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研究成果の概要：

本研究は、タンパク質等の生体分子が実際に生きて存在する水環境下での生体分子周辺の水
の構造および水との間に働く相互作用（水素結合など）をリアルタイムで追跡することで、タ
ンパク質の構造と機能発現におよぼす水の影響について速度・分子論的に解明することを目的
としている。二次の非線形光学現象にもとづく和周波発生（SFG）分光法は、反転対称性の欠
如をもつ界面（表面）のみの情報を選択的に得ることが可能な振動分光法であり、特に固体／
液体および液体／液体界面の水のプローブには従来の分光法と異なりバルクの水の影響を考え
る必要がないため、SFG 分光法が適している。本研究では、カルシウム受容性タンパク質のひ
とつであるカルモジュリン（CaM）を固体基板上へ固定化させるほ法を確立し、カルシウムイ
オン存在下でのタンパクの構造変化に伴う周囲の水の構造および CaM 自身の構造変化を界面
振動分光法により評価した。CaM がカルシウムイオンと結合することで CaM 周囲に配向して
いた水分子の水素結合性が弱くなることを示唆する結果が得られた。これは、CaM の疎水性部
位の露出により水分子の配向性が乱れたことに起因するものと考えている。同様な測定をマグ
ネシウム存在下でも行ったが、マグネシウムイオンの添加による界面水の構造変化は観測され
なかった。以上の結果から、今回観測された結果はカルシウムイオンとの結合によって引き起
こされた CaM の構造変化によるものであることが明らかとなった。
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１．研究開始当初の背景

生体反応の多くは，細胞膜表面などの界面
での反応が重要な役割を果たしている。した
がって反応を理解するためには界面におけ
る分子（水、タンパク質、脂質など）の構造
あるいは動的挙動を反応が進行しているそ
の場で、かつ高い空間・時間分解能で明らか
にすることが重要であると考える。申請者は
これまで、界面選択的な振動分光法の一つで
ある和周波発生（Sum Frequency Generation:
SFG）分光法により固体表面での化学反応を
ピコ秒の時間スケールで追跡してきた。SFG
分光法は二次の非線形光学現象をベースに
した分光法のため、界面のみの情報が選択的
に得られる。波長可変の赤外レーザーと波長
固定の可視レーザーを用いる SFG 分光法で
は、分子の振動遷移エネルギーに赤外波長が
共鳴すると SF 光の強度が増強されるため、
赤外波長を走査することで界面にいる分子
の振動スペクトルが得られる。この SFG 分光
法はバルクに存在する分子種に妨害される
ことなく界面の有機分子や水の構造を観測
することが可能であり、生体反応を分子レベ
ルで追跡するうえで非常に有効な測定法と
なる。またパルスレーザーを用いることから、
レーザーのパルス幅で決まる極めて高い時
間分解能（ピコ秒、フェムト秒）も有してい
る。しかし、空間分解能という観点では極め
て不十分なものであった。そこで、SFG 分光
法に新たに高い空間分解能を付け加えた顕
微分光システムを新たに開発することで、例
えば生体分子の機能発現に重要な役割を果
たしていると言われている生体分子界面水
のダイナミクスについて追跡を行うことが
出来る。このような時間分解 SFG 顕微分光シ
ステムの開発は生命現象の解明に大きく貢
献できると確信し、本研究を提案するにいた
った。

２．研究の目的

生体分子は水環境の中にあり（人体のおよ
そ60%は水）、生命活動を支える多くの化学反
応には水が積極的に関与している。例えば、
タンパク質がその機能を発現するためには、
タンパク質自身の構造変化と共に、その周囲
の水の構造も大きく変化することが知られて
いる。しかしながら、タンパク質の反応場で
ある水分子がタンパク質の構造変化にどのよ
うな影響をおよぼしているのか、またどれく
らいのタイムスケールでタンパク質が構造変
化するのかといった点についてはいまだ不明
な点が多く存在する。タンパク質表面の水の
構造を明らかにすることの重要性は古くから
十分認識されており、これまで構造決定のた
めの手法として、X線回折（XRD）法と核磁

気共鳴（NMR）法が主に用いられてきた。し
かし、XRD法は結晶化が可能な試料にしか適
用することができない。また、NMR法は溶液
中の分子構造について有用な情報は得られる
が高速ダイナミクスを追跡することが出来な
い、といった問題があった。このような状況
に対し、（超）短パルス光を用いる振動分光法
（赤外吸収分光法、Raman散乱分光法、SFG
分光法）は実時間で分子の構造を追跡・議論
するのに極めて有効な測定手法となり、これ
まで数々の生体分子に適応した例が報告され
てきた。しかし、タンパク質が実際に存在す
る水環境下での表面近傍の水（界面の水）の
構造を直接的に決定・議論することはこれま
で行われていない。

そこで本研究は、タンパク質等の生体分子
が実際に生きて存在する水環境下での生体
分子周辺の水の構造および水との間に働く
相互作用（水素結合など）をリアルタイムで
追跡することで、タンパク質の構造と機能発
現におよぼす水の影響について速度・分子論
的に解明することを目的としている。

３．研究の方法

（１）固体表面に固定化された生体分子の水
和構造の観測

SFGは二次の非線形光学過程であり、中心
対象性をもつ媒体からは発生しない。そのた
め、溶液中に均一に分散したタンパク質周辺
の水の構造決定等には不向きであるとい欠点
がある。しかし、目的とするタンパク質を固
体表面に配列・固定化することによって、SFG
測定は可能になると考えられる。複雑な高次
構造を持つタンパク質を、その性質を壊すこ
となく固体表面に化学的に固定化する方法と
して既に“His-tag”と呼ばれる技術が確立され
ている（図２）。このようにして構築したタン
パク質周辺の水の構造および、分子間相互作
用に関する知見をSFG顕微分光により得る。
また、細胞膜の基礎となる脂質二分子膜界面
の水についても同様な知見を得る。

（２）探針増強SFG顕微鏡の開発
既存のフェムト秒（fs） ブロードバンド

SFG 分光システムを用い、原子間力顕微鏡
（AFM）と組み合わせた「探針増強 SFG 顕

図２ His-tag法によるタンパク分子の
表面固定化



微システム」の開発を行う。SFG 測定のため
のレーザー光は図２のように試料の裏面か
ら入射する内部反射型の光学配置をとり、
AFM のカンチレバーを上部から試料表面へ
近づける。このようなセットアップを市販の
倒立顕微鏡システム内に構築し、まずは固体
／液体界面での探針増強効果の確認を行う。
ラマン測定において nm サイズの金属探針を
試料に近づけると信号が増強されることが
知られており（探針増強ラマン散乱）、ラマ
ン成分を含む SFG においても同様の増強が
期待できる。金属でコートした導電性探針を
界面から遠ざけておけば、従来通りの SFG ス
ペクトルが得られ、探針を近づけることによ
り探針直下の数十 nm 領域からの信号が優勢
となるものと予想される。この場合、通常の
SFG 測定系をそのまま利用するため、入射赤
外光及び可視光、そして出射 SF 光の偏光を
規制でき、種々の偏光の組み合わせで測定す
ることにより、界面に存在する分子の配向を
決定できる。従来の SFG 分光では、分子集団
の平均配向角しか得られないが、本システム
では数十 nm領域に存在する分子のみの配向
角が得られ、生体分子膜やキラル膜など応用
範囲は広い。さらに、この方法では AFM に
よる表面形状と振動モードの分布を同時測
定することが可能となる。申請者の研究室で
はこれまで金属/溶液、石英/溶液界面および
その表面を有機単分子層で修飾した界面の
水の検出には既に成功している。従って界面
水由来の SFG 信号の増強効果の確認は、比較
的容易に実現できるものと考えている。

４．研究成果

（１）生体分子の固体表面への固定化
複雑な高次構造を持つタンパク質を、その

性質を壊すことなく固体表面に化学的に固
定化する方法を確立した。本研究では Ca イ
オン受容性タンパクであるカルモジュリン
（CaM）の金基板上への固定化を行った。（図
３）CaM は細胞内 Ca2+濃度変化のシグナルを
伝達する Ca2+結合タンパク質である。このシ
グナル伝達系は筋収縮をはじめとする多く
の生理現象に関わっており、CaM の酵素活性
メカニズムの解明は非常に重要である。しか
し、これまでの CaM の酵素活性に関する多
くの研究は間接的手法によるもので、リアル
タイムで直接観測した例は少ない。そこで本
研究は CaM を固体基板上に固定化させ、Ca2+

濃度変化に応じた CaM の構造変化および
CaM 結合ペプチドである Mastoparan(MP)と
の結合・解離のプロセスを実時間追跡するこ
とで、固体基板上での CaM の動的挙動を明
らかにした。

図３ CaM の金基板上への固定化スキーム

図４は金基板上に固定された CaM の各
Ca2+濃度のリン酸緩衝液中におけるアミド領
域（1500～1750 cm-1）の赤外吸収スペクトル
である。リファレンスは Ca2+を含まないリン
酸緩衝液中で測定した結果を用いた。Ca2+濃
度が 10-7M（図４(a)）から 10-3 M（図４(e)）
へ上昇するにつれて、1550 cm-1 と 1634 cm-1

に上向きのピークが出現した。これらはそれ
ぞれ CaM の EF ハンド内の酸性残基（Asp、
Gln）が Ca2+と配位結合した際に出現するピ
ークとセントラルへリックスが伸びた構造
をとる際に出現するピークに帰属される。ま
た再び Ca2+濃度が 10-3 M から 10-7M（図４(i)）
へ減少するとこれらのピークは消失した。こ
の結果は過去に報告されている均一系の結
果と比べて同様なスペクトルの変化を示し
たことから固体基板上に固定化された CaM
は均一系と同様に振舞っていることが分か
った。

このように作製した CaM 固定化基板を用
いて、CaM の標的酵素のモデルペプチドとし
て用いられているＭＰとの結合・解離過程を
調べた。図５は、CaM 固定化基板および CaM
なし基板にそれぞれ Ca2+と MP を含むリン酸
緩衝液中で測定した赤外吸収スペクトルで
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図４ 各 Ca2+濃度の液中における金基板
上に固定された CaM の IR スペクトル。



ある。リファレンスは MP を含まないリン酸
緩衝液中で測定した結果を用いた。CaM あり
基板では 1653 cm-1 に、また CaM なし基板で
は1647 cm-1にそれぞれMP由来のピークが観
測された。両者のピーク波数の違いから、
CaM 固定化基板では、MP は-Helix 構造を保
持した状態で CaM 内部に取り込まれており、
一方 CaM を固定化していない基板では MP
はランダムコイル状で固体基板上に吸着し
ていることが示唆された。

図５ CaM 固定化および未固定化基板の
Ca2+、MP を含むリン酸緩衝溶液中における
アミド領域の IR スペクトル

また、MP の濃度依存性の測定を行い, CaM
と MP との解離定数を求めた結果、均一系と
比べて MP が結合し難いことが示された。こ
れは CaM の N 末端が His-tag によって固定
されて CaM の自由度が減少したため、また
は高い表面密度によりMP結合部位が隠れて
しまったためと考えられる。

（２）生体分子周囲の水の構造評価
タンパク質の生体内での構造・機能発現に

おいて周囲の水が大きな役割を果たしてい
る事は良く知られており、タンパク質表面の
水の構造を明らかにすることの重要性は十
分認識されている。しかし、これまでの研究
は X 線解析、低温 NMR、熱測定などが主な
手法として用いられているが、タンパク質が
実際に存在している状態での表面近傍の水
のみの構造を直接的に決定することはほと
んど行われていない。そこで本研究で Ca2+結
合タンパク質である CaM を His-tag 法により
活性を保持した状態で固体基板上に固定し、
和周波発生（SFG）分光法により CaM 周囲の
水の構造評価およびCa2+濃度に依存した構造
変化に伴う CaM 周囲の水分子の動的挙動を
分子レベルで追跡した。

図６は CaM を結合させる前の imidazole/水
溶液界面(a)、CaM を結合後の CaM/水溶液界
面(b)のOH伸縮領域のSFGスペクトルのCa2+

濃度依存性である。各々の図の縦軸は Ca2+を
添加する前のスペクトル強度で規格化した。
3200 cm-1、3400 cm-1 に 2 つのブロードなピー
クが観測され、それぞれ強く水素結合した水

の OH 伸縮振動(ice-like water)、弱く水素結
合した水の OH 伸縮振動(liquid-like water)
に帰属される。imidazole/水溶液界面では Ca2+

濃度が増加してもスペクトルはほとんど変
化しなかった。わずかにスペクトル強度が減
少したが、これはイオン強度の増加により界
面の電気二重層が薄くなり、二重層に配向し
ていた水分子が減少したためだと考えられ
る。一方、CaM/水溶液界面では imidazole/水
溶液界面と比べてスペクトル強度の大きな
減少が観測された。スペクトル強度は界面に
配向した水分子の数を反映しているため、ス
ペクトル強度の減少から CaM 周囲に配向し
ていた水分子が減少したことが考えられる。
また得られたスペクトルをフィッティング
し、liquid-like water のピーク面積に対する
ice-like water のピーク面積比を求めた(表 1)。
imidazole/水溶液界面では Ca2+濃度が上昇し
ても、liquid-like water よりも ice-like water が
優勢であり、imidazole-Ni-NTA 分子周囲に配
向している水分子は強い水素結合を形成し
たままであることがわかる。一方、CaM/水溶
液界面では Ca2+濃度が上昇するにつれて、
ice-like water の相対強度が小さくなっている。
したがって、CaM が Ca2+と結合することで、
CaM 周囲に配向している水分子間の水素結
合が弱くなることが考えられる。これらは
Ca2+との結合、またはそれに伴う CaM の構造
変化に起因するものであると考えられる。
CaMは細胞内Ca2+濃度が10-4 MになるとCa2+

結合部位である EF ハンドで Ca2+と結合し、
CaM 内部に内包されていた疎水性部位が溶
媒中に露出することが知られている。 した
がって、EF ハンド内の酸性残基が Ca2+と結
合した際にマイナスチャージが減少し、酸性
残基と相互作用していた水分子が解離した、
あるいは疎水性部位の露出により水分子の
配向性が乱れたためスペクトル強度が減少
し、周囲の水分子間の水素結合が弱まったも
のと考えられる。

図６ imidazole/水溶液界面(a)と CaM/水溶
液界面(b)における OH 伸縮領域の SFG スペ

クトルの Ca2+濃度依存性。
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表１ 図６の liquid-like waterのピーク面積に
対する ice-like water のピーク面積比

CaMはEFハンドでMg2+とも結合すること
が知られている。しかし、NMR による結果
からは Mg2+の結合による CaM の構造変化は
非常に小さく、結合部位である EF ハンド近
辺のみに限られる。35 そこで Mg2+濃度に依
存した CaM 周囲の水分子の構造変化を調べ
た。図７は CaM/水溶液界面の OH 伸縮領域
の SFGスペクトルの Mg2+濃度依存性である。
これよりCa2+濃度上昇時と同様のスペクトル
強度の大きな減少が観測された。したがって、
Mg2+との結合に伴い、CaM 周囲の水分子が減
少したことが考えられる。また得られたスペ
クトルをフィッティングし、liquid-like water
のピーク面積に対する ice-like water のピーク
面積比を求めたが、これも Ca2+のときとほぼ
同様の結果であった(表 2)。したがって、Ca2+

と Mg2+に対するスペクトルの変化がほぼ同
じであったことから SFG 測定により観測さ
れた水の構造変化は CaM の EF ハンド周囲に
構造化した水分子によるものであると考え
られる。Mingjie らは NMR と X 線結晶構造解
析により Ca2+非結合型 CaM と Ca2+結合型
CaM の構造を比較し、Ca2+非結合型 CaM の C
末端および N 末端の表面では非常に多くの
酸性残基が溶媒中に露出しており、Ca2+と結
合することで逆に疎水性残基が露出するこ
とが示されている。したがって、Ca2+や Mg2+

と結合することで EF ハンド内の酸性残基の
マイナスチャージが減少し、そこに結合して
いた水分子の水素結合が弱まり、水分子の解
離が起こったと考えられる。

表 2 図７の liquid-like water のピーク面積に
対する ice-like water のピーク面積比
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