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研究成果の概要（和文）：一分子蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)測定によりタンパク質の折り畳みの際の遷移経
路を追跡することを目指した。これまで開発してきたライン共焦点光学系とマイクロ流路を組み合わせた装置は
時間分解能が不十分であった。そこでハイブリッド光検出器を導入し、時間分解能を劇的に改善した。装置評価
のため二重蛍光標識した分子モーターF1-ATPaseの構造変化追跡を試みた。10マイクロ秒分解能で10ミリ秒の長
さの一分子FRET効率時系列が得られた。残念ながらATP加水分解に伴うF1-ATPaseの速いFRET効率変化はとらえら
れなかったが、生体高分子構造変化の遷移経路を追跡可能な一分子測定手法が確立できた。

研究成果の概要（英文）：We aimed to track transition paths on protein folding events by 
single-molecule fluorescence resonance energy transfer (FRET) measurements. The time resolution of 
our existing line-confocal microscope combined with microfluidic chip was insufficient for tracking 
the transition events. To improve the time resolution, we built a new system based on hybrid photo 
detectors (HPD). By introducing HPD to the line-confocal microscope, we could obtain the 
single-molecule FRET traces with the time resolution of ten microsecond and the observation time of 
more than ten millisecond. As the target for the tracking of the transition path by using the new 
system, we tried to observe the fast conformational changes of F1-ATPase induced by the ATP 
hydrolysis. Unfortunately, although the conformational changes of F1-ATPase could not be observed, 
the method of single-molecule fluorescence measurement for tracking transition paths of biopolymer 
conformational changes was established.

研究分野： 生物物理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質などの生体高分子は機能発現時に多くの場合立体構造が変化し、構造変化時にたどる遷移経路は酵素
反応や分子生物学的過程と深く関わる。遷移経路の理解は、タンパク質が関わる疾病の治療や、人工タンパク質
の創製などに有益であり、社会的に重要である。近年、分子動力学計算によって、計算機では生体分子の構造転
移を追跡できるようになったが、実験的手法はほとんどない。本研究で開発した一分子の蛍光共鳴エネルギー移
動(FRET)効率を10マイクロ秒分解能で追跡する手法はその有力な候補である。この手法は広範な生体高分子の構
造変化の遷移経路追跡に適用可能であるため、学術的にも重要である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
タンパク質や核酸などの生体高分子が生体中で様々な機能を持ち、機能発現時には多くの場

合立体構造が変化する。本研究の対象は、この生体分子の構造変化の最中にたどる遷移経路で
ある。本研究では特にタンパク質の折り畳み構造転移の際の遷移経路に注目した。多くのタン
パク質は条件が整っていれば、ほどけた変性状態から、自発的に折り畳まれる。一般に、100
アミノ酸残基程度の比較的小さなタンパク質の折り畳み過程は、折り畳んだ状態とほどけた変
性状態の二つの構造状態があり、その状態間にはエネルギー障壁があるという単純なモデルで
表現できることが知られている。このモデルで考えると遷移経路は、エネルギー障壁を越える
際の経路である。複雑な高分子であるタンパク質の折り畳みが、なぜこのような単純なモデル
で表現でき、比較的短い時間で正確に進行するのかは未解決の問題であるが、その問題の解決
を難しくしている原因の一つは、遷移経路の観測が困難なためである。つまり遷移経路につい
ての情報を得ることができれば、タンパク質の折り畳みを本質的に理解することにつながる。 
比較的短い時間でタンパク質が折り畳むといっても、ミリ秒から秒以上の時間が必要である

のに対して、折り畳み構造転移における遷移経路通過時間はミリ秒より短い時間である。つま
り、遷移経路通過は非常に稀なイベントであり観測が難しい。しかし、近年、高性能の分子動
力学(MD)専用計算機の開発によって、これまでは困難であったミリ秒間以上のタンパク質の全
原子 MD シミュレーションが可能になり、計算機の中では折り畳み過程を追跡することが可能
になってきている。この計算結果には遷移経路の情報が含まれているが、長時間 MD 計算と直
接比較できる実験的手法は現状ほとんどない。その実験的手法で最も有力な候補が、二種類の
蛍光色素でラベルしたタンパク質分子に対して一分子蛍光測定を行い、色素間の蛍光共鳴エネ
ルギー移動(FRET)効率を追跡する方法である。 
しかし、一分子 FRET 測定には、単位時間あたりに一分子から得られる蛍光光子数によって

時間分解能が制限されるという致命的問題がある。MD 計算から得られている遷移経路通過時
間は数十マイクロ秒より短いが、既存の実験手法では、1 マイクロ秒当たり 1 光子以下しか検
出することができず、ミリ秒の時間分解能が限界であった。我々は本研究以前に独自の方法で
一分子からの蛍光光子を増やすことに成功し、100 マイクロ秒の分解能で一分子の FRET 効率
を追跡できる装置を開発した。 
以上のように、計算機の高性能化と、一分子蛍光測定の高感度化、高時間分解能化により、

生体高分子の構造変化の遷移経路を観測することが、実験と計算の両方で現実的なものとなっ
てきている。 
 
２．研究の目的 
長時間分子動力学(MD)計算によって遷移経路の探索が計算機上では可能になったが、実験的

な遷移経路観測は難しかった。そこで本研究では時間分解能が 10 マイクロ秒以下、一分子を
追跡できる時間を 20 ミリ秒以上である一分子 FRET 測定装置を開発し、二重蛍光標識された
タンパク質の溶液中での構造変化追跡を目指した。さらに MD 計算の結果と比較し、タンパク
質折り畳み構造転移の遷移経路の詳細に迫ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
タンパク質にラベルされた蛍光色素からより多くの蛍光光子を得るために、マイクロ流路フ

ローセル中に試料溶液を連続して導入する方法を考案した。溶液中の溶存酸素はどんな添加剤
よりも強力な蛍光色素の励起三重項状態の消去剤になる反面、溶存酸素から生じる活性酸素は
蛍光色素を光退色させる原因にもなる。そこで、試料溶液を常に置換し続けることで、活性酸
素や、光退色した分子の濃度上昇を抑える。そうすることで、高強度のレーザーで蛍光色素を
励起することが可能になり、より多くの蛍光光子を取り出せる。 
この手法と組み合わせるために私達が開発した高時間分解能一分子 FRET 測定装置がライン

共焦点顕微鏡である。この装置は共焦点顕微鏡の光学配置を参考にして設計した。照明光路の
途中にシリンドリカルレンズを配置されているため、対物レンズの焦点でライン状の照明領域
が形成される。この焦点に、石英製のマイクロ流路チップを配置し、希薄な試料溶液を連続し
て導入し続け、照明領域を通過する分子からの蛍光を検出する。検出光学系には背景光を除去
するスリットと、蛍光分光のためにダイクロイックミラーを配置した。これによって二種の蛍
光色素で標識されたタンパク質分子の FRET 効率を追跡できる。本研究ではこの装置を再設計し、
大幅な性能向上を目指した。 
装置の第一の改良点は時間分解能の改善のための検出器の変更である。私達の既存の研究で

は、検出器として電子増倍高型 CCD カメラを用いた。蛍光一分子が流路中を流れる時の軌跡を
撮影し、CCD の１画素当たりに入射した光子数を後から読み出すことで蛍光光子数の時間変化
を追跡した。この方法では、溶液の流速を上げることでしか時間分解能が向上しないが、流速
を上げると一分子あたりの観察時間が短くなってしまうため、遷移経路観測には向いていなか
った。そこで、CCD の代わりにハイブリッド光検出器(HPD)を用いた。HPD はリアルタイムの一
光子計数が可能な高感度光検出器であるため、光子数読み出し処理と試料の流速の制限を受け
ずに時間分解能の改善が見込める。HPD は高感度アバランシェフォトダイオードよりも受光面
積が大きいため、カメラを置換するのにも都合が良かった。 
第二の改良点は、一分子当たりの観測時間を伸ばすための、流路系全体の改良である。観測



時間を伸ばすためには試料溶液を導入する流量を下げれば良いが、現状の流路系では毎分 30
ナノリットル以下の極小流量での導入が必要になる。流量が少なくなればなるほど、流路に残
った微小な気泡や気圧の変動によって安定した流れを作るのが難しくなる。そこで、気泡を除
去しやすくするために、流路系全体の低デッドボリューム化を行った。また微弱な圧力変動の
影響を受けにくくするため、フローセルの断面積や長さを見直して、フローセルの配管抵抗を
調節し、低流量への最適化を行った。 
新しい装置の評価をするために、分子モータータンパク質 F1-ATPase の ATP 加水分解にとも

なう構造変化の遷移経路を追跡することを目指した。F1-ATPase のαとβサブユニットは ATP
の結合と加水分解にともなって、closed 型と open 型の間を構造変化する。新しい装置にとっ
て都合が良いことに、ATP 高濃度条件で F1-ATPase は、ATP を数ミリ秒の時定数で加水分解す
る。βサブユニットに L398C の変異が導入された thermophilic Bacillus 由来の F1-ATPase の
α3β3γ 複合体にドナーとアクセプターの蛍光色素を二重標識し、1 mM ATP 存在下で蛍光色素
間の FRET 効率変化を追跡した。 
 
４．研究成果 
(1) 一分子蛍光 FRET 測定に装置の改良と性能評価を行った。まず、検出器をこれまでの電子増
倍型 CCD カメラから HPD に変更した。 しかし、検出器の変更によって結果的に背景光の影響が
大きくなってしまった。そこで、一分子からの蛍光の検出を阻害せずに背景光を除去すること
ができる最適な検出スリット幅を実験によって調べ、10 μmと決定した。 
また、高頻度で検出器に到達する光子をもれなく数え上げるためには、高速で光子計数を行

うカウンターが不可欠である。そこで、安価な汎用カウンター、時間相関一光子カウンター、
800 MHz 光子カウンターの三種類の光子計数システム用意し、HPD からの信号をカウントし評価
した。800 MHz 光子カウンターだけが、10000 カウント/ms 以上の光子計数においても線形性が
保たれており、HPD とともにこのカウンターを用いれば、十分高速な光子計数が可能であるこ
とが分かった。新装置で二重蛍光標識されたプロテイン A の B ドメイン(BdpA)の一分子 FRET
測定を試みた。その結果、10 マイクロ秒時間分解能で 10 ミリ秒程度の長さの一分子 FRET 効率
時系列が得ることに成功し、新装置が十分な性能を持つことを確認できた。 
 
(2) 装置の性能評価も兼ねて二重蛍光標識した分子モーターF1-ATPase 一分子の回転に伴う構
造変化追跡を試みた。BdpA の場合と同様に 10 マイクロ秒時間分解能で 10ミリ秒以上の長さの
一分子 FRET 効率時系列が得られた。構造変化が速い ATP 存在条件と遅い ATPγS存在条件では
FRET 効率の出現頻度分布に違いが見られたが、当初期待していた ATP 存在下での構造変化に相
当する速い FRET 効率変化はとらえられなかった。現段階でこの結果を解釈することは難しい 
が、チオリン酸とリン酸では、F1-ATPase から解離するタイミングの違いが見えている可能性
がある。、 
 
本研究によって生体高分子構造変化の遷移経路を追跡可能な一分子蛍光測定手法が確立でき

たため、今後様々な試料に対して分子動力学計算と比較できる実験が可能であると考えている。 
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