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タンパク質結晶構造解析は放射光の高輝度かつ波長可変なＸ線の利用により、実験手法として大幅な進歩を遂げた。

第３世代放射光施設 SPring-8 においても、挿入光源や偏向電磁石を光源とする高輝度放射光の利用は構造生物学研究

に大きな貢献をしている。当開発室は、SPring-8 の理研構造生物学研究用ビームラインを中心に、微小結晶や超格子

結晶からの極限結晶構造解析に向けたビームライン光学系や実験ステーションの装置開発、および迅速回折強度デー

タ収集システムの構築を目指した利用技術開発を進めている。また、4 本の理研構造生物学研究用ビームライン

(BL26B1&B2, BL44B2, BL45XU)の管理・運転も行っている。 

 
1．放射光ビームライン高度化に向けた技術開発 
(1)高輝度サジタル集光にむけた偏向電磁石ビームライン

光学系の開発（山本、上野、二澤*1、福本*2、村上*2；米田

(JAEA)、後藤（JASRI）、石川（石川X 線干渉光学研究室）） 
 ビームライン光学系の高度化を目指して、サジタル

集光光学系のためのフィンクーリング式直接冷却第一結

晶の R&D を BL26B2 で行った。この R&D は JASRI、原研、理

研共同で実施しているものである。Top-up 運転が可能とな

った現在では、冷却水のシールに使用しているＯリング

（エチレンプロピレンゴム）の照射損傷によるシール性能

の劣化が以前よりも深刻な問題になってきた。そこで今回、

エチレンプロピレンゴムに代わり耐放射線特性に優れる

膨張黒鉛材料をシール材として採用した。膨張黒鉛製シー

ル材専用の結晶ホルダを製作し、これにフィンクーリング

式の直接冷却第一結晶（Si 311）を取り付けその分光特性

を評価した。分光特性は，Ｏリング使用時と比較して遜色

の無いことが確認された。現在本結晶は、共同で R&D を進

めている BL14B1（原研）に設置されサジタル集光光学系で

実際に使用されている。1 年間での照射損傷によるシール

性能の劣化は認められていない。今後この結果を基に、さ

らなる要素部品の改良を進めサジタル集光に向けたスタ

ディを継続して行く予定である。 
(2)ビームライン自動運転およびメールイン測定システム

の開発（上野、山本、福本*2、村上*2；長谷川、岡崎(JASRI)） 
 理研構造ゲノムビームライン I&II（BL26B1&B2）で

は、サンプルチェンジャー SPACE (SPring-8 Precise 
Automatic Cryo-sample Exchanger) およびビームライン制

御ソフトウェア BSS (Beamline Scheduling Software) を開発

してビームライン運転の自動化を図り、構造ゲノム研究に

向けたタンパク質結晶試料の迅速回折測定を行っている。

2004 年から Web インターフェースを備えたデータベース

D-Cha（Database for Crystallography with Home-lab. 

Arrangement）を開発導入し、大量の試料情報および実験

条件、回折データ等の管理を行っている。2005 年秋には

D-Cha を SPring-8 のサイト外に公開し、SPACE 専用サンプ

ルトレイに詰めて宅配便で送付されたタンパク結晶試料

を受け付ける、メールインデータ測定を開始した。このシ

ステムではビームラインでの実験作業をオペレータが行

い、またインターネットを介して実験条件の指定および回

折データのダウンロードを行うことが可能なため、ユーザ

ーは SPring-8 を訪れることなく簡便にビームラインを利

用することができる様になった。現在 JASRI と共同で、本

ビームラインで開発したシステムを応用し、製薬企業等の

外部ユーザーを対象とした商用メールインデータ測定サ

ービスを来年度より開始する予定で準備をすすめている。 

(3)タンパク質結晶構造解析にむけた高速2次元X線検出器

の開発（山本；長谷川（JASRI）） 
 SPring-8 のタンパク質結晶構造解析ビームラインで

は、多くの場合 X線検出器の速度により測定時間が決定さ

れている。また、微小結晶構造解析に対応した微小振動写

真法では通常と比べて100倍の回折イメージが必要であり、

X 線検出器の高速化が今まで以上に重要である。開発室で

は、積分型 X 線検出器として X 線用 CMOS センサーを利用

したフラットパネル検出器の開発を行っている。CMOS セン

サーの利点は、読み出しが速く CCD に比べて仕組みが簡単

な点である。フラットパネル検出器は非破壊検査用の市販

品に低エネルギー対応および高空間分解能化改良を加え

たもので、その検出感度の直線性・空間一様性・空間分解

能など基本性能は充分なものであった。今年度はフラット

パネル検出器としての低ノイズ化を進めるためにアクテ

ィブピクセル型の検出器を試作した。今後は試作器をビー

ムラインに設置して、放射光およびタンパク結晶試料を用

いた性能試験を継続していく予定である。 
2．構造生物学に関わる諸技術の開発 
(1)高輝度放射光による放射線損傷の解明（山本、上野；清

水、長谷川（JASRI）） 
 SPring-8 をはじめとする第３世代放射光施設の挿入

光源より発生する超高輝度放射光は、微小結晶構造解析や

データ収集迅速化などで大きな成果を上げる一方でサン

プルの放射線損傷という大きな問題を引き起こしている。

高輝度放射光による放射線損傷の原因は、光吸収による温

度上昇と放射線相互作用による化学的損傷に大別でき、温

度上昇については低温測定技術の開発によりほぼ克服さ

れている。しかし、放射線とサンプルの相互作用による化

学的損傷は放射光をプローブとして構造解析を進める限

り避けることが出来ない。タンパク質結晶の放射線損傷に

対するX線光子エネルギーの影響を調べるため、アンジュ

レータ光源を持つBL41XUを利用して、９つのエネルギー
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（6.5, 7.1, 8.3, 9.9, 12.4, 16.5, 20.0, 24.8, 33.0 keV）

でニワトリ卵白リゾチームの回折データ測定、及び、構造

解析を行った。エネルギーごとに一つずつ結晶を準備し、

X線露光時間 1 秒の回折強度イメージを 180 枚、12～15 デ

ータセット連続して収集した。各エネルギーで吸収線量と

結晶格子定数やモザイク角の変化量の関係を調べてみた

ところ、蛋白質結晶の放射線損傷は吸収線量により規定さ

れることが示唆され、どのエネルギーにおいても 106Gy以

上の吸収線量において放射線損傷が増大することが明ら

かとなった。 

(2) 複素誘電率測定による結晶化過程の測定と外部交流電

場による結晶化の制御（山本、引間） 
 可溶性タンパク質は分子表面に様々な極性を持つア

ミノ酸残基を有しており、溶媒中では永久双極子を持つ誘

電体としてランダムな回転・並進運動を行なっている。開

発室では、タンパク質が永久双極子をもつ回転体であるこ

とに着目し複素誘電率測定によりタンパク質結晶化の初

期過程を動的に追跡することを試みている。また、タンパ

ク質結晶化溶液に交流電場を印加することで溶液中のタ

ンパク質分子の会合状態に揺動を与え結晶化の促進を試

みている。本年度は、タンパク質溶液の複素誘電率特性を

測定すると共に、伝導度の高いタンパク質結晶化溶液にも

対応できるよう結晶化促進装置の改良を進めた。 

(3) 赤外線レーザ光ピンセットによる微小結晶操作（山本、

引間） 
 多くの放射光施設において、ミクロン角のビームサ

イズを利用した微小結晶を用いた蛋白質結晶構造解析が

可能になりつつある。しかし、蛋白質結晶を結晶プレート

の液滴からすくい上げる作業は現在のところ人が行うし

かない。1～10µm 角の微小結晶は、人が取り扱うにはあま

りにも小さく、また、衝撃にも弱い。そこで、我々は微小

結晶を測定用に自動マウントする微小結晶操作システム

の構築を行っている。このシステムは赤外線レーザ光ピン

セットと実体顕微鏡による構成を検討している。本年度は

集光レンズを利用した光ピンセットの実用性を調べた。こ

れまでに 100µｍ角の蛋白質結晶を掴んで動かすことに成

功し、その結晶を用いて問題なく構造解析ができることを

確認した。赤外線レーザでは光学的損傷なしに蛋白質結晶

を取り扱えることが証明できたが、結晶化溶液に界面活性

剤の添加が必要であるなど、実用化への課題は残されてい

る。今後は狭いスペースや小さな液滴、様々な形状の結晶

試料の操作を可能できるよう開発を継続していく予定で

ある。 

 
3．SPring-8 構造生物学ビームラインを管理運転 

(1) 理研構造生物学ビームライン I（BL45 XU）（山本、引

間、中島*2；藤澤、伊藤、前田（前田構造生物化学研究室）、

石川（石川 X 線干渉光学研究室）、北村（北村 X 線超放射

物理学研究室）） 

 結晶構造解析ブランチはダイヤモンドトリクロメー

タを利用した多波長異常分散法による解析に特化したビ

ームラインである。本年度も引き続きダイヤモンド分光器

を中心にビームラインの保守を実施している。また、小角

散乱ブランチは溶液からのX線の散乱情報に基づいて生体

巨大分子のドメイン構造やドメイン間での構造変化研究

に利用されており、本年度も引き続きユーザーへの技術支

援を前田構造生物化学研究室に依頼した。 

(2)構造生物学ビームラインII（BL44B2）（山本、引間、二

澤*1、松*2；石川（石川X 線干渉光学研究室）、北村（北村

X 線超放射物理学研究室）） 
 BL44B2 は生体巨大分子の動的結晶構造解析と X 線吸

収スペクトロスコピー（XAFS）との兼用ビームラインとし

て建設された。本年度は制御システムの更新と、分光器の

入れ替えを中心としたビームライン光学系の大幅な改修

を進めた。制御システムの更新により、実験ステーション

のCCD検出器を除くコンポーネントをVME化し理研構造ゲ

ノムビームラインで開発したBSSの導入によりビームライ

ン機器一括制御が可能となった。またビームライン光学系

改修においては、利用度の低い白色光実験を廃止し、標準

二結晶分光器、γストッパおよび下流シャッタを更新した。

改修に伴い2005Bからは単色光実験専用のビームラインと

して運用している。 

(3)構造ゲノムビームライン（BL26B1&B2）（山本、上野、村

上*2、福本*2；石川（石川X 線干渉光学研究室）、北村（北

村X 線超放射物理学研究室）、長谷川（JASRI）） 
 BL26B1、B2 は構造ゲノム研究に特化したビームライ

ンであり、サンプルチェンジャーSPACE やビームライン制

御ソフトウェア BSS の開発により、大量試料の迅速自動測

定を実施している。本年度は BL26B1 において定常的なユ

ーザー運転、また BL26B2 において自動運転システムによ

る運用を行ったほか、Web データベース D-Cha を利用した

SPring-8 サイト外からの試料受付（メールイン・データ収

集）を実施し、これまで順調に稼動している。現在本シス

テムを応用した商用メールイン事業開始に向けて準備中

である。 
 
*1 大型放射光協力研究員、*2 協力技術員 
 
 
 
 The Division of Synchrotron Radiation Instrumentation 
has two major missions. One is research and development of 
new technologies for structural biology and beamlines. This 
includes the instrumentation of beamline optics, experimental 
station, sample handling and X-ray detectors, and the 
methodology of data collection and structure determination. 
Another is the operation of four RIKEN structural biology 
beamlines. 
 
1. Research and development of instrumentations for 
SPring-8 beamlines 
 Radiation-proof fluorocarbon gasket was devised and 
tested for the new sealing material of cooling-water for the first 
monochromator crystal at BL26B2. The characteristic feature of 
the monochormatized beam was confirmed to be comparable 
with conventional sealing method with rubber O-ring. At 
BL26B2 automatic beamline operation has been started with 
sample auto-changer robot to cope with a large number of 
structural determinations needed for the structural genomics 
research. The web database D-Cha made the beamline possible 
to accept samples from outside SPring-8. For research and 
development of high-speed data collection system, we have 
been developing a two dimensional x-ray detector applying a 
flat panel CMOS sensor. CMOS sensor has advantages of fast 
readout and simple fabrication compared with CCD. In this year, 
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we have made a prototype of a new active pixel sensor to 
improve the readout noise level. 
2. Research and development of new techniques for 
structural biology 
To overcome the difficulty of structural biology, research of 
data collection under high-brilliant X-ray beam and protein 
crystallization are being executed. According to the amount of 
radiation dose, structural disorders such as scission of disulfide 
bonds, enlargement of the Debby-Waller factors on cysteines 
and other acidic amino residues are observed. Quantitative 
analyses to study the X-ray photon energy dependency of 
radiation damage have been executed. Radiation damage in 
protein crystals has been found to depend on its total absorbed 
photon dose and the approximate critical dose for a crystal 
should be around 106Gy.  In an effort to develop new methods 
of enhancing protein crystallization, we have investigated the 
protein nucleation process in an alternating electric. This year 
dielectric properties of several crystallization buffers were 
determined and the dynamical changes of protein crystallization 
processes were examined in relation to the buffer characteristics. 
Automatic microcrystal picking up system, which adopts optic 
tweezers with 1064 nm wavelength laser, is under development. 
The laser tweezers with the condensing lens enabled to 
manipulate protein crystals with the size in 100µm range 
without critical damages. 
3. Operation of the RIKEN Structural Biology Beamlines 
Our division supports user experiments and beamline operations 
of four RIKEN structural biology beamlines: BL26B1&B2, 
BL44B2 and BL45XU. BL45XU is a branch undulator 
beamline designed for protein crystallography (BL45XU-PX) 
and small-angle X-ray scattering of biological macromolecules 
(BL45XU-SAXS). The maintenance and user support services 
for BL45XU-SAXS have been entrusted to the Structural 
Biochemistry Laboratory. In this year, the control system of 
BL44B2 has been updated with VME bus modules and control 
software BSS. Beamline optics including monochromator, have 
been updated to make the beamline specialize in 
monochromatic X-ray diffraction experiment. Structural 
Genomic Beamlines (BL26B1&B2) have implemented the 
automatic operation with the sample changer SPACE and have 
started the mail-data collection accepting samples from outside 
SPring-8 by developing the web database D-Cha. Commercial 
mail-in service utilizing this system is in preparation. 
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