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我々は、細胞内分子の１分子機能計測法を開発し、分子・分子システムの解析を

行っている。蛋白質をはじめとする生体情報分子の細胞内での分子の反応・動態を

検出し細胞機能の発現機構を探ることが我々の研究テーマである。細胞内の分子は

反応ネットワークの一員として機能している。各ネットワークの構成要素と基本構

造は明らかになってきており、その各反応素過程における分子の動的挙動と反応速

度論の解析が現在の課題である。そのための有力な方法のひとつが細胞内での１分

子計測であると考えている。 

生体分子の反応を記述する上で重要なパラメータは分子運動、会合・重合、結

合・解離、酵素反応などいずれも時間的な変化を伴うものである。多分子平均の計

測で時間的な情報を得るには反応を同期させることが必要だが、分子の反応は確率

的に起こるので、平均化すると反応の詳細が覆い隠されてしまう。細胞内などでは、

そもそも多数の分子の反応を同期させることが不可能な場合もある。一分子イメー

ジングは同期の必要がないので、分子の反応機構を研究する上で大きな利点を持っ

ている。 

本講演では、細胞増殖の情報処理を行う EGF-Ras-MAPK システムの反応について述

べる。上皮成長因子(EGF)は様々な細胞で細胞膜の受容体に働きかけ、複雑な細胞内

分子システムの働きによって細胞内カルシウム濃度上昇、新規遺伝子発現、細胞運

動など様々な細胞応答を引き起こし、細

胞は増殖へ至る。（図） 

EGF-Ras-MAPK systemの模式図 

細胞は１種類の EGF 受容体を発現する

のみであるが、細胞膜には親和性や結

合・解離速度の異なる複数の EGF 結合部

位があることが知られている。一方で、

EGF 受容体には細胞膜に単量体として存

在する他に、２量体やそれ以上の分子ク

 



ラスターとして存在するものがあるらしい。１分子可視化計測によれば結合反応と

会合状態を直接関係づけることができる。受容体の 98%が結合速度の小さい単量体で

あり、残りの 2%の会合体が速くかつ共同性を持った結合反応を行うことによって、

高速・高感度の細胞内カルシウム応答を実現していることが明らかになった。応答

関数はシグモイド型すなわちこの反応は過剰応答性であり、受容体の会合体形成は

過剰応答をもたらす理由の一部となっている。 

EGF の結合は受容体の２量体化を通じて受容体細胞質側にあるチロシンリン酸化酵

素ドメインによる会合相手のリン酸化を引き起こす。EGF 結合数と受容体活性化数の

関係を定量し、受容体の会合体形成は動的であり、活性化した受容体が会合相手を

取り替えることによって活性化が増幅・伝搬することを発見した。EGF 結合部のうち

わずか 30%で活性化が起こるに過ぎないが、それらが 10 倍のリガンド非結合受容体

を活性化する。細胞膜システムが非線形な応答性を持つことを示している。このよ

うな反応の結果として単純な信号増幅だけでなく、活性型受容体の会合数の異なる

様々な活性部位が現れることになる。 

活性型の受容体は他種類の細胞質蛋白質を認識する。活性部位の多様性は、多数

種分子との認識を行うために重要であるかもしれない。受容体と細胞質分子の結

合・解離速度定数を１分子計測によって求めることもできる。活性型 EGF 受容体と

アダプター蛋白質の１種 Grb2 の結合・解離反応を１分子計測し、両反応とも複数の

速度定数が得られている。従来の多数分子平均の平衡状態計測からは得られなかっ

た情報である。 

分子間認識の多状態性は、EGF受容体の下流で働く低分子量G蛋白質Rasと、セリ

ン・スレオニンリン酸化酵素Raf1 の認識反応においても見いだされている。細胞膜

で活性化されたRasに結合することによって、細胞質から細胞膜へRaf1 の一過性の局

在変化がおこる。大域的には数µm2の領域に数十分にもわたる分子集積が見られるが、

個々の分子は細胞質と細胞膜を秒オーダーで行き来しており、Raf1 の集積は動的平

衡によって維持されている。Raf1 の膜滞在時間を計測したところ、２つの滞在時間

が存在し、その一方は細胞変形の起こる集積部位のみに見られることが分かった。 

以上のように、細胞内１分子計測によって、情報分子の動的組織化が情報伝達反

応に重要であること、分子間相互作用が動的で多様であることがわかりつつある。 
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アミノ酸配列からのタンパク質 disorder領域の予測 
 ○石田貴士, 中村周吾, 清水謙多郎 (東大・院農・応生工)  
 E-Mail: tak@bi.a.u-tokyo.ac.jp 
 
 フィッシャーの『鍵と鍵穴説』に代表されるようにタンパク質の立体構造がその機能を

決定するという『構造―機能』パラダイムは構造生物学における中心的な考え方である。

そのため、タンパク質の立体構造の決定はこの分野の中心的な焦点となっており、現在構

造ゲノミクスの名の下に大規模なプロジェクトが進行し、数多くの新規フォールドを持つ

タンパク質の立体構造が解明されつつある。だが多くのタンパク質の立体構造が明らかに

なる一方で、構造の決定が不可能なタンパク質、つまり機能を持っているにも関わらず一

定のフォールドを形成しない、もしくは数十残基にわたり一定の構造をとらない領域を持

つようなタンパク質が数多く存在することが明らかになってきている。幾つかのタンパク

質がそのアミノ酸配列の特徴から天然状態でフォールドしないことは既に 20年以上前に示
唆されていたが、近年では研究が進んだ結果、これらのフォールドしないタンパク質につ

いてその重要性が知られるようになり、そのようなタンパク質及びその領域は

“intrinsically unstructured”、 もしくは“intrinsically disordered”と呼ばれるようになって
きている。このような disorder領域は古細菌や原核生物のタンパク質では 10%以上、真核
生物のタンパク質ではその 30%以上において存在するとも見積もられており、大きな注目
を集めている。 
 タンパク質 disorder 領域は DNA 結合やその他の分子認識に関与していることが実験的
に示されている。Disorder 領域上の結合サイトは通常の安定な構造を持つ結合サイトとは
異なり、その構造の柔軟さから複数のターゲットとの結合が可能であり、また、高い特異

性と同時に低いアフィニティで分子を認識することが可能であると考えられている。その

ため、disorder 領域の予測は単にタンパク質の結晶化を妨げる領域を識別するだけにとど
まらず、タンパク質の機能の予測という点においても重要となっている。 
 タンパク質の立体構造はそのアミノ酸配列によって決定されるが、同様に立体構造をと

らないという disorder の状態もそのアミノ酸配列から決定可能なのだろうか？既に
disorder領域のアミノ酸構成には単純な配列の繰り返しや、A, R, G, Q, S, P, E, Kといった
特定のアミノ酸が order 領域に比べ多く見られるといった特徴的なパターンが存在してい
ることが過去の研究から明らかとなっており、2次構造予測等と同様にニューラルネットワ
ークなどの機械学習手法を用いた予測手法が開発されている。しかし現在の予測精度は 70
～80%程度にとどまっており、更なる改良が望まれている。本講演では disorder というタ
ンパク質構造についての新たな概念の紹介と共に、機械学習手法の一つである Support 
Vector Machine (SVM)を利用して本研究室で開発された予測手法、現在の disorder領域予
測の問題点について議論する。 
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F1-ATPase 変異体の 1 分子回転解析： 

ATP-binding dwell の長さが catalytic dwell に与える影響． 

 

○島袋勝弥１、宗行英朗 2、吉田賢右 1,2 

（1ERATO 吉田 ATP システムプロジェクト、2東工大 資源研） 

 

[背景] F1-ATPase (α3β3γ) は回転分子モーターで，ATPの加水分解に伴い，内部

のγサブユニットがα3β3リングに対して回転する．F1-ATPaseがATPを1つ消費するごと

に，γは120°ステップするので，回転の最小単位はこの120° ステップだと言える．さら

に，この120°ステップは細かく分けて，ATP-binding dwell, 80°- rotation, catalytic dwell,  

40°- rotationの4つの段階からなると考えられる．ATP結合待ちの状態 (ATP-binding 

dwell) のF1-ATPaseにATPが結合すると，γが80° 

回転(80°- rotation) し，catalytic dwellと呼ばれる

‘回転の待ち’ 状態に到達する．catalytic dwell

でATPの加水分解，加水分解産物の解離が起こり，

それに伴いγが40° 回転(40°- rotation) して再び

ATP-binding dwell状態に戻り，反応の1サイクル

が終了する（図1を参照）． 

 このモデルでは，catalytic dwellの長さはATP濃

度に依らず一定で（野生型では2 ms），ATPの加

水分解はcatalytic dwellで起こると考えられる． 

 

 [α3β(E190D)3 γの1分子回転解析] F1-ATPase

変異体(α3β(E190D)3γ) は，野生型に比べて，ATP

を加水分解する速度が100倍遅く，これが反応全

体の律速段階となっている．そのため，この変

異体は野生型よりcatalytic dwellが100倍程度長

く，その長さは約350msになる． 

α3β(E190D)3γのcatalytic dwellを調べたところ，

ATP高濃度域（> 20 µM）では，catalytic dwell

の長さはほとんど一定（約350 ms）であった．

ところが，ATP濃度が低くなるにつれ，catalytic 

dwellが短くなる傾向が観察された．特にKm ( = 

1.4 µM) 以下のATP濃度では，この現象が顕著

に観察された．この濃度のときのcatalytic dwell

 

図 1，F1の回転モデル 

 
図 2, 500 nM ATP のときの

α3β(E190D)3 γのcatalytic dwell 



のヒストグラムは単純な指数関数では近似できず，

速い成分と遅い成分の2つの成分が混ざり合った

形をしていた（図2）．遅い成分の時定数は約350 ms

で，これはATP高濃度のときの時定数と同じく，

ATPの加水分解の時定数と考えられる．一方，速

い成分の時定数は1 ms以下で，これはATP高濃度

のときは見られなかった．速い成分は，本来

catalytic dwellで起こるATPの加水分解が，すでに

catalytic dwellに到達する前に起こってしまったた

めに，現れてきたと解釈できる． 

catalytic dwellの長さと，その直前のATP-binding 

dwellの長さの関係を調べたところ，ATP-binding dwellが長いほどcatalytic dwellの遅い

成分の割合が減少することが分かった (図3)．この減少は，単純な指数関数で近似でき，

時定数は3 sとなった．つまり，α3β(E190D)3γではcatalytic dwellだけではなく，

ATP-binding dwellでも時定数3sという，ゆっくりとした速度でATPの加水分解が起こっ

ていることを示している． 

 

[ ま と め ]  F1-ATPase は catalytic 

dwell だけではなく， ATP-binding 

dwellでもATPを加水分解することが

分かった．F1-ATPaseのATP加水分解

反応の素過程の順番が厳密に決まっ

ているわけではなく，ある程度，順

番が前後することがあると考えられ

る．これまで考えられてきた反応経

路 (図4の上) だけではなく，別の経

路(図4の下)も存在する． 
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図 3，ATP-binding dwell の長

さに対する Slow phase の割合 

 

図 4，これまでの考えられてきた ATP 加水分解

経路 (上)，と今回提唱する経路 (下).  

 

図 3，ATP-binding dwell の長

さに対する Slow phase の割合 
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F1F1F1F1----ATPaseATPaseATPaseATPaseはははは ATPATPATPATPの加水分解を利用した回転モーター蛋白質である。このタンパク質はα・β・の加水分解を利用した回転モーター蛋白質である。このタンパク質はα・β・の加水分解を利用した回転モーター蛋白質である。このタンパク質はα・β・の加水分解を利用した回転モーター蛋白質である。このタンパク質はα・β・

γの３種類のサブユニットからなり、αβ各々３つのサブユニットが６量体のリング構造を形成し、γの３種類のサブユニットからなり、αβ各々３つのサブユニットが６量体のリング構造を形成し、γの３種類のサブユニットからなり、αβ各々３つのサブユニットが６量体のリング構造を形成し、γの３種類のサブユニットからなり、αβ各々３つのサブユニットが６量体のリング構造を形成し、

リングの中心を回転軸であるγサブユニットが貫いている。リングを形成しているβサブユリングの中心を回転軸であるγサブユニットが貫いている。リングを形成しているβサブユリングの中心を回転軸であるγサブユニットが貫いている。リングを形成しているβサブユリングの中心を回転軸であるγサブユニットが貫いている。リングを形成しているβサブユニットが、ニットが、ニットが、ニットが、

ATPATPATPATP を加水分解し構造変化することで、γサブユニットの回転を生み出しているわけだが、βサブを加水分解し構造変化することで、γサブユニットの回転を生み出しているわけだが、βサブを加水分解し構造変化することで、γサブユニットの回転を生み出しているわけだが、βサブを加水分解し構造変化することで、γサブユニットの回転を生み出しているわけだが、βサブ

ユニット単体ではユニット単体ではユニット単体ではユニット単体では ATPATPATPATP 加水分解に伴う一連の化学反応（加水分解に伴う一連の化学反応（加水分解に伴う一連の化学反応（加水分解に伴う一連の化学反応（ATPATPATPATP 結合，加水分解，結合，加水分解，結合，加水分解，結合，加水分解，ADPADPADPADP およびリン酸およびリン酸およびリン酸およびリン酸

解離）によって、単純な曲げ伸ばし運動を示すにすぎない。βサブユニットが、α・γサブユニット解離）によって、単純な曲げ伸ばし運動を示すにすぎない。βサブユニットが、α・γサブユニット解離）によって、単純な曲げ伸ばし運動を示すにすぎない。βサブユニットが、α・γサブユニット解離）によって、単純な曲げ伸ばし運動を示すにすぎない。βサブユニットが、α・γサブユニット

とともに、マルチサブユニットを形成することによって、その単純な屈曲運動をγサブユニットの回とともに、マルチサブユニットを形成することによって、その単純な屈曲運動をγサブユニットの回とともに、マルチサブユニットを形成することによって、その単純な屈曲運動をγサブユニットの回とともに、マルチサブユニットを形成することによって、その単純な屈曲運動をγサブユニットの回

転運動に変換している。本研究の目的は、非常に簡単なモデルを用いて分子動力学シミュレーション転運動に変換している。本研究の目的は、非常に簡単なモデルを用いて分子動力学シミュレーション転運動に変換している。本研究の目的は、非常に簡単なモデルを用いて分子動力学シミュレーション転運動に変換している。本研究の目的は、非常に簡単なモデルを用いて分子動力学シミュレーション

を行い、これらの複数のサブユニットが、いかにして協を行い、これらの複数のサブユニットが、いかにして協を行い、これらの複数のサブユニットが、いかにして協を行い、これらの複数のサブユニットが、いかにして協働して働き運動様式を屈曲運動から回転運動働して働き運動様式を屈曲運動から回転運動働して働き運動様式を屈曲運動から回転運動働して働き運動様式を屈曲運動から回転運動

へ変換しているのかを明らかにすることである。へ変換しているのかを明らかにすることである。へ変換しているのかを明らかにすることである。へ変換しているのかを明らかにすることである。    

シミュレーションに使用したモデルとして、タンパク質の折れたたみ研究にしばしば用いられる郷シミュレーションに使用したモデルとして、タンパク質の折れたたみ研究にしばしば用いられる郷シミュレーションに使用したモデルとして、タンパク質の折れたたみ研究にしばしば用いられる郷シミュレーションに使用したモデルとして、タンパク質の折れたたみ研究にしばしば用いられる郷

モデルを改変し利用した。一般的にこのモデルでは、アミノ酸を１個の球で表現し、アミノ酸相互作モデルを改変し利用した。一般的にこのモデルでは、アミノ酸を１個の球で表現し、アミノ酸相互作モデルを改変し利用した。一般的にこのモデルでは、アミノ酸を１個の球で表現し、アミノ酸相互作モデルを改変し利用した。一般的にこのモデルでは、アミノ酸を１個の球で表現し、アミノ酸相互作

用として天然構造が最安定になるようなエネルギー関数を用いる。本研究では、最安定になる構造が用として天然構造が最安定になるようなエネルギー関数を用いる。本研究では、最安定になる構造が用として天然構造が最安定になるようなエネルギー関数を用いる。本研究では、最安定になる構造が用として天然構造が最安定になるようなエネルギー関数を用いる。本研究では、最安定になる構造が

変わるようエネルギー関数をスイッチすることで、βサブユニットの変わるようエネルギー関数をスイッチすることで、βサブユニットの変わるようエネルギー関数をスイッチすることで、βサブユニットの変わるようエネルギー関数をスイッチすることで、βサブユニットの ATPATPATPATP 加水分解反応に伴う構造加水分解反応に伴う構造加水分解反応に伴う構造加水分解反応に伴う構造

変化を再現した。さらに、γサブユニットとβサブユニットとの相互作用は変化を再現した。さらに、γサブユニットとβサブユニットとの相互作用は変化を再現した。さらに、γサブユニットとβサブユニットとの相互作用は変化を再現した。さらに、γサブユニットとβサブユニットとの相互作用は立体障害のみを取り入れ、立体障害のみを取り入れ、立体障害のみを取り入れ、立体障害のみを取り入れ、

無理やり回転させるような相互作用は一切考慮しなかった。シミュレーションでは、βサブユニット無理やり回転させるような相互作用は一切考慮しなかった。シミュレーションでは、βサブユニット無理やり回転させるような相互作用は一切考慮しなかった。シミュレーションでは、βサブユニット無理やり回転させるような相互作用は一切考慮しなかった。シミュレーションでは、βサブユニット

の構造変化をうけたγサブユニットがどのように振舞うのかを観測する。の構造変化をうけたγサブユニットがどのように振舞うのかを観測する。の構造変化をうけたγサブユニットがどのように振舞うのかを観測する。の構造変化をうけたγサブユニットがどのように振舞うのかを観測する。    

    シミュレーションの結果、γサブユニットの１方向回転と１２０°ステップを再現することができシミュレーションの結果、γサブユニットの１方向回転と１２０°ステップを再現することができシミュレーションの結果、γサブユニットの１方向回転と１２０°ステップを再現することができシミュレーションの結果、γサブユニットの１方向回転と１２０°ステップを再現することができ

た。この結果は、γサブユニットの回転は、βサブユニットの構造変化に伴うγサブユニットとの立た。この結果は、γサブユニットの回転は、βサブユニットの構造変化に伴うγサブユニットとの立た。この結果は、γサブユニットの回転は、βサブユニットの構造変化に伴うγサブユニットとの立た。この結果は、γサブユニットの回転は、βサブユニットの構造変化に伴うγサブユニットとの立

体障害のみで生じることを示すものである。また、３つのβサブユニットを順番に構造変化させたと体障害のみで生じることを示すものである。また、３つのβサブユニットを順番に構造変化させたと体障害のみで生じることを示すものである。また、３つのβサブユニットを順番に構造変化させたと体障害のみで生じることを示すものである。また、３つのβサブユニットを順番に構造変化させたと

ころ、ある特定の順序で構造変化させたときのみ、約３０°，９０ころ、ある特定の順序で構造変化させたときのみ、約３０°，９０ころ、ある特定の順序で構造変化させたときのみ、約３０°，９０ころ、ある特定の順序で構造変化させたときのみ、約３０°，９０°の２つのサブステップを観測す°の２つのサブステップを観測す°の２つのサブステップを観測す°の２つのサブステップを観測す

ることができた。さらに、回転トルクを生み出している部位を調べるために、γサブユニットの特定ることができた。さらに、回転トルクを生み出している部位を調べるために、γサブユニットの特定ることができた。さらに、回転トルクを生み出している部位を調べるために、γサブユニットの特定ることができた。さらに、回転トルクを生み出している部位を調べるために、γサブユニットの特定

部位を仮想的に欠損させシミュレーションを行ったところ、回転に重要な部位が明らかになった。発部位を仮想的に欠損させシミュレーションを行ったところ、回転に重要な部位が明らかになった。発部位を仮想的に欠損させシミュレーションを行ったところ、回転に重要な部位が明らかになった。発部位を仮想的に欠損させシミュレーションを行ったところ、回転に重要な部位が明らかになった。発

表では、以上の結果と、運動様式の変換メカニズムについて考察した結果について話す。表では、以上の結果と、運動様式の変換メカニズムについて考察した結果について話す。表では、以上の結果と、運動様式の変換メカニズムについて考察した結果について話す。表では、以上の結果と、運動様式の変換メカニズムについて考察した結果について話す。    

        

    

    

    

    

    

    

    

    

 


