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研究成果の概要（和文）：情報伝達に関わる受容体の1分子内運動と集合体・並進的運動を時間スケール縦断的に計測
する手法開拓を目指し、X線１分子追跡法(DXT)の高速化および高度化を行った。プローブとなる金ナノ結晶の良質化、
小型化および機能化、そして高速カメラ・高速シャッタ導入による計測システムの最適化に取り組み、高速測定(10μs
/f)を実現し、アセチルコリン受容体がアゴニスト作用時にねじれ運動と傾き運動が活性化すること、アンタゴニスト
作用時に不活性化することがわかった。また、量子ドットのDXTプローブとしての利用可能性を検討した。量子ドット
蛍光による並進運動計測とDXT・分子内運動計測の同期プローブとして期待される。

研究成果の概要（英文）：In this project, we engaged in developing the experimental technique to track inte
rnal motion and translational motion of membrane proteins at multi-time scale based on diffracted X-ray tr
acking method (DXT). In DXT, the internal motion of an individual single protein is monitored through the 
trajectory of the Laue spot from the nanocrystal labeled on the objective protein immobilized on the subst
rate surface. We improved a quality of the gold nanocrystal and optimized the experimental system to monit
or ligand-induced motion of membrane protein, acetylcholine receptors, at several 10 micro seconds scale. 
Moreover, we examined a quantum dot as a DXT probe, that could be suited to track internal motion (DXT) an
d translational motion (fluorescence microscope) of membrane proteins.
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１．研究開始当初の背景 

隣接する神経細胞間の情報伝達は、主に神経
伝達物質とその受容体である膜タンパク質
を介して行われる。膜タンパク質の多くは複
合体から構成され、各サブユニット間の協同
的な構造変化を通して機能する一方で、分子
の集合・離散といった分子集団としての局在
を制御している。このような分子内運動と分
子集団としての状態制御に関する相関的な
情報は待望されているものの、分子内運動を
精緻に観測する手法が整備されていないた
めに十分な知見が得られていない。 

本研究課題では、タンパク質分子内運動が高
精度に観察可能な X 線１分子追跡法
(Diffracted X-ray Tracking:DXT)を基盤とし
て、手法の高速化、高度化を行い、情報伝達
に関わる分子として重要な受容体や、それら
の分子で構成される集合体のダイナミクス
を時間スケール縦断的に計測する実験手法
を開拓する。 

X 線 1 分子追跡法は、生体分子に標識した極
微結晶をX線回折によってモニターする方法
で、1990 年後半に Sasaki らによって発案さ
れて以降、光励起に伴うバクテリオロドプシ
ンの分子内構造変化やカリウムイオンチャ
ネル(KcsA)のイオン透過に伴う分子内構造
変化を検出することに成功し、生理的機能と
分子内構造変化を結びつける重要な知見を
得ている。この手法は特に、分子内の極めて
微小な回転運動(0.006 度以下の精度)を観察
することに適している。本研究課題提案者は
2009 年後半から DXT法を用いた複合体タン
パク質の分子内運動計測に従事し、DXT 法の
膜タンパク質・研究への適用を実現するため
に、その高速化、高度化が必須あると考え、
本課題の提案に至った。 

 

２．研究の目的 

情報伝達に関わる分子として重要な受容体
や、それらの分子で構成される集合体のダイ
ナミクスをマイクロ秒から数秒といった時
間スケール縦断的に計測する実験手法を開
拓し、ミクロからマクロまでに至る一連の動
的な挙動変化を定量・抽出することを目指す。 

本研究課題ではX線１分子追跡法の高速化お
よび高度化に取り組み、情報伝達に重要な役
割を果たすアセチルコリン受容体のリガン
ド受容に伴う内部運動計測を試みる。 

 

３．研究の方法 

本研究では受容体・膜タンパク質のとりかか
りとして、シビレエイ膜画分に高密度に存在
するアセチルコリン受容体を対象として、
DXT の高時間分解計測を行った。 
高速測定を実現するために、エネルギー幅が
広く、且つ高フラックスの X 線が照射可能な
大型放射光施設 SPring-8(BL40XU)にて測定
を行い、入射 X 線はエネルギー幅 14.0～
16.5keV、15.2 keV にピークを持つように設
定した(図 1 挿入グラフ)。高速 CMOS カメラ

と、X 線照射による試料損傷を最小限に抑え
るための高速シャッタを導入した(図 1)。 

 
プローブとなる金ナノ結晶は、蒸着した金を
KClあるいはNaCl単結晶基板上でエピタキシ
ャル成長させて作製するが(Thin Solid 
Films 471、 91-95、 2005)、その蒸着量、
蒸着速度、アニーリング温度などを最適化し、
高速DXT測定可能で且つ小さなナノ結晶を作
製した。また、市販されている金コロイド粒
子、金ナノロッドや量子ドットを入手し、DXT
測定に適合するか試した。 
アセチルコリン受容体のアゴニストおよび
アンタゴニスト受容時の構造変化をモニタ
ーするために実験セル中にアセチルコリン
およびトキシン存在下、非存在下で測定を行
い、運動の差異について解析した。解析に際
し、回折斑点を追跡するプログラムと追跡し
たトレースから運動を評価する手法は自前
で開発した。 
 
４．研究成果 

 

図 1：高速 DXT 概要。測定はエネルギー幅が
広く且つ高フラックスな X 線が照射可能な
SPring-8 BL40XU にて行った 

図 2：アセチルコリン受容体の二次元モーシ
ョンマップ。X 軸に傾き運動、Y 軸にねじれ
運動を示す。グラフ右上にいくほど運動速度
は速くなる。アセチルコリン存在下(Ach)とト
キシン(αBtx)存在下を比較して差分を取る
ことで(ACh-αBtx)、ACh 受容時に 2 つの回
転軸の運動が活性化されたことがわかった 



本研究課題ではX線１分子追跡法のプローブ
となる金ナノ結晶の良質化や高速カメラ・高
速シャッタの導入による X線 1分子追跡法の
実験システムの最適化に取り組み、アセチル
コリン受容体のリガンド受容に伴う内部運
動変化を高時間分解能で計測することに成
功した(図 2)。また、１分子内回転運動と同
期して、分子の並進運動が観測可能なプロー
ブについて検討した。各々の成果について箇
条書きで以下に挙げる。 
 
(1)神経伝達に重要な役割を担っているアセ
チルコリン受容体(nAChR)を対象に、1 分子高
速測定(10μs/f ～100μs/f)を行った。 
アセチルコリン受容体は、アゴニスト受容に
伴って結合サイトのねじれ運動と傾き運動
の 2 つの回転軸の運動が活性化されること、
またアンタゴニストが作用することでこれ
らの運動が不活性化されることがわかった
(図 2)。これらの知見は、電子線結晶学によ
る最新の知見(Unwin and Fujiyoshi, JMB 
2012)と合致する(投稿中)。 
 
(2) 金ナノ結晶の良質化、小型化を試みた。 
プローブとなる金ナノ結晶は、蒸着した金を
KClあるいはNaCl単結晶基板上でエピタキシ
ャル成長させて作製する(Thin Solid Films 
471, 91-95, 2005)。蒸着速度やアニーリン
グ温度を最適化し、DXT 高速測定可能な小さ
な粒径の金ナノ結晶の作製に成功した。図 3
に作成した金ナノ結晶の AFM 評価図を示す。
現状で粒径は 20nm-80nm に分布する。今後、
さらなる小型化に努める。 

 
(3)X 線１分子追跡法のプローブとなる金ナ
ノ結晶の大きさ依存的な回転運動速度分布
から、真の回転速度が見積もれることを示し
た。金ナノ結晶の小型化は試みているものの、
小さいナノ結晶でも直径 20nm と膜タンパク
質分子の大きさに相当するほどに大きい。今
回、観測される回折斑点を指標として大まか
な金ナノ結晶サイズを算出し、運動速度のサ
イズ依存性を調べた(図 4)。サイズが小さく
なるに連れて観測される回転速度が速くな
り、外挿することで元々の運動速度を見積も
れる可能性が示せた。 

 
 
(4) DXT 動画像解析の自動化に取り組み、
効率よい解析が実現した。機能に密接に関係
すると見込まれるS/Nが悪く速い運動につい
ては手動でピックアップせざるをえない状
況であるため、今後さらなる改良が必要であ
る。また、DXT で観察可能な 2 つの回転軸の
運動を可視化するために、図 2 に示すような
二次元モーションマップで表現することを
試みた。 
 
(5)金ナノ結晶表面のポリエチレングリコー
ルや抗体などを化学修飾することで、その可
溶化、機能化に取り組んだ。従来の X 線１分
子追跡法では、界面活性剤を用いて金ナノ結
晶を可溶化していたが、脂質膜上で機能する
膜タンパク質のダイナミクスを計測する上
で問題であった。化学修飾する分子が大きい
ほど可溶化は容易になるが、目的とする分子
内運動計測の妨げにもなりうるので注意が
必要である。 
 
(6)市販されている量子ドットの DXT プロー
ブとしての利用可能性を検討した。量子ドッ
トの蛍光観察による並進運動計測とX線１分
子追跡法による１分子内回転運動計測を同
期して行えるプローブとして期待できる。 
 
本研究で得られた成果の内容で、3D-AINAS 
2012 にてポスター賞を受賞した。またアメリ
カ生物物理学会・年会においてもインパクト
が高い内容として 2013 年、2014 年と 2 年連
続で口頭発表にピックアップされた。アセチ
ルコリン受容体のダイナミクス計測に関す
る研究内容は論文としてまとめ、現在投稿中
である。 
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