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論　文　内　容　の　要　　旨

　本研究では，新規に開発された液中高速原子間力顕微鏡（高速ＡＦＭ）というツールを用いて，生体分子の“動的構造の

ナノスケール・リアルタイム解析”を行い，対象試料の分子機能・分子反応機構解析を試みたものである。具体的には，以

下２つの生体分子反応の解析を行っている。

　1）II型制限酵素醤加IによるＤＮＡ切断反応の高速ＡＦＭ観察。

　本研究では，試料を基板表面に完全に固定化するのではなく，静電引力を利用した試料固定法を応用し，試料溶液中のイ

オン組成及びpHを調整することで試料（ＤＮＡおよびApal)のマイカ基板上での運動匪の制御を行い，高速ＡＦＭを用

いて醤加IによるＤＮＡ切断反応を可視化することに成功している。

　反応観察・解析の結果，①観察された分子運動は, AFM測定によるアーティファクトではなく，ブラウン運動（二次元

拡散係数は, 2.0 × 10-11cm2/s）であること，②Ｍ加Iはホモニ量体としてＤＮＡへ結合すること，③結合したApal二量体

はＤＮＡ上で一次元拡散運動をしていること，①特定塩基配列の認識後は，非常に短い時間でＤＮＡ切断を終えること，⑤

ＤＮＡ切断後は，切断されたＤＮＡの末端とともに酵素も二つの単量体へと分離してゆくことを明らかにした。

　２）大腸菌の分子シャペロンＧｒｏＥＬ/ＧｒｏＥＳの一分子反応解析。

　ＧｒｏＥＬの二次元結晶体を試料に用いることで，その構造変化および溶液中に存在する対となる分子（ＧｒｏＥＳ）との結合

・解離反応の様子を高速ＡＦＭ観察により一分子レペルで検出することに成功している。

　まず，ＧｒｏＥＬの構造変化に関しては，ＡＴＰ／ＡＤＰ存在下においてＧｒｏＥＬは, closed型とopen型の２つの分子構造をと

り，両者の回を数秒の時間スケールで行き来していることを明らかにした。その際，ＡＴＰの加水分解は必須ではなく，

ＡＴＰ／ＡＤＰの結合・解離により構造変化が引き起こされていること，構造変化は非常に速いこと（数マイクロ秒以内），協

同的であること，また，ＡＤＰ結合型open構造はＡＴＰ結合型と比べ不安定であることを明らかにした。

　GroESの結合解離反応に関しては，その結合時間の一分子解析から, GroESの結合後二つの律速段階（3sおよび5s）を

経た後GroESの解離に至るという結論を得ている。

　さらに，様々なＡＴＰ/ＡＤＰ/ＡＴＰａｎａｌｏｇｕｅ濃度下におけるｏｐｅｎ型ＧｒｏＥＬとＧｒｏＥＬ-ＧｒｏＥＳ複合体との構造寿命の比較

から, GroEL白身のopen-closed構造変化ではなくＡＴＰの加水分解が, GroES解離反応における律速反応であることを

示している。

　　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨

　本研究では，新規に開発された液中高速原子間力顕微鏡（高速ＡＦＭ）というツールを，生体分子反応の可視化および解

析にとりいれ，対象分子の反応機構解明を目指したものであり，その評価できる内容は以下の通りである。

　１）構造生物学の分野においては，従来，電子顕微鏡解析やＸ線構造解析といった試料の静的構造の高分解能解析が中
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心であったが，本研究では，高速ＡＦＭを用いることで試料の構造動態のナノスケール・一分子解析を行っている。こうし

たアプローチ（実験・解析）は，世界的にもほとんど為されておらず先進的な研究であると言える。

　２）高速ＡＦＭを用いることで，II型制限酵素ApalによるＤＮＡ切断反応を，一分子レペルで観察することに成功して

いる。また，その詳細な反応解析から, Apalが二量体としてＤＮＡへ結合すること，結合したλ加IがＤＮＡ上で一次元

拡散運動をしていること, Apalの二量体がＤＮＡの切断を行っていること，ＤＮＡ切断と同時にApalは二つの単量体にわ

かれＤＮＡから解離していくことを，それぞれ明らかにしている。巨視的実験系では得ることの難しいこれらの知見は，制

限酵素の反応機構を解明していく上で非常に有用であると考えられる。

　３）大腸菌の分子シャペロンＧｒｏＥＬの反応観察を行い，ＡＴＰ／ＡＤＰ依存的なＧｒｏＥＬのopen-close構造変化，および

ＧｒｏＥＬに対するGroESの結合・解離反応を一分子レペルで直接とらえることに成功している。また，不安定反応中回体で

あるＧｒｏＥＬのｏｐｅｎ構造に関して詳細な解析を行い，ＡＤＰ結合型ｏｐｅｎ構造は，ＡＴＰ結合型open構造に比べ不安定であ

ること, open-close構造変化は非常に速く数マイクロ秒以内に完了すること，またその際，ＡＴＰの加水分解ではなくヌク

レオチドの結合・解離によって引き起こされていることを，ここで明らかにしている。

　以上の結果は，構造的側面から一分子レペルで制限酵素反応・シャペロン反応の詳細を解析していることに加え，非常に

単純化した２つの実験系において高速ＡＦＭによる実験・解析法を確立している点が評価できる。特に，高速ＡＦＭ観察を

もとにした一分子反応速度論的解析は，今後，様々な生体分子試料の反応解析に応用することが可能であり，非常に有用な

ものである。よって，本論文は博士（生命科学）の学位論文として価値あるものと認めた。

　なお，平成18年11月13日，論文内容とそれに関連した口頭試問を行った結果，合格と認めた。
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