
大阪大学・理学研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

新学術領域研究（研究領域提案型）

2017～2013

分子機能を生み出す柔らかさの時間分解観測とその発現機構解明

Time-resolved Observation and Elucidation of Functionally-important Molecular 
Flexibility

６０２７０４６９研究者番号：

水谷　泰久（Mizutani, Yasuhisa）

研究期間：

２５１０４００６

平成 年 月 日現在３０   ６   １

円    85,600,000

研究成果の概要（和文）：タンパク質は人工の分子では成し得ない高度な機能を有する。したがって、タンパク
質を理解することは生命現象の理解のみならず、高度な機能性分子の創成に重要なヒントを与える。タンパク質
の機能発現では、複数の機能単位が相互に連動して構造変化することが必須の役割を果たす。そのため、その機
構解明には安定構造をもとにした議論のみでは不十分であり、機能する際に起きる構造変化を明らかにすること
で理解が進む。本研究課題では、主に時間分解共鳴ラマン分光法を用いて、機能部位間の連動的な構造変化を可
能にするタンパク質の構造変化と、構造変化を駆動する分子内のエネルギーフローを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Proteins can exhibit high functionality which artificial molecules cannot 
do. Thus, understanding of protein helps us not only to understand life phenomena but also to create
 highly functional molecules. Because coupling of functional units in structural changes is 
indispensable for proteins to function, dynamic structure as well as static one of proteins is 
needed to be elucidated. We revealed structural changes important for allostery and energy flow 
driving functionally-important motions mainly by using time-resolved resonance Raman spectroscopy. 

研究分野：生物物理化学

キーワード： ラマン分光学　アロステリー　時間分解分光学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
タンパク質の機能は、分子内に含まれる複

数の機能部位が互いに連動的に働くことに
よって生み出される。例えば光駆動型イオン
輸送タンパク質では、光吸収によって発色団
が構造変化すると、タンパク質構造に逐次的
に変化が起き、この動きによってイオン結合
部位の親和性が変わり、イオンがタンパク質
内を輸送される。また、ガスセンサータンパ
ク質では、ガス分子がタンパク質に結合する
と、結合部位に構造変化が生じ、その変化が
触媒部位の構造を変化させ酵素活性の制御
がなされる。このような複数の機能部位が連
動している性質はアロステリーとよばれる
もので、そこではタンパク質の構造変化が本
質的に重要な役割を果たす。われわれはこれ
までに、時間分解共鳴ラマン分光法を用いて
タンパク質ダイナミクスに関する研究を行
ってきた。分光システムの新規開発、性能向
上および測定技術のノウハウの蓄積により、
不安定で少量の試料しか得られない新規タ
ンパク質や変異体タンパク質にも幅広く申
請者の手法が適用可能となった。また、機能
活性とダイナミクスとを結び付けてタンパ
ク質を理解することは極めて重要であるも
のの、現在そのような研究例は皆無である。
そこで、ダイナミクス観測にとどまらず、機
能発現の原理解明および原理解明に基づい
た機能性分子設計に向かう準備が整ったと
考え、本研究を計画した。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、機能発現のトリガーとなる変
化からそのキーステップに至る過程におい
て、複数の機能部位に起きる構造変化を多面
的に観測し、複数の機能部位間の連動性を明
らかにする。次に、明らかになった連動的な
構造変化とタンパク質の機能活性の相関を
定量的に調べ、どのような構造変化がタンパ
ク質機能を生み出す鍵であるのかを同定す
る。また、構造変化を駆動する、さまざまな
モード間のエネルギーの流れを解明する。機
能を生み出す構造変化とその構造変化を生
み出すエネルギーの流れを同定することに
よって、柔らかな分子系が示す、機能を生み
出す動きの本質を明らかにする。このような
作動原理の解明に基づき、新規機能をもった
人工タンパク質の創成を行う。 
 
３．研究の方法 
連動的な構造変化によって機能する代表

的なタンパク質である、光駆動型イオン輸送
タンパク質、ガス分子結合タンパク質を対象
に研究を行った。これらのタンパク質が機能
する際に起きる構造変化を、時間分解共鳴ラ
マン分光法を用いて観測した。構造変化の観
測においては、共鳴ラマン分光法の長所を最
大限に活かして、複数の機能部位に起きる構
造変化を多面的に調べた。これらの観測デー
タに基づいて、構造変化の連動性を明らかに

した。また、タンパク質の機能を定量的に評
価するために、イオン輸送活性および酵素活
性を測定した。構造ダイナミクス計測と活性
測定を多数の変異体タンパク質について行
い、構造変化と活性の相関を調べた。この相
関をもとにして、タンパク質のどのような構
造変化が機能を生み出しているのかを明ら
かにした。またタンパク質の構造変化は、分
子エナジェティックスの視点からは活性化
障壁を越える運動として理解される。そこで、
この運動を駆動する分子内エネルギーフロ
ーについて機構解明を行った。これらの研究
は、柔らかな分子系解析班（A01 項目）およ
び創成班（A03 項目）とも密に連携し推進し
た。 

 
４．研究成果 
(1) アロステリック機構を生み出す構造変化
の解明  
アロステリック機構で機能するタンパク

質としてガス分子結合タンパク質および光
駆動イオン輸送タンパク質を選び、これらが
機能する際に起きる構造変化を調べた。前者
については、ガスセンサータンパク質のリガ
ンド脱離に伴う連動した構造ダイナミクス
およびヘモグロビンの四次構造と三次構造
のカップリングを明らかにした。また、後者
については、光反応中間体の発色団構造およ
びシッフ塩基の水素結合強度を基に、イオン
輸送機構を解明した。また、シッフ塩基と水
分子との間の振動共鳴エネルギー移動を利
用して、両者が形成する水素結合について考
察した。 

① ガス分子輸送タンパク質の構造変化と機
能発現機構の研究 
ヒトヘモグロビンは、α鎖と β鎖の 2 種類

のサブユニットが 2つずつ会合した四量体で、
サブユニット間の構造変化を介した相互作
用により協同性を示す。われわれは α鎖のヘ
ムでリガンド脱離後に起きた構造変化がサ
ブユニット界面を介して β 鎖のヘムに約 20 
μs で伝播することを明らかにした。これは、
ひとつのサブユニットから隣接するサブユ
ニットへの構造伝搬を観測した最初の例で
ある。 

ヒトヘモグロビンに関して、サブユニット
間相互作用が三次構造変化の速度に及ぼす
影響を調べた。四次構造を保ったもとでの三
次構造ダイナミクスを観測し、三次構造変化
が四次構造に強く依存することを明らかに
した。ヘムとサブユニット間相互作用部位と



の間で、EF ヘリックス（ヘムを保持している
ヘリックス）を介した双方向的な原子変位の
伝播が起きていると結論した。 

② ガスセンサータンパク質の構造変化と機
能発現機構の研究 

FixL はマメ科植物と共生する根粒菌に含
まれる酸素センサータンパク質で、細胞内酸
素濃度を感知する。低酸素下ではリン酸化酵
素活性を持ち、高酸素下では活性を抑制する
ことで窒素固定系遺伝子の発現調節を担う。
本研究では、紫外共鳴ラマン分光法による全
長 FixL の構造変化の観測に加え、リン酸化活
性測定を行うことで、活性制御に重要な残基
の構造変化を調べた。その結果、酸素の結合
に伴って起きる Tyr201 の水素結合強度変化
が活性制御に重要であることを明らかにし
た。さらに、時間分解紫外共鳴ラマン分光法
を用いて、酸素の脱離に伴い Tyr201 の水素結
合強度が数マイクロ秒の時定数で変化して
いることを明らかにした。 

得られた知見を基に、人工タンパク質の創
成研究も行った。酸素センサータンパク質の
ドメイン置換によって酸化還元状態に応答
するリン酸化酵素を作製し、共通のメカニズ
ムによって酵素活性が制御されていること
を実証した。 
一酸化炭素センサータンパク質 CooA につ

いて、一酸化炭素の脱離に伴う構造ダイナミ
クスを、時間分解共鳴ラマン分光法を用いて
調べた。可視光のプローブでヘムを、紫外光
のプローブでポリペプチド鎖の構造変化を
観測したところ、ヘム－プロリン残基（Pro2）
間結合の解離が一酸化炭素依存的な活性化
の引き金になっていることが明らかになっ
た。 

(2) 光受容タンパク質の構造変化と機能発現
機構の研究 
レチナールタンパク質では、レチナール発

色団に光異性化が起きることによってタン
パク質の局所的な構造変化が誘起される。こ
れがタンパク質の大域的な構造変化を起こ
し、機能が発現する。われわれは、種々のイ
オンポンプについて、時間分解共鳴ラマン分
光法で光サイクル中に見られる反応中間体
の発色団構造を決定した。 

① 光駆動塩化物イオン輸送タンパク質の構
造変化と機能発現機構の研究 
光駆動塩化物イオン輸送タンパク質ハロ

ロドプシンについて、光励起に伴う発色団の
構造ダイナミクスを、時間分解共鳴ラマン分
光法を用いて調べた。光サイクルにおける発
色団構造の遷移、特にシッフ塩基が形成する
水素結合の変化をスペクトルに基づいて明
らかにした。ここから、イオン輸送の鍵とな
る過程におけるプロトン化シッフ塩基と⽔
分⼦との⽔素結合形成を示すことができた。
さらにハロゲン化物イオン依存性を調べ、水
素結合パートナーのスイッチングを伴うイ
オン輸送のモデルを提案した。 

塩化物イオンポンプ Fulvimarina rhodopsin
（FR）についてもその構造ダイナミクスを調
べ、機能発現機構について考察した。FR の
アミノ酸残基のうち 3 つを置換した変異体
（N110D、Q121E、S255F）では、プロトン輸
送活性を示すことが報告されている。野生型
と変異体はほとんど同じ配列を持ちつつ機
能だけが異なることから、輸送するイオンを
決定する要所のみに違いがあると考えられ
る。そこで、反応中間体の発色団構造を比較
することによって、塩化物イオン輸送とプロ
トン輸送を支配する因子を明らかにした。 

② 光駆動ナトリウムイオン輸送タンパク質
の構造変化と機能発現機構の研究 

Krokinobacter rhodopsin 2（KR2）は、光駆
動ナトリウムイオンポンプである。タンパク
質中におけるナトリウムイオンの輸送経路
には、他のイオンポンプ同様、レチナール発
色団のプロトン化シッフ塩基があると考え
られている。ナトリウムイオンは、発色団付
近を移動するとき、プロトン化シッフ塩基上
の正電荷と静電反発を生じる。KR2 において
ナトリウムイオンがどのように静電反発を
避けて輸送されるかを理解するため、光サイ
クル反応の全段階の発色団構造を明らかに
する必要がある。本研究では、KR2 のレチナ



ール発色団の時間分解共鳴ラマンスペクト
ルを測定した。光サイクルに現れるすべての
中間体の過渡共鳴ラマンスペクトルを初め
て得て、各段階での発色団構造を同定した。
また、光サイクルにおけるスペクトルのカチ
オン依存性を調べ、タンパク質中のナトリウ
ムイオンの結合サイトについて議論した。 

③ 光駆動プロトンイオン輸送タンパク質の
熱安定性の研究 
多くのタンパク質はオリゴマーを形成して

機能する。オリゴマーを形成することによっ
て、協同性などモノマーでは持ち得ない高度
な機能をもつ。したがって、オリゴマーの安
定性を理解することは、タンパク質の構造－
機能相関を理解する上で重要である。微生物
型ロドプシンは脂質膜中で一般にホモオリゴ
マーを形成する。サーモフィリックロドプシ
ン（TR）は、2013年に高度好熱菌JL-18のゲノ
ム解析から発見されたタンパク質で、プロト
ン輸送の機能をもつ。TRにおいて、オリゴマ
ー形成の安定性について注目すべき結果が報
告された。それは、室温ではオリゴマーをと
っているTRは、高度好熱菌の生育温度である
75℃付近ではモノマーに解離するというもの
であった。もし、菌中でも同様の現象が起き
ているとすると、TRは菌中でモノマーとして
働いていることになる。しかし、これは界面
活性剤で可溶化したタンパク質試料について
調べられたものである。ミセル中（可溶化状
態）と脂質中とではタンパク質の安定性に違
いがあることが知られている。したがって、
TRのオリゴマー安定性を理解するには、脂質
中についても調べる必要がある。そこで、本
研究では脂質中でのTRの構造およびその熱
安定性を共鳴ラマン分光法によって調べ、可
溶化状態と比較した。その結果、膜断片試料
と再構成試料では、加熱による単量化が起こ
らず、多量体を維持していることがわかった。
すなわち、細胞膜中と脂質二重膜中では、可
溶化状態と比べると、多量体を形成するTRが
高い安定性が持つことが明らかとなった。 

④ 光駆動プロトンイオン輸送タンパク質の
構造変化と機能発現機構の研究 
グロイオバクターロドプシン（GR）は、光

エネルギーを利用してプロトンを細胞内か
ら細胞外へと輸送する。本研究では、共鳴ラ
マン分光法を用いて、ナノ秒からミリ秒領域
におけるレチナール発色団の構造および周
辺残基との相互作用を調べた。その結果、過

渡吸収分光法による研究では 1種類とされて
いた L 中間体に 2 種類があること、プロトン
移動に先立ってレチナール発色団とカウン
ターイオンとの間の水素結合が強くなりプ
ロトン移動のエネルギー障壁を低くする構
造変化が起きることを明らかにした。さらに、
プロトン輸送に関与している Glu132 残基と
発色団の間には 10 Å 以上の距離があるにも
関わらず、初期中間体の段階で相互作用が形
成されることを明らかにした。 

⑤ フォトクロミック蛍光タンパク質の構造
変化と機能発現機構の研究 
蛍光タンパク質 Dronpa は、蛍光を発する

明状態 B と発しない暗状態 A2との間でフォ
トクロミズムを示す。また、これらに加えて
無蛍光性の状態 A1の存在も報告されている。
共鳴ラマン分光法はタンパク質中の発色団
構造を調べるのに適しているが、Dronpa は強
い蛍光を発するため可視共鳴ラマンスペク
トルの測定は難しく、これまでに報告例はな
かった。本研究では、適切なプローブ光の波
長を探索し、かつ蛍光のバックグラウンドを
スペクトル解析により除去することで、
Dronpa 発色団のラマンスペクトルの観測に
成功した。スペクトルに基づいて、各状態で
の発色団の幾何構造およびプロトン化状態
を決定した。 

(3) タンパク質エネルギーフローの解明  
ヘムを分子ヒーター、トリプトファン残基

をエネルギープローブとして用い、タンパク
質内のエネルギーフローを計測した。われわ
れはタンパク質内の異なる位置にトリプト
ファン残基を導入し、その時間分解アンチス
トークス共鳴ラマンスペクトルに基づいて、
エネルギーフローのラマン時空間マッピン
グを行った。 

① タンパク質から水へのエネルギー移動に
関する研究 
ミオグロビン中のヘム周辺の異なる位置

にトリプトファン残基を導入した変異体を
用い、残基から溶媒へのエネルギー移動につ
いて調べた。残基の溶媒露出面積とエネルギ
ー移動速度に相関がみられ、溶媒の水分子が
効率的なエネルギー受容体として働いてい
ることが明らかになった。われわれは以前ヘ
ムのプロピオン酸基がタンパク質表面に露
出しており、溶媒との接触がヘムのエネルギ
ー緩和に寄与していることを明らかにして



いる。本研究で得られた描像は、これとコン
システントであり、タンパク質の水和の理解
を深めるものである。 

② エネルギーフローの機構に関する研究 
本研究では、タンパク質内エネルギー移動

における共有結合の効果を直接的に調べる
ために、プローブ分子であるトリプトファン
残基を導入し、ヒーター分子であるヘムとポ
リペプチド鎖の間の共有結合を切断した変
異体を作製した。通常ミオグロビンは、ヘム
とポリペプチド鎖がヒスチジン残基によっ
て共有結合している。このヒスチジンをヘム
と共有結合しないグリシンに変異させるこ
とで、ヘムとポリペプチド鎖間の共有結合を
なくした。さらに、共有結合をなくしたミオ
グロビンに対して、ヒスチジンと類似の構造
をもつイミダゾールを 1 分子配位させた。そ
して、共有結合の有無に対するヘム近傍のト
リプトファン残基へのエネルギー移動の影
響を調べた。その結果、ヘムからポリペプチ
ド鎖へのエネルギーフローには、主鎖を経由
した経路の寄与は小さく、原子間接触を通し
た経路が大きな寄与をなすことを示してい
る。 

(4) タンパク質分子の機能に関わる柔軟性を
表現する概念”Functional Compactness（機
能的稠密性）”の創出 
本研究で得られた実験データに基づいて、

アロステリック効果を生むタンパク質の構
造的特徴として、”functional compactness（機
能的稠密性）”という概念を提案した。本研究
の実験結果では、複数のサイト間の共有結合
や水素結合を切断してもその間で構造変化
が伝播することがいくつかのタンパク質で
観測された。また、タンパク質内の振動エネ
ルギー移動は、主に原子間接触を通じて起き
ていることを明らかにした。タンパク質には、
天然構造において二次構造と三次構造すべ
ての相互作用が整合して全体を安定化して
いるという特徴がある（整合性原理）。その
結果として、原子が密にパックした立体構造
をもつ。タンパク質は液体に比べ 1 桁高い等
温圧縮率をもつ事実はこの稠密な構造を反
映している。われわれのタンパク質ダイナミ
クスの研究は、この稠密な構造が天然構造を
効率的に形成するために重要なだけではな
く、機能発現において原子変位や励起を効率
的に伝達するためにも重要であることを明

らかにした。一方、タンパク質構造には粗な
部分もあり、粗密の密度不均一性が構造変化
やエネルギーフローの異方性を生んでいる
と考えられる。以上のように、「タンパク質
構造は稠密性を持つが故に、あるサイトに起
きた構造変化が構造歪みの伝播により別の
サイトに構造変化を生み出している」という
概念を提案し、これを”functional compactness
（機能的稠密性）”と名付けた。この概念は、
柔らかな分子系の特徴である「系が状況に応
じて柔軟に変化して最適な機能を発現する」
性質と密接に関連している。系が状況に応じ
て柔軟に変化して機能発現するためには、複
数の機能単位が互いに連動する必要がある。
この連動性は稠密な原子パッキングによっ
て成立しているというのが functional 
compactness の考え方である。稠密な原子パッ
キングは単純には固い性質を想像させる。し
かし、そのような固い性質が機能発現に必須
の柔軟な構造変化を制御している。このよう
に、functional compactness の概念は、分子の
単なる柔らかさではなく、機能を生み出す分
子の柔らかさの本質を表現するものといえ
よう。 
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