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研究成果の概要（和文）：本研究では強接着・高伸展性を示すバクテリオナノファイバー蛋白質AtaA の動力学
的挙動を原子間力顕微鏡測定および分子動力学計算により詳細に解析した。AtaAを構成するドメインは引張に対
してそれぞれ全く異なる力学応答を示し、筋肉タンパク質のタイチン以上に堅いドメインも存在した。実際の測
定結果と計算結果を合わせて解釈することで、複雑な四次構造を持つ蛋白質が示すナノ力学応答特性とその機構
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed a detailed analysis of the kinetic behavior of 
the bacterionanofiber protein AtaA, which exhibits strong adhesion and high extensibility, using 
atomic force microscopy and molecular dynamics simulations. Each domain of AtaA showed a completely 
different mechanical response, with some domains being tougher than the muscle protein titin. By 
combining and analyzing the measurement results with the simulation data, we clarified the 
nanomechanical response and mechanisms of proteins with complex quaternary structures.

研究分野：生物工学

キーワード： ナノファイバータンパク質　強接着　高伸展性　ナノ力学　メカノケミカル材料

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
蛋白質の力学挙動、換言するとナノレオロジーは世界で注目の研究分野であるが、AtaAのような多種類のβ構造
がコイルドコイルで連結された複雑な四次構造を持つ多量体蛋白質の解析事例はなく、重要かつ新たな知見を与
えるものである。また本研究の知見を基に、特定の力で伸展シグナルを検知する仕組みを導入したり、望ましい
力学特性を示すドメインを連結して超高分子量繊維や蛋白質ゲルを作出することで、新奇メカノセンサーやメカ
ノバイオロジー操作基材開発への応用が期待できる。

※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 
酵素のセンサー素子への利用に加え、昨今、蛋白質分子をアクチュエーターや分子モーター素
子などの次世代材料として利用しようという研究が活発化している。蛋白質材料は摩擦係数の
低さや変換効率の高さなどが、人工材料より特段に優れているという特徴を有する。蛋白質を材
料化するには、注目する機能だけでなく、力学特性や耐久性、接着性といった特性にも考慮する
必要がある。このような材料特性は、様々な蛋白質に求められる基本特性であるとも言える。使
用条件や適用場所に応じて、求められる基本特性のスペックが決まる。 
研究代表者の堀は、疎水性のプラスチックから親水性のガラス、金属材料まで、様々な材料に
強固に接着可能な微生物接着蛋白質 AtaAを発見し、接着機構の解明や細胞の固定化・分子接着
技術の開発など、基礎と応用の両面で研究を進めてきた。AtaA はホモ三量体から成るナノファ
イバー（平均直径 5 nm、長さ 250 nm）を形成し、細菌細胞の脂質外膜から生える。その微細構
造は、βストランドによって形成される多数のドメイン構造を、コイルドコイル（三重超らせん
構造）が繋いだ複雑な高次構造をとる（図 1）。構造解析等により、AtaA分子の強固な接着・固
定化力を発揮する秘密は、分子と表面との相互作用だけでなく、AtaA の分子構造が柔軟性と強
靭性を与え、それ自体にも内在されていることが明らかになりつつある（図 2）。高次構造は耐
酸・塩基性、熱安定性を示す。また、細胞から生えている AtaA 分子を原子間力顕微鏡（AFM）
探針で伸展すると、興味深い力学特性を有することがわかったが、その詳細は未知である。AtaA
を構成する多様なドメインの力学特性を明らかにすることで、蛋白質の構造と力学特性との関
係についての知見が蓄積されるとともに、ユニークな力学特性を示す蛋白質材料は、例えばせん
断応力に対するメカノセンサーやメカノバイオロジー操作基材への応用が期待される。 

 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は以下の３点である。①複雑な AtaA分子およびその構成ドメインがどのような力
学的特性を示すのか、②そこから蛋白質の構造変化と動的力学挙動との関係を導き出し一般化
することができるか、③そのような力学特性を活かし、メカノケミカルに適用可能な新規の伸縮
性蛋白質材料を創製できるか。 
 
３．研究の方法 
3-1．細胞表層上の AtaA分子の AFM計測 
AFM 探針の押し込みと引き離しを繰り返すフォースクランプ法により、ファイバーの伸展と弛
緩の反復性を調べ、構造変化の可逆性について調べる。可逆的でリフォールディングするという
予備データはあるが、興味深い力学特性であるので、探針の移動速度や反復前の回復待機時間な

図 1. AtaA の構造の模式図. 多種多様なドメインがモザイク状に並びファイバー構造を形成
する.  

図  2. Chead の高次構造
（左）と三量体構成ポリペ
プチドの４次構造トポロジ
ー（右）．３本のポリペプチ
ドが交差しており、また、
Cheadの中心構造であるβ
プリズム YlheadをN末 
（上）側から３つの帽子状
構造で、C末（下）側からネ
ック構造で補強している。 
 



どのパラメータを変え、詳細にデータをとる。 
 
3-2．各種ドメインの組換え蛋白質の AFM 計測 
結晶構造解析に利用した各種ドメイン組換え蛋白質に固定化タグと探針相互作用タグを付加し、
基板に固定した上で、AFM 計測する。これにより、各種ドメイン構造のアンフォールディング
過程の動的力学挙動の詳細を明らかにする。 
 
3-3．構造変化の分子動力学計算 
ドメインのアンフォールディング過程の構造の動的変化を実験では求めることは極めて困難で
ある。そこで、分子動力学計算によりシミュレートする。上記の AFM 計測の結果と合わせて、
各種高次構造の変化と力学応答の関係を解明し、整理する。除荷後のファイバー収縮時の構造変
化について部分的にシミュレートし、リフォールディングのタイムスケールについても考察す
る。 
 
3-4． メカノケミカル材料の創製 
項目 2と 3で得られた情報をもとに、様々な粘弾性を示すドメインを複数連結し、欲しい粘弾 
性を示すような人工蛋白質を設計し創製する。また、AtaA 分子同士の架橋により、超高分子量
AtaAファイバー・ゲルを創製する。並行して、合成高分子ポリマーと AtaAからなるハイブリッ
ドゲルを設計、創製する。 
 
４．研究成果 
4-1. AtaA分子およびドメイン欠損体ライブラリーの AFM計測 
AFM 探針の押し込みと引き離しを繰り返すことで、ファイバーの強靭性と伸展と弛緩の反復性
を調べることを試みた。AtaA元来の接着力で AFM探針へ AtaA分子の固定し測定を行ったとこ
ろ、全長を伸展しきる前に AtaAが探針から脱離してしまうことが明らかになった。そこでファ
イバーの先端に共有結合を形成可能なタグを融合し、それを介して AtaAを探針に固定し再度測
定を行ったところ、AtaA 全長の伸展に相当するフォースカーブを取得することに成功した。そ
の結果、AtaA には他の一般的なタンパク質と比べ、非常に強度の高い領域があることが示唆さ
れた。さらに回復待機時間を検討しながら探針の押し込みと引き離しを繰り返したところ、複数
回類似のフォースカーブを取得することに成功した。 
 
4-2. 各種ドメインの組換え蛋白質の AFM 計測 
固定化タグと探針相互作用タグを付加した AtaA の各ドメインを基板に固定化し、AFM の探針
で引き伸ばす過程を計測することにより、アンフォールディング過程の動力学的挙動を調べた。
探針へのタンパク質の固定化には共有結合可能なタグを用いた。AtaA を構成している複数のド
メインについてフォースカーブを取得することに成功し、各ドメインの力学強度に関する知見
が得られた。特に、Chead領域のアンフォールディングには 500 pN以上の力が必要であり、引
っ張りに対して高い力学強度を示すことが明らかになった。 
 
4-3．構造変化の分子動力学計算 
すでに立体構造が明らかになっている Chead 領域をモデルとして、伸展をシミュレートするの
に適切な系を構築した。Cheadの分子内を力がどのように伝わるかを解析したところ、引張軸方
向だけでなく垂直方向にも力が伝搬していることが明らかになった。この知見を基に Chead 変
異体のモデル構造を構築し、その変異体に引張方向に力を加えた時の伸展のシミュレーション
を行った。その結果、Cheadに特徴的な動的力学挙動に重要な部位を明らかにした。さらに、AtaA
を構成する他のドメインについても同様に引張方向に力を加えた時の伸展のシミュレーション
を行ったところ、それぞれ全く異なる力学応答を示した。タンパク質の構造ごとに整理すると、
βストランドの向きと力学応答に相関性があることが明らかになった。また、ドメイン間の相互
作用が分子全体の動的力学挙動に大きく影響することが明らかになった。 
 
以上、本研究では AtaA の動力学的挙動を詳細に解析することで、複雑な四次構造を持つ蛋白質
の構造とナノ力学特性を明らかにした。本研究で得られた知見は、メカノセンサーやメカノバイ
オロジー操作基材設計への応用が期待される。成果の詳細については、一定期間の後に公開予定。 
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