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研究成果の概要（和文）：本研究では、多数の膜タンパク質について生細胞内で１分子拡散動態解析を行い、そ
の運動性（運動モードや拡散性）を網羅的に解析する手法を確立した。その実現のために、（１）ハイスループ
ット化した細胞内１分子顕微鏡の開発、（２）計測対象となる蛍光標識タンパク質の安定発現株の作成、（３）
１分子トラッキングと拡散統計解析の自動化を実施した。これら全ての項目について目標を達成した。こうした
網羅的解析により、膜タンパク質の構造（膜貫通領域から推定されるタンパク質の半径）と拡散係数の間に
Saffman and Delbruckモデルで記述されるような比較的単純な関係が成立する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a method to analyze comprehensively diffusional 
mobility of many membrane proteins in living cells by using single-molecule imaging analysis. In 
order to realize the method, we carried out (1) development of an automated single-molecule imaging 
microscope, (2) preparation of cells expressing fluorescently-labelled target proteins stably, (3) 
development of software for statistical analysis of diffusion based on the data obtained by 
single-molecule tracking. Through such comprehensive analysis, we found a relatively simple 
relationship between the structure of the membrane protein (the protein radius estimated from the 
number of transmembrane alpha helices) and the diffusion coefficient, suggesting that the Saffman 
and Delbruck model can describe well the relationship even in living cells.

研究分野：生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
ゲノム配列には、タンパク質のアミノ酸配列
や発現制御の情報、タンパク質の細胞内局在
を規定する情報などが書き込まれている。本
研究で着目する膜タンパク質の膜内動態に
関連した例としては、例えば、タンパク質が
シグナル配列により特定のオルガネラに輸
送されることが知られている（G. Blobel、1999
年ノーベル賞）。しかしながら、輸送先でさ
らに局在が詳細に規定されるアミノ酸配列
が存在するかどうかは不明であり、ゲノム配
列に書き込まれた情報についてはまだ我々
の理解が限られている可能性がある。 
 膜タンパク質の膜内動態については、近年、
イメージング技術の進展により、多くの知見
がもたらされるようになった。例えば、生体
膜内の微小環境（例えばラフト、脂質組成の
heterogeneity）により、膜タンパク質の機能が
変化することがわかってきた。したがって、
こうした機能調節もゲノム配列によって規
定されている可能性がある。 
 加えて、Saffman-Delbrück（1975）の理論モ
デルにおいては、膜タンパク質の構造により
膜内動態が物理的に決定されるとされてい
るが、膜タンパク質の構造を規定するアミノ
酸配列と膜内動態の関係は全く不明である。
膜タンパク質の膜内運動性や膜内局在、膜内
微小環境との相互作用を決めるアミノ配列
や構造の特徴があるとすれば、それを特定す
ることにより、ゲノム配列に書き込まれた情
報の新たな理解へとつながる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ゲノム配列から得られる膜タ
ンパク質のアミノ酸配列情報に基づいて、膜
タンパク質と微小環境との相互作用を予測
する技術の確立に向け、受容体、イオンチャ
ネル、ポンプなど多数の膜タンパク質につい
て生細胞内で１分子拡散動態解析を行い、そ
の運動性（運動モードや拡散性）を網羅的に
解析する手法を確立する。アミノ酸配列情報
を利用したデータ解析により膜タンパク質
の構造と膜内動態の相関モデルの構築を目
指す。特に、Saffman-Delbrück（1975）モデル
で予想される膜タンパク質の大きさと拡散
動態の関係について検証を進める。
Saffman-Delbrück モデルが成立する場合、タ
ンパク質の半径 a、膜の粘性、まわりの粘
性’、膜の厚さ hとして、拡散係数 DTは次
の式（１）で記述される。は定数である。 

 
 （式１） 

 
本研究では、この式の妥当性を細胞内での膜
タンパク質の網羅的拡散計測により評価す
る。膜タンパク質の構造と膜内動態について
の新しい原理として、式１とは異なり、細胞
内の複雑な膜構造を考慮した新たな関係式
を提案できる可能性がある。 
 

３．研究の方法 
 膜タンパク質の網羅的１分子イメージン
グ解析を実現するために、(1) ハイスループ
ット化した細胞内１分子顕微鏡の開発、(2) 
計測対象となるタンパク質の選定と蛍光標
識、(3) 得られた１分子画像の１分子トラッ
キング（single-molecule tracking）と拡散統計
解析の自動化に関する開発を行う。得られる
実験データ（運動性の指標となる拡散係数や
運動モード）とタンパク質の配列情報から予
測される構造との相関解析を行う。式１が成
立するか検証する。 
 
４．研究成果 
(1)ハイスループット化した１分子顕微鏡の
開発 多量の生物試料を計測するために、既
存の全反射型蛍光１分子顕微鏡を改良した。
細胞培養によく用いられるマルチウェルプ
レートに多数の生物試料を入れ、生物試料の
自動搬送、自動焦点合わせ機能を導入するこ
とにより、１分子計測の省力化・高速化を
図った。これにより、複数の細胞株を効率
よく計測できるようになった。 
 
(2)計測対象となるタンパク質の選定と蛍光
標識 PDB の構造データや UniProtKB の
構造予測データを基にし、細胞膜に存在す
ると予測されるタンパク質を細胞膜貫通部
位の貫通回数を指標に分類して選定した。
合計 170 種類のタンパク質を測定候補と
し、蛍光１分子観察に適した HaloTagで標
識した。細胞に遺伝子導入し２５種類につ
いて安定発現株を樹立した。安定発現株を
得ることができなかった約１４５種類につ
いては現在も発現プロモーターの変更や蛍
光色素の変更により調製を続けている。安
定発現株が得られた候補タンパク質につい
ては、順次細胞内１分子拡散解析を実施し
た。また、HaloTag に適用できる量子ドッ
トプローブを開発した（Komatsuzaki et al., 
2015）。 
 
(3)１分子トラッキングと拡散統計解析の自
動化 上述した方法で調製した膜タンパク
質を１分子イメージングし、その拡散を解析
したところ、全ての膜タンパク質において
複数の拡散状態を持つことが明らかになっ
た。こうした違いは膜内の微小環境の違い
等を反映していると考えられる。従って、
膜タンパク質の拡散の多状態性を想定し、
状態数と各拡散状態における拡散係数の決
定する手法が必要となった。こうした１分
子拡散多状態動態解析を実施するために、
我々が以前開発した１分子拡散キネティク
ス統計解析法（Matsuoka et al., 2009; 
Matsuoka et al., 2013）の適用を図った。こ
の解析法では、拡散する分子の変位に関す
る統計理論に基づき、赤池情報量基準
（AIC）を用いて拡散分子の状態数と拡散
係数を推定し、変位時系列の自己相関解析



により状態間遷移を検出する。分子反応を
含む２次元拡散方程式に基づきモデル関数
（変位確率密度関数など）を導出し、拡散
係数、状態間遷移速度などの反応速度パラ
メタを推定した。こうした１分子拡散解析
を大量の実験データに対して適用するため
に専用の解析ソフトを開発した。一連の解
析プロセスを自動で実行できる自動解析プ
ログラムを開発することにより、熟練者で
なくとも短時間に１分子の統計解析ができ
るようになった。１分子画像取得から多状
態の状態数推定および拡散パラメタの推定、
１分子軌跡への状態割り当てまでを自動で
行う解析ソフトを構築した。計測した膜タ
ンパク質分子のうちインテグリンについて
は原著論文として発表した（Ishibashi et al., 
2015）。 
 こうした網羅的な膜タンパク質の１分子
拡散解析により、実験的に得られた拡散係
数とアミノ酸配列から予想される膜貫通回
数の比較を行った。その結果、拡散係数と
タンパク質の構造から予測される大きさ
（半径 a）との間には、Saffman and Delbrück
モデルから予測される相関関係が成立して
いることが示唆された（式１）。全ての膜タ
ンパク質において３状態の拡散が認められ、
それぞれの状態において Saffman and 
Delbrück モデルが成立しているようであ
った。細胞膜の構造的な不均一性を考慮す
ると、膜タンパク質の構造と拡散の間に普
遍的関係が存在する可能性がある。 
 今後は、ゲノム配列に書き込まれた情報の
新たな理解へとつなげるために、こうした解
析の網羅性をさらに拡張する必要があるだ
ろう。 
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