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１．研究実施の概要 

 本研究は、蛋白質の折り畳み運動を一分子レベルで観察する実験的手法と、得られた一

分子の時系列データを解析する理論的手法を開発し、蛋白質の折り畳み運動の特性を理解

することを目的として計画された。この目的を達成するために、大阪大学（高橋グループ）、

広島大学（三本木グループ）、神戸大学（小松崎グループ）にそれぞれ研究グループを形成

し、1）一分子を観察する新しい実験技術の開発と観測（高橋グループ）、II）一分子観察

に適した蛍光ラベル化蛋白質の製作（三本木グループ）、III）一分子観察実験のための新

しいデータ解析手法の開発（小松崎グループ）、という個別テーマを設定した。さらに、三

つのグループ間で議論を重ねることで、異なる研究グループで得られた知見の相乗効果に

よる成果を期待した。 

 平成１７年度の研究実施の概要は以下の通りである。高橋グループが担当した第一のテ

ーマでは、蛋白質試料がキャピラリー流路を一分子レベルで流れる過程を、蛍光強度の変

化から検出する手法の開発を行なった。一分子観察のためのさや流セルをはじめとする

数々の装置上の改良を導入し、一分子データの取得を容易にする手法を開発しつつある。

三本木グループが担当した第二のテーマでは、多種多様な生物由来のシトクロム c を遺伝

子工学の手法で調整することを可能にし、各試料の安定性やバルクでの折り畳み特性の観

測を進めている。小松崎グループが担当した第三のテーマでは、一分子時系列情報からそ

の背後に潜む系の状態空間の動的構造を推定するための解析手法を、数々の新しいアイデ

ィアをもとに開発している。 

 以上のグループごとの努力の他に、グループ間の研究進度を半年に一度ずつ開催し、未

成熟の結果やアイディアを議論する機会を持った。このように、本研究は目的に向けて成

果を挙げつつある。平成１８年度以降は、グループ間の議論だけではなく、実際の共同研

究を展開することで新しい展開が期待される。 



２．研究実施内容 

I）新しい一分子観察法の開発と折り畳み運動の測定（高橋グループ） 

 蛋白質の折り畳みダイナミクスを一分子レベルで観察する手法の開発が高橋グループの

研究テーマである。平成１６年度に引き続き、１７年度も実験装置の開発とデータ取得条

件の最適化を検討した。具体的には、以下に示す１）および２）の装置開発を行なった。

さらに、３）の観測を行ない、開発した装置の性能を確認した。 

 １）一分子観察システムの開発：一分子運動をサブミリ秒の時間分解能で観測するシス

テムとして、レーザーとイメージインテンシファイアー、及び CCD カメラによる系を構築

した。また、レーザー光を変調することでデータに時間マーカーを入れるための EO 変調素

子を導入した。さらに、ミリ秒の時間分解能で長時間の一分子データを観測するための別

の検出システムも構築した。このシステムでは、ゆっくりと試料をセルに流し、EMCCD カメ

ラにより長時間の連続読み出しを行なう手法を採用した。 

 ２）一分子の蛍光観察のための「さや流セル」の開発：一分子レベルの試料を扱うため

に、フローセル内面に試料が吸着を起こさずに、一定流速で流れることが必要である。ま

た、蛍光の集光効率の良い顕微レンズを使うために、試料はキャピラリーセルの中心の限

られた空間内を流れる必要がある。そのため、セルの中心部分にのみ試料を流すためのさ

や流セルを開発した。特に、ベイバイオサイエンス社（神戸）に依頼し、セルソーターと

いう装置に使われるさや流セルを、特別に我々の実験目的に合うようにデザインした。こ

のセルを用いることで、試料の吸着の問題をある程度回避できるようになった。また、被

写体深度の浅い顕微レンズを用いても、焦点位置に分子を流すことが可能になった。 

 ３）平衡条件下における折り畳み過程の一分子観測：三本木グループにより供給された

シトクロム c に蛍光色素をラベルし、平衡条件下で折り畳み転移の観察を行った。得られ

た一分子の蛍光トレースは、様々な強度の間を比較的ゆっくりと行き来した。蛍光強度の

頻度分布を計算したところ、集団変性観察から推定された N、I、U 状態に対応する三つの

ピークが確認された。ピーク分布のグアニジン濃度依存性も、分子集団観察の結果と一致

した。従って、今回観察された蛍光強度トレースは、ラベル化試料の特性を正しく反映す

ると推論できた。 

 以上のように、我々は一分子の蛍光観察に成功したが、一分子を観察することは現状で

は大変困難な実験であり、データを再現することが容易ではないという問題が残されてい

る。現在、さまざまな角度から実験条件を検討し、一分子観測を難しくする因子の解明を

進めている。 

 

II）一分子観察に適した蛍光ラベル化蛋白質の作製（三本木グループ） 

 三本木クループでは、本プロジェクトで観測に用いるシトクロムｃの作製を目的とした。

具体的には、多種多様な生物由来のシトクロムｃを遺伝子工学的手法によって調整して蛍

光ラベル標識を可能にし、さらに、これらのシトクロムｃの構造と安定性の関係を多分子



の系で調べ、折り畳み運動との関連性を明らかにすることを目的とした。 

 実験に用いるシトクロムｃは、その遺伝子を大腸菌で発現させて調製した。三本木グル

ープでは、すでに外来性のシトクロムｃを大腸菌で適切に発現できる系を構築していた。

平成１７年度は、本実験系を適用して変異型酵母シトクロムｃを調整し、高橋グループに

よる一分子観察実験に供した。また、熱に対する安定性が大きく異なるその他のシトクロ

ムｃを大腸菌で発現させる際に、用いる菌株によって発現量が変動することを見出した。

大腸菌の培養条件の検討と併せて、発現量の最適化を図ることができた。さらに、円二色

性分光計によって、各種シトクロムｃの安定性の評価を行った。 

 以上のように、平成１７度は一分子観察に用いる変異酵母シトクロムｃを作製する努力

を通して、変異導入のデザイン方法と作製手順を確立した。これらの技術は、今後他のシ

トクロムｃにも適用可能と思われる。したがって、全体計画を大きく①実験と②解析に分

けた場合、①の準備が完了したことになる。 

 

III）一分子観察実験のための新しいデータ解析手法の開発（小松崎グループ） 

 小松崎グループでは、一分子計測で得られた実験データを解析し、情報を得るための手

法の開発を担当した。実際の一分子観察では、色素分子の退色などの制約により長い時系

列データを得ることができない。そのため、単純な解析理論を実際の時系列データに適応

しても、系の状態空間に関する情報を引き出すことが難しい。これらの問題意識に基づき、

平成１７年度は以下の解析手法の開発を行ない、一分子の時系列データに基づいて、背後

に存在するエネルギー地形ないしは状態空間を推定することを目的とした。 

 １）一分子時系列から系の動的構造を再構成する解析手法の開発：観測時間が短い状況

下では局所平衡が成立する保証はない。局所平衡を前提としない“状態”を定義し、その

状態間の反応遷移ネットワーク構造を構成する解析理論を開発した。熱浴との摩擦係数が

大きく局所平衡が期待される場合とそうでない場合の2種の46ビーズタンパク質モデルに

おける末端間距離の時系列情報に対しこの方法論を適用しその有用性を検討した。その結

果、熱浴との相互作用が小さい（大きい）場合には、状態間遷移に非ランダム（ランダム）

なネットワークが構成され、一分子時系列データから分子レベルにおける動態記憶を表現

できることが判明した。また、遷移の動的規則性に関する基礎理論も展開し、遷移の統計

性が出現するための数理構造を明らかにした。 

 ２）時空間スケールの異なる階層的ダイナミックスの解析手法の開発：ウェーブレット

多重解像度解析などを用いて、時空間スケールの異なる階層的ダイナミックスを抽出する

方法を開発した。46 ビーズタンパク質モデルにおける構成原子の速度の時系列情報へ適用

し、各階層毎に異なる“温度”を定義し、変性した状態（D）から折れ畳んだ構造（N）へ

の転移において、低波数成分群から高波数成分群へのエネルギーの流れが、逆に N から D

への転移においては逆のエネルギーの流れが存在することなどを見出した。また、生体分

子の構造変化と生体分子「近傍」の水の異常拡散を評価する解析手法を開発した。 



 ３）自由エネルギー地形を推定する時系列解析手法の開発：エネルギー障壁の高低や観

測時間に依らずにすべて（少なくとも局所的に）平衡統計に従うことを前提とし、一分子

時系列情報のみから観測時間に依存する“状態”概念に基づく多次元自由エネルギー地形

を構成する手法を開発した。この方法では、系が経巡る各状態の分布関数を自己無撞着に

決定し、各状態に滞在する滞在確率から対応する（局所的な）自由エネルギー値を推定す

る。また、異なる状態間を横断する遷移確率から対応する活性化自由エネルギーを推定す

る。46 ビーズタンパク質モデルの末端間距離の時系列情報に適用し、Folding 温度および

Collapse 温度における多次元 “自由エネルギー”地形の特徴を再現することを示した。 

 

３．研究実施体制 

高橋グループ 

① 研究分担グループ長：高橋 聡（大阪大学、助教授） 

② 研究項目： 

• 新しい一分子観察法の開発と折り畳み運動の測定 

 

三本木グループ 

① 研究分担グループ長：三本木 至宏（広島大学、助教授） 

② 研究項目： 

• 一分子観察に適した蛍光ラベル化蛋白質の作製 

 

小松崎グループ 

① 研究分担グループ長：小松崎 民樹（神戸大学、助教授） 

② 研究項目： 

• 一分子観察実験のための新しいデータ解析手法の開発 

 

４．主な研究成果の発表 

（１） 論文（原著論文）発表 

○ Uzawa, T., Kimura, T., Ishimori1, K., Morishima, I., Matsui, T., Ikeda-Saito, 

M., Takahashi, S., Akiyama, S., Fujisawa, T. “Time-Resolved Small Angle X-ray 

Scattering Investigation on the Folding Dynamics of Heme Oxygenase: Implication 

of the Scaling Relationship for the Submillisecond Intermediates of Protein 

Folding” J. Mol. Biol. 357, 997-1008, (2006). 
○ Shintaku, M., Matsuura, K., Yoshioka, S., Takahashi, S., Ishimori, K., Morishima, 

I. “Absence of a detectable intermediate in the compound I formation of 

horseradish peroxidase at ambient temperature” J. Biol. Chem. 280, 40934-40938, 
(2005).  

○ Kimura, T., Akiyama, S., Uzawa, T., Ishimori, K., Morishima, I., Fujisawa, T., 

Takahashi, S. “Specifically collapsed intermediate in the early stage of the 

folding of ribonuclease A”  J. Mol. Biol. 350, 349-362, (2005).  



○ Kimura, T., Uzawa, T., Ishimori, K., Morishima, I., Takahashi, S., Konno, T., 

Akiyama, S., Fujisawa, T. “Specific collapse followed by slow hydrogen-bond 

formation of beta-sheet in the folding of single-chain monellin.” Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA. 102, 2748-2753, (2005). 

○ Wadai, H., Yamaguchi, K., Takahashi, S., Kanno, T., Kawai, T., Naiki, H., Goto, 

Y. “Stereospecific amyloid fibril formation of a peptide fragment of 

β2-microglobulin” Biochemistry, 44, 157-164, (2005). 
○ Kameda, A., Hoshino, M., Higurashi, T., Takahashi, S., Naiki, H., Goto, Y. “NMR 

characterization of refolding of β2-microglobulin trapped by prolyl cis-trans 
isomerization” J. Mol. Biol. 348, 383-397, (2005). 

○ Yamaguchi, K., Takahashi, S., Kawai, T., Naiki, H., Goto, Y. “Seeding-dependent 

propagation versus maturation of amyloid fibril conformation” J. Mol. Biol. 
352, 952-960, (2005). 

○ Kojima, N., Yamanaka, M., Ichiki, S., Sambongi, Y. “Unexpected and elevated 

production of Aquifex aeolicus cytochrome c555 in Escherichia coli cells lacking 
disulfide oxidoreductases” Biosci. Biotech. Biochem. 69, 1418-1421 (2005). 

○ Komatsuzaki, T., Hoshino, K., Matsunaga, Y., Rylance, G. J., Johnston, R. L., 

Wales, D. J.\ 'How Many Dimension is Required to Approximate Potential Energy 

Landscape of A Model Protein?' Journal of Chemical Physics 122, 

084714-1~084714-9 (2005).  

○ Chun Biu Li, Yasuhiro Matsunaga, Mikito Toda, and Tamiki Komatsuzaki 'Phase 

Space Reaction Network on a Multisaddle Energy Landscape: HCN isomerization' 

Journal of Chemical Physics 123, 184301(1)-184301(13) (2005).  
○ Chun Biu Li, Akira Shojiguchi, Mikito Toda, and Tamiki Komatsuzaki 'Dynamical 

Hierarchy in Transition States of Reactions' Few-Body Systems in press.  



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages false
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


