で導入した駆動式 X-Y-Z軸を用いた

リモートセンタリングシステムも整備し、結晶マウント

からデータ測定までの所要時間短縮となった。　

（三浦圭子）

２．タンパク質機能の時間分解Ｘ線解析法の研究　

２‐１ 研究組織　

　足立　伸一（理研）

　　　光反応性タンパク質結晶の時間分解結晶回折測定

　八木　直人（JASRI）

　　　筋収縮の分子機構に関する時間分解 X線回折測定

　岩本　裕之（JASRI）

　　　筋収縮の分子機構に関する時間分解 X線回折測定

　井上　勝晶（JASRI）

　　　BL４０XUの整備，高度化と利用

　岡　　俊彦（JASRI）

　　　光受容体タンパク質の２次元膜の時間分解回折測定

　加藤　博章（理研）

　　　光反応性タンパク質結晶の時間分解結晶回折測定

２‐２ 研究開発の目的

　本研究課題は SPring-８ の高フラックスビームライン

BL４０XUを利用し、タンパク質結晶，タンパク質溶液，２次

元膜，筋肉組織などの生体試料中でサブナノ秒以上の時間

領域で生じる過渡現象を、時間分解 X線回折法，X線散乱

法により計測する方法を開発することを目的としている。

BL４０XUはアンジュレータ１次光を分光することなく高

フラックス準単色光として利用できる世界でも類を見ない

ビームラインであり、この特長を生かして生体試料を利用

した時間分解測定法を展開することを目指している。

２‐３ 活動状況

　２００１年度は、従来 BL４０XUで保有している高速回転

シャッターをさらに高度化し、RFクロックを分周した信

号に対してフェーズロックできる回転シャッターの導入を

行った。この高速回転フェーズロックシャッターは最高

９４９Hz（バンチクロックの２２０分周）で回転するシャッター

であり、チタン合金製の三角形回転ディスク，磁気ベアリ

ング式モータ，フィードバック制御回路からなる。最高速

９４９Hz回転時の１回転あたりのシャッター開時間は約０.５

マイクロ秒、基準クロックに対するジッターは±５ナノ秒

以下である。このシャッターを使い、フィリングモード２

/２１ fill＋１８ single bunch（シングルバンチ間隔２２８.１nsec）
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のビームタイムを利用して、１個のバンチからのX線パル

スを安定に取り出すことに成功した。したがって、今後シ

ングルバンチの時間幅に相当するX線パルス（５０-１００psec）

を用いたポンプ‐プローブ実験が可能になる。２００２年度以

降、この高速回転フェーズロックシャッターを利用した、

ピコ秒～サブナノ秒領域での時間分解 X線回折実験の整

備を進める予定である。

（足立伸一）

３．高分解能Ｘ線バイオ・イメージング法の研究

３‐１ 研究組織

　梅谷　啓二（JASRI）

　　　イメージング装置の開発

　山崎　克人（JASRI）

　　　撮影画像の臨床医学的な評価

　上杉健太朗（JASRI）

　　　X線画像検出器の開発

　香村　芳樹（理研）

　　　X線顕微鏡の開発

　今井　茂樹（川崎医科大）

　　　撮影画像の臨床医学的な評価

　山下　武則（川崎医科大）

　　　動物実験

３‐２ 研究開発の目的

　１０�程度以下の生体組織構造の X線による画像化を目

的として、静止および動態画像用の分解能５�程度のX線

バイオ・イメージング装置を開発し、①悪性腫瘍が増殖の

ため自身の回りに形成する１０～１００�径程度の新生血管を、

X線で画像化する方法を確立する。また、②撮像デバイス

を光学顕微鏡と組み合わせ、分解能１�程度での生体構造

の画像化を目的とするための予備実験を行う。

３‐３ 活動状況

�　分解能５�程度の動態画像用撮影装置の開発

　　X線を直接に電荷信号へ変換して検出するX線直接変

換型撮像管サチコンを使ったカメラで、既存のカメラの

改造により撮影視野が９.５㎜角で、２０４８×２０４８画素の撮影

を可能にした。厚さ５�の金膜にパターンを形成した空

間分解能測定チャートを、２０keVの単色X線で撮影した

画像を図１に示す。写真の中の数字がパターン幅を示し、

写真で黒い部分が金膜部分であり、２０４８×２０４８画素では

６�パターンまで画像化できた。評価に用いた分解能測

定チャートは厚さ５�であり薄く、X線吸収が少ないた

めチャート自体のコントラストが低いが、厚さ２０�程度

のチャートが製作可能であれば５�パターンまで画像化

可能であろうと予測される。

�　腫瘍移植動物の動態画像観察

　　腫瘍は強い増殖力を維持するために、正常組織に比べ

血液から多くの栄養や酸素の供給を必要とし、増殖に伴

い自身の周りに新たな血管網（新生血管）を形成する。ウ

サギには VX２と呼ばれる固有の悪性腫瘍があり、これ

を耳介に移植し増殖過程の観察や、抗癌剤の薬効評価を

行った。増殖過程の観察において、移植後１～７日の撮

影画像で、直径２０～３０�の血管までが造影により画像化

され微小な新生血管が描出された。また、腫瘍移植後３

日のウサギで抗癌剤シスプラチンの薬効評価を行い、抗

癌剤注入前、注入後３０分経過、注入後６０分経過した後で

撮影を行った。抗癌剤注入後３０分、６０分と経過するに従

い、新生血管が消失していく様子が観察できた。

�　光学顕微鏡利用技術の予備実験

　　早期の実用化を優先し、既存技術の改良で対応できる

X線間接変換型検出器を選んだ。間接型はX線を蛍光板

で可視光像に変換し、この可視光像を高感度撮像デバイ

スで検出する。平成１２年度に開発した８００万画素CCDを

高倍率拡大光学系と組み合わせて、図１と同じ分解能

チャートの撮影を画素サイズ１.３５�で行い、撮影画像で

３�幅のパターンまで画像化できた。このため、光学レ

ンズの拡大率をさらに２～３倍増せば、分解能１�程度

が達成可能である。　　　　　　　　　　（梅谷啓二）

４．Ｘ線１分子計測のためのナノ結晶作製技術の開発

４‐１ 研究組織

　佐々木裕次（JASRI）　実験総括　

　山崎　克人（JASRI）　タンパク質分子ラベル実験

　岩本　裕之（JASRI）　タンパク質分子ラベル実験

　奥村　泰章（JASRI）　ナノ結晶評価実験

　足立　伸一（理研）　　ナノ結晶評価実験
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図１　厚さ５�金膜製の解像度チャートの撮影画像



　香村　芳樹（理研）　　ナノ結晶評価実験　　　

　岡　　俊彦（JASRI）　タンパク質分子ラベル実験

４‐２ 研究開発の目的

　X線１分子計測法を高精度計測手段として完成させるた

め、本計測手段の主要技術であるナノ結晶の作製技術を確

立することが本研究開発の目的である。X線１分子計測と

は、私が考案した新規計測手段で、目的１分子にナノ結晶

１つを標識し、そのラウエ斑点を時分割トレースする方法

である。２年前に原理実験に成功し（Phys．Rev．E，６２

（２０００）３８４３）、その後DNA１分子のブラウン運動計測に成

功し（Phys．Rev．Lett．，８７（２００２）２４８１０２）、最近、筋肉

の主成分ミオシン分子のレバーアームと呼ばれる部位が、

ATP分子の有無で運動モードを全く変化させてしまうこ

とを明らかにし、他の多くの ATP分解系においても同様

の運動モードがあることが明らかになった。これまでの実

験でX線１分子計測の鍵は、目的タンパク質１分子にソフ

トに標識するナノ結晶の性質にあることが分かっている。

本研究の具体的な目標としては、�直径１５nmのナノ結晶

の安定的作製法確立 � ナノ結晶の水溶液中安定化 � ナノ

結晶の反応指向性の向上である。

４‐３ 活動状況

�　直径１５nmのナノ結晶の安定的作製法確立に成功。

　　抵抗加熱法とスパッター蒸着法で、最小直径が１５nm

のナノ結晶作製実現。基板は NaCl、MgO、そしてマイ

カ。各基板のエピタキシャル成長を利用して Auナノ結

晶を作製。アニーリングは、真空中とガス（アルゴン）雰

囲気中にて行っている。現在のところ、アルゴン雰囲気

中で作製されたナノ結晶が非常に良質であることが判明。

�　ナノ結晶の水溶液中安定化に成功。

　　真空中で作製したナノ結晶を水溶液中で安定に取り扱

うことは難しい。普通はナノ結晶の表面が疎水的な性質

を持ってしまうので、水溶液中ですぐに凝集してしまう。

ここでは膜蛋白質の可溶化に使用されている界面活性剤

の使用を試みた。その結果、一部の界面活性化剤が有効

にナノ結晶の安定的可溶化を実現した。

�　ナノ結晶の反応指向性の向上。

　　ナノ結晶を上記各基板上でアニーリング（最適温度７８０-

８００℃）する際に、金原子の表面拡散現象を微妙にコン

トロールするために、クロムを同時蒸着することを試み

ている。クロムが共存することで金表面の他の物質への

物理的吸着特性がやや弱くなり，また目的反応残基であ

る SH基への反応選択性を向上させている効果もあるら

しい。　　　　　　　　　　　　　　　（佐々木裕次）

利用研究促進部門Ⅱ　　　　　　

三浦　圭子・足立　伸一　
梅谷　啓二・佐々木裕次　
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参考図：金ナノ結晶の水溶液中安定化処理プロトコル


