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研究成果の概要（和文）：本申請研究では、蛋白質のフォールディング現象を理解するため

に、第一に、一分子を長時間観察するための球面鏡システムを開発した。この装置を用い

て、変性したシトクロム c のエネルギー地形を解析する研究を進めた。第二に、一分子の

蛍光強度データを高時間分解能で観察するためのラインフォーカス型の共焦点顕微鏡を開

発した。この装置を BdpA に適応することで、変性状態に複数の副順位が存在することを

明らかにした。今後、開発した手法を新しい試料に応用することが期待される。 

 
研究成果の概要（英文）：In this project, we first developed spherical mirror system for the 

detection of fluorescence from single molecules for long periods.  Based on the developed 

system, we successfully determined the energy landscape for cytochrome c.  We next 

developed line conforcal microscopy for the fast time resolved measurements of single 

molecule fluorescence time series.  The method was used to investigate the unfolded state 

dynamics of the B domain of protein A, and revealed the presence of substates in the 

unfolded ensemble.  Further applications of the developed methods for other protein 

systems are currently underway.  
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１．研究開始当初の背景 

 タンパク質は、アミノ酸の一次配列をもと
に、無数の変性状態の構造の中から唯一の折
り畳み構造を選び出す能力をもつポリペプ
チド鎖である。アミノ酸の一次配列からタン
パク質の構造を予測する問題を「タンパク質
の折り畳み問題」という。この問題を解くこ
とは、DNA 配列の解読や人工タンパク質の
設計に必須であるほか、タンパク質が正しく
折り畳まないことに起因する疾病の対策に
も役立つはずである。 

 タンパク質のフォールディングは、大変難
しい問題である。この原因の一つとして、変
性したタンパク質の物性についての理解が
欠けていることを指摘できる。これまで、変
性タンパク質はランダムコイル状態にあり、
天文学的な数の微視的な構造の集合体だと
思われてきた。また、変性したタンパク質は、
ランダムに構造転移を起こすとも考えられ
てきた。 

 変性タンパク質についての「二つのランダ
ム」仮説は、厳密な証拠により証明された事
実ではない。むしろ、変性タンパク質には構
造があるのではないか、また、構造転移は折
り畳み構造を選びやすいように起こるので
はないかなどの指摘がなされている。しかし、
従来の実験手法では、これらの可能性の検討
を行うことは不可能だった。 

 変性したタンパク質の構造や運動性を調
べる場合、従来の分子集団を観察する手法に
よる研究には限界がある。これは、変性した
タンパク質は多数の構造を持つ分子の集合
体であるため、従来法では平均構造の情報し
か得られないためである。新しい実験方法に
よる斬新なアプローチが求められていた。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、変性タンパク質の構造と運動
の特性を調べることを目的として、一分子レ
ベルでタンパク質が発する蛍光信号を観察
する技術を発展させることを第一の目的と
した。さらに、開発した手法をいくつかのタ
ンパク質に応用し、変性タンパク質の物性を
解明することを第二の目的とした。 

 第一の目的である蛍光観察技術の開発と
して、二つの手法を構築した。第一に、蛍光
色素をラベルしたタンパク質が発する蛍光
を、ミリ秒程度の時間分解能で数秒以上の長
時間にわたって観察する手法を開発した。第
二に、ラベル化を行った試料について、一分
子蛍光信号をマイクロ秒領域の時間分解能
で観測する手法を開発した。 

 第二の目的である変性タンパク質の物性
を観測として、シトクロム c とプロテイン A

の B ドメインをモデルとして取り上げ、これ
らのタンパク質の変性状態を一分子観測に
より解析することを目指した。 

３．研究の方法 

（１）一分子観察法の高度化 

 本研究では、より多くの情報を引き出すこ
とを目的に、一分子観察装置の高度化の努力
を行った。マイクロ流路を用いたデータの
S/N の向上、測定の時間分解能の 10 マイク
ロ秒オーダーまでの短縮、二色の蛍光を同時
観察する手法の開発などを行った。 

 

（２）一分子観察によるタンパク質のエネル
ギー地形の特徴付け 

 本プロジェクトでは、一分子観測により変
性状態における微視的な構造を区別し、各構
造の滞在時間から自由エネルギーレベルを
実測することで、エネルギー曲面の性質を調
べた。 

 

（３）一分子観測法による折り畳み反応スキ
ームの決定 

 折り畳む過程で折り畳み中間体を形成す
るなど、複雑な反応スキームを示す蛋白質が
多く存在する。一分子分光法により、中間体
がどのような順番で形成されたかを判断す
る研究を行った。 

 

４．研究成果  
（１）基板に固定しない一分子を長時間観測
するフローストップ法の開発 

 第一の実験装置として、本研究ではキャピ
ラリーセルに蛍光色素をラベルしたタンパ
ク質を一分子レベルで流すことで、色素の蛍
光の経時変化を検出する方法を開発した。 

 一分子レベルにおける蛍光強度の観察の
ために、共焦点顕微鏡を用いる方法がよく知
られている。しかし、この手法ではタンパク
質を１ミリ秒ほどの間しか観察できない。一
方で、タンパク質を光学基板に固定すること
で、長時間の観察を行う実験もなされるが、
固定化がタンパク質の性質にしばしば影響
を与えることも知られている。 

 今回開発した装置では、一分子観察実験で
一般に用いられる顕微レンズではなく、球面
型の反射光学系を用いた。この光学系は、光
の集光効率が高いにもかかわらず、光学系の
拡大倍率が低いという顕微レンズにはない
特徴を持っている。このため、内径 5m 程
度のキャピラリーを流れる全ての分子を、一
分子レベルでイメージングすることが可能
である。さらに、数百マイクロメートルとい
う広い視野を持つことも特徴である。このた
め、キャピラリー流路の視野の中に分子があ
る限り、蛍光強度を追跡できるという特徴も
持っている。 

 さらに長時間の一分子観察を目指し、本光
学系の特徴を最もよく活かした実験方法と
して、「フロー・ストップ法」を開発した。
この方法の手順は以下のとおりである。始め



 

 

に色素をラベルしたタンパク質の溶液を一
定速度でキャピラリー流路に流しておく（フ
ロー）。次に、分子が観察視野に入った時点
で、フローの流速を止める（ストップ）。す
ると、分子は拡散運動を行ったとしても広い
観察視野の中に留まるため、レーザーの照射
によりブリーチするまで継続して観察でき
る。この手法により一分子から得られる蛍光
信号を、10 秒近くまで観察することが可能に
なった。 

 以上のように、開発した手法を用いること
で、タンパク質に蛍光色素をラベルするだけ
で、容易に一分子観察を行うことができるよ
うになった。特に、基板に固定化しないタン
パク質を一分子レベルで継続観察すること
は、我々のグループだけが持つ特殊な技術で
あることを強調したい。 

 
（２）フロー・ストップ法による変性状態に
おけるシトクロム cの観察 
 開発したフロー・ストップ法の最初の応用
例として、変性状態におけるシトクロム cの
運動を観察した。シトクロム cは、共有結合
したヘムを持つ球状タンパク質である。酵母
由来のシトクロム c は、C 末端付近にシステ
イン残基を持つため、蛍光色素を簡単にラベ
ルすることが可能であり、さらに、N 末端付
近に共有結合しているヘムが蛍光をクエン
チするため、蛍光強度を観察することで構造
変化を追跡することができる。この試料を用
い、変性剤が存在して主に変性状態が存在す
る条件において、一分子観察を行った。 
 フロー・ストップ法を使って、30ミリ秒の
時間分解能で観察した。得られた蛍光強度は
一定値ではなく、比較的強度が強い所や弱い
所が現れている。これらは、変性状態におけ
るシトクロム cの構造変化を反映する時系列
データである。 
 得られた時系列データを、北海道大学電子
科学研究所の小松崎教授のグループとの共
同研究として、小松崎教授らが開発した局所
平衡解析を行った。この方法により、変性し
たシトクロム cには広がった状態と、コンパ
クトな状態が共存することが確かめられた。
さらに、二つの状態の相対自由エネルギーが、
変性剤濃度により変化することも確認した。 
 

（３）ラインフォーカス型の共焦点顕微鏡に
よるマイクロ秒分解一分子観察装置の開発 

 第二の実験装置として、フローセルとライ
ン型共焦点顕微鏡を組み合わせることで、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装置を開発した。従
来の一分子蛍光分光法において、時間分解能
を決めるのは、単位時間当りに検出できる光
子数である。強いレーザー光励起により、蛍
光色素は S0状態と S1状態を行き来すること

で多数の光子を発するが、T1状態が生じるこ
とで蛍光の発生が止まってしまう。 
 本装置では、3O2存在下で蛍光観察を行うこ
とで、蛍光色素の T1状態をクエンチさせ、単
位時間内に得られる蛍光光子数を増やす工
夫を行った。このために、フローセルを用い
て新鮮な試料と 3O2を供給した。さらに、高
速で流れる分子を継続観察するために、ライ
ンフォーカス型の共焦点光学系を用いて観
察体積を増やした。これらの工夫により、単
位時間当りに検出できる光子数を従来法に
比べて数桁増やし、最大で 20マイクロ秒の
時間分解能による一分子蛍光観察を可能に
した。また、検出光子数を増やしたことで、
蛍光観察で得られる FRET効率の分解能も向
上できた。 
 
（４）ラインフォーカス型共焦点顕微鏡を用
いたプロテイン Aの Bドメインの運動解析 
 開発した装置を用いて、二状態のフォール
ディングを示すプロテイン A の B ドメイン
（BdpA）について、平衡変性過程を観察した。
BdpAの 22番目と 55番目のアミノ酸残基にシ
ステインを導入し、Alexa488 と Alexa633 を
ラベルした。バルクレベルの蛍光観察を行い、
二つの色素の蛍光強度を比較することで、ラ
ベル化した試料の FRET 効率が変性剤濃度に
対して協同的に変化することを確かめた。こ
れは、試料が天然状態から変性状態に二状態
的に変化することを示している。 
 次に、開発した装置を用いて、一分子レベ
ルにおける BdpA の変性転移を観察した。グ
アニジン濃度が 0M から 6M の溶液について、
180 マイクロ秒の時間分解能の時系列データ
を多数得た。得られた時系列データを FRET
効率のヒストグラムに変換したところ、変性
剤濃度が増えるにつれ、FRET効率が減少する
ことが示された。 
 FRET 効率の分布幅は、天然状態である 1M
のデータでは比較的狭く、実験の光子数から
推定されるショットノイズ幅とほぼ一致し
た。これは、天然状態の構造が比較的均一で
あることに対応する。一方で、変性状態につ
いて得られた分布幅は、光子数から推定され
るショットノイズ幅よりも大きかった。特に、
2M や 3M などの比較的低濃度のグアニジン溶
液において、この効果が顕著だった。この結
果は、変性状態内の複数の構造間を、観測の
時間分解能とほぼ同じ時定数にてタンパク
質がジャンプしていることを示唆する。 
 
（５）まとめ 
 以上のように、本研究において、球面鏡と
サンプルフロー装置を組み合わせた長時間
一分子観測装置と、ラインフォーカス型共焦
点顕微鏡を用いた高時間分解能一分子蛍光
観察装置を開発した。これらの装置は、申請



 

 

者ら独自のアイディアに基づくものであり、
海外の研究者により開発された装置のコピ
ー等ではない。開発した装置は、数ミリ秒以
上の長時間のタンパク質運動と、数十マイク
ロ秒程度の高時間分解能のタンパク質運動
の追跡をはじめて可能とした。 
 開発した装置を、シトクロム cおよび BdpA
という二つのモデルタンパク質に応用した
ところ、どちらのタンパク質についても、変
性状態のタンパク質には複数の副状態が含
まれていることが示された。すなわち、変性
タンパク質は完全にランダムな構造の集合
体であるというイメージとは反する結果と
なった。今後、さまざまなタンパク質系に開
発した装置による実験を行うことで、より幅
広い知見を集める必要がある。 
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