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研究成果の概要（和文）：より多くの生体高分子観察に適用できる普遍的な方法として確立するためビームライ
ンのエンジニアリング、タンパク質工学、ケミカルバイオロジーなどの技術を最大限に活用し「高速分子動画」
法から制限をできるだけ取り除くことを行った。この結果、視覚ロドプシンやDNAフォトリアーゼなどの新しい
タンパク質の高速分子動画を得ることに成功した。さらに実際に観察された「高速分子動画」を計算科学や分光
学の手法を用いて定量的、理論的に解析し報告した。またこの結果を元にタンパク質を制御できる新規化合物な
どの開発を行い、その性質についての評価を行った。またこれらの成果を報告・討論するための国際シンポジウ
ムを開催した。

研究成果の概要（英文）：In order to establish this method as a universal method applicable to the 
observation of more biological macromolecules, we have tried to remove as many limitations as 
possible from the “molecular movie” method by maximizing the use of beamline engineering, protein 
engineering, chemical biology, and other technologies. As a result, we succeeded in obtaining fast 
molecular movies of new proteins such as visual rhodopsin and DNA photolyase. Furthermore, we 
reported a quantitative and theoretical analysis of the observed molecular movies using 
computational and spectroscopic methods. Based on these results, we also developed new compounds 
that can control proteins and evaluated their properties. An international symposium was held to 
report and discuss these results.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本領域は単にタンパク質の分子動画を撮るだけではなく、タンパク質のダイナミックスを理解し、それに基づき
新しい機能性タンパク質やタンパク質の機能を制御できる化合物を創生できる可能性を示した。今後は実際に光
遺伝学に使える新規機能タンパク質や光薬理学に使えるツールを開発し、それらを基礎研究や臨床研究そして実
際の治療法や新規薬物の開発につなげていきたい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
本領域研究が始まる前の段階では、光で反応を開始するタンパク質を標的とした分子動画法が実証さ
れていたが、光以外をトリガーとして用いる分子動画法はほとんど確立されておらず、例えば温度や 
pH などの外部刺激や、基質・リガンドの添加などによる時分割実験を可能とする装置の開発が急務
であった。またタンパク質工学やケミカルエンジニアリングを用いて、光感受性でない系を光で同期
できる系に改変することにより、タンパク質の中の酵素反応の追跡や受容体タンパク質の活性化機構
の研究などに、本手法の対象を大きく拡張することが可能になると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本領域研究では、本法をタンパク質の中で起こる
早い反応を追跡するスタンダードな技術として
確立するために、ケミカルバイオロジーの手法を
中心に用いて反応を同期させる技術を開発する
とともに、反応開始のち徐々に同期が外れて複数
の状態が混ざっていく問題をコンピューターシ
ミュレーションにより解析分離し、実際のタンパ
ク質の中で起こっている反応をより現実に即し
て捉えることを主眼とする。同時に、この目的を
達成するための測定システムの開発を行い、光に
よるタンパク質のスイッチ機構の解明、ユニーク
な反応を触媒する酵素の反応機構など、幅広いタ
ーゲットに適用することを目指す。更に、本法によって得られた精密な構造情報を基にタンパク質分
子の光制御法の確立など分子制御への応用も推進する。 
 
３．研究の方法 
高速分子動画法では、XFEL のフェムト秒パルスを
ストロボのように用い、フェムト秒から秒に至る
幅広い時間分解能での動的構造解析を行う。XFEL 
を用いた研究分野は新しく、物理系・工学系・化学
系・生物系などの幅広い分野が協力して研究を行
っている。本領域は、多種多様な生体高分子中で起
こる反応・構造変化の解明を軸 
（研究項目１,A01）とし、これと分子動画法の基盤
構築グループ（研究項目２,B01）と、計算科学、物
理化学から成る反応精密分析グループ（研究項目
３,C01）が技術開発・解析を協調して行うことによ
り研究を展開する（図２）。研究項目１においては
特に生物学的、化学的に興味深いシステムの 
研究者と協力し、幅広い生命現象の分子レベルで
の理解を目指す。様々なシステムに対応するため
に、広い分野から新しい技術の導入・開発を実施する。また計算科学を活用することにより実験だけ
では理解するのが難しい現象を理論的・定量的に解釈し、その成果を用いて新たなタンパク質分子や
化合物を創生することを目指している。 
 
４．研究成果 
研究項目ごとに進展状況・成果をまとめる。 
研究項目１ (A01)：高速分子動画によるタンパ
ク質の反応機構解明及び分子制御法の開発 
高速分子動画の撮影に関して最も進んでいるの
は草木迫らで、チャネルロドプシンの閉状態か
ら開状態への遷移に伴う構造変化を明らかにし 
eLife(2021)に報告している(図３)。反応開始よ
り１ミリ秒後にヘリックス３と７が動くことに
より、分子の内部に溶媒の侵入が可能になるこ
とが実験によって示された。志甫谷らは次の分
子動画のターゲットとなりうるシゾロドプシン
(PNAS)および酵素型ロドプシン Rh- PDE 
(Nat.commun.2020)の静的な構造についても報
告を行なっており今後の研究に期待がもたれる。岩田らは２光子励起で光遺伝学ツール CRY2 を活
性化する BFP との融合タンパク質を分子設計することに成 

 

 

 



功しており、今後の動画撮影に興味が持たれる(Nature Meth.2019）。 
ミリ秒の時間制御を可能にするケージド化合物に関して、古田らは、光特性を失うことなく新たな機
能を付与できる化合物の開発に成功した。中でも、酵素によって光反応性のスイッチングができるケ
ージド化合物を開発して、環状ヌクレオチド類の精緻な機能制御を達成した(Chem Commun.2021)。マ
イクロ秒の時間制御を実現するために、清中らは、ケージド化合物のリガンド結合部位近傍への標識
を実現する新たなタンパク質ラベル化法を開発した(Nat.Commun.2021)。永野らは立体選択性が異な
る 2 種類の DAase ではそれらの酵素の MD シミュレーションから、 それぞれの酵素に基質が疑似
的な鏡像異性のコンフォメーションで結合することで立体選択的な環化付加反応を行っていること
を示している（Angew.Chem.Int.Ed.2021） 
研究項目２（B01）：高速分子動画撮影法の基盤構築 
南後らは基質と結晶を急速に混合する二液混合法の開発では、実際に酵素微結晶を用いて実験を行い、
活性部位に基質、イオン、補酵素が結合している様子を時間に応じて追跡していくことに成功した。 
足立らは銅(I)フェナントロリン錯体の実験系では、銅錯体の光励起後の構造変化と分子振動 の計測
を試み、Cu-K 吸収端での X 線吸収分光スペクトルの解析から、光励起直後の電子移動（MLCT）に伴
う錯体構造のヤーン・テラー歪みと分子振動を明らかにした(Nature Comm.2019)。ジシアノ 金(I)錯
体（Au(CN) -）を試料として、液相光化学反応の超高速初期過程の直接観測を試みたところ、時間分
解 X 線溶液散乱データにより、レーザー励起直後から 1 ピコ秒の間に X 線散乱強度が時間的に振
動する成分が観測され、励起分子が励起ポテンシャル曲面上で振動して Au-Au 間の共有結合が形成
する過程を捉えることに成功した(Nature 2020)。 
研究項目３（C01）：高速分子動画に資する反応精密分析 
久保らは温室効果・オゾン層破壊の原因である N2O の生物的発生機構を解明した（PNAS 2021）。具
体的には、時分割顕微赤外分光装置を開発し、分子動画で観測されたカビ由来 NO 還元酵素中間体の
化学構造および電子状態（ラジカル性）を解明した。地球環境における N2O 排出量を抑制する上で
重要な分子基盤を提供すると考えられる。 
宮下らは、TR-SFX 実験データから得られる時間発展前後の電子密度の差を反映する差フーリエマッ
プをもとに、MD シミュレーションを用いることで反応後の構造モデルを構築する手法を開発した。
バクテリオロドプシンの実験データについても実証研究を行い、これまで手作業で作られた構造モデ
ルと同等な構造を自動的に導き出すことができることを示した。 
小野らは、南後らによるバクテリオロドプシンの光反応サイクル L 状態スナップショット構造で観
測された内部水分子に着目し大規模量子 MD 計算を実行し、水が近傍残基へとリレー形式でプロト
ンを受け渡した後、生じた水酸化物イオン中間体がシッフベースからプロトンを受け取る 1 段階目
のプロトン移動の機構を明らかにした(J.Phys.Chem.B 2020)
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