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研究成果の概要（和文）：本研究は、先端的な分光計測法を開発することで、タンパク質のフォールディング過
程と、発ガン抑制タンパク質であるp53がDNA上を探索する過程を解明することを目的とした。マイクロ秒の時間
領域におけるタンパク質運動を一分子レベルで追跡する一分子蛍光観察装置を開発し、フォールディング計測に
応用した。また、DNAの上をp53がすべり運動する過程を観察する蛍光顕微鏡法を開発し、p53のターゲット探索
のさまざまな側面を解明した。本研究の成果をもとに、実験データと分子動力学計算結果の同化や、核内を模し
た環境におけるDNA結合タンパク質の運動解明など、分野のさらなる展開が期待される。

研究成果の概要（英文）：We developed a new method of single molecule fluorescence detection that can
 track single-molecule fluorescence and FRET efficiency at the time resolution of 10 microsecond. We
 used the method for the investigation of the  folding dynamics of proteins, and revealed the 
unexpected heterogeneity in the unfolded state of BdpA and ubiquitin. In addition, we constructed a 
fluorescence microscope that can image the sliding of a tumor suppressor p53 along the stretched 
DNA, and revealed its target search dynamics. We clarified various properties of p53 including the 
dependency of the target search on the divalent cations, the behavior of p53 near the target 
sequence and the roles of disordered linker in p53. The current results might open a new research 
field of investigating proteins based on the assimilation of data obtained by single molecule method
 and MD calculation. In addition, investigations of the dynamics of proteins in the environment 
mimicking nucleus might become possible. 

研究分野：生物物理学、物理化学、タンパク質科学
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１．研究開始当初の背景 
 
 タンパク質は、変性状態からフォールディ
ングして構造を作り機能を発揮する究極の
ナノ構造体である。タンパク質には二つの重
要な動的過程がある。第一はフォールディン
グ過程であり、変性した状態から自発的に機
能を持つ構造に転移する過程であり、すべて
のタンパク質が構造を維持するために必要
な過程である。第二は機能発現過程であり、
タンパク質がそれぞれの機能を果たすため
の運動である。これらの過程において、タン
パク質がどのような構造変化を示すのかを
解明することで、タンパク質が関与する生体
化学反応の特異性、効率などを正しく理解で
きると期待される。さらには、タンパク質の
機能を真似た人工機能分子の設計にも重要
な知見を与えると期待される。 
 タンパク質のフォールディング過程や絹
発現過程において、タンパク質の構造変化を
調べる大変有力な手法として、一分子蛍光分
光法が知られている。この手法は、タンパク
質の運動を一分子レベルに調べることで、分
子集団平均に隠れてしまう詳細な運動を解
明する可能性を持つ方法である。しかし、本
研究を開始する前において、この手法の時間
分解能は 1ミリ秒程度しかなく、タンパク質
の運動を詳細に調べることはできなかった。
このために、タンパク質のフォールディング
や機能運動について、十分な知見が得られな
い状態が続いていた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、先端的な分光計測法を開発・応
用することで、１）タンパク質のフォールデ
ィング過程と、２）発ガン抑制タンパク質で
ある p53がDNA上において標的配列を探索
する過程を解明することを目的とした。 
 第一のタンパク質フォールディング過程
の解明のために、一分子蛍光分光法の時間分
解能を従来法に比べて二桁向上した新しい
手法の開発を目指した。さらに、開発した手
法を用いてタンパク質の変性状態における
運動性を調べ、タンパク質のフォールディン
グ過程の出発点である変性状態の特性の理
解を目指した。 
 第二のp53の機能発現過程の理解のために、
光学基板上に DNA を伸長した状態で固定し、
その上をp53が滑り運動を行う過程の観察を
行うための蛍光顕微鏡の開発を行った。装置
を用いて、p53 が DNA 上のターゲット配列
を探し出す過程の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
 研究目的に沿った実験装置の開発と、装置
を用いた分光観測と顕微鏡観測を行った。実
験装置の開発は、基礎的な光学部品や光検出
装置、信号検出部品などを購入した上で、す

べて当該研究室内で行った。また、得られた
データを解析するソフトウエアの開発もす
べて研究室内で行った。 
 観測に必要なタンパク質試料の一部は、共
同研究者に提供していただいた。具体的には、
プロテイン Aの Bドメイン（BdpA）は東京大
学の新井宗仁博士との共同研究として、試料
の提供をいただき、研究室において蛍光色素
ラベルを行い、研究に用いた。また、ユビキ
チンは、台湾アカデミアシニカの Rita Chen
博士との共同研究として、試料の作成と蛍光
色素ラベル化を行っていただいた。p53 は研
究室において発現系を立ち上げ、精製、色素
ラベル化を行って用いた。 
 
４．研究成果 
 
 数十マイクロ秒の時間分解能で、一分子の
蛍光強度変化を連続追跡するライン共焦点
顕微鏡を開発し、タンパク質の高速度ダイナ
ミクスを追跡する研究を展開した。Alexa488
と 633 にてラベルした BdpA について平衡変
性過程を一分子観察し、タンパク質の運動性
に関する解析を行った。その結果、変性した
BdpA がサブミリ秒の時間領域で揺らぎ運動
を行うことを見いだした（発表文献15, 16）。 
 p53 が DNA 上を一次元的に拡散する過程を
観察する手法を開発し、p53 が速く拡散する
状態と、遅く拡散する状態の二つがあること
を解明した。さらに、細胞の状態を反映する
カルシウムイオンやマグネシウムイオンの
濃度に応じて、p53 の DNA 上における拡散定
数が大きく変化することも解明した（発表文
献 14）。 
 βラクトグロブリンについて、フォールデ
ィング過程を解析し、主にβシート構造を持
つ折りたたみ状態に至る前に、なぜヘリック
ス構造が一時的に形成されるのか、考察を行
い報告した（発表文献 13）。 
 ユビキチンの変性状態における構造の不
均一性と遅いダイナミクスを明らかにした。
変性状態のユビキチンについて、一分子 FRET
効率観測を行った。その結果、変性状態のユ
ビキチンの構造の不均一性が示唆された。さ
らに、変性状態のユビキチンについてミリ秒
以上のゆっくりした運動の存在を初めて見
出した（発表文献 12）。 
 DNA の中心に p53 の標的配列を埋め込み、
この上をp53がどのように運動するのかを観
察した。その結果、p53 が標的配列に出会っ
た後で結合する確率が 7%でしかないことを
見いだした。さらに、活性化変異体ではこの
確率が 18%となり、不活性化型変異体では 0%
となった。すなわち、p53 は活性化されると
結合確率を制御することで標的に結合する
ことが示唆された（発表文献 11）。 
 p53 の DNA 上における運動を観察するため
の新しい DNA の固定化法として、マイクロブ
リンティング法を応用することで、多数の
DNA を基板上に整列して固定化する DNA ガー



デン法を開発した（発表文献 8）。 
 ハイブリッド光検出器（HPD）を用いた高
時間分解能一分子蛍光観察装置を開発した。
光学系における背景光を減らすための数々
の工夫を導入し、さらに、短時間内に多数の
光子を数え上げるための信号検出方法を最
適化することで、5ミリ秒以上連続して 10 マ
イクロ秒の時間分解能における一分子蛍光
観察を可能にした（発表文献 1）。 
 p53 の持つドメイン構造を切り出すことで、
二価カチオン濃度依存性が発現する機構を
調べた。その結果、C 末端ドメインが二価カ
チオン濃度依存性の制御に重要な役割を果
たすことを見いだした（発表文献 3）。 
 p53 が持つリンカー領域は、複数のドメイ
ンをつなぐだけの役割を持つと考えられて
きた。リンカーの長さやアミノ酸配列を変え
た変異体の解析を行った結果、リンカー領域
がDNAの非特異配列と直接相互作用すること
で、p53 の一次元拡散運動を制御することを
見いだした（発表文献 4）。 
 p53 が異なるストランド間を乗り移る運動
を解析し、この過程が拡散律速運動に近い速
い時定数で起こることを見いだした（Ito et 
al, 投稿中）。 
 以上の原著論文を本研究の中心的な成果
として発表するとともに、数々の共同研究を
実施し、共著者として原著論文を発表した
（発表文献 5-10,17-20）。 
 さらに、本研究の成果をまとめる形で、著
名な国際誌に招待総説を執筆した（発表文献
21-23）。また、日本語による招待総説も執筆
した（発表文献 24-27）。 
 以上のように、タンパク質のフォールディ
ングおよび機能発現ダイナミクスについて、
本研究により数々の成果を挙げることがで
きた。特に、マイクロ秒の時間領域における
タンパク質運動が一分子レベルで追跡可能
になったことから、分子動力学計算の結果と
実験結果を照らし合わせることで、タンパク
質の運動を詳細に理解しようとする新しい
研究分野が開拓されようとしている。また、
p53 をはじめとする DNA 結合タンパク質の運
動がリアルタイムで観察できるようになっ
たことから、生体内にさらに近い環境におけ
るタンパク質運動の計測が期待される。この
ように、本研究により分野のさらなる展開が
期待される重要な成果を挙げることができ
た。 
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〔その他〕 
 アウトリーチ活動として、小学３年生以上
を対象とした「楽しい化学実験教室」を 2014
年 12 月 13 日と 2017 年 11 月 11 日に実施し
た。それぞれ「タンパク質温度計を作ろう！」
というテーマにて 50〜70 人程度の参加者に
向けて公開実験を実施した。 
 2015 年 7 月 11 日に日本科学未来館におけ
るアウトリーチ活動「高校生のためのサイエ
ンス体験 ：柔らかな分子を観察しよう」の
企画者の一員として参加し、「顕微鏡で DNA
の柔らかな動きを見てみよう」という体験実
験を実施した。関東圏の高校生や教員約 50
人の参加があった。 
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