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研究成果の概要（和文）： 

天然変性蛋白質の基質認識過程を含む、蛋白質の折れたたみや機能に関わる構造変化を検出す

るために、新規の一分子蛍光観測装置を開発した。まず、変性した蛋白質の物性（構造の多様性

とその運動性）を明らかにするために、酵母由来と緑膿菌由来のチトクロムcにこの方法を応用

した。得られた一分子蛍光データを局所平衡状態解析により解析した結果、変性チトクロムcは

約100ミリ秒の動的な構造多様性を持つことが明らかになった。次に、一分子観測装置を使用し

、基質結合に伴う糖質関連蛋白質の構造変化を測定した。解析の結果、基質が存在しないときに

、蛋白質の開閉運動がミリ秒の時間領域で観測された。この開閉運動が基質結合時間より十分に

遅いことから、この蛋白質はinduced fit型の基質結合様式を持つことが示唆された。今後、上

記の手法を天然変性蛋白質に応用することで、天然変性蛋白質の物性を明らかにできると期待さ

れる。 

 

研究成果の概要（英文）： 

We developed a new single-molecule fluorescence method to investigate folding and 
dynamics with functions of proteins including ligand-recognition of an intrinsically 
disordered protein. At first, to understand a physiological property of a denatured 
protein, we applied our method to obtain the fluorescence fluctuations of two 
denatured cytochrome c. The fluorescence traces show multiple conformations with the 
lifetime of ~100 ms in denatured proteins. Second, we investigated ligand-binding 
kinetics of maltose binding protein at a single molecule level. The single-molecule data 
shows fluctuations between open and close conformations with ~100 ms time scale in 
the absence of maltose. The comparison of its binding rate with the rate of the 
fluctuations suggests that the ligand-binding of this protein is explained by induced fit 
model. The application of our developed method to intrinsically disordered proteins 
will reveal their ligand-recognition process.    
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１．研究開始当初の背景 

天然変性蛋白質には、１）特定の構造を持

たない、２）他の生体分子（基質）と結合し

て、様々な構造へと折り畳まる、３）複数の

機能を持つ、という特徴がある。特定の構造

を持たないため、その特徴は構造を保持して

いる蛋白質とは大きく異なる。しかしながら、

「天然変性蛋白質が、どのように基質を認識

をして、特定の構造へ折り畳まれ、機能を発

揮するのか？」という基本的な機構がほとん

ど分かっていなかった。 
 

２．研究の目的 

変性蛋白質の物性や蛋白質の機能を明ら

かにし、天然変性蛋白質の基質認識機構を解

明する。 

 

３．研究の方法 

天然変性蛋白質を含む変性蛋白質の物性

や蛋白質の機能を明らかにするために、新規

の一分子蛍光観察装置を開発する。開発した

装置を使用し、天然変性蛋白質を含む変性蛋

白質の物性や蛋白質の機能を明らかにする。 

 

４．研究成果 

蛋白質の折れたたみや機能に関わる構造変

化を検出するために、新規の一分子蛍光観測

装置を開発した。この装置は、高出力の励起

系、キャピラリー・フローセル、球面鏡によ

る高感度・高視野の検出系から構成されてい

る。 

まず、変性蛋白質のモデルとして、酵母由

来と緑膿菌由来のチトクロムcを使用し、変性

蛋白質の構造多様性とその運動性を明らかに

した。開発した一分子蛍光装置を使用し、変

性条件でチトクロムcの物性を測定した。チト

クロムcに蛍光色素Alexa532, ATTO532を修飾

し、その色素の強度変動を観測することで、

蛋白質の構造とその運動性を調べることが可

能になる。酵母のチトクロムｃでは、様々な

変性条件で、30以上の蛍光強度の時系列デー

タを得た。局所平衡状態解析によりデータを

解析した結果、変性した蛋白質はミリ秒の動

的な構造多様性を持つことが明らかになった

。次に、緑膿菌由来のチトクロムｃでは、5

ミリ秒の時間分解能を持ち、全長が数秒程度

の一分子時系列データが約150本得られた。デ

ータを局所平衡状態解析で分析したところ、

複数の局所平衡状態を特定でき、それらの状

態間の遷移も観測された。これらの結果は、

過渡的な、ある特定の構造を持つ準安定状態

が変性状態には有意に存在することを示唆す

る。さらに、過渡的な状態は、折り畳みの核

として働くと推測され、天然変性蛋白質では

基質認識を促進する因子であると考えられる

。 

次に、一分子観測装置を使用し、基質結合

に伴う糖質関連蛋白質の構造変化を測定した

。上記と同様に、蛋白質に付加した蛍光色素

の蛍光強度変化を測定し、基質結合過程を測

定した。解析の結果、基質が存在しないとき

に、蛋白質の開閉運動がミリ秒の時間領域で

観測された。基質結合時間と比較し、観測さ

れた運動が遅いことから、この蛋白質は

induced fit型の基質結合様式を持つことが

示唆された。天然変性蛋白質は基質がない状

況下で特定の構造を持たないことから、同様

のinduced fit型の基質結合様式をもつと推

定される。 

最後に、本研究では、天然変性蛋白質の基

質認識機構を明らかにする実験手法を確立し

た。今後、天然変性蛋白質に応用することで

、その基質認識機構を明らかにできると期待

される。 
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