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【序】タンパク質の機能はその立体構造に依存するが、比較的小さなタンパク質の場合、

アミノ酸配列をもとに自発的に正しい立体構造(天然状態)が形成される。この過程（フ

ォールディング）の研究はタンパク質の物性を知るうえで重要である。フォールディン

グ機構を研究するには、その過程にあらわれる中間体の構造を決定する必要があり、一

分子蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)技術を中心に研究が行われている。当研究グループ

では、最近従来の一分子 FRET 実験では計測が困難であったマイクロ秒の時間領域で起

こる、比較的速いタンパク質ダイナミクスの観測が可能な二次元蛍光寿命相関分光法

（2D FLCS）を開発した 1,2。このような FRETに基づく手法でタンパク質全体の構造ダイ

ナミクスを議論する際の問題は、一つの標識サイトより得られる構造情報が限られてい

る点である。そこで本研究では、異なる標識サイトを持つタンパク質を 2D FLCSにより

研究する事で、タンパク質全体のフォールディングダイナミクスを明らかにする事を目

的とした。対象には、フォールディング研究においてモデルタンパク質として知られる

ウマシトクロムｃ(Cytc)を選んだ。今回の発表ではその一つ目の知見となる、C末端の

アミノ酸に蛍光色素を標識した標品について

の結果を報告する。 

 

【実験】Cytc のＣ末端アミノ酸残基であるグ

ルタミン酸 104 をシステイン残基に置換した、

E104C変異体を作製した。そしてそのシステイ

ン残基に蛍光色素、Alexa Fluor 546 (AF546)

を標識し試料として用いた。図 1 に Cytc の結

晶構造と蛍光標識に用いたアミノ酸残基の位

置を示す。測定は酸変性条件（pH 2.5）で、共

 

 

 

 

 

 

 

図 1、ウマ Cytcの結晶構造。E104を
青色で、ヘムを赤色で示す。 



焦点顕微鏡と時間相関単一光子計数装置を組み合わせた自作の測定装置を用いて行っ

た 2。 

 

【結果と考察】AF546 はドナー、ヘムはアクセプターとして働く。従って AF546 の蛍

光寿命はコンパクトに折りたたまれた天然状態では短くなる。一方、変性に伴いヘム

-AF546 間の距離が遠くなるにつれて長くなる。図 2に 2D FLCS より得られた二次元蛍

光寿命マップを示す。これは時間ΔT離れ

た二つの光子について解析したもので、

ΔT = 2 sを左、500 sを右に示す。デ

ータは青、赤、緑で示した 3 成分でよく

表された。対角線上にあらわれたピーク

は蛍光寿命で区別されるタンパク質の準

安定構造の分布と考える事が出来る。矢印

で示した最も短い蛍光寿命を持つピーク

は天然状態（Ｎ）、最も長い蛍光寿命をもつピークは変性状態（Ｕ）と帰属した。また、

ＵとＮ以外にいくつかの蛍光寿命分布がみられ、フォールディング過程における中間構

造であると推測された。これらの対角線上ピークのクロスピークは、対角線上ピークの

相互相関であり、準安定な構造間での交換が平衡化している事を示す。青、赤、緑のい

ずれもΔT = 2 s で平衡化した二つの蛍光寿命成分をもつアンサンブルであらわされ

たが、これらの成分間のクロスピークはΔT = 500 sでも現れなかった。この事から、

N と U は 2 s より速いタイムスケールで中間状態の一つに構造変化して N アンサンブ

ルと Uアンサンブルの状態をとる事、そしてこれらのアンサンブル間の構造変化は 500 

sより遅いタイムスケールで起こる事が示唆された。過去の報告より、U状態から 140 

s で C 末端へリックスを含む、一部へリックス構造を有する中間体が形成され、その

後～msのタイムスケールで N状態にフォールドする事が提案されている 3。本研究では

Ｃ末端を標識した標品を用いたが、Uアンサンブルから Nアンサンブルへの構造遷移は

Ｃ末端へリックスが天然状態へ折りたたむ後者のステップを反映していると考えられ

る。今後は、図 1に緑色で示した他の 2か所の部位を標識した標品に関して解析し、タ

ンパク質フォールディングの全体像を研究したいと考えている。 
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図 2、Cytc-AF546の二次元蛍光寿命マッ
プ。 


