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研究成果の概要（和文）：

本プロジェクトは、我々が開発した微小体積、放射光高圧小角散乱システムを高度化し細胞

骨格タンパク質のフィラメントの安定性を評価した。高圧ジャンプという緩和法により、アク

チン類似タンパク質 ParM、FtsZ、Alfa、MreB のプロトフィラメント及び繊維束に関して安定性

を研究した。その結果、MreB、Alfa、ParM に関しては共著で原著論文 3報報告し、さらに、そ

の応用発展としてリゾチウムアミロイドの研究も行った。

研究成果の概要（英文）：

We improved our own designed synchrotron high-pressure jump small-angle

scattering system, by which stabilities on various cytoskeletal fibrous proteins were

explored. Actin homologue proteins, ParM , FtsZ, Alfa, MreB were studied, and the

result were published in three papres. We also applied the high-pressure system to

lysozyme amyloid filament.
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１．研究開始当初の背景
(1)細胞骨格繊維タンパク質フィラメントに
対する動的な構造解析法の必要性
真核生物における、アクチン、チューブリ

ン、原核生物におけるＦｔｓＺ、ＰａｒＭな
どは複数のプロトフィラメント高次構造を

形成し、細胞分裂、細胞構造、細胞内輸送の
多岐に渡って重要な働きを示す。これらのタ
ンパク質に共通な事は高分解能のＸ線結晶
構造が各単量体、マイクロチューブルでは高
分解能モデルがすでに分かっているにも関
わらず、複数のプロトフィラメント構造体の
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ダイナミクスを調整する力、相互作用がよく
分かっていない事にある。従来の研究は光学
顕微鏡かあるいは構造情報が得られない蛍
光強度変化を用いてこれらのフィラメント
構造体を研究してきたが、より詳しい構造情
報が必要とされていた。
(2)高静水圧力 X線小角散乱法の高度化
高静水圧力と X 線小角散乱を用いて蛋白質

おれたたみの研究が進んでいる。申請者は最
も早くこの重要性に気づき高圧小角散乱シ
ステムの開発を行ってきたが、圧力摂動の再
現性が悪かったので改善する必要があった。

２．研究の目的
(1)高圧ジャンプ装置に遊び体積の小さい圧
力計を導入し高度化を行う。それにより、従
来は再現性を出すのが困難であった高圧ジ
ャンプ測定を定常的に行う。
(2)アクチン類似タンパク質の安定性、物性
研究を行う。具体的には非常に安定なフィラ
メントアクチン、中間的性質を示す FtsZ、不
安定なフィラメントParMのヌクレオチドの
違いによる安定性の評価を行う。
(3)高圧ジャンプ法による緩和過程を X 線小
角散乱法で測定し、そのデータを解析するこ
とにより、活性化体積及び中間体の同定と構
造解析を行う。

３．研究の方法
(1) 高圧ジャンプ装置の高度化
下図は、高度化する以前の高圧Ｘ線ジャン

プ装置の圧力回路図である。高圧ジャンプ測
定にはポンプ側（透明ゲージ E）とハッチ内
観測セル近傍（灰色ゲージ E）の２つの圧力
ゲージが必要で高圧ジャンプの圧力ジャン
プ幅は２つのゲージの圧力値によって決ま
る。灰色圧力ゲージはストレインゲージであ
るが透明な部分の方は遊び体積の大きいブ
ルドン管ゲージを使用していた。それを、ス
トレインゲージにする事によりより正確な
圧力ジャンプ測定が可能となり実験の再現
性が大幅に向上した。

(2) 高圧ジャンプ X 線小角散乱測定による時
系列データの解析。

圧力を急激に上げること、一般にかい離し
た状態の方がモル体積は減少するので繊維
はかい離する。それに伴い上図のように散乱
曲線が変化するのでそのデータを解析する。

４．研究成果
(1) 細胞骨格繊維タンパク質 ParM プロトフ

ィラメント安定性に対するヌクレオチド
の寄与の解明

ParM は原核生物のアクチン相同タンパク
質でプラスミド分離に関わっている。ParM フ
ィラメントは、高圧小角散乱測定の結果から
アクチンのように ATP ではなく GTP によって
重合、かい離が制御されていることが分かっ
た。



上の図は、ParM のプロトフィラメントに圧力
を加え安定性をみたものである。

上図は、1bar から 400bar へ圧力をジャンプ
させたときのかい離の様子を原点散乱強度
変化によってモニターしたものである。GTP
結合により ParM が不安定化されていること
がはっきりと分かる。

(2)細胞骨格アクチン相同繊維タンパク質の
繊維束の安定性の系統的解明
①超高熱菌 Thermotoga martime 由来 MreB
MreB は細胞内壁周辺にケーブル状の構造体

を形成し細胞の形を保持している。試験管内
では、ATP、GTP 存在下で広範囲の pH、イオ

ン強度で繊維束（繊維シート）を形作る。次
の図は ATP存在下で形成された繊維束が圧力

によりどのようにかい離していくか小角散
乱曲線で見たものである。
さらに、散乱ピーク強度値を圧力に対してプ
ロットしたものが下図である。
ヌクレオチドの違いにより繊維束の安定性
はほとんど変わらないことがこの図より分
かる。この耐圧性から MreB 繊維シートは、
アクチンのプロトフィラメントの安定性と
ほとんど差がないことが判明した。
②枯草菌 Bacillus subtilius 由来 AlfA
AlfA は DNA 分離タンパク質でアクチン、バ

クテリアアクチン相同タンパク質 ParM 及び
MreB と関連している。光散乱測定から ATP 存
在下での重合速度がアクチンの 50 倍程度で
あることが知られている。小角散乱測定から
このタンパク質は ATP 存在下、GTP 存在下い
ずれにおいても繊維束を形成するが両者の
形状の違いはほとんどない。

これらの繊維束の安定性を高圧小角散乱
測定を行った結果が以下に続く２つの図で
ある。AlfA は圧力が上昇するに伴いかい離が
進み、おおよそ 140Ma で繊維束がかい離して
いくことがわかった。散乱曲線の散乱強度の
変化を圧力でプロットすると繊維束の安定
性に関してヌクレオチドの種類は関係しな
いことが分かる。
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(3)研究成果のまとめと今後の展望
圧力軸を用いた生体分子計測は繊維タン

パク質の安定性を評価する際、温度と違い各
モノマーへの構造安定性への寄与が小さい
ので分子間相互作用を調べるには有効な手
法である。しかしながら、過去、顕微鏡像で
見るか光散乱で間接的に観察することが一
般的であった。高圧小角散乱測定はフランス
などを中心として行われているが、主に平衡
状態で観測されている。しかし、平衡状態測
定のみでは再会合などの副次過程により、細
胞骨格繊維タンパク質のダイナミクスを調
べるのには不十分である。本プロジェクトは、
微小体積高圧小角散乱測定により時分割測
定ができるようになった点が大きな成果と
いえる。

ただ、今回取り扱った系の多くがプロトフ
ィラメントではなく繊維束であり、分解能的
には X線散乱より大きな次元の対象物であっ
た。それ故、小角散乱の構造解析手段として
の能力を十分発揮できなかった点がある。ま
た、高圧小角散乱装置自体のメンテナンス性
が悪く、データ量が十分集められなかったの
で、今後は装置の改良も継続して行う必要が
あると考える。
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