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研究成果の概要（和文）：マイクロ流路加工技術と最先端のレーザー分光・検出装置を組み合わせることで、あ
らゆるタンパク質分子の反応を時間分解計測できる汎用性の高い計測系を構築した。加えて、X線自由電子レー
ザーを用いた時間分解シリアルフェムト秒X線結晶構造解析法の適用範囲の拡張をマイクロ流路技術を用いるこ
とで可能にした。これらの手法を、ATPを利用して小分子を細胞膜の一方から他方へと輸送する膜タンパク質で
あるABCトランスポーターの輸送・構造ダイナミクス観察に適用し、その分子機構解析に成功した。

研究成果の概要（英文）：The novel time-resolved measurement systems that are applicable to many 
proteins have been developed by combining micro-fluidic techniques and spectroscopic measurements. 
In addition, time-resolved serial-femtosecond x-ray crystallography was developed by using the 
micro-fluidic mixer, allowing us to monitor the conformational changes in protein during the 
expression of functions in real-time manner. These novel measurement systems were applied to the ABC
 transporter, clarifying its transport and structural dynamics.

研究分野： 生物物理化学
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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 
化学反応の時間分解計測は、過渡的に存在

する反応中間状態に関する分子情報を得る
ことができる強力な手法であり、反応機構を
解明する上で重要である。特に高次の機能発
現を実現する生体分子反応においては、タン
パク質分子、あるいはドメインと呼ばれる分
子部分が発現する固有の機能や情報が「連
動」・「協奏」・「相互作用」することで、『生
体分子システム』が構築されている。しかし、
個々のタンパク質分子の機能についてさえ
も原子・アミノ酸レベルでの機構解明は達成
されておらず、ましてや分子部分の連動性や
化学反応の共役性といった分子システムの
構築原理については未解明のままである。 
また、今日まで、時間分解分光計測の多く

は、レーザー分光法の確立とともに進展して
きた。しかしながら、レーザー分光法は光に
よって誘起される反応を主な対象としてお
り、基質の結合や溶媒環境の変化によって反
応が誘起される生体分子反応への適用は限
定的である。また、従来の溶液を混合する手
法では時間分解能がミリ秒程度と、計測でき
る時間領域に限界がある。申請者は平成 25
年度より参画した現所属先（城生体金属科学
研究室）において、レーザー分光法を一般の
タンパク質反応へと展開するために、低収量
膜タンパク質の酵素反応に適用可能な時間
分解フローフラッシュ計測系の新規開発を
推進している。現在、マイクロ流路フローセ
ルに試料を導入し、試料溶液中のケージド化
合物への光照射によって基質分子を溶媒へ
放出し、金属酵素が触媒する化学反応が誘起
される。この化学反応を数マイクロ秒の高い
時間分解能で可視・赤外吸収分光計測するこ
とに成功している。その一方で、ケージド化
合物の開発や合成は簡単ではなく、基質への
適用範囲に限界がある上、タンパク質-タンパ
ク質間相互作用を光照射によって引き起こ
すことはほぼ不可能である。したがって、時
間分解計測をより広範な生体分子試料に適
用するためには、基質の結合や、タンパク質
間相互作用によって反応を誘起でき、高い時
間分解能での計測が可能な系の構築が強く
望まれる。 

 
２．研究の目的 
本申請課題では、基質あるいはタンパク質

分子の結合によって誘起される反応を追跡
可能な最先端の時間分解計測法を開発し、
ATPを利用して小分子を細胞膜の一方から他
方へと輸送する膜タンパク質 ABC トランス
ポーターにおいて起こる、 
① 種々の化学反応の共役 
② 離合集散を制御する分子間相互作用 
③ 構造変化のドメイン間の連動性 

を実時間観察する。そして、多角的観察によ
って得られた情報を統合し、高次機能を実現
する生体分子システムの設計原理の解明を
目指す。 

本課題で対象とする ABC (ATP-binding 
cassette; ATP 結合ドメインを持った) トラン
スポーターは ATP の結合・加水分解を利用す
ることで、小分子の輸送を行う膜タンパク質
であり、種々の化学反応の共役と、構造変化
の連動によって輸送が実現される、生体分子
システムの代表例である。X 線結晶構造解析
から、ABC トランスポーターは小分子の輸送
経路を形成する疎水的な 2 つの膜貫通ドメイ
ン(TMD) と、ATP の結合・加水分解を行い、
細胞に露出した 2 つのヌクレオチド結合ドメ
イン（NBD；ATP 分解ドメインとも呼ばれる）
から構成されていることがわかっている。さ
らに、ペリプラズムタンパク質（PP）と呼ば
れる水溶性タンパク質が TMD のペリプラズ
ム側と結合し、輸送基質を ABC トランスポ
ーターへと運びこむと考えられている。これ
らの結晶構造は、細胞の外側に開いた状態と
細胞質側に開いた 2 つの異なる状態をとって
いることから、PP との結合および ATP の結
合・加水分解反応と共役する形で、小分子の
輸送が起こるだろうという仮説が提案され
てきた。しかし、X 線結晶構造解析で得られ
る構造はスナップショットであり、『ABC ト
ランスポート』という高次機能の発現機構を
明らかにするためには、反応の時間軸に沿っ
たダイナミクスを直接観察することが必要
であると考えられる。特に、 

(i) 輸送基質の取り込み・輸送、ABC ト
ランスポーターのコンフォメーショ
ン変化、ATP の結合・加水分解反応、
PP と ABC トランスポーターの離
合・集散が同期しているか？ 

(ii) NBD の ATP 結合/加水分解に伴う構
造変化と TMD の構造変化がどのよ
うに連動しているか？ 

といった疑問に答えるには、それぞれのダイ
ナミクスを直接観察し、どのタイミングで、
どの分子部分で、どの化学反応が起こってい
るかを反応軸にそって解析する必要がある。
実時間観察という観点では、NBD ドメイン単
独で、ATP の結合・加水分解反応を分光学的
に追跡した実験も報告されてはいるが、他の
構成反応との共役についての情報は得るこ
とはできていない。 
 このような ABC トランスポーターの分子
科学は生物学的見地からも重要である。ABC
トランスポーターは大腸菌では全遺伝子の
5%を占める 78 個もの遺伝子としてコードさ
れている。ヒトでも少なくとも 48 の遺伝子
が見つかっており、膜タンパク質の 15-30 %
を占め、細胞で消費される全エネルギーの 2/3
を ABC トランスポーターが利用することも
ある。加えて、嚢胞繊維症といった疾病やガ
ン細胞の化学治療薬耐性に関医学・薬学的見
地からも重要な分子であり、創薬などの疾病
治療のためにも ABC 輸送の分子機構解析は
待ち望まれている。 
そこで、本研究では、代表者がこれまで培っ
てきたマイクロ流路加工技術を駆使した分



子拡散型マイクロ流路ミキサーを応用・改良
し、かつレーザー分光法や最先端光源である
X 線自由電子レーザー(XFEL)を用いること
によって、新規の時間分解計測系を開発する。
具体的には、①可視吸収分光、②蛍光寿命、
③赤外吸収分光、④XFEL を用いたシリアル
フェムト秒 X 線結晶構造解析（SFX）という
4 つの時間分解計測系の開発を行う。マイク
ロ流路セルとレーザー分光法の 2 つの技術を
併せ持つ研究者は世界的にも稀であり、膜輸
送タンパク質の分子科学という独創的な研
究はこれらの技術が融合することによって
初めて可能になると自負している。 
以上のように、そこで、本申請課題では ABC
トランスポーター複合体の輸送ダイナミク
スを、マイクロ流路セルと組み合わせた 3 つ
の時間分解レーザー分光計測系と、最先端の
光源である XFEL を用いた時間分解 SFX 
(TR-SFX) を駆使して多角的に解析し、小分
子の膜輸送の分子機構を明らかにすること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
本申請課題では以下の 2 つの命題を設定し、

研究を遂行した。 
(i) 輸送基質の取り込み・輸送、ABC ト

ランスポーターのコンフォメーショ
ン変化、ATP の結合・加水分解反応、
PP と ABC トランスポーターの離
合・集散が同期しているか？ 

(ii) NBD の ATP 結合/加水分解に伴う構
造変化と TMD の構造変化がどのよ
うに連動しているか？ 

（１）新規測定装置の開発 
ABC トランスポーターの構造・輸送ダイナ

ミクスの実時間観察を可能にするために、分
子拡散型マイクロ流路ミキサーによる溶液
混合、あるいはケージド ATP への光照射とい
う 2 つの手法を利用しながら、4 つの時間分
解計測法を新規に開発した。 
（２）ABC トランスポーターのダイナミクス
観察 
種々の ABC トランスポーターが存在する

中で、ヘムを細胞内へ輸送するヘムインポー
ター: BhuUV を対象とする。BhuUV を選択す
ることの最大の利点は、輸送基質であるヘム
自体をプローブにでき、ABC トランスポータ
ーの輸送ダイナミクスを実時間で初めて観
測できることにある。 
ミリ秒の時間分解能をもつ分子拡散型ミ

キサーを組み込んだ 3 種類の時間分解分光法
を新規開発し、輸送基質であるヘムの受け渡
し/輸送、輸送を駆動する基質 ATP の結合/加
水分解、BhuUV のコンフォメーション変化、
BhuT/BhuUV の離合・集散という 4 つのダイ
ナミクスについて、それぞれが起こるタイミ
ングと反応速度の ATP 濃度依存性を解析す
る。以上の結果を統合することで、ABC トラ
ンスポートを実現する素反応の共役性につ
いて詳細に検討し、BhuUV と BhuT の離合・

集散を制御する分子間相互作用についても
明らかにする。 
（２−１）ヘム輸送ダイナミクス 
 輸送は輸送基質である小分子の化学変

化を伴わないために、どのタイミングで輸送
が起こっているかを同定することは困難で
あった。ヘムは可視光を吸収し、結合様式に
よって吸収スペクトルが変化することから、
プローブとして用いることが可能である。つ
まり、BhuT に結合している状態、BhuUV に
受け渡された状態、そして溶媒に放出された
状態をそれぞれ検出できると考えられる。そ
こで、可視吸収スペクトルの変化を追跡する
ことによって、ヘムがどのタイミングで取り
込まれ、輸送されているかを明らかできると
期待される。可視吸収分光計測については、
研究代表者が平成 25 年度に構築したマイク
ロ秒の時間分解能をもつ自作の時間分解可
視吸収スペクトル計測装置に対して、マルチ
チャンネル CCD 分光器を新規導入すること
で S/N を 10 倍以上高感度化し、精密計測を
行う。 
（２−２）ATP 結合/加水分解反応 
ATP は赤外領域に吸収をもつことから、時間
分解赤外吸収分光計測によって結合・加水分
解反応を追跡できる。この計測には、所属研
究室において平成 26 年度に作製した、フェ
ムト秒赤外レーザー技術と高精度のマルチ
チャンネル赤外検出系を駆使した自作の分
散型赤外分光装置を用いる。 
（２−３）BhuUV のコンフォメーション変化 
コンフォメーション変化の観察には蛍光

共鳴エネルギー移動(FRET)を伴う蛍光寿命
計測が有効である。蛍光エネルギー供与体(D)
と受容体(A)を TMD もしくは NBD に化学修
飾し、D の蛍光寿命を計測すると、フェルス
ターのエネルギー移動の式に基づいて、D-A
間距離が算出でき、コンフォメーション変化
の時間分解解析が可能になる。蛍光寿命計測
は若手研究(A)で確立した蛍光顕微鏡と時間
相関単一光子計数法を組み合わせた計測系
を利用する。 
（２−４）BhuT/BhuUV の離合・集散ダイナミ
クス 

BhuT・BhuU に D・A をそれぞれ化学修飾
し、D・A の蛍光寿命を同時に計測すること
で BhuT と BhuUV の離合・集散がどのタイミ
ングで起こるかを検証する。 
（２−５）構造変化の連動性 
ヘム輸送の実現には、「ATP 結合・加水分

解が NBD の構造変化を誘起し、それが TMD
へと伝達し、TMD の構造変化によってヘム
結合ポケットが細胞質に露出する」という仮
説がたてられている。しかし、NBD および
TMD の構造変化の連動性を議論するために
は（２−３）の FRET 計測による距離という 2
次元情報だけでは不十分であり、アミノ酸・
原子レベルの空間分解能で、3 次元構造の時
間変化が必要である。それを実現できる唯一
の手法は SACLA の XEFL 光源を利用した時



間分解シリアルフェムト秒 X 線結晶構造解
析(TR-SFX)である。ケージド ATP を含んだ
BhuUV-T 複合体微結晶へ紫外光照射を行う
ことによって ATP を放出し、それによって誘
起されるヘム輸送の時間軸に沿った結晶構
造解析を行う。 

 
４．研究成果 
（１）新規測定装置の開発と応用 
マクロ流路ミキサーを開発当初はフォト

レジストと PDMS によって作製していたが、
PDMS は赤外光および近紫外光を吸収してし
まうことから応用できない分光法があるこ
とが確認された。そこで、化学エッチング処
理を施したステンレス薄膜(厚さ 20-50 m)を
2 枚の石英窓あるいは CaF窓によって挟んだ
新たなマイクロ流路ミキサーを作製した。 
① 時間分解紫外/可視吸収測定装置 
マイクロ流路ミキサーの観察流路中を流

れる 10 m 以下のタンパク質試料流れを観察
するために、カセグレン鏡を用いた顕微型分
光器を独自に開発した。その結果、15 m ま
で観察光を絞ることに成功し、効率的な分光
測定が可能になった。また LabVIEW を用いて
独自に測定用ソフトウェアを作成し、共同研
究等にも適用可能なシステム開発を行った。
その結果、10 秒間の積算時間で 350-700 nm
の範囲の吸収スペクトル変化を 0.5 mOD 以下
のノイズで測定可能にした。 
② 時間分解赤外吸収測定装置 
 ATP は赤外領域に吸収をもち、特に ATP に
特有の-リン酸由来の 1250 cm-1 付近の PO2

–

基の伸縮振動由来のバンドを観察すること
で、加水分解反応を追跡できる。この計測に
は、理化学研究所在籍時に作製した、フェム
ト秒赤外レーザー技術と高精度のマルチチ
ャンネル赤外検出系を駆使した自作の分散
型赤外分光装置を用いることで予備実験を
開始した。しかし、研究遂行に伴って、より
高い S/N と空間分解能での測定を実現するた
めには焦点サイズをφ150 m から一桁オー
ダー小さくする必要性があった。そこで、
SPring-8 BL43IR の放射光赤外顕微鏡を利用
し、赤外ビームを 15 x 15 m2まで絞ることを 

図 1. 時間分解顕微赤外分光法によるシアン
化鉄(III)の還元反応 

試みた。この赤外ビームをマイクロ流路中の
試料溶液流れに照射し、FT-IR 測定を行うこ
とを可能にした。マイクロ流路での観察位置
の変更や流速を制御しながら、シアン化鉄
(III)イオンのアスコルビン酸による還元反応
を追跡し、装置の性能評価を行ったところ時
間分解能が 10 ミリ秒と見積もることができ
た。 
③ 時間分解蛍光寿命計測 
コンフォメーション変化の観察には蛍光

共鳴エネルギー移動(FRET)を伴う蛍光寿命
計測が有効である。蛍光寿命計測系は若手研
究(A)で確立したマイクロ流路ミキサーと蛍
光顕微鏡の測定系に加えて、時間相関単一光
子計数測定を可能にするアバランシェフォ
トダイオードとカウンティングボードを導
入し、反応軸に沿った蛍光寿命測定が可能な
計測系を異動後の神戸大学において構築し
た。これにより、D-A ペアを導入したタンパ
ク質の構造変化、あるいは D および A を相互
作用タンパク質にそれぞれ導入したタンパ
ク質ペアの分子間相互作用を測定可能にし
た。蛍光寿命測定を行うことで、距離分布関
数を計算可能であり、反応に伴ってどのよう
な構造がどの程度蓄積するのかという情報
を得ることが可能になった。 
④ 時間分解シリアルフェムト秒 X 線結晶構
造解析法（TR-SFX）の構築と相補的な微結晶
試料に対する時間分解可視吸収測定装置の
応用 
 光照射によって微結晶中のタンパク質反
応を開始させるための光学系を構築し、
SACLA の DAPHINES への導入・最適化を行
った。Nd:YAG（Continuum）あるいはダイオ
ード励起一体型高エネルギー波長可変 OPO
（EKSPLA）を二方向から50-150 m の試料
ストリームに対して照射する。励起レーザー
は試料ストリームに対して180-200 m のト
ップハット型のパワープロファイルをとっ
ており、微結晶試料を励起するに十分なエネ
ルギー密度を持つことを確認した。 
 以上の光励起 TR-SFX を用いて、バクテリ
オロドプシン、光化学系 II、シトクロム c オ
キシダーゼの光反応に伴う構造変化を追跡
することに成功した。 
一方、光励起系を自作の可視吸収測定装置 

  に組み込み、微結晶中のタンパク質の光反
応を追跡することを可能にした。これは上記
の微結晶に対する TR-SFX と相補的な手法で
あり、タンパク質の機能に関する反応を時間
分解解析し、TR-SFX で測定できる構造変化
がどのような機能と相関があるのかを明ら
かにする上で非常に重要な役割を果たすも
のである。励起光は TR-SFX 用と同様の150 
m、測定用プローブ光を放物面ミラーによっ
て色収差なく100 m に集光することで、
10~20 m のバクテリオロドプシン微結晶の
光反応サイクルに対して時間分解測定を行
った。それによって、TR-SFX において測定
した各反応遅延時間にどの中間体が蓄積し 



図 2. バクテリオロドプシンの微結晶試料の
時間分解可視吸収測定結果． 
 
ているのかを明らかにすることができた。 
 
（２）新規時間分解測定系の ABC トランス
ポーターへの応用 
種々の ABC トランスポーターが存在する

中で、ヘムを細胞内へ輸送するヘムインポー
ター: BhuUV を対象とする。BhuUV を選択す
ることの最大の利点は、輸送基質であるヘム
自体をプローブにでき、ABC トランスポータ
ーの輸送ダイナミクスを実時間で観測でき
ると期待された。 
① 時間分解可視吸収測定 
ヘムを BhuT に結合させた水溶液とトランス
ポーターBhuUV を混合したところ、BhuUV
にヘムが移動しているスペクトルが観察さ
れた。その混合溶液に ATP を加え、輸送反応
を誘起したところスペクトル変化が観察さ
れ、ヘムの輸送が確認された。その後のスペ
クトル変化を追跡したところ時定数 30 min
の速度で BhuUV-T 複合体が最終的に形成す
ることが明らかとなった。 
② 時間分解 FTIR 吸収測定 
上記と同様のマルチターンオーバー条件下
での反応をマイクロ流路フローセルを用い
て FTIR 観察したところ、同じ字定数で ATP
加水分解反応が進行していることが明らか
となった。これは加水分解活性測定から求め
られた回転数によって説明することができ、
分光学的にも ATP 加水分解反応が観察でき
ることが明らかとなった。 
③ 時間分解蛍光寿命計測 
D-A 蛍光ラベルを BhuUV に導入するために
野生型の 7 つのシステイン残基をセリン残基
に変異させた。その後、チャネルの開閉をモ
ニタするためにシステイン残基を新たに導
入した。しかし、BhuUV は同一二量体であり、
DおよびAラベルをヘテロに導入することは
できなかった。そこで、スピンラベル ESR に
よって距離変化を測定することに方針を転
換し、ラベル化試料の作製を行った。 
BhuTとBhuUVの相互作用についても蛍光ラ
ベル修飾を行なったが、ヘムの吸収が大きく、
相互作用反応の追跡が困難であった。 
④ TR-SFX 測定を目指した微結晶試料作製 

TR-SFX測定を行うためには 10-20 m程度
の大きさを持ち、十分な回折を得ることので
きる質の良い微結晶試料を作製する必要が
ある。そこで、BhuUV の結晶化条件の最適化
を行なった。2000 種類の結晶化条件を検討し、
100 m サイズの結晶で、3.2 Å 分解能を実現
する結晶化条件を見出した。この条件をさら
に最適化し、微結晶化が可能になると考えら
れる。なお、結晶化条件の最適化に伴って、
ヌクレオチド結合型を結晶構造解析するこ
とを試みたが、加水分解生成物である ADP
あるいは ATP 結合がたを模倣 AMP-PNP はヌ
クレオチド結合サイトと結合することはな
く、ATP へソーキングしたところ、回折が消
失した。したがって、ATP により反応が駆動
されることが確認できたことから、やはり
SACLA を用いた TR-SFX が最適の測定法で
あることが明らかとなった。 
また、ケージド化合物を利用した TR-SFX

測定の可能性を探るために、caged-NO を用い
て、NO 還元反応を触媒する一酸化窒素還元
酵素の TR-SFX を行い、NO 結合型の中間体
の捕捉に成功した。続いて、caged-ATP の光
励起による ATP 放出反応を追跡したが、現在
利用可能なレーザーのエネルギーでは放出
量が不十分であること、そして ATP の光解離
による放出が数 10 ms の時間を要することか
ら新たな手法開発が必要とされた。そこで、
微結晶を含む溶液試料に対して、マイクロ流
路を用いて分子拡散により ATP を結合させ
る新たな溶液混合装置の開発を行った。その
性能評価実験として、イソクエン酸脱水素酵
素のイソクエン酸から脱炭酸を行う反応系
の TR-SFX を行うことに成功した。 
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