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研究成果の概要（和文）：原子間力顕微鏡を用いて、ポリペプチド鎖１分子の力学、粘弾性測定を行い、その動的構造
と機能の相関について研究を行った。ポリグルタミン酸、ポリリジンなどでは、一分子力学測定からは、定まった構造
をもたない、柔らかい構造を取っていることが分かり、一方で、ポリプロリン鎖では、これまでの予想どうり、他のポ
リペプチド鎖とは異なり、非常に硬い構造を取ることが判明した。

研究成果の概要（英文）：We Studied the dynamic structures of various polypeptides at single molecule 
level using the technique of Atomic force microscopy. Single molecule force spectroscopy reveaed that 
Polyglutamic acid, polylysine have very flexible structure, while polyproline has a very rigid, resilient 
structure.

研究分野：生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
 
 近年の研究から、非常に数多くの生物学的、
あるいは疾病に関して非常に重要なタンパ
ク質が、単独ではほとんど安定な構造を持た
ないことが報告されている。これらタンパク
質は天然変性タンパク質（ Intrinsically 
Disordered Protein：IDPと略）と呼ばれ、
IDP の多くが重要な生物学的機能をもつこ
と、またアルツハイマーやパーキンソン病と
いったアミロイド病の原因物質であること
から、その構造、機能とダイナミクスの解明
が急がれている。しかし IDPは決まった構造
を持たないこと、また従来の分光法で扱うタ
ンパク質濃度では会合、凝集がおこってしま
うため、その解析は困難であった。一方、蛍
光や力学測定を通して「１分子」を観測対象
とした研究が近年急速に発達してきた。申請
者はこれまで、原子間力顕微鏡（ＡＦＭ）を
応用し、カンチレバー先端部と基盤にタンパ
ク質やポリマー１分子を固定して引っ張り、
そのフォースカーブや、分子を捉えているカ
ンチレバーの振動解析から、１分子のダイナ
ミクス情報を得る研究を進めてきた。 
 
 これまで、タンパク質（タイチン、protein L、
GroES７量体、ミオグロビン、ｐ５３、ミオ
シン）や糖鎖（デキストラン、セルロース）、
ポリマー（PEG）などの１分子フォースカー
ブ測定、カンチレバー揺らぎの測定により、
各分子の力学特性、粘弾性を決定し、そこか
ら分子内にわずかに存在する構造、その構造
変化の自由エネルギー曲線の決定に成功し
ている。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、この AFM による１分子力学
測定を IDPの僅かな構造の検出に応用する。
実際、我々は分子動力学シミュレーションの
結果から、ポリペプチド鎖のフォースカーブ
や引っ張られた状態での揺らぎの信号が、構
造（ランダムコイルやへリックス）と大きな
相関が有る証拠を得ている（次項参照）。つ
まりフォースカーブや揺らぎ（粘弾性情報）
の測定から、IDPの構造やダイナミクスを見
積もることが可能であると期待される。 
 
 基本的な１分子力学測定装置、揺らぎ測定
装置はこれまでの研究により、すでに完成し
ているため、装置開発の必要はない。本研究
では、１分子力学測定、およびカンチレバー
の揺らぎ測定から、引っ張っている分子のフ
ォースカーブ、および分子の粘弾性情報を抽
出し、それらが分子の構造とどのような相関
関係にあるのかを、アミノ酸配列が単純で、
かつ他の分光法で構造（特に二次構造）がよ
く知られた分子（ポリペプチド）を対象とし
て調べる。例として、溶液のｐHによってα

ヘリックス、ランダムコイル、βシート、
hydrophobic collapseを取るモデルペプチド
鎖（ポリリジンやポリグルタミン）を用いて
AFM 実験を行い、２次構造や collapse 構造
を取ることでフォースカーブ、粘弾性がラン
ダムコイルに比べてどのように変化するの
か、その関連について調べる。そののち、α
シヌクレインやAβなどIDPを測定対象とし、
同様の実験を行い、そのフォースカーブ形状
や粘弾性の実測結果を、モデルペプチドの結
果とを照らし合わせ、またMDの予測結果と
も比較することで、IDPに含まれる微細（と
思われている）構造の検出を目指す。こうし
て得られた IDPの構造の情報から、これまで
検出できなかった構造が一体どの程度、どの
配列部分に存在するのかを明らかにし、構造
の有無と機能（生物学的機能、凝集能、毒性）
の相関を調べることで、IDPに関する新たな
知見を得ることを目標とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
 現有の AFM 装置と、申請者が開発した１分
子力学測定システムを用い、αヘリックス、
ランダムコイル、βシート、hydrophobic 
collapse を取るモデルペプチド鎖（ポリリジ
ンやポリグルタミン）を用いて AFM 実験を行
い、２次構造や collapse 構造を取ることで
フォースカーブがどう変化するか調べる。そ
ののち、αシヌクレインや Aβなど IDP に対
して同様の実験を行い、実測結果を、モデル
ペプチドの結果とを照らし合わせ、また MD
の予測結果とも比較し、IDP に含まれる微細
（と思われている）構造の検出を目指す。こ
うして得られた IDP の構造の情報から、これ
まで検出できなかった構造が一体どの程度、
どの配列部分に存在するのかを明らかにし、
構造の有無と機能の相関を調べることで、
IDP の機能に関する新たな知見を得る。 
 
研究は大きく３つに分かれる。ひとつは 1
分子の力学応答を高感度で検出するための
装置の開発であり、これには原子間力顕微鏡
の改造、カンチレバー、基盤の改良が含まれ
る。 
それと並行して、対象タンパク質、モデル
ペプチドの合成、精製、基盤への化学固定法
の試行を開始する。 
 測定システム完成後、まずモデルペプチド
であるホモポリペプチド、ランダムコイルな
どの試料の１分子熱揺らぎスペクトルを測
定する。 

図１．ＡＦＭによる一分子力学測定の概念図 
（左）と得られる力学曲線の例（右）。 



 
 
４．研究成果 
 
図２に、本研究で開発されたモデルペプチ
ドの一つであるポリプロリンの金表面への
共有結合を介した固定法を示す。ポリプロリ
ンの場合、側鎖が無く、反応性をもった官能
基はＣ末端のカルボキシ基のみである。本手
法では、金基板にあらかじめアミド基を持っ
た分子のＳＡＭ（自己組織化単分子層）を作
成しておき、このアミド基と、ポリプロリン
Ｃ末端のカルボキシ基を、アミンカップリン
グ反応を用いて結合させる方法を取った。 

図２．ポリプロリン分子の金基板への固定法 
 
その結果、単なる非特異性相互作用を利用
した場合に比べて、共有結合による固定化を
施した系では、ＡＦＭカンチレバーによって
分子を引っ張ることのできる確率が圧倒的
に向上することを確認できた。 
同様に、モデルペプチドであるポリ-L-グ
ルタミン酸、ポリリジンを金基板上に固定し、
一分子力学測定を行った結果を図３に示す。 
ここで気付いたことは、ポリプロリンの力学
曲線が、他に比べて有意にその傾きが大きい
事、またその曲線が、伸長に沿って直線的に
上昇することを見出した。 

図３．各モデルペプチドの１分子力学曲線。  
 
ここで、ポリプロリンの構造を考えてみると、
ポリプロリンは、水溶液中ではポリプロリン
へリックスＩＩと呼ばれる、非常に特殊な構
造を取ることが示唆されており、その形状に
加えて、剛直性が有ることが示唆されている。
実際にその剛直性を利用して、ポリプロリン
の両端に蛍光プローブを修飾し、その蛍光エ
ネルギー移動（ＦＲＥＴ）効率から、分子の
長さ（蛍光プローブ間距離）とＦＲＥＴの効
率の補正に用いられている。しかしこれまで、
その力学強度の情報は得られていなかった。 

図４．ポリプロリンの力学曲線の解析図。 
 
そこで得られたポリプロリンの力学曲線か
ら、図４に示すように直線的な傾きと、その
傾きが張力ゼロに外挿した際の伸長度（分子
の長さ）を記録し、これをさまざまな長さの
分子のデータに関して収取し、プロットした
ものを図５に示す。 

図５．各分子の長さと、力学曲線の傾き（分
子の弾性）のプロット図。 
 
明らかに、ポリプロリン分子の長さとその弾
性には反比例の関係が見られ、そのカーブフ
ィッティングから、ポリプロリンの単位長さ
辺りの弾性が 1.5 nN/nm と見積もられた。こ
こでは述べないが、ポリプロリンは、有機溶
媒中ではさらにコンパクトで固いプリプロ
リンＩへリックスの構造を取ることが示唆
されている（直接的な力学測定は全く行われ
ていない）。この系に対しても測定を行い、
我々はへリックスＩの硬さを 2.5 nN/nm と見
積もることに成功した。 
これらの弾性値は、他の構造を取らないポリ
ペプチドや、αへリックスやコイルドコイル
をとる分子に比べて、ずっと大きく、立体構
造を取るタンパク質の硬さに近い。すなわち、
ポリプロリンは、単独で、高次構造に含まれ
た状態のポリペプチドと同等の硬さを持つ
ことが分かった。 
 
本結果は、これまでその構造は示唆されてき
たが、実測することのできなかった分子の型
さや構造に関する情報を定量的に得ること
ができたことを意味しており、ポリプロリン
の構造と機能の関連を解明するために有用
な情報を得たことを示している。 
 



今後、他のモデルペプチドに対しても同様
の測定を行い、ペプチドの構造と硬さの定量
的な測定を行い、従来の手法では捕えること
ができなかった分子の動的な構造を、定量的
に計測する手法を確立していきたい。 
本研究期間内では、当初の予定であったＩ
ＤＰ配列を持ったペプチドの測定には至ら
なかった。研究期間終了後も引き続きこれら
ＩＤＰペプチドの測定を行い、それまでのモ
デルペプチドの一分子力学測定の結果を参
考にし、これまで計測が不可能とされてきた
ＩＤＰの構造とダイナミクス、そして昨日と
の相関を明らかにしていきたい。 
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