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研究成果の概要（和文）：過渡回折格子法を用いることで、揺らぎと生体分子の機能との関係を明らかにしてきた。例
えば、揺らぎが大きいと考えられるループ領域が、機能に関係した反応に重要と思われる例を見出した。また、体積揺
らぎと関係する圧縮率の時間分解測定のために、新規な高圧システムを設計・作製することに成功した。青色光センサ
ータンパク質の中間体の体積揺らぎを検出し、構造揺らぎのダイナミックスが、初めて捉えられるようになった。また
、熱容量や熱膨張係数の時間分解測定を行うことでも、体積揺らぎが増大している証拠を得ることができた。一分子検
出によるFRET信号を解析する新しい手法を開発し、テロメア構造の揺らぎを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Relationship between fluctuation and biological function has been elucidated by th
e time-resolved transient grating method, which has been developed in our group. By using this technique, 
we successfully discovered that the flexible loop region of a blue light sensor FKF1 is important for the 
function. The volume compressibilities of reaction intermediates of PixD were measured and demonstrated th
at the fluctuation is indeed enhanced during the reaction. Time-resolve heat capacities and thermal expans
ion coefficients were also measured for reaction intermediates which were directly related with the functi
on. A new analytical method of a single molecular detection has been developed for obtaining high time res
olved information of the fluctuation.
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１．研究開始当初の背景 
生体分子の反応の内で特にタンパク質－基
質の反応性においては「鍵と鍵穴説」が非常
に有名であり、高校の化学の教科書にも記載
されているし、また現在でも多くの研究者が
それに基づいた議論をすることが多い。これ
はタンパク質は形がちゃんと決まっている
ものであり、反応はそれにあった形の物質に
対して起こるという考えである。しかし、生
体分子はその機能する水中においては本質
的に非常に大きく揺らいでいることがシミ
ュレーションなどで明らかになっているし、
水を少なくしてその揺らぎを取り除くと反
応が起こらなくなることがある。つまり揺ら
ぎは反応やそれに結びつく機能にとって本
質的なものであり、このような反応と揺らぎ
の相関を普遍的に解明することは、タンパク
質の機能制御の分子科学的本質を解明する
ことにつながり、緊急に解明すべき問題と言
える。しかし、まだ実際の反応において揺ら
ぎがどう関わっているのかという問題を直
接観測で検討した例はほとんどないし、本当
に反応中間体で揺らぎの増大が起こってい
るのかと言う実験的検証もほとんどなされ
ていないのが現状である。こうした状況の下
で、申請者はこれまで分子科学の分野で反応
途中の熱力学量を時間分解で検出する手法
の開発に取り組んでいた。例えば、超高速の
発熱検出、温度一定下でのエンタルピー変化
ダイナミクス、圧力一定下での部分分子容変
化ダイナミクス、反応中間体の熱容量変化な
どを時間分解で検出する事に、世界で唯一、
申請者のグループが成功している。熱力学量
と揺らぎとの理論的相関を考えれば、こうし
た申請者独自の手法を、生体分子の機能と揺
らぎと言う非常に検出の困難な分野に適用
する事が可能であると思われる。 
 
２．研究の目的 
 本申請においては、これまで培ってきた実
験手法を、生体分子の揺らぎ検出に適用でき
るような形で確立し、また新しい視点からの
時間分解揺らぎ検出法を提案する事と、こう
した手法を実際に機能するできるだけ多く
のタンパク質反応に適用する事で、機能に関
係する反応と揺らぎとの関わりとその一般
性を明らかにすることを目的とした。特に、
反応途中で本当に揺らぎが増大しているの
か、しているとすればそれはどういう部分で、
それが構造変化とどう関係するのか、揺らぎ
増大と反応性との相関はどうなのか、その分
子論的原因はどこにあるのか、などその揺ら
ぎと機能との関係を明らかにすることを目
標とする。 
 このために、実験手法の確立とそれを用い
た生体系への展開を行う。例えば、過渡回折
格子(TG)法を用いることで、熱容量変化や熱
膨張係数の時間分解検出をこれまでに成功
しており、こうした物理量は、エネルギー揺
らぎや構造（部分分子容）揺らぎとエネルギ

ー揺らぎの相関を表す指標と考えられてい
るが、実験的検証はまだ乏しいのが現状であ
る。そのため、まず実験的にこうした熱力学
量と揺らぎとの相関を明確にする研究を行
う。更に、構造（部分分子容）揺らぎを直接
的に表す時間分解圧縮率の測定装置を完成
させる。このためには、種々の圧力下で精密
にしかも定量的に熱力学量を測定できる TG
システムが必要となる。また、これまでの研
究成果を通して、タンパク質の構造揺らぎと
拡散係数の間には相関があるらしいという
「感触」を得ている。これはおそらく分子間
水素結合と分子内水素結合の差を表してい
ると考えられるが、この相関関係を確立する
ことができれば、新しい視点からの揺らぎ検
出が可能となるため、この相関関係を検討す
る。 
 また、TG 法以外でも、一分子検出はアン
サンブル系では隠される揺らぎを直接観測
できるという意味で、その適用限界はあるも
のの、揺らぎの検出に対して有力な手法とな
りうる。蛍光検出による FRET 法による 1 分
子検出により、DNA やタンパク質構造揺ら
ぎを高時間分解能で検出する手法の開発も
進め、一分子検出の高時間分解能追及を行う。 
 
３．研究の方法 
 揺らぎをどのように抽出するかという手
法の確立と、広範な生体反応系への展開の道
筋をつける。時間分解揺らぎ検出のための一
つの手法は、過渡回折格子(TG)法を用いた時
間分解熱力学法を基礎とするものである。こ
の手法の原理と解析法は、これまでの研究で
実証しているが、熱力学量ダイナミクスを充
分な精度で測定することは簡単ではない。そ
れは、TG 実験は光学系のアライメントに非常
に敏感であり、ほんの少しの温度変化やサン
プルのゆれ、レーザー光のゆれに対して強度
が変化するからである。特に蛋白質の研究に
おける水溶液の場合には、水の屈折率が温度
に対して変化するために、必須である熱参照
試料との比較がより困難になる。これを克服
するために、幾つかのシステム上の改良を行
う。例えば、１つの石英セルを 2つの部分に
分割することで、2 つの溶液をまったく同条
件で比較できるシステムを作成し、安定した
測定を行えるようにする。また、構造揺らぎ
を反映する等温圧縮率を時間分解するため
には、時間分解体積変化の圧力依存性を用い
るが、新規な高圧システムを設計・作製する。
生体系に適用する際に問題となるのが、感度
とプローブ波長であるが、赤外光をプローブ
とした検出方式も試みる。 
 こうしたシステムを確立していく一方で、
一般性を見出すために、反応中間体の揺らぎ
と反応性との相関を広範に明らかにする。こ
のための対象として、種々のタンパク質を予
定している。例えば、植物の光センサーであ
る、フォトトロピンやクリプトクロム、ファ
イトクロム、オーレオクロムなど、また原核



生物の持つアナベナセンサリーロドプシン
や PixD、AppA、YcgF、エネルギー変換の重要
な分子として大きな興味をもたれている光
合成中心タンパク質などである。例えば、フ
ォトトロピンをモデル系にして、その反応と
揺らぎと機能の関係について検討を開始す
る。このタンパク質が興味深いのは、LOV ド
メインという多くの蛋白質が持つ共通なセ
ンサードメインの情報が、どのようにして生
理活性を受け持つドメインに移されている
かと言う点である。我々の研究結果も含めて、
現在まで、こうした共通ドメインに大きな構
造変化は観測されていない。ではどうやって
生理活性のある遠くの部分に情報が移され
るのか。申請者は、中間体の揺らぎが別のド
メインの構造変化を誘起しているという仮
説を持っている。この仮説を、検討する。 
 
４．研究成果 
種々の研究成果が得られているが、いくつか
の例を以下に挙げる。 
 生体分子構造には比較的構造が硬い領域
と、X 線結晶構造でもあまり見えないような
揺らぎが大きい領域が存在する。揺らぎが大
きいと考えられるループ領域が、機能に関係
した反応に重要と思われる例を、FKF1 と呼ば
れる青色光センサータンパク質の反応に見
出した。FKF1 は、植物の持つ青色光センサー
であり、日照時間によって開花を調整する働
きを持つ。このタンパク質は、LOV ドメイン、
F-box ドメイン、Kelch repeat ドメインから
なり、タンパク質間相互作用によってユビキ
チン化や日照時間の長さを感知するタンパ
ク質を調整する働きを持っている。発色団
FMN の光励起後、数マイクロ秒で発色団であ
るFMNとタンパク質部分との間で共有結合が
作られ、後続反応を誘起することが知られて
いる。この後続反応過程について、過渡回折
格子(TG)法を用いて調べ、反応スキームを決
めることに成功した。特に、拡散係数変化を
起こす非常に大きな構造変化を時間分解で
検出することに成功したことは大きな成果
である。更に FKF1-LOV のループ領域が欠損
した変異体を作成し、光反応を観測したとこ
ろ、ほとんど拡散係数変化を起こさないこと
が分かった。これまでの我々の研究によって、
この拡散係数変化ダイナミクスは、機能と関
係したタンパク質反応とよい相関を持って
いることが分かっているので、このことは揺
らぎの大きなループ領域の構造変化が FKF1
の機能に関係した反応に必須であることを
示しているよい例と思われる。 
 また、体積揺らぎと関係する圧縮率の時間
分解測定のために、時間分解体積変化の圧力
依存性を用いた、新規な高圧システムを設
計・作製することに成功した。この装置を用
いて青色光センサータンパク質 PixD の反応
を調べた。PixD は常温性シアノバクテリアの
走光性の制御に関わる青色光センサータン
パク質である。光受容のために発色団として

フラビンを結合する BLUF (sensors of Blue 
Light Using Flavin)ドメインを持ち、その
構造や光反応機構が近年多くの興味を集め
ている。TG 信号は、体積変化を表す成分と分
子拡散を表す成分に分割できることが常圧
での実験・解析からわかっている。まず PixD
の拡散信号について、その圧力効果を調べた
ところ、タンパク質の構造変化する分子種の
割合が、大きく圧力の影響を受けることが明
らかとなった。また、その反応量子収率も圧
力変化し、この圧力効果を通して、反応中間
体同定などの新規な情報を得ることができ
た。次に 40 マイクロ秒程度で体積膨張過程
を表す信号の圧力依存性から中間体の体積
揺らぎを、基底状態からの差として検出した。
これより光励起直後に生成する吸収スペク
トルシフトを起こした中間体は大きな揺ら
ぎを持つことが分かった。この結果を、我々
は光励起により誘起された大きな揺らぎが、
光反応を推進する駆動力になっていると解
釈した。このようにして、タンパク質の構造
揺らぎが反応過程においてダイナミックに
変化する様子が、初めて捉えられるようにな
った。また、熱容量や熱膨張係数の時間分解
測定を行うことでも、反応中間体におけるエ
ネルギーや体積揺らぎが増大している証拠
を得ることができた。こうした結果は、まさ
に揺らぎが機能に関係する反応と密接に関
係していることを示すものであり、反応途中
でエネルギーが不安定になり、構造が緩み、
その結果反応が進行していることをうかが
わせるものである。 
 さらに興味深いことに、励起のための光強
度を増加させていくと、信号の形が劇的に変
化することが見出された。信号の解析から、
反応物が PixD の 10 量体、生成物が PixD 二
量体として同定されており、この励起強度依
存性は、10 量体のうち複数個が励起されると
はじめて解離反応が起こることを意味する。
すなわち、解離するのは従来考えられていた
PixE の存在のためではなく、PixD 自体の性
質であることを示している。また、M93A 変異
体では、WT で観測された体積変化や拡散係数
変化が観測されなかったことから、解離に重
要な変化はMet93残基およびこれを含むルー
プ領域の構造変化、あるいはその領域での揺
らぎ増大で起こっていることが示された。 
 次 に 、 よ り 生 体 反 応 に 関 係 す る
PixD10-PixE5 複合体の反応を検討した。この
時間スケールでの信号の立ち上がりと減衰
は、それぞれ生成分子と反応分子の拡散信号
であることが格子波数を変化させた実験に
より示された。この解析より、PixD10-PixE5

の反応は PixD 二量体と PixE 単量体に解離す
るとわかった。励起光強度を変化させて測定
して、反応は 2量体励起で起こっていること
がわかった。このことは、PixD は単なる光セ
ンサーではなく、光強度センサーと呼ぶべき
ものであることを示す。 
 一方で別の光センサータンパク質の反応



への揺らぎの効果についても検討した。フォ
トトロピン(Phot)は、多くの植物が持つ代表
的な青色光センサータンパク質である。Phot
は、LOV ドメインと呼ばれる光受容を担うド
メインを２つ有している。その光反応は多く
の興味を集め、詳細な研究がなされてきた。
それによると、発色団 FMN の光励起後、数マ
イクロ秒でFMNとタンパク質部分との間で共
有結合が作られ、その後約 100 マイクロ秒ほ
どで、LOV に疎水結合でついているリンカー
と呼ばれるヘリックス構造をもった部分が
LOV から解離する。その解離に続いて、数ミ
リ秒でそのヘリックス構造が壊れ、それによ
ってC末にあるキナーゼドメインが活性化し、
生理学的な機能を発揮する。この活性状態は
数分続き、その後 FMN とタンパク質の間の共
有結合が解裂して元の不活性状態へ戻る。こ
の一連の機能に関する反応の中で、機能を持
つ方向への順反応についてはFMNやタンパク
質構造変化も含めて多くの研究がなされて
来ているが、不活性になる過程については発
色団の吸収変化による戻り反応が分のオー
ダーの時間分解で調べられているだけであ
り、構造変化についての知見は全くなかった。
タンパク質構造は、共有結合が切れるのと同
時に素早く元に戻るのであろうか、LOV ドメ
インからリンカーが解離する過程には揺ら
ぎ増大が関与している可能性があるが、その
揺らぎはすぐに収まる(静まる)のであろう
か。こうした疑問に答えるため、この逆反応
過程について、構造変化を時間分解で調べる
ことのできる過渡回折格子(TG)法を用いて
調べた。TG 法を逆反応に適用するために、
我々が以前に開発していた 2 段励起 TG 測定
法を用いた。逆反応と順反応の TG 信号を解
析すると、順反応の信号には数マイクロ秒で
共有結合が生成する過程が立ち上がりとし
て観測されるが、逆反応には見られない。こ
れは共有結合解裂がピコ秒の早い時間スケ
ールで完了していることを示している。ミリ
秒領域での構造変化を表す信号は両過程で
似ているが、詳細な解析によると屈折率変化
の符号が逆であり、順反応ではヘリックスの
崩壊が、逆反応ではヘリックス生成が観測さ
れていることが分かった。更に、逆反応の信
号の時間変化を測定し、このヘリックス形成
速度を求めたところ、10 ミリ秒ほどと
Unfolding 過程よりも遅いものであった。ヘ
リックス形成速度は種々のポリペプチドで
報告されており、サブマイクロ秒から数マイ
クロ秒で完了することがほとんどである。実
験前には Phot のヘリックスもこれらの速度
で巻き戻るものと予想していたが、結果は４
桁以上遅いものであった。これは LOV ドメイ
ンがヘリックスのテンプレートとして働い
ており、まさに揺らいでいる変性タンパク質
が折り畳まれる過程を再現していると考え
られる。 
 これらのセンサータンパク質以外の反応
でも、機能と拡散係数の変化との間によい相

関がみられ、揺らぎと拡散係数との相関を考
えれば、揺らぎの程度と機能とは相関してい
ることを示していると結論付けられる系が
多数あることを見出している。 
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