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研究成果の概要（和文）：私たちの体のなかではタンパク質が立体構造を変えながら機械のように働いている。
新学術領域「高速分子動画」では、タンパク質の構造変化を動画（分子動画）として記録する最先端の研究が行
われたが、われわれは顕微分光法を用いて、タンパク質の中で起こる電子や陽子の動きを解析し、それらミクロ
な情報を分子動画に付加することで、タンパク質がはたらく仕組みの化学的な解明を目指した。その結果、光の
エネルギーを利用してイオンを通す微生物のタンパク質、DNAを修復する両生類のタンパク質、窒素循環にかか
わるカビのタンパク質、オワンクラゲの発光タンパク質など、多様なタンパク質の精密な仕組みが明らかとなっ
た。

研究成果の概要（英文）：Proteins work like machines in our bodies by changing their shape. In the 
MEXT program for Scientific Research on Innovative Areas, "Molecular Movies," the changes in protein
 shape were recorded as movies using a novel X-ray technique. To complement the movie, we used 
microspectroscopy to analyze the movements of electrons and protons inside proteins. The results 
revealed how proteins function at the chemical level. The proteins studied here cover a wide range 
of biological functions. They include a microbial protein that uses light energy for ion transport, 
an amphibian protein involved in DNA repair, a fungal protein involved in the nitrogen cycle, and a 
jellyfish luminescent protein.

研究分野：生物物理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、構造生物学分野を化学分野と融合させるものであった。また、タンパク質がはたらく仕組みを化
学的に理解することは、今後社会に役立つ人工タンパク質をデザインするイノベイティブな応用研究を展開する
うえで基盤を築くものであった。実際に本研究で仕組みを明らかにした光で動作するタンパク質は、光遺伝学
（光で神経細胞などの活動を制御する技術）で応用されるものであり、本研究成果はその発展に不可欠な知見を
与えた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

X線自由電子レーザーを用いた時間分解結晶構造解析（分子動画法）は、機能時のタンパク質
構造変化を原子分解能で可視化できる新しい手法として注目されている。しかしこの手法は微
結晶化したタンパク質を扱う制約があるため、得られた分子動画をどのように解釈し、溶液相の
機能研究とどう結びつけるかが常に問題となる。これは分子動画法が抱える本質的な問題であ
るが、われわれは分子分光学の立場からこの問題に取り組んできた。本研究を開始する以前に、
われわれは微結晶に適用できる顕微タイプの時間分解紫外可視分光装置を開発し、バクテリオ
ロドプシンを始めとする複数のタンパク質を計測した。その結果、結晶相と溶液相とでは反応速
度が異なることや蓄積する中間体が異なることが明らかとなり、分子動画研究を機能研究と結
びつけるためには、時間分解分光の相補的活用が必要不可欠であることが示された。 
 
２．研究の目的 
新学術領域「高速分子動画」の計画研究である本研究では、顕
微分光解析をラマン・赤外振動分光や蛍光発光分光にまで拡張
し、領域研究で扱われるさまざまなタンパク質に対して、分子
動画法と分子分光法の相関的・補完的な解析を推進する。結晶
相と溶液相で起こるタンパク質ダイナミクスの共通点と相違点
を明確化し、分子動画の適切な解釈を導くとともに、分光で得
られる微視的情報（電子状態変化、プロトン移動、微細な化学結
合変化など）を分子動画に付加することで、分子動画研究を化
学のレベルにまで深化させる（図 1）。 
 
３．研究の方法 
本研究では溶液測定に加えて、分子動画研究で実際に使用されるタンパク質微結晶そのもの
を測定できる顕微分光技術を開発し、新学術領域「高速分子動画」がターゲットとする以下のタ
ンパク質の分光研究を実施する。 

(1) 天然に存在する光駆動型のタンパク質（微生物型ロドプシンや DNA 光修復酵素）の紫外
可視分光および赤外分光解析 

(2) ケージド化合物等を介して光による反応制御を試みるタンパク質（CO2固定酵素やヘム含
有酵素）の紫外可視分光およびラマン・赤外分光解析 

(3) Ca2+の結合により発光する化学発光タンパク質（イクオリン）の発光分光解析 
いずれも分子動画研究の研究対象とされており、分光との相関解析が期待されているタンパ
ク質群である。(1)と(2)の計測手法は微結晶懸濁液に励起光を照射するポンプ-プローブ測定とな
るが、(3)は微結晶懸濁液と Ca2+飽和溶液を瞬時に混合する二液混合測定となる。 
 
４．研究成果 
 本研究期間内に全ての分光手法（紫外可視分光、ラマン・赤外振動分光、蛍光発光分光）にお
いて顕微分光装置の開発を完了し、CO2固定酵素以外の全てのタンパク質で時間分解分光解析の
成果を得た。CO2固定酵素については、当初ケージド CO2を用いた分子動画研究が計画されてい
たが、ケージド CO2 の量子効率の問題から計測手法が二液混合法に切り替えられた。それに呼
応してわれわれはストップトフローラマン分光装置を開発した。今後の計測が期待される課題
である。 
 
(1) 天然に存在する光駆動型のタンパク質の研究 
① 微生物型ロドプシン：近年メタゲノム解析に
より、古細菌や真正細菌、真核微生物等から
多くのロドプシンタンパク質が発見されて
いる。それらは共通してレチナールの光異性
化を起点に光サイクル反応を開始し、多様な
機能を発現する。それらは光で機能を制御す
る天然のタンパク質ツールとして、分子動画
研究のターゲットとされたが、われわれはそ
れに呼応して、微結晶の時間分解紫外可視分
光測定を行なった。一例として、光駆動性の
陽イオンチャネル（ChR）の測定結果を示す
（図 2）。この研究では、われわれは結晶相と
溶液相での反応速度を比較解析することで分子動画に現れる中間体を同定するとともに、微
結晶中でも光サイクルの進行にともなってレチナールが脱プロトン化することを示した。分
子動画と分光の結果を統合することで、ChRのイオン透過の仕組みを明らかにした[1]。ChR

 
図 1．本研究のコンセプト． 

 
図2．ChR微結晶の時間分解紫外可視分光測定． 



は光遺伝学の中心的なツールであるが、その機能改良に資する基盤情報を提供した意義があ
る。ChR以外にも、Cl-ポンプロドプシン（NM-R3）やヘリオロドプシン（HeR）について同
様の測定を行ない、一部成果を報告している[2,3]。さらに HeRに関しては、分子動画研究に
先立って、赤外分光測定によりレチナール光異性化後の水素結合変化を詳細に解明したほか
[4]、Zn2+結合能を発見し、その結合サイトを同定した[5]。 
② DNA 光修復酵素：DNA は紫外線によって損傷するが、多くの生物は DNA 光修復酵素によ
り、青色光のエネルギーを用いて損傷を修復できる。われわれは分子動画研究に先立って、
(6-4)光産物（損傷 DNA）を修復するアフリカツメガエル由来 DNA光修復酵素の反応を時間
分解紫外分光測定によって追跡し、光修復中間体を捕捉した。さらにわれわれは、酵素反応
（非光サイクル反応）を追跡可能な時間分解赤外分光装置を新規に開発し、光修復中間体の
化学構造の決定に成功した。この研究を遂行した大学院生は第 47 回生体分子科学討論会に
おいて優秀ポスター賞を受賞している（2021年）。 

 
(2) 光による反応制御を試みたタンパク質の研究 
① 一酸化窒素還元酵素：酵素反応は、
ケージド基質（光照射によって基
質を放出する化合物）の光分解を
トリガーに開始することが可能で
あろう。その計測モデルとして、ケ
ージド NO を反応トリガーとした
一酸化窒素還元酵素（NOR）の分
子動画研究が計画された。NORと
は、NO を N2O にまで還元するこ
とで窒素循環を担っている酵素で
ある。N2O は温暖化ならびにオゾ
ン層破壊ガスであり、その発生源として NORの反応の化学的理解が求められていた。われ
われはカビの NOR（活性中心にヘム鉄をもつ P450nor）について顕著な成果をあげた。NO
還元反応の肝は活性窒素種の過渡的生成にあるが、われわれは微結晶試料の時間分解赤外
分光測定に成功し、分子動画解析とあわせて、活性窒素種がニトロキシルラジカルアニオ
ン（Fe3+−NHO●−）であることを証明した（図 3）[3,6]。この酵素の機構は約 30年間謎とさ
れてきたが、本研究により反応機構の全容が解明された。 

 
(3) 化学発光タンパク質の研究 
① イクオリン：テレンセラジンという発光基質をもつイクオリンは 3 個の Ca2+が結合すると
青色光を発する化学発光タンパク質である。イクオリン微結晶溶液に Ca2+飽和溶液を瞬時
に混合することで発光過程のタンパク質構造変化を捉える分子動画研究が計画されたが、
われわれは、微結晶溶液に対して Ca2+飽和溶液を層流で重ね、Ca2+の分子拡散により発光を
トリガーできるマイクロ流路デバイスを開発した。そしてイクオリンからの発光強度の時
間発展を分光計測し、結晶相でも溶液相と同様に発光が誘起されることを示した[3]。さら
に、発光ダイナミクスの Ca2+濃度依存性を詳しく解析し、分光データと分子動画データを
照合することで、イクオリンの発光反応スキームを明らかにした。 

 
以上、代表的な研究成果を述べたが、KAKENに登録したようにその他多くの分光研究の成果
を報告している。なお、上記の研究で使用した時間分解顕微分光装置の詳細は、邦文の総説にま
とめている[3]。 
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