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研究成果の概要（和文）：研究代表者は、これまでの研究において、高圧力下でのタンパク質分子の構造変化や機能変
調を実時間で観察できる高圧力顕微鏡を開発してきた。本研究課題では、タンパク質フィラメントを研究対象として、
高圧力で構成単位であるタンパク質間の相互作用を変化させながら、高圧力下で誘起されるフィラメント構造を観察す
る研究を実施した。その結果、高圧力技術を用いて、細菌べん毛繊維の超らせん構造や、微小管の重合脱重合をダイナ
ミックに変化させることに成功した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a high-pressure microscope that enables to observe the 
structure and function of protein molecules. In this research project, we have studied the conformational 
changes of protein filaments at high-pressure. By using this system, we were successful to change the 
helical structure of flagellar filaments and microtubule dynamics.

研究分野：生物物理
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１．研究開始当初の背景 

 細胞内に含まれる物質のうち、実に 7割は

水分子であり、生体分子の周囲をぐるりと取

り囲んでいる。細胞内にある物質の中でも，

タンパク質は圧力の影響を受けやすい物質

の代表例であり、周りを取り巻く水分子との

相互作用により, 複雑な立体構造を形成し, 

機能発現を行っている．これまでの研究によ

り、静水圧を利用することで、タンパク質と

水との相互作用が変化することが明らかに

されてきた。 

 概ね 100 MPa，つまり私達が日常生活をす

ごす大気圧環境（0.1 MPa）の約 1,000倍の

圧力をかけると，分子間の結合力（静電相互

作用，疎水性相互作用，水素結合など）が弱

まり，分子構造や機能活性が変わることにな

る．研究代表者らは，光学顕微鏡下を用いて、

高圧力下で生じる構造変化や機能変調を可

視化できる新しい分析手法の開発を行って

きた． 

 

２．研究の目的 

 研究代表者は、高圧力下で誘起されるタン

パク質分子の構造変化を光学顕微鏡下で観

察する研究に取り組んだ。研究対象として選

択したのはタンパク質フィラメントである。

一般にタンパク質のモノマーはナノメート

ルオーダーの大きさであり、光学顕微鏡下で

の観察にはあまり適していない。しかしなが

ら、モノマー間の相互作用によりマイクロメ

ートルオーダーの高次構造を形成すれば観

察は容易となる。 

 そこで、本研究課題では、細菌の運動器官

であるべん毛繊維と真核生物の細胞骨格で

ある微小管を対象として研究を実施した。高

圧力顕微鏡を利用すれば、高圧力でフィラメ

ントを構成するタンパク質間相互作用を変

えながら、その影響をフィラメント構造の変

化として実時間で観察できるので、装置の特

長を生かした研究を実施できる。 

３．研究の方法 

 図１に、研究代表者が開発した高圧力顕微

鏡の写真を示す。装置は、倒立型顕微鏡、高

圧力チャンバー、圧媒変換器（セパレーター），

ハンドポンプ（写真外）から構成されている。 

 ハンドポンプのレバーを文字通り手動で

動かすと，圧力媒体である蒸留水が押しださ

れ，セパレーター内にある厚さ 0.2 mm のテ

フロン製の膜を変形させる。このテフロン膜

の変形を介して、水圧が高圧力チャンバー内

を満たす緩衝溶液の圧力へと適切に変換さ

れ、高圧チャンバー内に封入した実験サンプ

ルに圧力をかけることができる。装置の耐圧

性能は 150 MPa であり，地球上で最も深い場

所である太平洋のマリアナ海溝チャレンジ

ャー海淵最深部（10,924 m，海上保安庁観測

船による測定値）の静水圧～110 MPa を上回

る．高圧力チャンバーの内部は長作動距離の

対物レンズを利用して観察可能であり、多様

な顕微観察像を取得可能である。 

 本研究では、この装置に共焦点スキャナ

（CSU10）に直接レーザー光を入射させるこ

とで照明強度を高めた光学系を開発した。ま

た、よりコントラストの高い位相差像を取得

するために、コリメートした高圧水銀ランプ

の輝線を利用した照明系を開発した。 

 

 

図１ 高圧力顕微鏡 



４．研究成果 

（１）細菌べん毛の超らせん構造変化 

 細菌べん毛はフラジェリン分子の素繊維

１１本から構成されたタンパク質フィラメ

ントである。これまでの研究により、隣接す

るフラジェリン素繊維間の結合様式が変わ

ることで、超らせん構造がダイナミックに変

化することが知られている。本研究では、圧

力を変えながら、べん毛繊維の超らせん構造

がどのように変化するか観察した。 

 蛍光染色したべん毛繊維を常圧力（0.1 

MPa）下で顕微観察したところ、Normalと呼

ばれる構造のみが取得された。それに対して、

高圧力下では（20-80 MPa）、Normalに加えて

Coiled coilや Curly I (or II)といった構造が混

在しており、３種のらせん構造の割合は圧力

に依存して変化した。 

 また、圧力値を 60から 80 MPaに増加させ

て数分後、Coiled coilから、curlyI (or II)へと

超らせん構造が 0.1 秒以内に変化する様子が

観察された。おそらく、圧力変化直後では、

フラジェリンの素繊維間でひずみとして蓄

えられていた余剰エネルギーが一気に解放

された結果、ドミノ倒しのようにフラジェリ

ン間の結合様式がフィラメントに沿って変

化したのだと推察される。 

 

（２）微小管の重合脱重合ダイナミクス 

微小管は全ての真核生物に存在する細胞骨

格である．チューブリン分子間の非共有結合

により数珠つながりに結合することで，直径

約 25 nmの細長い管状のフィラメント構造を

形成している．本研究では人工細胞系を利用

して、高圧力下での微小管の重合脱重合を調

べる実験を行った。  

 図 2に、内部に微小管を封入したリポソー

ムの位相差像を示す。微小管の重合により

（0.1 MPa, 25ºC），膜の内側から押す力で膜突

起が形成される．これらの突起は，方向性が

揃わない微小管数十本程度から構成されて

いると考えられる．この膜突起をもつリポソ

ームを加圧したところ（60 MPa），わずか数

十秒で突起が短縮してしまった．その後，す

ぐに減圧して大気圧に戻し，同じリポソーム

の観察を続けたところ，膜突起はほぼ同じ位

置から伸長しはじめ，約 10 分後には元の長

さに戻った．なお，この膜突起の短縮速度も

圧力と共に増加し、その増加率は生細胞やの

結果と似ていたことから、高圧力は微小管を

構成するチューブリン分子間の相互作用に

直接作用していることが示唆された． 

 高圧力下では，チューブリン分子間の結合

部分に水分子が侵入しやすくなり，解離反応

が進行すると考えられる．この水分子による

微小管脱重合メカニズムは，連なったチュー

ブリン分子のMD計算を併用することで明ら

かにできるであろう．計算機実験の場合，チ

ューブリンと水分子を入れる箱を小さくす

ると高圧力環境をつくりだすことができる．

高圧力顕微鏡を使って得られた結果と，MD

計算から示唆された水分子の動きを照らし

合わせることで，微小管の重合・脱重合の制

御機構が明らかにできると期待される．また，

筆者らの高圧力顕微鏡法を応用すれば，常圧

力下よりも速い速度で微小管の解離反応が

すすむため，新しい抗がん剤のスクリーニン

グの迅速化にも貢献できそうである． 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ 実験結果。微小管を封入したジャイア

ントリポソームの位相差像（60 MPa）．膜突

起の先端をやじりで示す． 
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