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研究成果の概要（和文）：X線1分子追跡法Diffracted Xray Tracking DXTは、目的のタンパク質をナノ結晶で標
識し、ナノ結晶からのX線回折スポット の角度変化を観測することでマイクロ秒の高時間分解能、ナノメートル
の高空間分解能で１分子の内部運動を捉えることができる。この先端的オリジナル計測法を、このDXTを単色X線
を用いた回折強度の自己相関や強度揺らぎを測定することで回折スポットの運動速度を評価できることを実験室
Ｘ線光源の利用において確認した。この単色X線を使用した回折１分子計測法では、回折X線強度の明確な点滅
（X線ブリンキング）を発見した。

研究成果の概要（英文）：Diffracted X-ray Tracking (DXT) is a method of labeling a protein of 
interest with nanocrystals and observing the angular change of the X-ray diffraction spot (Laue 
method) from nanocrystals, microsecond High time-resolution, high spatial resolution of nanometer 
can capture the internal motions of single protein molecule. As a result of this research on this 
advanced original measurement method, we can evaluate the movement speed of the diffraction spot by 
measuring the autocorrelation and the intensity fluctuation of the diffraction intensity using 
monochromatic X-ray as this research result as a laboratory X-ray source. In this diffractive single
 molecule measurement method using monochromatic X-rays, we have found a clear blinking (X-ray 
blinking) of diffracted X-ray intensity.

研究分野： X線1分子計測

キーワード： Ｘ線　放射光　1分子　分子動態　天然変性タンパク質　時分割計測技術　自己相関　ブリンキング現象

  ６版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
社会問題となっている認知症に関連する注目タンパク質1分子の動態挙動の極めて微妙な変化を早期診断システ
ムとして、実験室レベルの施設を用いて評価することのできる診断技術の基盤構築に成功したことは極めてその
意義は大きいと考えている。社会実装に向けて、すでに数社から装置市販化のお誘いを受けている。しっかり、
進めていきたい。
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１．研究開始当初の背景 
 
アルツハイマー病の原因分子と言われて

いるタウタンパク質分子やパーキンソン病
の主原因である αシヌクレインの構造動態特
性を、大型放射光源を用いたＸ線１分子追跡
法で 1 分子計測した結果、特異的な分子構造
動態の確認に成功しました。疾病で注目され
ている多くの天然変性タンパク質分子
(Intrinsically Disordered Protein: IDP)を対
象にできる実験室レベルの１分子計測を実
現し、より臨床的超高感度 1 分子評価装置に
近づけることのできる１分子評価技術の必
要性が議論され始めました。 
 
２．研究の目的 
 
特異的分子内部運動が極めて遅い天然変

性タンパク質分子 IDP の高精度１分子計測
に適した秒レベル時分割性ピコメートル微
小構造変化検出可能なＸ線１分子評価装置
を実験室Ｘ線光源によって、従来の大型放射
光施設がなくてもデータがとれるような装
置を実現しコンパクト化を促進します。 
 
３．研究の方法 
 
計測原理であるＸ線 1 分子追跡法

Diffracted X-ray Tracking DXT は、今まで
得大型放射光施設が必要であったが、実験室
光源を用いて分子内部運動を検出できるよ
うに改良する。原理的な部分から見直す必要
がある。 
 
４．研究成果 
 
4.1 Ｘ線ブリンキング現象の確認 
 

X 線 1 分子追跡法 DXT は、目的のタンパ
ク質をナノ結晶で標識し、ナノ結晶からの X
線回折スポット （ラウエ法）の角度変化を
観測することで、マイクロ秒の高時間分解能、
ナノメートルの高空間分解能でタンパク質
１分子の内部運動を捉えることができる。こ
の先端的オリジナル計測法を、本研究成果と
して、この DXT のラボ化を目的に、単色 X
線を用いた回折強度の自己相関や強度揺ら
ぎを測定することで回折スポットの運動速
度を評価できることを実験室Ｘ線光源の利
用において確認した。この単色 X 線を使用し
た回折１分子計測法では、回折 X 線強度の明
確な点滅（X 線ブリンキング）を発見した。 
タンパク質１分子の観察は驚異的な発展を
遂げており、生体内における分子ダイナミク
スを高速・高精度性に観察することが可能と
なってきた。 
量子プローブ唯一の 1 分子動態情報を取得
できる DXT は、佐々木らによって 1998 年に
考案され、今日まで困難と言われてきた巨大

分子に対しても分子動態を明確化してきた。
DXT は目的のタンパク質をナノ結晶で標識
し、ナノ結晶からの X 線回折スポット （ラ
ウエ法）の角度変化を観測し、マイクロ秒の
高時間分解能でかつナノメートルの高空間
分解能で１分子の内部運動計測を実現した。
分子動態計測は色々な系で実現しており、
DNA や 膜 タ ン パ ク 質 分 子 (bR, KcsA, 
nAChR,α7AChR, AChBP, GLIC)の分子内部
運動の 1 分子計測に成功してきた。しかし、
現在までDXT法はそれほど普及していない。
普及しない１つの理由に、白色Ｘ線を用いた
計測であることが挙げられる。通常の放射光
施設は 9割以上のユーザーが単色Ｘ線を利用
するので、近年では、ビームライン設計段階
で白色Ｘ線の利用は検討されることは少な
くなってきた（最近は徐々に白色Ｘ線が見直
されてきた）。そこで我々は、DXT を改良し
て多くのユーザーに使われることを目的に、
単色X線を用いた回折強度の自己相関を測定
することで回折スポットの運動特性評価の
可能性を提案し、実験的に確認することに成
功した。この単色 X 線を使用した回折１分子
計測法では、回折 X 線強度の明確な点滅（Ｄ
Diffracted X-ray Blinking X-ray: 回折 X 線
ブリンキング）を検出することができた。   
我々は、この X 線ブリンキングから生体内
の局所的な環境に依存した単一分子動態を
評価した。X 線ブリンキングにおける回折ス
ポットの自己相関は１分子の運動速度と高
い相関を示し、また時間情報を含まない回折
スポットの強度揺らぎからも１分子の運動
速度を評価できることがわかった。さらに、
相互相関解析を行なうことで、回転スポット
の運動方向の情報を得ることができること
を 示 し た 。 こ れ ら の 実 験 は SPring-8 
BL40XU 放射光施設での実現だけではなく、
実験室 X 線光源（Rigaku FR-D）を利用して
行われ100ミリ秒の時分割性で実測すること
に成功した。 

図：実験室Ｘ線光源 FR-D の写真と DXT の
原理図 
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4.2 タウ分子を用いた動態評価と実験室光源
の利用 
 

実験は，タウタンパク質 1 分子の動態挙動
計測を確立するためにリン酸化反応時の動
態計測を行った。リン酸化反応は，ヒトの神
経細胞中でタウタンパク質をリン酸化して
いる cyclin-dependent kinase 5 (CDK5)と
glycogen synthase kinase 3β (GSK-3β) を
用いてタウタンパク質をリン酸化して測定
した。タウタンパク質のアミノ酸配列にはセ
リン（Ser）とスレオニン（Thr）というリン
酸化を受けるサイト（リン酸化サイト）が複
数存在しており，CDK5 と GSK-3βはそれぞ
れリン酸化をするサイトが異なる。試料とな
るタウタンパク質は同志社大学生命医科学
部の宮坂助教から提供いただいた。最初は、
Ｘ線 1 分子追跡法で高輝度 X 線を用い、全て
の実験は大強度の準白色光の利用が可能で
ある SPring-8 BL40XU 及び KEK PF-AR 
NW14A にて行い、このサンプル系を実験室
Ｘ線光源で確認した。 

X 線 1 分子追跡法では，水溶液中における
タンパク質のブラウン運動を観測している
ため，統計処理指標として平均二乗変位
（Mean Square Displacement：MSD）を用
いた。MSD はある決まった時間幅の中での
運動の始点と終点の距離の二乗の総和量を
表す。タウタンパク質をリン酸化酵素 CDK5
でリン酸化した条件（CDK5）及び GSK-3β
でリン酸化した条件（GSK-3β）について測
定を行ったところ，CDK5 を用いてリン酸化
された場合には分子内運動がより大きくな
ることが分かった（下図）。一般にリン酸化
によってタンパク質分子には負電荷が 2価付
加されて親水性が増すため，水溶液中でより
安定になって大きく揺らいだと考えられる。
一方，GSK-3β を用いてリン酸化された場合
に MSD の値が減少したことから，分子内運
動が低下するという特異的な結果が得られ
た。 

 
図：タウタンパク質のリン酸化酵素による分
子動態の変化 

 
続いて，タウタンパク質分子中で GSK-3β

によるリン酸化によって分子内運動に影響
を与えるリン酸化サイトを特定するために，
Thr181・Ser199・Ser202・Thr205・Thr231・
Thr235 の各リン酸化サイトを，リン酸化の
影響を受けないアラニン（Ala）に置換した
変異体に対して，それぞれ GSK-3βを用いて
リン酸化した。その結果，Thr205 と Thr231
をアラニンに置換した変異体（T205A 及び
T231A），天然状態に比べて分子内運動は変
わらないか，むしろ運動が大きくなる結果と
なった。1 次元ヒストグラムの解析結果から
も，天然状態（Native）では低移動度側のピ
ーク面積がGSK-3βでのリン酸化に伴って増
加しているのに対して，T205A と T231A で
は低移動度側ピークの面積が変化しないま
たは減少していたことより，測定しているタ
ウタンパク質分子全体の分布として運動が
低下していないことがわかった。また，
SDS-PAGE を用いて CDK5 と GSK-3βでリ
ン酸化されているサイトを確かめたところ，
Thr205 と Thr231 は，CDK5 ではリン酸化
されずGSK-3βによってリン酸化されるサイ
トであることが分かった。これらの結果から，
Thr205 及び Thr231 がリン酸化されること
でタウタンパク質の分子内運動が低下する
ということが示唆された。 

図：タウタンパク質の変異体を用いた分子動
態の変化 
 
以上の実験のようにリン酸化酵素を用い

たリン酸化は非常に複雑で，全てのタンパク
質分子の特定のリン酸化サイトが 100％リン
酸化されるということはないため，Thr205
と Thr231 をグルタミン酸で置換して疑似的
にリン酸化を行った変異体（T205E, T231E）
についてもX線 1分子追跡法で測定を行った。
その結果，T205E と T231E のいずれもが天
然状態（Native）に比べて分子内運動が低下
していることが分かった。  

これらの結果より，リン酸化されることで
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分子内運動が低下につながるサイトは
Thr205 と Thr231 であると特定できた。 

X 線 1 分子追跡法を用いて，CDK5 と
GSK-3βという 2 つのリン酸化酵素を用いて
タウタンパク質分子をリン酸化した際に生
じる分子内運動変化を計測した。その結果，
GSK-3β を用いてリン酸化した場合には分子
内運動が低下することがわかった。また，タ
ウタンパク質分子中に複数あるリン酸化サ
イトの中で，Thr205 と Thr231 がリン酸化
されることで分子内運動の低下につながる
ということを特定した。 
 同様のサンプル系を代表例として、実験室
Ｘ線光源を用いて、DXB にて測定した結果が
下図である。放射光実験と完全に一致した結
果が得られた。 
 

 
図：タウタンパク質のリン酸化酵素による分
子動態の変化 
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