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研究成果の概要（和文）：本研究では、タンパク質分子集団が示す動的秩序を解析するために新たな手法の開発
を行った。我々は、X線溶液散乱測定法を用い、構成要素の濃度に変調を加え、タンパク質集団の平衡状態を冗
長に測定することによって、多成分系であっても個々の複合体構造や相互作用を定量的に解析できることを見い
だした。このような解析を実現するために、マイクロ流路技術を用いた極微量試料自動溶液散乱測定システムを
開発し、多成分系を対象とした動的秩序の探査を実現した。さらに、本手法の有効性を実証するために、実在す
るタンパク質集団、特に、光センサータンパク質が関与する情報伝達系の動的秩序を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have developed a new analytical method that would enable us to perform 
structure and interaction analyses on multi-component equilibrium systems. Here, we have 
successfully developed the microfluidics-based, auto sampling equipment designed for continuous 
titration SAXS. Using this newly designed equipment, we can automatically collect numerous 
scattering profiles while altering the molar ratios of each component involved in the 
multi-component equilibrium; thus, enabling us to determine the system’s free energy landscape of 
the multi-component equilibrium. We performed a feasibility study of  titration-SAXS measurements on
 a signal transduction system, which allow us to extract scattering curves of multiple complexes and
 their concentration dependence. The method is found to be applicable in wide range of understanding
 the dynamical ordering of complex molecular systems.

研究分野：生物物理学

キーワード： X線溶液散乱　タンパク質　分子複合系　多成分平衡状態　相互作用解析　μ流路　光センサータンパク
質　情報伝達

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
以上の研究を通じ、当初目的としていた多成分混合溶液の動的秩序を解析する新しい手法を提案することに成功
した。更に、Native-MSや高速AFM等の測定手法を統合的に活用することによって、複雑な系であっても定量的な
解析が可能であることを示すことができた。ここで示した統合解析は、タンパク質に一般的な性質、すなわち、
分子量、分子形状、分子形状変化を指標としており対象を選ばない。今後は、より生理学的、薬理学的に重要度
が高いタンパク質集団の動的秩序を解析し、生理活性や薬理活性の機序を分子論に明らかにすることで新たな作
用機序に基づいた創薬の実現を目指す。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 タンパク質の分子レベルの作動機構については結晶構造解析や NMR 等の様々な解析手法に
よって明らかにされつつあり、他方、細胞レベルの生理機能についてもイメージング手法の進
歩によって克明に観察されるようになってきた。しかしながら、これら 2 つの階層で議論され
る内容には未だ大きな隔たりがあり、生物が実現している高度な機能を人の手によって再現で
きるほどに理解が進んでいるわけではない。 
 細胞レベルの生理機能は、関係する多様なタンパク質集団が協奏的に作用し、動的に集合・
離散を繰り返すこと（動的秩序）によって実現されている。すなわち、分子と細胞の中間階層
に位置づけられる「タンパク質分子集団」の動的秩序を明らかにすることが、両者の理解の溝
を埋めることに通じる。しかしながら、多種多様なタンパク質を含む混合溶液中で生じる現象
を分析するのは一般に困難であり、タンパク質集団の動的秩序を解析するための新たな手法を
開発する必要がある。 
 
２．研究の目的 
 多種多様なタンパク質を含む混合溶液中で生じる動的秩序を解析するためには、少なくとも、
混合液中に存在する様々なタンパク質、及び、それらから生じる多様な複合体を区別し、更に、
複合体を形成する相互作用を定量的に評価する必要がある。そこで、本研究では、形によって
タンパク質を区別し、その存在量を評価することが可能な X 線溶液散乱技術に着目し、多成分
系を対象とした動的秩序の探査法を新たに開発することを第一の目的とした。更に、実在する
機能性タンパク質集団をターゲットに選び、ここで開発した解析手法を検証すると同時に、実
在するタンパク質分子集団が示す高次機能性の発現機構を明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 タンパク質集団が示す動的秩序は、集団内の活性種の濃度変調によって調節を受けている。
従って、集団が示す動的秩序を探査するためには、各構成要素（の濃度）に変調を加え、集合・
離散過程によって生じる「多様な集合状態の構造を同定」し、「集合・離散を支配する相互作用
を定量化」することが本質的である。本研究では、溶液中のタンパク質の動態観測に有効な量
子ビーム溶液散乱を活用した。形状や集合状態が異なるタンパク質（複合体）は異なる溶液散
乱曲線を示す。構成要素の濃度に変調を加えた結果生じる、集団内の集合・解離を冗長に測定
することによって、多成分系であっても多様な集合状態に由来する散乱曲線を個別に抽出する
ことが可能となる。このような解析を実現するために、本研究ではマイクロ流路技術を用いた
極微量試料自動溶液散乱測定システムを開発し、多成分系を対象とした動的秩序の探査法の実
現を目指した。さらに、本手法の有効性を実証するために、実在するタンパク質集団、特にこ
こでは光センサータンパク質が関与する情報伝達系に着目し、この系が示す動的秩序の解析を
行った。 
 
４．研究成果 
(1)多次元滴定 SAXS を指向したμ流路型自動サンプリングシステムの開発 
 タンパク質間の相互作用評価は、相互作用する異なるタンパク
質の濃度比を変化させ、混合比に応じた複合体形成量を定量的に
評価するによって行われる。2成分系の場合、これはいわゆる滴定
実験であり、等温滴定熱測定法（ITC）や表面プラズモン共鳴法
（SPR）でも広く用いられている。生体中のタンパク質の集合離散
は、必ずしも一対一の相互作用だけではなく、多対多の多成分系
で生じる反応であり、これらの方法を用いた解析は困難である。
本研究では、生体内に見られる多成分からなるタンパク質集団の
動的秩序を解析することを目的とし、多次元滴定実験用μ流路型
自動サンプリングシステムを開発した。作製した µ 流路デバイス
は右図のように 3 つの溶液を導入する Inlet 部（i）、導入した溶
液を混合させる Mixing channel（ii）、X線や蛍光、吸収測定のた
めのプローブ光を導入するための Observation 部（iii），廃液のための outlet 部（iv）からな
る。Inlet 部（i）への各種溶液の送液速度を制御することで、Mixing channel（iii）内で流
速に依存した比率の層流が形成され，出口部分では溶質が拡散し均一になった混合液が得られ
る。 
 本μ流路型自動サンプリングシステムを高エネルギー加速
器研究機構放射光研究施設（KEK/PF）に導入し、クラスリン
被覆小胞輸送に関与するアダプタータンパク質（GGA）と相互
作用タンパク質（MPR ペプチド）を用いた連続滴定 X線散乱測
定を行ったところ、誤差 2％の精度で任意の混合比率の微量溶
液（<1uL）を調整することが可能であり、100 条件の異なる溶
液に対して連続的にX線散乱曲線を観測することに成功した。
ここで得られた解離定数は ITC で測定された結果と同程度で
あり、X 線溶液散乱とμ流路型自動サンプリングシステムを用いることでタンパク質間相互作
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用を高精度に解析できることを実証した。X 線散乱測定はタンパク質を、その構造を指標とし
て区別して観測することが可能であり、本装置と組み合わせることで原理的に多成分系への応
用が可能であることを示すことができた。 
 
(2) 分子内動的秩序を制御する異常 pKa を示すアルギニンの同定 
 光センサータンパク質 PYP と相互作用タンパク質 PBP の動的秩序は、PYP が光によって活性
化され分子内光化学反応がきっかけとなって生じる。そこで PYP の光による活性化機構を明ら
かにするために、中性子結晶構造解析によって分子内プロトン移動反応の解析を行った。我々
は、過去に中性子結晶構造解析によって、PYP の反応中心には低障壁水素結合（LBHB）と呼ば
れる疑似共有結合性を示す水素結合が存在することを明らかにしてきた。それと同時に、近傍
に位置するアルギニンが電気的中性状態をとることを報告してきた。しかしながら、アルギニ
ンの pKa が 12 程度であることを踏まえると、これは異常な状態であるといえる。立川（A01 班
公募班）らは、量子化学的に LBHB とアル
ギニンの電荷状態には密接な関連性があ
ることを示唆してきたが、両者の相互依存
関係は長らく明らかにされてこなかった。
そこで LBHB を失活した変異体 PYP に対し
て中性子結晶構造解析を行い、LBHB とアル
ギニンの電荷状態の関連性について実験
的に検証した。その結果、LBHB の失活に伴
い、アルギニンがプロトン化することを明
らかにした。LBHB は PYP が光を吸収した後
消失することが明らかにされていること
から、光反応過程で LBHB の消失と共役し
てアルギニンのプロトン化反応が生じて
いると考えることができる。LBHB の消失とアルギニンのプロトン化が、PYP/PBP の動的秩序形
成を誘起する高次構造変化の直接的なトリガーの役割を果たしていることが明らかとなった。 
 
(3) 光情報伝達に関わる分子複合系の光強度に依存したオリゴマー形成 
 独自開発した µ流路型自動サンプリングシステムを用い連続滴定 X線溶液散乱測定を行うこ
とによって、光情報伝達に関与するタンパク質集団（PYP/PBP 複合系）の動的秩序解析を行っ
た。PYP は光合成細菌の負の走光性に関与する水溶性光センサー蛋白質として発見され、その
機能発現機構については超高分解能構造に基づいた原子レベルの理解が進んでいる。その一方
で、PYP と直接相互作用する蛋白質が同定されていなかったため、情報伝達の詳細は明らかに
されていない。我々は、他の光合成細菌に着目し pyp 遺伝子とオペロンを形成する遺伝子を網
羅的に解析し、PYP と相互作用する 16kDa の蛋白質（PYP-binding protein, PBP）を同定した。 
 光活性型 PYP は PBP と特異的に結合すること
が明らかになったものの、ゲル濾過分析から、
PYP の光活性種と PYP の存在比に応じてサイズ
が異なる複合体が形成されていることが明らか
となった。結合モデルを明らかにするために、
活性型 PYP と PBP の存在比率を変化させながら
測定した結果、存在比率に依存して多段階で変
化する散乱曲線が観測された。(右図) 
 
 特異値分解解析の結果から、最低 3 種類以上
の複合体種が形成されていることが示唆された
ものの、この結合反応は類似構造を有する多数
の成分から構成されていることがわかり、SAXS
の結果のみから反応モデルを構築することはで
きなかった。そこで、内山（A03 公募班）と共
同で Native MS 測定を行い、溶存するすべての
複合体の分子量を同定した。さらに、SAXSの結
果と合わせ平衡反応モデルを構築し、シミュレ
ーションから反応に関わる解離定数を決定する
ことに成功した。得られたモデルから、PBP に
対して活性型 PYP の量が増加するに従い、2:2
複合体が順にポリマー化する重合反応が生じて
いることが明らかになった。 
 内橋（A01 公募班）らと共同で重合度が高い複合体の高速 AFM 像を観察し、反応モデルを元
に再構成した散乱曲線から予測した溶液構造と比較したところ、両者は類似した構造を示した
ことから本解析の妥当性が検証された。この反応から、PYP は単独では光に応答する On/Off セ
ンサーであるのに対し、PYP/PBP 分子複合系を形成することで、外界の光強度に依存して連続
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的に異なる光応答を示す機能を獲得したといえる。連続滴定 SAXS、Native-MS、高速 AFM など
の分子複合系を異なる指標で評価する分析手法を組み合わせることで、生体内に見られる複雑
な分子複合系であっても解析が可能であることを原理実証するに至った。 
 
 以上の研究を通じ、当初目的としてた多成分混合溶液の動的秩序を解析する新しい手法を提
案することに成功した。更に、Native-MS や高速 AFM 等の測定手法を統合的に活用することに
よって、複雑な系であっても定量的な解析が可能であることを示すことができた。ここで示し
た統合解析は、タンパク質に一般的な性質、すなわち、分子量、分子形状、分子形状変化を指
標としており対象を選ばない。今後は、より生理学的、薬理学的に重要度が高い系の動的秩序
を解析し、生理活性や薬理活性の機序を分子論に明らかにしていく。 
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