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研究成果の概要（和文）：反応に伴うタンパク質中間体構造変化を時間分解で検出するため、時間分回転拡散係
数法の開発を行った。金属錯体からの発光を用いて、大きなタンパク質の回転拡散係数を測定することに成功し
た。Lysozymeの種々の部位にシステイン残基を導入した変異体を作製し、そのシステインに蛍光色素をつけ、二
次構造に変化がない部位を特定した。これらの変異体について、回転拡散係数の変性剤濃度依存性を明らかに
し、変性過程での通説となっている2状態遷移とは違う過程を見出した。さらに、揺らぎ運動とその部位依存性
を示した。また、時間分解並進拡散法で、タンパク質の反応に円二色性などでは検出できない構造変化を検出し
た。

研究成果の概要（英文）：A method of time-resolved rotational diffusion coefficient measurement was 
developed to investigate conformation change dynamics of proteins during reactions. For this 
purpose, luminescence from a metal complex that has a long lifetime was used. Some mutants of 
Lysozume were prepared and the probe molecule was bound to some sites of that protein. It was 
confirmed that the secondary structure does not change by the probe molecule. From the decay rate of
 the polarization of the luminescence, the rotational diffusion coefficient was determined as a 
function of the concentration of a denaturant. It is interesting to find that the rotational 
diffusion rate depends on the position of the probe molecule. This result indicates that the 
unfolding process should not be described by the two-state model, which has been reported by many 
researchers so far. A new stopped flow system was also developed to be used for the time-resolved 
rotational diffusion coefficient method.

研究分野： 生体分子科学

キーワード： タンパク質反応 　分子間相互作用　光反応　拡散　熱力学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質の機能発現を分子レベルで解明することは、生命科学や医学や薬学においても非常に重要なテーマで
ある。このために、X線結晶解析を主とする構造解析が国家レベルの巨大予算で行われているが、そうした静的
構造だけでなく動的特性の解明が反応機構を明らかにするために不可欠である。このために、種々の分光法が開
発されてきたが、そうした分光法でも検出できない暗い過程が多く存在する。この難点を克服するために、ここ
では時間分解並進拡散係数法とともに時間分解回転拡散係数法を提案し、そのシステム開発を行った。この研究
は、多くの学術分野で役に立つ方法というだけでなく、医療や薬開発などの社会的に重要な分野に応用できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

X 線構造解析に代表される(静的な)構造決定手法が比較的手軽に使えるようになり、多くの構
造情報が蓄積されてきた現在、静的な構造だけからではわからない動的な反応を分子の立場で
解明することが、物理化学としての命題の一つである。例えば、機能を担うタンパク質の構造変
化と分子間相互作用の解明はそのための中心的問題となる。このために、時間分解(紫外・可視・
赤外)吸収測定、時間分解発光検出、時間分解(ラマン)散乱などの手法が開発されてきたが、タン
パク質にはこうした手法ではとらえきれないダイナミクスが数多くあり、それが反応を理解す
るうえで必須であることが次第に明らかとなってきている。特に、発色団周囲の変化だけでは検
出できない高次構造変化や生体分子間相互作用のダイナミクス解明などは、まさにこれからも
重要となる分野である。特にタンパク質間相互作用は非常に重要なため、これまでにも相互作用
を検出する多くの種類の手法が試みられてきた。例えば、その高感度性から現在多く用いられて
いる表面プラズモン共鳴(SPR)バイオセンサーは、初期には基礎的なプロジェクトとして開発さ
れ、多くの研究者によりその技術が磨かれて、現在はその原理に基づく多くの派生製品が市場を
席巻している。しかし、この手法は高感度性のメリットがある一方で、速いダイナミクスを見れ
ないという大きな欠点があるし、その他にも分子の固定化が必要など制限も多い。 
一方で、申請者は、世界で初めて並進拡散係数を時間分解することで、分子間相互作用や構造

変化ダイナミクスを検出する新しい手法を開発した。並進拡散係数を時間分解検出できたこと
は物理化学的にも非常に重要な拡散現象研究の転換点であったが、タンパク質反応検出への応
用としても、この手法で生体分子のグローバルな変化を余さずとらえられることがわかり、当初
は予想もできなかったほどの発展を収めた。例えば、この手法を用いることで通常の分光法では
その存在さえ確認できない中間体を数々発見して短寿命中間体の性質を明らかにすることがで
き、生体分子研究にはなくてはならない手法であることを示してきた。しかも、並進拡散係数の
時間発展を測定することでタンパク質間相互作用を時間分解検出できることも示し、バイオセ
ンサーとしての高いポテンシャルを報告している。しかし同時に、以下のような解決しなくては
ならない基礎学術的な課題が残されていた。 
 
２．研究の目的 
 これまで時間分解並進拡散係数法による生体反応研究のための測定原理や解析手法を開発し
てきていたが、3 つの大きな制限があった。一つは、測定の基礎となる過渡回折格子法では、励
起光で濃度分布を作り出すために、光で反応が開始できる系でないと測定が困難という点であ
る。光とは関係ないタンパク質反応まで手法が適用できる時間分解手法があれば素晴らしい進
展になるであろう。２つめとして、並進拡散では分子全体の運動をとらえるために、タンパク質
の全体的な変化は検出できるが、局所的な運動についてはわからないことがある。他の手法では
検出の難しいグローバルな変化が時間分解検出できることは、反応過程を見逃さないために重
要であるが、さらに詳細な反応機構を知るためには、局所的な情報を得ることも大切であること
がこれまでの研究で明らかとなってきた。もう一つは、並進拡散が遅い過程のために、測定の時
間分解能をサブミリ秒以上に上げるのが困難なことである。こうしたいくつかの限界を克服す
るため、ここでは時間分解並進拡散係数法と相補的な時間分解回転拡散法の提案・確立を行い、
重要なタンパク質反応へ適用することを目標とする。 
分子の回転拡散現象は物理化学的には並進拡散と同程度に古くからの研究の対象であり、例

えば偏光解消の時間変化測定などから多くの報告がある。ここでは、反応に伴う回転拡散係数の
時間変化から反応を明らかにする手法の提案と、それをタンパク質反応に適用することで、タン
パク質の構造変化やダイナミクス、そして分子間相互作用を時間分解検出する手法の確立を行
う。  
 
３．研究の方法 
 ここでは発光の偏光解消法を用いる。生体分子に蛍光分子をつけた回転拡散検出は、多くはな
いが既にいくつか報告がある。しかし、それらはいずれもタンパク質の大きさを推定することが
主目的であり、従来から比較的小さい分子に対してなされてきた原理や目的とほぼ同じもので
あった。ここでは、この回転拡散係数の時間変化を観測することでタンパク質の反応ダイナミク
スを研究するための手法とする。しかしこれを成し遂げるには、いくつかの困難な点がある。ま
ず、巨大分子であるタンパク質の回転拡散はこれまで調べられている多くの小さい分子とけた
違いに遅く、多くがナノ秒の寿命を持つ蛍光の偏光減衰から求めるのが困難な場合が多い。これ
を克服するため、長寿命で偏光度の高い蛍光分子を探索する。また、反応ダイナミクス測定を行
うための時間分解を行う手法も開発しなくてはならない。このために、短時間で偏光解消を測定
できる方法を開発する。 
次に時間分解で回転拡散係数を検出するための最適なシステムを構築する。このために、構造

と回転拡散係数との相関を明らかにし、速い時間分解能を達成するためのシステム作りを行う。
ストップドフローと組み合わせることで時間分解で分子間相互作用を明らかにする。 
 
４．研究成果 
まず方法論の確立を行った。感度や時間分解能を考えた場合、発光の偏光解消を用いるのが最

適と思われる。しかし、蛍光偏光解消による回転拡散係数測定をタンパク質に応用する場合、い



くつかの克服しなければならない点があった。例えば、巨大分子であるタンパク質の回転拡散係
数が小さいために、数 100 ナノ秒程度にわたり偏光の長時間観測を行わなければならない。よっ
てタンパク質の回転拡散係数測定には長寿命で発光する色素が必要となる。これが、これまでタ
ンパク質の回転拡散係数測定が蛍光偏光解消法でほとんど行われていなかった理由の一つであ
る。ここでは金属錯体を用いたスピン多重度禁制遷移(すなわち金属のために増強された燐光)
を使った発光を用いた。これは 100 ナノ秒ほどの減衰時定数である。この蛍光プローブをタンパ
ク質につけることで、100 kDa ほどの巨大なタンパク質の回転拡散係数も測定できた。さらに発
光強度や励起・発光波長の観点から、いくつかの色素を試し、最適な色素を見出した。 
多くの研究者が用いている FRET(Fluorescence Resonance Energy Transfer)検出など、生体

分子にそうしたプローブ分子をつけることは生化学(あるいは物理化学)の分野ではしばしば行
われるが、常にタンパク質の構造や反応への影響が問題となる。そのため、色素選択と同時に、
色素をつける場所にも気を配り、プローブ分子によって安定性や反応性が変化していないかを
常にチェックする必要がある。このためには、高次構造を反映する円二色性スペクトルを用いて
調べ、影響の少ない場所に色素を導入することにした。具体的には、ターゲットタンパク質とし
て Lysozyme を選択した。このタンパク質の種々の部位にシステイン残基を導入した変異体を作
製し、そのシステインに蛍光色素をつけることに成功した。 

これらの蛍光プローブをつけた変異体
を円二色性測定を用いて二次構造を調べ、
二次構造に変化がある変異体は不適当と
して棄却した。こうした手順を作り返し、
構造に変化がない部位を特定した。この結
果、N55C、S46C、S39C、V131C の変異体を
選んだ。これらの場所は、αヘリックス内
やループ上など、バラエティある箇所であ
った(右図)。 
これらの変異体について、円二色性信号の
変性剤濃度依存性を調べた。その結果、円
二色性分光では 2 状態的な変性過程を取
ると考えられていたタンパク質において
も、部位特異的に異なった変性過程を示す
ものがあることを見出した。これはこれま
での知見を覆すもので非常に興味深い知見である。こうして得られた情報を基にして、変性剤で
変性させつつ蛍光の偏光測定を用いて偏光解消速度をピコ秒からナノ秒の時間スケールで検討
した。その結果、部位によっては予想していた回転拡散運動の減少ではなく、偏光解消速度の増
加が観測された。これは、その部位における揺らぎ運動が促進されたためと解釈した。しかもそ
の促進速度は、タンパク質の部位によって異なり、構造を取りにくい部位の動きが速いことが分
かった。部位依存的なこの揺らぎ促進効果は、タンパク質の安定性の議論に大きな役目を果たす
と期待される。 
次に、このシステムをタンパク質反応の時間分解計測に用いるために、ストップドフロー装置

の開発を行った。わずかしか生成できないタンパク質反応に適用するためには、溶液混合速度の
向上とともに、用いるサンプル溶液の微量化が必要となる。このために、非常に小さい混合セル
を備えた新しいストップドフロー装置を開発した。また、圧縮空気を用いることでミリ秒の時間
分解能で拡散係数変化を測定できることを確認した。更に、このストップドフローシステムを用
いて光に応答しないタンパク質への展開を図るため、新しいプローブ分子の開発も行った。光で
吸収スペクトルが大きく変化するスピロピラン系の分子を用いることで、高感度に拡散係数を
測定することに成功した。これにより、光センサータンパク質だけでなく、一般のタンパク質に
適用できるシステムがほぼ完成したと言える。 
時間分解回転拡散法測定システムが完成したのち、時間分解並進拡散法との同時測定によっ

て、相補的な手法として用いることができるように、これまで発展させてきた時間分解並進拡散
法を、いくつかのタンパク質反応に適用した。その結果、いくつかの光センタータンパク質の反
応について、円二色性などでは検出できない構造変化も拡散係数変化として検出できることが
明らかとなった。以下にいくつかの例を挙げる。 
PapB と呼ばれる青色光センサータンパク質の反応において、顕著な拡散係数減少を見出し、

大きな構造変化ダイナミクスを明らかにすることに成功した。特にこのタンパク質と下流タン
パク質である PapA との相互作用変化を時間分解で検出できたことは、大きな成果であった。ま
た、EL222 タンパク質という、光励起で DNA と相互作用を変える光センサータンパク質と DNA と
の相互作用ダイナミクスを時間分解で検出することに成功した。EL222 は光受容ドメイン(LOV)
および DNA 結合ドメイン(HTH)からなり、暗状態でモノマー構造を持つ。EL222 は、光刺激によ
りダイマー構造を形成し DNA と結合することにより下流配列の転写を促進する。時間分解並進
拡散法を用いた測定結果、光依存的な二量体形成反応を時間分解で観測することができた。更に、
EL222 と DNA を混合した試料での測定により、DNA 結合のダイナミクスを明らかとした。光励起
された EL222 はまず DNA と結合した後で、二量体化反応を引き起こしていることが分かった。ま
た DNA 結合の反応速度を、3 種類の異なる結合親和性を持つ DNA 配列について測定することで、



EL222 の DNA 配列認識は、会合速度でなく解離速度によって決められていることがわかった。 
他にも、シアノバクテリアの持つ赤色センサータンパク質 Cph1 の反応を拡散係数の観点から

明らかにした。キナーゼの活性化反応を直接観測するために全長 Cph1 を精製し、過渡吸収はも
ちろん、円二色性でも検出できないキナーゼドメインの構造変化を検出できることを示した。他
の手法では観測することができないキナーゼドメインの動きを時間分解で観測できたことは、
このタンパク質の反応を明らかにするために努力をしている多くの研究者にとって重要な成果
であろう。このタンパク質の回転拡散計測を試みる準備ができたといえる。 
BlrP1 は青色光センサーとして発見され、光受容を担う BLUF ドメインと酵素活性を有する EAL

ドメインからなる。光照射下で EAL は細胞内シグナル伝達物質 c-di-GMP を加水分解し、バイオ
フィルムの形成を阻害する。BLUF は発色団として FAD を持ち、光励起後数ピコ秒で FAD と近傍
アミノ酸間の水素結合ネットワークが変化することが過渡吸収測定により報告されている。し
かし、その後に起こる EAL の構造変化を時間分解で検出した例はない。そこで時間分解並進拡散
法を用いて BlrP1 の光反応ダイナミクスを測定し、機能を生み出す高次構造変化を明らかにす
ることに成功した。 
植物や緑藻において青色光センサーとして機能するフォトトロピンは、光受容を担う二つの

LOV ドメイン（LOV1、LOV2）と kinase ドメインからなる。時間分解並進拡散法により、信号伝
達機構の全貌解明を目指し、二種類の緑藻由来の全長タンパク質の反応検出を行った。その結果、
kinase ドメインの構造変化を検出することに成功し、さらに生物種が異なると反応機構が大き
く異なることがわかった。緑藻クラミドモナス由来のフォトトロピンでは LOV1 が、緑藻オスト
レオコッカス由来のフォトトロピンでは LOV2 が構造変化に支配的に関与し、また構造変化を起
こす部位にも顕著な違いが観測された。単離した LOV ドメインでも同様の結果が得られており、
配列や構造の相同性が高いにも関わらず、光反応に多様性が観測されたことは興味深い。その要
因を探るべく複数の変異体の測定を行ったところ、LOV ドメインの C末端領域の性質が反応性に
関与することを見いだし、フォトトロピンの信号伝達機構を明らかにできた。また、このタンパ
ク質に蛍光分子をつけ、回転拡散を測定することにも成功している。 
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