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研究成果の概要（和文）：　Photoactive yellow protein（PYP）は光刺激をうけると、構造が変化して光信号を細胞
に伝え、その後、元の状態に戻る（光反応サイクル）。光を吸収したPYPは、L → M1 → M2 → PYPと変化するが、生
理活性中間体であると考えられているM2では、部分的に蛋白質構造が変性ていると考えられており、蛋白質の変性状態
のモデルとして研究されてきた。本研究は光反応サイクル中の各中間体間の構造変化の遷移状態に着目し、構造変化メ
カニズムに関する知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Photoactivation of photoactive yellow protein yields the physiologically active 
state called PYPM. In PYPM, the structure is partially unfolded, and photocycle of PYP is a good model to 
study the protein folding. Here we analyzed the photocycle of PYP based on the characterization of the 
transition state between the intermediates.

研究分野：生物物理学

キーワード： 光生物学　構造変化　異性化　折りたたみ　中間体　吸収スペクトル　光センサー
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１．研究開始当初の背景 
 蛋白質は、数 10～数 100 個のアミノ酸が
遺伝子の情報にしたがって直鎖状につながっ
た高分子である。ポリペプチドはアミノ酸間
の相互作用によって一定の立体構造にフォー
ルドされ、受容体、酵素、足場などの生理的
な機能を獲得する。変性状態にあるポリペプ
チド鎖は自由度が非常に大きいため、ランダ
ムに揺らぎながらから天然状態へとフォール
ドされると考えると、フォールディングには
非常に長い時間がかかることになる（レヴィ
ンソールのパラドックス）。しかし、実際の
蛋白質フォールディングは非常に速いため、
道筋を決めている遷移状態の情報を得ること
が、蛋白質の折りたたみメカニズムを理解す
る上で本質であると考えられてきた。 
 フォールディングは変性状態から天然構造
への構造変化であるといえるが、天然構造に
ある蛋白質でも、活性構造と不活性構造を切
り替えることで、生理活性を調節している。
このような生理的に重要な構造変化も、目的
とする構造に速やかに切り替える道筋を明ら
かにするためには、遷移状態の解析が必要で
あると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 多くの蛋白質では、リガンドの結合やリン
酸化などによって構造が変化し、生理活性を
発揮する。また、必要がなくなれば元の不活
性状態に戻る。蛋白質のフォールディング研
究で明らかになった遷移状態の知見を、この
ような蛋白質の構造変化にも応用できるかど
うかを検討するため、蛋白質の構造変化にお
ける各構造間の遷移状態に着目した。 
 モデル蛋白質として光を吸収すると構造変
化を起こす  Photoactive yellow protein 
(PYP) を用いた。PYP は光合成細菌の光走
性のための受容体であると考えられている水
溶性の蛋白質で、光刺激をうけるといくつか
の光反応中間体が現れる光反応サイクルをも
っている（図 1）。光反応中間体の中で、生
理活性中間体であると考えられている
PYPM2 では、部分的に蛋白質構造が変性す
るほど大きな構造変化が起こっていると考え
られており、蛋白質の変性状態のモデルとし
て研究されてきた。本研究では、光吸収のあ
と PYPM2 が生成するまでの構造変化、ある
いは PYPM2 から不活性構造へ戻る構造変化
の遷移状態に着目した。 
 フォールディングの際の遷移状態は、変性
状態にごくわずかに含まれるか、あるいは過
渡的に存在するものなので、遷移状態を直接
的にとらえることは困難である。そのため、
フォールディング過程を熱力学的に解析する
ことで、遷移状態に関する情報を得る。そこ
で本研究でも同様に、光反応サイクル中の各
状態間の遷移を熱力学的に解析し、活性化エ
ントロピー（S‡）、活性化エンタルピー
（H‡）、熱容量変化（Cp

‡）などの熱力学
的パラメータを解析することで、蛋白質の構

造変化に関する遷移状態について検討した。 
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図 1：PYPの光反応サイクル 

 
 
３．研究の方法 
 PYP 試料は大腸菌に発現させたアポ蛋白
質に p-クマル酸無水物を反応させることで
調製した。 
 PYP を光刺激して構造変化を誘導するた
め、Nd:YAG レーザーの 3 倍波（355 nm）
をポンプレーザーとした波長可変の OPO レ
ーザーを用いた。波長は、440 nm、強度は
1 mJ/cm2とした。吸光度の測定には Ocean 
Optics 社製の小型マルチチャネル分光器
USB2000+を用いた。USB2000+の露光時間
は最短でも 1 msなので、マイクロ秒の時間
分解能をもたせるため、パルス幅 1.5 µs の
キセノンフラッシュランプを測定光源とし、
励起レーザーと測定光のタイミングを
BNC565 型ディレイパルスジェネレータで
制御することでストロボ測定した。ペルチェ
素子を組みこんだセルホルダーを用いること
で試料の温度を 5°C～50°Cに保持した。 
 得られた過渡吸収スペクトルは数列化し、
行列 A に格納した。行列 A を特異値分解法
（SVD）で処理することにより、スペクト
ル成分（U スペクトル）、時間成分（V スペ
クトル）、特異値（S）に分解した。 

TVSUA  …① 

 マイクロ秒～秒の反応は図 2 のとおりで
あるが、k2と k3は約 100 倍違うこと、およ
び解析の煩雑さを避けるため、PYPL～
PYPM2までの反応 (a) と PYPM2～PYPの反
応 (b) を別個に解析した。 
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図 2：PYP が光を吸収した後の構造変化。PYPL

～PYPM2までの反応 (1 µs～10 ms) と PYPM2～
PYPの反応 (10 ms～2 s) を別個に解析した。 

 
(a) の反応を仮定した場合、V スペクトルは
2 つの指数関数の和であらわされ、得られる



速度定数（K1、K2）と素反応定数（k1f、k1b、
k2）には以下の関係がある。 
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また、B スペクトルと PYPL、PYPM1、
PYPM2 のスペクトル、および速度定数には
以下の関係がある。 
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 式④より、B2 スペクトルを既知の PYPL、
PYPM1、PYPM2 のスペクトルに分解するこ
とで、K1、K2、k1f の関係を求めることがで
きる。これと式②を用いて k1f、k1b、k2 を算
出した。一方、(b) の反応では、V スペクト
ルの 10 ms 以降の部分を指数関数でフィッ
ティングすることで、k3を求めた。 
 これらの速度定数を温度に対してプロット
し、Eyring の式（式⑤）でフィッティング
することで、各反応ステップのS‡、H‡、
Cp

‡を求めた 
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ここで、k は速度定数、kBはボルツマン定数、
R は気体定数、T は温度、T0は基準とする温
度である。 
 
４．研究成果 
 OPO レーザーとキセノンフラッシュラン
プをディレイパルスジェネレータで制御する
ことで、マイクロ秒の時間分解能を持つ過渡
吸収スペクトルの測定システムを構築した。
このシステムを用いて 1 µs ～ 2 s まで、約
40 本のスペクトルを測定した。この一連の
スペクトルを SVD 法で分解し、3 つずつの
U スペクトルと V スペクトルを有意成分と
して抽出した。3 つの V スペクトルを 3 つ
の指数関数の和でグローバルフィットし、K1、
K2、k3を得た。また、各速度成分に対応する
Bスペクトルを計算した。式②と式④から、
k1f、k1b、k2を計算した。 
 同様の測定と解析を 5°Cから 50°Cまで、
5°C 刻みで行った。得られた k1f、k1b、k2、k3

を測定温度に対してプロットし、式⑤でフィ
ッティングすることでS‡、H‡、Cp

‡を求
めた（表 1） 
 これらのパラメータの中で、PYPM2 から
PYP に戻る際のCp

‡が、大きな負の示すこ
とがわかった。一般に、疎水部分が溶媒に露
出すると、まわりの水分子がアイスバーグ構
造をとるために熱容量が大きくなると解釈さ
れている。これを PYP に当てはめると、負
のCp

‡は部分的に変性した PYPM2 で露出し
ていた疎水部が、遷移状態では蛋白質内部に
隠されることを示唆している。すなわち、
PYPM2 → PYP の遷移状態はコンパクトな
構造をもっており、この構造が発色団の構造
変化を促進すると推測された。 
 以上のことは、アンサンブル平均として観
測される PYPM2 の構造は、構造変化を引き
起こす遷移状態の構造とは大きく異なってい
ることを示している。すなわち、従来のよう
なアンサンブル平均を求める構造解析だけで
は構造変化メカニズムを明らかにすることは
困難であると考えられる。今後は、遷移状態
の解析から構造変化メカニズムを探ることが
必要であろう。 
 
 
表 1：PYP の中間体間の遷移状態における熱力学的パ
ラメータ 

 k1f k1b k2 k3 
S‡ 

(J/M/K) 
54.2 
± 5.0 

-44 
± 12.8 

49.8 
± 4.8 

-89.7 
± 2.9 

H‡ 
(kJ/M) 

68.9 
± 1.5 

40.8 
± 3.7 

69.3 
± 1.4 

42.4 
± 0.8 

Cp
‡ 

(kJ/M/K) 
0.635 

± 0.205 
-0.502 
± 0.523 

0.396 
± 0.197 

-2.94 
± 0.12 
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