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１．研究計画の概要 
熱力学は科学の発展に非常に貢献してき

たが、時間という概念が欠けていた。もし短
時間にしか存在しない過渡的分子に対して
も、その熱力学的性質を明らかにすることが
できれば、科学全体に対してのブレークスル
ーになるであろう。ダイナミクスと熱力学か
ら得られる情報を統合することによって、化
学反応の理解はより深まるはずである。時間
分解熱力学量測定法の完全創生とこの手法
を用いたタンパク質反応機構の解明を目的
とした新しい検出手法の開発を行い、タンパ
ク質反応への適用を行う。 
 
２．研究の進捗状況 
（１）熱力学と速度論という 2つの大きな分
野を融合した、時間分解熱力学手法を、
Photoactive Yellow Protein (PYP)と呼ばれ
る光感受性蛋白質に適用し、歴史上はじめて
反応中間体の熱容量変化を時間分解計測す
ることに成功した。その結果、3nsで生成す
る pR 状態ではほとんど熱容量は変化してな
いが、200 マイクロ秒で生成する pB 状態で
は、その生成に伴って熱容量の増加が観測さ
れた。これは、疎水残基の水和したためと結
論し、経験式に基づいて何残基ぐらいが水和
しているかを明らかにした。 
（２） PYP について反応中間体の拡散係数
(D)測定を行い、この部分の構造変化の寄与を
Dの変化として捕らえることに成功した。そ
れぞれの状態での D 値を求めることができ、
N末端の欠如により、どれだけの摩擦係数変
化が起こるかを計算することができた。これ
が他のαヘリックス蛋白にも使えるならば、

Dの変化からどれぐらいのαヘリックスの壊
れが起こっているかを計算することができ
る手法を提出したという大きな意義を持つ。 
（３）植物の青色光センサー蛋白質であるフ
ォトトロピンの LOV2ドメインを用いて、基
底状態と生成物の拡散を決定することがで
きた。この拡散係数の変化を調べた結果、光
照射によって光励起された蛋白質と基底状
態の蛋白質の間でダイマー化が起こってい
ることを示すことに成功した。 
（４）古細菌の光受容タンパク質である
Sensory rhodopsin II（SRII)の Asp75を置
換した、D75N変異体について研究を行った。
従来は必須と思われていた M 中間体が欠損
した変異体でも生理活性は保たれているこ
と、光情報伝達で重要な役目を果たすトラン
スデューサーの細胞質側に伸びた部分の構
造変化が構造変化していることを時間分解
で示すことができた。またトランスデューサ
ーの構造変化は、吸収で見るフォトサイクル
が元に戻ってもしばらく残っていることを
明らかとした。 
（５）アポプラストシアニンと言うタンパク
質の折り畳み過程における熱力学量を、時間
分解で測定した。その結果、折り畳みにした
がって、これまでになく大きなエンタルピー
不安定化が起こっていることが明らかとな
った。これは、化学反応によってギブズエネ
ルギーが減少すべきであるという原理に基
づくと、折り畳みによってエントロピーが大
きく増大している事を示し、従来の概念では
説明できない事が分かった。さらに、その理
論的な解析を行い、水分子が排除されるため
のエントロピーによる効果で折りたたみが 
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進行していることを明らかとした。 
（６）植物の持つ青色光センサーであるフォ
トトロピン Phot1LOV2ドメイン単体(LOV2
試料 )とそれに linker を付随させたもの
(LOV2-linker試料) を用いて、その反応を研
究した。得られた拡散信号の形や強度に観測
時間依存性が見出され、光照射により誘起さ
れた拡散係数変化を伴う蛋白質全体の構造
変化が観測されていると結論した。 
 
 
３．現在までの達成度 
①当初の計画以上に進展している。 
（理由） 
時間分解熱力学法は当初考えていたより

も、広範にさらに敏感にタンパク質反応ダイ
ナミクスを検出可能であることが分かって
きた。この適用性の広さにより、これまで知
られていなかった種々のタンパク質反応の
機構が明らかにされ、当初の計画以上の対象
に拡大されているため。 
 

 

４．今後の研究の推進方策 
 すでに多くの成果をあげてきているので、
この方向性を保ちたい。また、残された熱力
学量の時間分解検出にも取り組む。 
 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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