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研究成果の概要（和文）：タンパク質周囲の水和水は，タンパク質の構造の安定性やダイナミクスに大きく影響するこ
とでその動作メカニズムに寄与している．本研究では，タンパク質周囲の水和水の性質を解析する手法を開発し，筋タ
ンパク質であるアクチンの水和水の解析を行った．柔軟なリンカーを介して蛍光色素をアクチンに結合することで蛍光
色素を水和層中に係留し，LN光変調器を使って開発した高精度周波数領域蛍光装置で時間分解蛍光偏光測定を行った．
ここで得られた蛍光色素の回転ブラウン運動の解析値から，アクチン周囲の水和層の流体特性についての情報が得られ
た．本研究で開発した手法は，タンパク質に対する水和の役割の研究を進めるのに有用である．

研究成果の概要（英文）：Hydration water is closely involved in the stability and dynamics of protein and 
plays a vital role in the mechanism of protein function. Here we develop a technique to analyse physical 
properties of the hydration water around protein and apply this technique to actin, a muscle contractile 
protein. A fluorescent dye is conjugated to actin through a flexible linker so that the dye is tethered 
in the hydration layer, and its time-resolved fluorescence polarisation is measured by a newly in-house 
built high-precision frequency-domain fluorometer that uses an LN light modulator to generate modulated 
excitation light. The dye undergoes rotational Brownian motion in the hydration layer of actin that can 
be analysed by the measurement, and the analysis reveals a hydrodynamic property of the hydration layer 
around actin. The technique developed in this study is useful to move a step closer to understanding the 
role of hydration water around protein.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質周囲の水和水は，タンパク質に

影響されてバルク水と異なった性質を示す
水であり，典型的にはタンパク質 1 分子あた
り数 100～数 1000 個以上の水分子から構成
される．水和水はタンパク質と相互作用する
ことを通してタンパク質のコンフォメーシ
ョンの安定性やダイナミクスを決定する主
たる要因であり，タンパク質の様々な分子プ
ロセスにおける水和水の関与の重要性が従
来提唱されてきた．しかし，タンパク質の水
和水の状態の有効な解析手段の不足により，
タンパク質の分子プロセスにおける水和水
の寄与の理解は十分ではないと思われる． 
アクトミオシンは，ミオシンと F-アクチン

から成るタンパク質複合体であり，ATP の加
水分解で得られるエネルギーを力学仕事に
変換することで筋収縮や細胞運動等におい
て重要な役割を果たしている．最近の研究に
より，アクトミオシン周囲の水和水の運動性
が F-アクチン上のミオシンの滑り運動のメ
カニズムに寄与していることが示唆されて
いる．アクトミオシンの動作における水和水
の役割を理解するには，ATP 加水分解と併行
して起こる水和状態変化の詳細を明らかに
する必要がある．しかし，水和水研究のため
に従来広く用いられてきた方法（マイクロ波
誘電緩和分光法，1H NMR，中性子散乱，熱
力学測定など）の殆どは経時変化測定におけ
る時間分解能は低く，反応速度論的解析に向
いていない．したがって，タンパク質動作に
伴う水和状態変化の研究を発展させるには，
十分な時間分解能をもつ新たな計測手段の
開発が必要である． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，蛍光測定法を使ってタンパ
ク質周囲の水和層の性質を調べる手法を開
発し，アクチンの水和層の性質を測定するこ
とである．具体的な研究項目は以下の通りで
ある： 
 
(1) 高精度な時間分解蛍光偏光測定装置の
開発．本研究では，タンパク質に係留した蛍
光プローブの回転ブラウン運動の解析から，
タンパク質の水和層の流体的性質の情報を
抽出する．蛍光色素の回転ブラウン運動を解
析するには，時間分解蛍光偏光を高精度で測
定する必要がある．この研究項目では，独自
の光学系を有する周波数領域蛍光偏光測定
装置の開発を行う． 
 
(2) 周波数領域蛍光偏光測定のデータを用い
た蛍光プローブの回転ブラウン運動解析手
法の確立．この研究項目では，周波数領域蛍
光偏光測定データから，蛍光寿命および時間
分解蛍光異方性減衰の成分分析を行うため
のソフトウェア開発を行う．さらに，ここで
得られた時間分解異方性パラメータより，蛍
光プローブの回転ブラウン運動の回転拡散

係数や円錐角を導出する方法論の確立をす
る． 
 
(3) タンパク質に係留された蛍光プローブの
回転ブラウン運動データとタンパク質周囲
の水和層の流体的性質の相関を明らかにす
る． 
 
(4) アクチン周囲の水和層の流体的性質の情
報を抽出する． 
 
３． 研究の方法 
(1) 高精度周波数領域蛍光測定装置．周波数
領域蛍光測定装置は，変調励起光発生源，変
調蛍光検出系，そして変調蛍光復調系で構成
した．変調励起光は，高周波信号源と安定化
電源で駆動された LN 光変調器を用いてレー
ザー光を変調することで，発生した．変調励
起光を照射することによって試料で発生し
た変調蛍光は，高速応答性の光電子増倍管で
検出した．変調蛍光を受光した光電子増倍管
が出力する変調信号から，ロックインアンプ
を用いた位相検波と数値処理によって変調
位相と変調振幅を算出した． 
 
(2) オリゴエチレングリコールリンカーを有
するチオール反応性蛍光色素の合成．アクチ
ンのシステイン残基374を標識するためのチ
オール基反応性蛍光色素として，Rhodamine 
6G (R6G)とマレイミド基をオリゴエチレン
グリコールリンカーで架橋した誘導体を合
成した．第 1 段階目の反応として，R6G-スク
シンイミジルエステル(R6G-OSu)とオリゴ
エチレングリコール・ジアミンを 3 級アミン
存在下で反応させて R6G アミン誘導体を合
成し，逆相液体クロマトグラフィーで精製し
た ． R6G ア ミ ン と N-succinimidyl 
3-maleimidopropionate を 3 級アミン存在下
で反応させて，R6G-オリゴエチレングリコー
ル-マレイミド誘導体を生成し，逆相液体クロ
マトグラフィーで精製した． 
 
(3) 周波数領域蛍光測定データからの蛍光
寿命成分の解析．周波数領域蛍光測定で得ら
れたデータより，蛍光強度の変調振幅と変調
位相を変調周波数の関数として算出した．こ
れらの実測の変調振幅と変調位相に対して
モデル化した関数のフィッティングによっ
て，蛍光寿命成分の解析を行った．励起光強
度の変調を 
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で与えた．ここで，t は時間，f は変調周波数，
p, q は装置定数，j は蛍光寿命，cj は減衰振
幅である．フィッティングは，FORTRAN を
用いて独自に開発したプログラムを用いて
行った． 
 
(4) 周波数領域蛍光偏光測定データからの蛍
光異方性減衰成分の解析．周波数領域蛍光偏
光測定で得られたデータより，変調異方性と
変調偏光位相シフトを変調周波数の関数と
して算出し，モデル関数のフィッティングを
行った．過渡異方性減衰は，指数減衰の線形
結合として 
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でモデル化した．ここで，rj は各異方性減衰
成分の減衰振幅，j は減衰時定数である．こ
れと過渡蛍光強度関数 F(t)との畳み込み演算
を行い，変調蛍光異方性と変調偏光位相シフ
トのモデル関数を得た．さらに，モデル関数
を実測値に対してフィットすることで，過渡
異方性減衰の減衰振幅と減衰時定数を決定
した． 
 
(5) 蛍光プローブの回転ブラウン運動情報抽
出．上述の方法(3)，(4)の解析で得られる異方
性減衰成分の振幅と減衰時定数から，色素の
回転拡散係数と円錐角を算出した．この解析
には，Wobbling-in-cone モデルを使った[1]． 
 
４．研究成果 
(1) 高精度周波数領域蛍光偏光測定法の評価．
本研究で開発した周波数領域蛍光偏光測定
装置および解析値の精度を評価するために，
水・グリセリン混合液中の R6G の測定を行
った．R6G の周波数領域蛍光および蛍光偏光
のデータは，上述のモデルで良好に記述でき
た．さらに，粘度範囲 1–1000 mPa s で得ら
れたデータの解析を行ったところ，R6G の蛍
光寿命 3.5–3.9 ns および異方性減衰時定数
0.2–100 ns を変動係数 1%程度の精度で決定
することができた．さらに，異方性減衰時定
数の粘度依存性は，1–1000 mPa s という 3
桁の範囲に渡って粘度に対して線形性を示
すことを確認できた（図 1）． 
 
(2) 長さの異なる 3 種のオリゴエチレングリ
コールリンカーでアクチンに係留した R6G
の回転ブラウン運動の解析．G-アクチンの
Cys-374 に係留された R6G の周波数領域蛍
光偏光測定を行い，その回転ブラウン運動解
析を行った．このような状況下の R6G の過
渡異方性減衰は 2つの指数減衰項の和で良好
に記述され，これは R6G のローカルな回転
運動とアクチン自身の回転が重なった結果
である．R6G 過渡異方性減衰の解析によって

算出される異方性減衰振幅と時定数から
R6G の回転ブラウン運動の情報を抽出する
手法を検討した結果，本研究で必要な情報は
Wobbling-in-cone モデルを使うことで抽出
できることが分かった．情報抽出の結果，
R6G のローカルな回転ブラウン運動の回転
拡散係数は~0.1 rad ns−1 と算出された（図
２）．回転拡散係数や円錐角のリンカー長依
存性を合わせて検討することにより，R6G の
ローカルな回転ブラウン運動は，アクチン周
囲の水和層の流動性を反映していることを
明らかにした． 
 
(3)アクチンの重合に伴う水和層の特性変化．
モノマー状態のアクチンが重合してフィラ
メントを形成することは，アクチンの重要な
機能の一つである．そこでモノマー状態およ
びフィラメント状態のアクチンに係留され

図 1．水・グリセリン混合液中の R6G の異
方性減衰時定数． 
 

図 2．アクチンに係留された R6G の(A)回転
拡散係数と(B)円錐角． 
 



た R6G の時間分解異方性を比較した．その
結果，R6G の回転拡散係数は，アクチンフィ
ラメント形成に伴ってモノマー状態よりも
10–30%減少することが明らかになった（図
２）． 
 
(4)アクチンの水和層に対する共溶媒効果．
R6G 標識アクチンに共溶媒としてグリセリ
ンを加えることによって，アクチン周囲の水
和層の摂動を与え，水和層の性質の変化を調
べた．グリセリン濃度の増加に伴い，バルク
溶媒の粘度は単調に増加する．ところが，ア
クチンに係留された R6G の回転拡散は，グ
リセリン濃度の上昇に伴って加速すること
が明らかになった（図 3）．この結果は，共溶
媒の溶媒流動性に対する効果が，アクチン周
囲の水和層とバルク溶媒では異なることを
示している．このデータは，アクチン周囲の
水和水における hypermobility [2,3]や，選択
的水和といったタンパク質周囲のローカル
な溶媒効果の顕れであることが示唆される．
この結果は，タンパク質の水和層の流体特性
に対する共溶媒効果を実験的に捉えた初め
ての測定例であると思われる． 
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図 3．アクチンに係留された R6G の回転拡
散係数のグリセリン濃度依存性 
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