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研究成果の概要（和文）：イオンチャネル蛋白質1分子の機能（電流）と構造変化の同時計測システムの開発を目標と
して、1分子電流計測と同等のサブミリ秒時間分解能の1分子動態計測を可能にすることを目指した。本助成でX線集光
ミラーとX線スペクトル計測システムを導入したことにより、サブミリ秒時間分解能でX線照射による照射損傷の少ない
観測光を実現した。

研究成果の概要（英文）：Prior to realizing simultaneous recordings of single-molecular dynamics and 
currents we tried to increase time-resolution of the dynamics measurementin this project. We intorduced a 
X-ray focusing mirror and a spectrum measurement system to the sychrotorn facility(SPring8). The time 
resolutions of the dynamics measurements became to be in a sub-millisecond level, which is equivalent to 
that of single channel current measurement. And the X-ray radiation damages of the ion channel proteins 
were decreased by using the spectrum measurement system. These advances of the method will lead to the 
development of simultaneous measurement system in near future.

研究分野： 生理学・生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
イオンチャネル蛋白質は細胞膜または細

胞内小器官において種々の刺激を受容し、刺
激に応じてイオン透の開閉を制御すること
によって、細胞間情報伝達の一翼を担うタン
パク質である。この刺激の伝達の過程で立体
構造変化が起きると考えられている。1998
年以降イオンチャネルの立体構造が次々に
明らかになり、静止画像としてイメージが得
られた。しかし、蛋白質分子は機能する際に
動くため、動きを計測する計測法の開発が重
要となった。 
代表者は X 線 1 分子計測法を用いて、イオ

ンチャネルの 1分子の開閉構造変化をビデオ
レートで 1分子動画計測することに成功した
(H.Shimizu, et.al. Cell (2008）132 67-78)。 
イオンチャネル蛋白質の機能測定について
は 1 分子電流計測法が確立している。この方
法ではイオンの透過路が開いた際に 1分子の
蛋白質を流れる電流をピコアンペアレベル
で計測することができる。観測速度は 1kHz
から 10kHz が一般的である。 

1 分子電流と 1 分子構造変化の同時計測シ
ステムの開発を目指して観測速度の高速化
など、手法開発を進めてきた。その結果、海
外の放射光施設を用いて、高速動態観測に成
功した。本研究開発開始当時に直面していた
問題は、海外の放射光施設で高速動態観測に
成功したものの、日本の放射光施設で上記実
験を遂行できる環境になく、研究開発の実験
効率が悪いことであった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、1 分子電流と動態の同時計測

システムの構築を目指して、1 分子電流計測
の観測速度と同等の 1分子動態計測システム
を日本国内で実現することである。日本の放
射光施設の既存ビームラインにX線の輝度を
上げるための X 線集光ミラーを導入する。ま
た、X 線スペクトル計測システムを導入し、
種々の金属板を用いて調整したX線のスペク
トルを計測する。X 線スペクトルを 1 分子動
態計測法に最適化し、照射損傷の少ない高輝
度観測光を実現することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 X 線 1 分子動態計測法は蛋白質を観測チャ
ンバー底面に固定し、固定した側とは逆側に
金ナノ結晶を観測プローブとして取り付け
る（図１）。放射光 X 線をこのサンプルに照
射し、金ナノ結晶からの回折点を 2次元検出
器上で検出する。固定方法を適切に選ぶこと
で、イオンチャネル蛋白質について、イオン
透過路の開閉構造変化にともなうねじれ運
動を回折点の回転運動として捉える事が出
来る。 
 観測プローブである金ナノ結晶からの回
折点の運動計測を行う際、屈曲方向の構造変
化を捉えるためには観測光であるX線のエネ
ルギー幅が広いことが重要である。ブラッグ

の反射条件（2dsinθ=nλ）より、観測光に
含まれるエネルギー幅が広ければ広いほど、
運動追跡が可能な空間範囲が広くなる。ナノ
結晶からの回折点の観測を高速で行うため
には、大型放射光施設で集光された白色 X線
が必要である。従来はこの集光設備がなかっ
たため、白色集光ミラーを導入して、高速で
運動観測可能な計測システムとした。また、
X 線照射によって蛋白質分子が損傷すること
を抑えるために、観測 X線のスペクトルの最
適化を行う。観測している X線のスペクトル
を計測するため、X 線スペクトル観測システ
ムを導入した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ 導入した機器の配置 
放射光施設において X 線を集光する集光ミラ
ー、X 線スペクトルを計測するスペクトル計測
システム、スぺクトルを調製するアテニュエー
タの配置 

 

図１ X 線 1 分子動態計測法の概略 
ガラス基板にイオンチャネル蛋白質を固定し、
他端に金ナノ結晶を取り付ける（上）。放射光 X
線を照射し、金ナノ結晶からの回折点を計測す
る。蛋白質が屈曲すれば半径方向に、ねじれれ
ば回転方向に回折点が運動する（下）。この様子
を動画計測する。 



４．研究成果 
 イオンチャネル蛋白質の構造変化はミリ
秒オーダーの速い構造変化であることが予
想されていた。本研究では、X 線集光ミラー
を動態計測法に最適化して設計し、導入する
ことにより、従来ビデオレート（３３ミリ秒
の時間分解能）であった観測速度を大幅に高
速化し、１ミリ秒以下の時間分解能まで高め
ることに成功した。図２に導入した機器の配
置を示す。左から放射光 X線が入射する。ア
テニュエータ位置には様々なX線吸収特性を
もつ金属板を配し、X 線スペクトルのデザイ
ンを行った。集光ミラーは高エネルギー領域
まで集光できるようにデザインした。X 線を
集光し、観測位置で集光前の数百倍の輝度を
持ちうる設計とした。X 線観測位置にスペク
トル計測システムを導入し、アテニュエータ
の組み合わせに対してX線スペクトルがどの
ように変化するかを計測する。 
 図３に X線スペクトルの概要を示す。従来
は輝度は高いがエネルギー幅の狭いビーム
ライン（BL40XU）、エネルギー幅は広いが輝
度が低いビームライン（BL28B2）が利用可能
であった。本助成で BL28B2 に集光ミラーを
導入して輝度を高めることによって、広いエ
ネルギー幅をもつ高輝度観測光を実現した。 
 また、様々なアテニュエータを導入するこ
とにより、蛋白質に対する照射損傷の少ない
X線照射条件を探索した。 
これらの開発の結果、観測位置でサブミリ

秒時間分解能でのイオンチャネル蛋白質の 1
分子構造変化計測に成功した（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
サブミリ秒の時間分解能は、イオンチャネ

ル蛋白質の機能測定法である1分子電流計測
法と同等の観測速度であり、本研究の成果は
1 分子での動態計測システムの時間分解能が
機能測定法の時間分解能と同等になったこ
とを意味する。 
この開発が、日本国内で実現した意味は大

きい。イオンチャネル蛋白質は細胞内外のイ
オンの通り道として重要な蛋白質であり、創
薬の標的分子としても重要であることが知
られている。国内での高速動態観測システム
の開発の成功により、動きと機能の同時計測
システムの開発が加速すると考えられる。本
研究課題は基盤（B）助成（課題番号：
15H04675）に継続される。 
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図３ビームラインによる X 線スペクトル比較 
SPring8 における利用可能なビームラインの X
線 スペクトル比較。BL40XU は高輝度ビーム
ラインであり輝度は高速観測可能であるが、エ
ネルギー幅が狭い。BL28B2 はエネルギー幅は
広いが輝度は不足していた。 (SPring8 web 
page) 

 
図４サブミリ秒時間分解能での計測例 
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