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研究成果の概要（和文）：蛋白質の立体構造を決定する手法として、低温電子顕微鏡による単粒子解析法が登場
し、同一溶液条件で、複数の立体構造を得ることが可能になった。得られる複数の立体構造には時系列情報が欠
けているため、蛋白質の1分子構造変化を、蛋白質に取り付けた観測プローブの動きとして動画記録できるX線1
分子動態計測法と融合することで、立体構造に時刻の情報を付加し、機能する際の構造変化過程の全体像を明ら
かにする手法の開発を目指す。

研究成果の概要（英文）：As a method for determining the three-dimensional structure of a protein, a 
single particle analysis method using a cryo-electron microscope has appeared, and it has become 
possible to obtain a plurality of three-dimensional structures under the same solution conditions. 
Since the obtained multiple three-dimensional structures lack time-series information, by fusing the
 single-molecule structure change of the protein with the X-ray single-molecule dynamics measurement
 method that can track the movement of the observation probe attached to the protein. We aim to 
develop a method for adding time information to a three-dimensional structure and clarifying the 
overall picture of the structural change process when it functions.

研究分野：生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
低温電子顕微鏡による単粒子解析法の登場によって、立体構造情報の飛躍的な増大が見込まれている。特に同一
溶液条件でとりうる複数の立体構造を区別して解析できる点は、従来の結晶構造解析法にはなかった特徴であ
る。本研究で、動態計測データとの融合が実現すれば、得られた立体構造に時系列情報を付与し、構造変化の全
体像を解明できる。本研究では単粒子解析法によってKcsAカリウムチャネルの初期構造を得た。また、対応する
条件でX線1分子動態計測を行い立体構造と比較可能な動態計測データを得た。現在、条件の精密化に取り組んで
いる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

蛋白質の立体構造を決定する手法として、低温電子顕微鏡による単粒子解析法（単

粒子解析法）が登場し、蛋白質の立体構造情報（スナップショット）の飛躍的な増大

が見込まれるようになった。単粒子解析法では、X 線結晶構造解析法と比べて結晶を

作製する必要がないため、同一溶液条件で複数の立体構造が得られる可能性がある。

代表者が研究してきた X 線 1 分子動態計測法は、観測プローブを用いて分子の構造変

化を連続的に動画計測する手法である。単粒子解析法で得られる可能性がある、同一

溶液条件での複数の立体構造に時系列情報を付加することができれば、蛋白質が機能

を発揮する際の立体構造の遷移過程を実験データを元にして解明することができる。 

 

２．研究の目的 

X 線 1 分子動態計測法と低温電子顕微鏡による単粒子解析法を融合することによっ

て、蛋白質の立体構造に時刻の情報を付加し、構造変化過程の全体像を明らかにする

手法の開発を目指す。X 線 1 分子動態計測法（図 1）は金ナノ結晶を観測プローブと

してサブミリ秒の高い時間分解能をもち立体構造変化の遷移過程を連続的に動画計測

することができる手法であるが(①,②)、立体構造情報を直接得ることはできない。単

粒子解析法は蛋白質結晶を用いずに蛋白質の立体構造を明らかにすることができ、生

理的な溶液条件で試料中に複数の立体構造が混在していても分類して別々に立体構造

を明らかにすることができる手法である。しかし、同一条件で複数の立体構造が得ら

れた場合、その時系列を明らかにすることはできない。2 種の手法の利点を組み合わ

せて用いることで、蛋白質の遷移過程における立体構造変化の全体像を明らかにする

手法開発に挑戦する。 

 

３．研究の方法 

 単粒子解析法と X 線 1 分子動態計測法の同一の観測対象として KcsA カリウムイオ

ンチャネルを用いた。この蛋白質は細胞のイオンの通り道として細胞膜中に存在するイ

オンチャネル蛋白質の 1種で、カリウムイオンを選択して透過する。イオンの通り道を

開閉する際に、分子中央にあるイオン透過路のまわりでねじれ運動することが予想され

ている。代表者はこのねじれ運動の

X線1分子動態計測に成功している。

本研究では、単粒子解析法を安永教

授（九州工業大学）、高崎助教（大阪

大学）が担当し、X 線 1 分子動態計

測を清水（福井大学）が担当して研

究を遂行した。 

 KcsA カリウムイオンチャネルは

溶液の pH によって開閉が制御され

る。中性 pH ではイオン透過路は閉

じた状態にあり、酸性状態では開閉

を繰り返すことが 1 分子電流計測の

 

図１ X 線 1 分子動態計測法の模式図 

ガラス基板に固定した蛋白質に金ナノ結晶を取

り付け、蛋白質の動きを金ナノ結晶からの回折

点の運動として動画計測する（H.Shimizu., Cell 

(2008)）。 

 



 

 

結果から示唆されている。この分子の動きを、中性、酸性それぞれの溶液条件で、X 線

1 分子動態計測法によって計測した。また、単粒子解析法によって、それぞれの溶液条

件での単粒子構造解析を行った。 

 
４．研究成果 

下記の点について検討を行った。 

単粒子解析法 

（１）試料調製方法の検討 

 低温電子顕微鏡による単粒子解析法

では、精製した蛋白質試料を氷中に急

速凍結し、凍結した試料を液体窒素温

度に冷却した状態で電子顕微鏡を用い

て観察する（図 2）。このとき、蛋白質

分子ができるだけ氷中で分散している

こと、氷が薄層（50 nm～）であるこ

と、の２つがよい 3 次元像を得るため

に必要である。本研究で使用した KcsA チャネルは、細胞膜中に存在する膜蛋白質であ

り、界面活性剤を利用して精製する。精製する際の界面活性剤の種類・条件を検討し、

薄層氷中に分散性よく KcsA チャネルが分散する条件を決定した。中性、酸性の両方で

試料を作製し、双方とも構造解析に資する試料作製を行った。 

（２）単粒子構造解析 

 （１）で作製した試料を用いて電子顕微鏡像を得た。中性、酸性それぞれで分子の画

像データ（10万分子～）を取得し、それぞれ数万分子からなる 3次元構造を得た。さら

なる立体構造の分解能向上のため、解析方法の検討や初期画像データ数の向上を図って

いる。KcsA チャネルは分子サイズが小さく、単粒子構造解析の対象として挑戦的な分

子のひとつであるが、よい結果を得ている。初期データを第 57 回日本生物物理学会、

日本顕微鏡学会生体解析分科会、第 61 回日本顕微鏡学会九州支部集合・学術講演会に

報告した。 

X 線 1分子動態計測法 

 X 線 1分子動態計測法では、蛋白質の立体構造変化をその遷移過程を含めて動画計測

することができる。単粒子解析法との比較検討のため、動態計測の溶液条件を検討した。

中性、酸性条件下で KcsA チャネルの 1 分子動態計測を行い、画像データから蛋白質の

動きを意味する、回折点の運動を抽出・解析した。その結果、単粒子構造解析で得られ

た立体構造に相当すると考えられる KcsA チャネル分子の運動を計測することに成功

した。1 分子動態計測と単粒子構造解析の対応関係を明らかにするため、より精緻な条

件設定を行い、動態計測データの取得を行っている。得られた動態観測データは、日本

生理学会、生理研研究会、中部生理学会に報告した。 
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図 2 低温電子顕微鏡を用いた単粒子解析法 

液中でランダムな方向を向いている蛋白質の

電子顕微鏡像から立体構造を再構成する。

J.Comput. Chem Jpn, Vol17, No1(2018)より改変 
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