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研究成果の概要（和文）：高速AFM／全反射照明蛍光顕微鏡複合機にイメージスプリッティング光学系を組み込
み、高速AFMと一分子FRETの同時計測が可能なシステムを開発した。糖鎖合成酵素K4CPと多糖分解酵素セルラー
ゼTrCel6Aの一分子FRET計測のための蛍光標識試料を調製し、糖鎖の伸張やセルラーゼの構造変化に伴うFRET効
率の変化を計測することができ、同時観察用試料の調製法を確立した。これらの試料に対し、高速AFMと一分子
FRETの同時観察を試みたが、様々な問題に直面し、期間内に成功には至らなかったが、現在、同時計測を可能に
するための測定条件の確立を急いでおり、近い将来、同時計測が可能になると期待される。

研究成果の概要（英文）：We have incorporated an image-splitting optical system into a combined 
high-speed AFM/ total-reflection fluorescent microscopy system which enables us to perform 
high-speed AFM imaging and single-molecule FRET simultaneously. We prepared the fluorescent labeling
 sample for single-molecule FRET measurements for bacterial chondroitin polymerase K4CP and 
glycoside hydrolase cellulase, TrCel6A, and succeeded in measuring changes of the FRET efficiently 
due to the extension of the chondroitin chain and the structural change of the cellulase. Although 
we tried to observe these molecule with the combined high-speed AFM and single-molecule FRET system,
 in the face of various problems, we have not reached the success within the period. However we are 
now establishing the optimum measurement conditions for the simultaneous observation and thus assume
 that we can gain novel insights about molecular mechanisms with detailed single-molecule analysis 
using the combined system.

研究分野：生物物理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
個々のタンパク質の構造とそのダイナミクス計測は、タンパク質の機能発現のメカニズムの直接的理解を可能に
することから、生命現象を理解する上で必須である。高速原子間力顕微鏡と一分子FRET計測の融合は、両手法の
欠点を補いタンパク質一分子のダイナミクスの詳細が定量的に解析できる。この手法でこれまで困難であった、
タンパク質のダイナミクス現象を計測できるようになり、生命科学分野の発展に大きなインパクトを与える手法
になると考えられる。本研究成果は、複合計測の実現可能性と萌芽を示すものであり、学術的意義は大きいと考
える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

糖鎖は細胞分化や免疫制御、神経活動といった様々な生命現象に関与していることから、核酸・
タンパク質とならぶ第３の生命鎖とも呼ばれ、その生物学的重要性に鑑み近年活発な研究が進
められてきた。糖鎖の生合成は糖転移酵素により触媒され、これまで生化学的手法による生成物
の解析や X線回折および NMRによる構造解析などで鎖合成の機構について研究されてきたが、
一分子レベルで酵素の構造ダイナミクスと糖鎖合成反応を計測する手法がなかったため、その
分子機構は未だ明らかになっていない点が多い。コンドロイチンは N-アセチルガラクトサミン
(GalNAc)とグルクロン酸(GlcA)の二糖の繰り返しによって構成される糖鎖で、糖転移酵素 K4CP
により合成される。K4CPは２つのドメインから構成され、糖鎖合成は連続的ではなく各ドメイ
ンの活性部位間を糖鎖が拡散によって行き来するような非連続的な伸張反応を行っているとす
るモデルが提唱されてきた。しかしながら、K4CP酵素のドメイン間にどのような構造変化が生
じ、それが糖鎖の伸張とどのように共役しているのかは不明で、本当に非連続的な合成反応を行
うのかについても決定的な証拠は得られていない。糖鎖合成の分子機構を完全に理解するには、
従来の生化学・構造解析法に加えて、一分子計測アプローチで酵素の構造ダイナミクスと糖鎖の
伸張を同時に観察することが極めて重要である。 
 また、糖鎖は非共有結合的に集合してセルロースのような難分解性の結晶を形成し、植物細胞
壁成分などで地球上に大量に存在するためにバイオマスとしての利用価値が大きい。セルロー
スは多糖加水分解酵素であるセルラーゼによって二糖単位で加水分解され、セルロース上を連
続的に移動しながら加水分解することが明らかにされている。セルラーゼによる結晶性多糖の
加水分解は、素過程として、１．セルロース単分子鎖の結晶表面からの引き剥がし（脱結晶化）、
２．触媒トンネルへの取り込み、３．結合の加水分解、４．生成二糖の解離、を含む。しかしな
がら、これらの素過程のうちどれが反応の律速過程なのかは明らかになっていない。さらに、１．
の脱結晶化がどのように引き起こされるのかは全く分かっていない。これらを明らかにするに
は、加水分解反応の素過程と構造変化を一分子レベルで同時に計測するアプローチが必須であ
った。 

２．研究の目的 
 高速AFMはタンパク質の並進運動や構造変化などのダイナミクスを溶液環境下で可視化でき
る手法であるが、空間分解能は 2-5nm 程度であり、タンパク質内部の微小な構造変化を定量的
に検出することは困難である。一方、蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)は、近接した２個の色素分
子間（ドナーとアクセプター）のエネルギー移動による色素分子の蛍光強度変化を検出する手法
であり、観察対象分子の２カ所の位置を色素分子(FRET プローブ)で標識することで、分子の構
造変化に起因する色素間距離の変化を定量的に計測することができる。そこで、本研究ではこれ
ら 2 つの一分子計測手法を融合し、高速 AFM と一分子蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）の同
時計測可能なシステムを開発し、糖鎖合成と分解過程における酵素のダイナミクスを一分子レ
ベルで解析できる基盤技術を確立することを目的としている。 

３．研究の方法 
 まず、高速 AFMと一分子 FRETの同時観察が可能なシステムを構築する。具体的には、これ
まで開発してきた高速 AFM／全反射蛍光顕微鏡に、FRET 検出のために２色の蛍光を同時に計
測できるようイメージスプリッティング光学系を組み込むとともに、光学系と同時計測のため
の各種パラメーターの最適化を行なう。同時に、糖転移酵素 K4CPおよび糖加水分解酵素セルラ
ーゼの FRET計測のための蛍光標識の最適化を行なう。これら全てが成功した後、高速 AFM/一
分子 FRET 複合機により K4C 及びセルラーゼが機能している様子を高速 AFM で観察すると同
時に、FRET効率の計測を行い、機能動態の詳細を解析する。 

４．研究成果 
 以下に実施項目ごとの研究成果について述べる。 
1. 高速 AFM/一分子 FRET複合システムの開発： 現行
の高速 AFM／全反射照明蛍光顕微鏡に、２色蛍光を同
時観察できるイメージスプリッティング光学系を組み
込み、高速 AFM観察と同時に 1分子 FRET観察が可能
な複合機を開発した（図１）。FRET 光学系システムを
組み込んだ状態でも高速 AFM は問題なく動作し、ま
た、FRETプローブ導入済みのセルラーゼ TrCel6Aがセ
ルロースに沿って連続運動する様子を観察し、複合機
の動作確認を行った。 

 
図 1: 高速 AFM/一分子 FRETシステム. 
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2. 糖転移酵素 K4CP および糖基質の蛍光標識：

K4CP はタンパク質表面に３つのシステイン残基
を持つ。K4CPを Alexa647で標識し、質量分析法
（LC-MS/MS）を用いて調べたところ、Cys674の
みが Cy3 で標識されていることが分かった。ま
た、K4CP-Alexa647は酵素活性を維持しているこ
とも確認できた。次に、K4CP-Alexa647 で FRET

が検出できるかどうかを 1分子 FRETで確かめた
結果、高濃度の K4CP-Alexa647 (10 nM) をガラス
基板へ吸着させ、低濃度の糖基質 CH4-Cy3 (1 nM)

を結合させる条件で FRET信号を検出することが
できた（図 2）。この場合、糖基質 CH4-Cy3が K4CP-Alexa647へ結合することで FRETが起こり、
糖基質の解離により FRET が消失すると解釈できる。また、長さが異なる糖基質 CH6-Cy3 と比
較すると、CH4と CH6の FRET効率に違いが見られた。糖鎖が短い CH4では FRET効率 0.9の
分子が 64 %で、FRET効率 0.4の分子が 36 ％であった。その一方、糖鎖が２糖ほど長い CH6で
は FRET効率 0.9の分子が 10 %で、FRET効率 0.6の分子が 90 %であった（図 3）。K4CPの結晶
構造を元に、糖基質（CH4, CH6）の結合位置を推
定すると、Cys674 との距離は CH4 の方が近い
（CH4では 1.04 nm, CH6では 1.39 nm,）ことが分
かり、この距離の違いが FRET効率の違いを生じ
ていると考えられる。さらに、K4CP-Alexa647に
糖基質 CH4-Cy3を加え、単糖である UDP-GalNac

と UDP-GlcAを加えると、段階的に FRET効率が
減少する分子が見られた（図 4）。糖鎖の伸張に伴
い K4CP-Alexa647と CH4-Cy3が離れ、FRET効率
が減少したと解釈できる。これらの結果から、
K4CPの FRET標識試料は完成し、糖鎖の成長を FRET効率の変化から検出できることが確認で
きた。 
 次に、高速 AFM/一分子 FRET 複合機での観察を試みた。高速 AFM画像では K4CP の２つの
ドメインが近づいたり離れたりする様子を観察することができた（図 5）。 

3. 糖鎖分解酵素セルラーゼ TrCel6A の蛍光標識：セルラーゼ TrCel6A の触媒ドメインにある
Ser386 とセルロース結合ドメインにある Thr19 にそれぞれシステイン残基を導入し、マレイミ

 

図 2: K4CP-Alexa647と糖基質 CH4-
Cy3との FRET検出. 
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図 3: CH4-Cy3（左）と CH6-Cy3（右）の
FRET効率. 
 

 
図 4: K4CPの段階的な FRET効率の減少. 

 

 

 

 

 

 

図 5: K4CPの高速 AFM画像. 



ド反応で蛍光色素を標識
した。1分子 FRET計測の
結果、520 nmの励起光下
（Cy3の励起波長）におい
て Alexa647の蛍光が観察
されたので（図 6）、FRET
を検出できたと考えられ
る。FRET効率のデータを
解析すると FRET効率 0.7
（83 ％）と 1.0（17 %）の
２種類が見出された（図
7）。また、FRET効率は、
セルロース結合ドメイン
と触媒ドメインが十分近
い距離にある場合（FRET
効率 1.0）は分布がシャープになる一方、2つのドメイン間の距離が長い場合（FRET効率 0.7）
は、広く分散した分布が得られた。これは TrCel6Aのセルロースへの結合様式がいくつも存在し
ていることを示唆している。 
 高速 AFM/1分子 FRET複合機で同時観察を試みたが、セルロースに結合する TrCel6Aを頻度
よく観察することが困難であった。FRETを検出する実験条件（~ pM）では TrCel6Aの濃度が低
く、高速 AFM で頻度よく観察することが困難で、その一方で、高速 AFM で観察できる濃度で
は、FRETを検出するには濃いという問題があった。 
本研究課題の実施により、高速 AFM と一分子 FRET の複合装置の開発に成功し、また、高速

AFM/一分子 FRETのための分子への蛍光標識の条件もかなり詰めることができた。現時点では、
未だ同時測定に最適な基板や測定条件を見出すことはできていないが、期間終了後も継続して
実験をすすめることで、近い将来可能になると期待している。本研究課題で開発した装置はタン
パク質の機能発現機構の解明の手法として大きな潜在力を有しており、一分子ダイナミクス計
測の新規計測手法の開発の観点から萌芽的研究の目的は十分達せられたと考えている。 
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