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アポフェリチンを用いた結晶成長研究

吉崎　　泉

Crystal Growth Studies on Apoferritin
By

Izumi YOSHIZAKI

Abstract:  Crystal growth studies using apoferritin was carried out. 
The rocking curve width of facet and skeletal  crystals were 
measured.
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概　要

アポフェリチンタンパク質を材料とし，相図の作成，結晶品質評価などを

行った。結晶化駆動力を変動させ，ファセット結晶，骸晶などを育成し，

ロッキングカーブ幅計測を行った。

1. はじめに

　アポフェリチンは馬脾臓から精製されるタンパク質で，24量体を単位として結晶成長する。

駆動力の変化により，ファセット結晶，骸晶，樹枝状結晶とモルフォロジーが変化する。本

研究では，駆動力と結晶品質との関係を明らかにするために，モルフォロジーの異なる結晶

を準備し，ロッキングカーブ幅計測を行った。過去にリゾチームを使って行った実験では，

駆動力を増加させると結晶品質が劣化したことから，異方性の少ない分子であるアポフェリ

チンを用いた場合でも同様の結果が得られるかどうかを調べた。

2. 実験

2.1. 相図の作成

　基礎データとして，溶解度測定及び相図の作成を行った。また，市販の試料の純度が低い

ため，事前に精製を行った。

2.1.1. 試料精製

　試料はSIGMA社より購入した。購入時の純度は90％程度であるため，ゲルろ過カラムを

用いて高純度化した。この結果，純度は98％以上となった。アポフェリチン24量体（monomer）

以外の混入物は，アポフェリチンdimer及びtrimerである。
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2.1.2. 溶解度計測

　結晶化剤としては硫酸カドミウムを用いる［1, 2］。硫酸カドミウムを0.5％～3％W/Vで

準備し，この溶液中で結晶を20℃で数日間溶解させ，タンパク質濃度を計測した。この結

果を20度における溶解度の値とした。溶解度値を図1に示す。一方，結晶化溶液を電気泳動

で確認したところ，結晶化溶液の数週間の放置により，アポフェリチンのdimerが形成され

ることもわかった。

2.1.3. 相図作成

　硫酸カドミウムとアポフェリチン濃度を変動させ，20℃における相図を作成した。図1に

結果を示す。図中でoctohedralとあるものは，正8面体のファセット結晶，dendrite/skeletal

とあるものは樹枝状結晶あるいは骸晶を意味する。結晶の写真を図2に示す。

図1　アポフェリチン相図

 （a） （b） （c）

図2　アポフェリチン結晶
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（a）octohedral

（b）skeletal

（c）dendrite

2.2. 単結晶性の確認

　アポフェリチンの骸晶や樹枝状結晶が単結晶であるかどうかや空間群がファセット結晶と

同じであるかについては現在までに確かめられていないため，回折実験を実施して確認する

こととした。

2.2.1. 試料準備

　相図に基づき，ファセット結晶は1％硫酸カドミウム，5mg/mlアポフェリチン，骸晶は3％

硫酸カドミウム，1mg/mlアポフェリチン，樹枝状結晶は2％硫酸カドミウム，6mg/mlアポ

フェリチンで結晶化した。得られた結晶をキャピラリーに封入し，高エネルギー加速器研究

機構（PF）に輸送した。

2.2.2. 回折実験

　回折実験はPF　BL18Bにて実施した（課題番号2004G173）。骸晶，樹枝状結晶から得ら

れた回折を解析した結果，これらはファセット結晶と同じF432の空間群（a=b=c=184Å, α=

β=γ=90）を持つ単結晶であり，モルフォロジー変化により形態が変化しているだけであ

ることが明らかとなった（図3）。

図3　解析画面の例
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2.3. ロッキングカーブ計測

　本研究では，駆動力と結晶品質との関係を明らかにするために，過飽和度1.4で育成した

ファセット結晶と過飽和度3.9で育成した骸晶をそれぞれキャピラリーに封入し，ロッキン

グカーブ幅計測を行った。（過飽和度：In ―― C
Ce ，Cはタンパク質濃度，Ceは同じ結晶化剤濃

度におけるタンパク質溶解度）

2.3.1. 軸たて

　ロッキングカーブ幅計測を行う前に，荒い軸たてを行う必要がある。しかし通常軸たてに

用いている実験室系X線回折装置で強い反射の出ない結晶は軸たてを行うことができず，実

験に供することができない。アポフェリチンは反射が弱く，実験室系装置で軸たてを行うこ

とが出来なかったため，PF　18B，6AなどのCCDを備えたビームラインを利用し，角度を

変えて数枚の回折画像を取得し，その回折パターンから結晶方位（UBマトリクス）を計算

した。

2.3.2. 計測結果

　軸たてを行った結晶をPF　BL10Aに移動してUBマトリクスを入力し，回折線を探して

そのロッキングカーブを取得した。主な結果を図4に示す。1つの図に複数のロッキングカー

ブが示されているが，これは同じ結晶を用いて異なる指数のデータを取得したものである。
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図4-2　ファセット結晶（2）のロッキングカーブ

図4-1　ファセット結晶（1）のロッキングカーブ
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まれる場合はそれを含めてロッキングカーブ半値幅とした。

　評価の結果，結晶によるばらつきが非常に大きいが，ファセット結晶も骸晶もロッキング

カーブ半値幅は0.005度～0.025度程度であり，同等であるとみなせることがわかった。

2.3.3. 考察

　リゾチームを用いて行った実験［3］では，駆動力（過飽和度）を増加させた結果，結晶

品質が劣化した。しかし，高過飽和度条件においても，面欠陥・線状欠陥などが見られなかっ

たことから，駆動力の増加によって，キンクサイトで分子の取り込みミス（配向欠陥）が発

生し，これが連続したために品質劣化につながったと考察した。

　アポフェリチンは球状の24量体を形成しており，分子の対称性が非常に高い（図5）。結

晶成長の際はこの24量体がmonomerとして取り込まれる。一般的なタンパク質は形の異方

性が大きいため，界面に到着する分子の数に対し，実際に取り込まれる分子の数が極めて小

さい(kinetics係数が小さい)が，アポフェリチンの場合は，分子の対称性が高いことから，

kinetics係数が比較的大きいと考えられる。実際，Yauらの計測によれば，アポフェリチン

のステップkinetics係数は6×10-4 cm/secであり［4］，Rongらによるリゾチームの値1～5

×10-5 cm/sec［5］よりも大きい。（Kinetics係数が大きいからこそ，無機結晶でみられるよ

うに，駆動力（過飽和度）を上げると骸晶，樹枝状結晶になる）。すなわち，アポフェリチ

ンでは，結晶成長単位の分子の対称性が高いことから，たとえ駆動力が増加しても，キンク

サイトにおける取り込みミス（配向欠陥）の頻度にほとんど変化が見られなかったのではな

いかと考えられる。

3. まとめ

　アポフェリチン骸晶，樹枝状結晶はファセット結晶と同じ空間群をもつ単結晶であり，過

飽和度が高いにも関わらずロッキングカーブ幅はファセット結晶と同等であった。この原因

は調査中であるが，アポフェリチン分子の対称性の高さが関係していると推測される。今後，

図5　アポフェリチン24量体の模式図
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結晶界面の実際のアポフェリチン濃度計測，界面のモルフォロジー観察（ステップ成長かカ

イネティックラフニングに近い状態か）などを行うことにより，より詳細な議論が可能とな

る。

　アポフェリチンは拡散律速性の強い成長をすることから，微小重力実験において品質向上

効果が大きいと期待される。分子サイズも直径13nmと大きく，1分子観察も可能な例が報

告されていることから，新たなモデルタンパク質として研究を進めていく価値がある。
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