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研究成果の概要（和文）：生体分子が生命機能を行う際のネットワークは、作られては解離し、解離しては会合
するような動的な秩序が本質的に重要である。こうした動的秩序形成を明らかにするために、熱力学量や並進拡
散係数を時間分解することのできる過渡回折格子法を用いて、分子間相互作用の時間変化や安定性をリアルタイ
ムで検出する手法を開発した。この手法を用いて、構造揺らぎが会合・解離に重要であることを時間分解で明ら
かにし、いくつかの光センサータンパク質の分子間会合や解離過程の動的変化を時間分解で検出することに成功
した。さらに、光応答DNAの会合・解離過程ダイナミクス計測にも成功するなど、多くの新規な知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Dynamical association and dissociation processes are essentially important 
for biological functions of biomolecules. To reveal the dynamical ordering of proteins and DNA, 
several new methods for detections of the intermolecular interaction and stability in time-domain 
have been developed based on the transient grating method, which can monitor the translational 
diffusion and thermodynamical properties in time domain. Using these methods, it was found that the 
structural fluctuation controls the association/dissociation reactions. Furthermore, for many 
photosensor proteins, increase and/or decrease in the intermolecular interaction during the protein 
reactions were observed. These observations are important to understand the molecule mechanism of 
the dynamical association/dissociation processes. 

研究分野： 生物物理化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
生体分子が生命活動を行うには、その分子

自体の化学反応が必要ではあるが、その反応
で終わりではない。他の分子との分子間相互
作用を変化させることで、ネットワークが形
成され、それが信号伝達となって下流分子に
情報が受け渡され、生理活性を生む。そのネ
ットワークは、単に静的な分子組織体の秩序
が形成されるというだけではなく、作られて
は解離し、解離しては会合するような動的な
秩序が本質的に重要である。そのため、生体
分子は、まさに分子間相互作用を時間変化さ
せ、離合集散を行うようなシステムとなって
いる。 
こうした動的秩序形成を明らかにするた

めには、分子間相互作用の時間変化や安定性
をリアルタイムで検出する必要があるが、こ
れまではそうした会合変化を時間分解で検
出することは非常に困難であった。こうした
点で、申請者が着目したのは、古くから用い
られている熱力学量や並進拡散係数である。
これは分子の大きさや溶媒との摩擦を反映
する良い物理量であるが、従来の拡散係数測
定法では測定に数分から数時間かかること
が多く、特に速いダイナミクスを調べられな
かったし、分子体積変化は現在でも非常に測
定困難な量であり時間分解測定はだれも成
功していなかった。申請者のグループは、過
渡回折格子(TG)法を用いて、熱力学量や拡散
係数を化学反応ダイナミクスと共に変化す
る量としてとらえるという独自の画期的な
手法を開発してきた。この手法を用いること
で通常の分光法ではその存在さえ確認でき
ない中間体を数々発見してきたし、それだけ
でなく熱力学量を通して短寿命中間体の性
質を明らかにすることができ、生体分子研究
にはなくてはならない手法であることを示
してきた。しかし、この手法を動的秩序・崩
壊のダイナミクス検出として使う場合には、
いくつかの解決しなくてはならない課題が
残されていた。 
 
２．研究の目的 
分子間相互作用を時間分解で検出し、実際

に機能するシステムで秩序・崩壊のダイナミ
クスを検出するため、信号解析法の開発と、
測定法の改善を試みる。解析法としては、会
合・離散の平衡系を扱えるようにする。これ
までの我々の研究では不可逆反応を扱って
おり、またそれが大きな特徴になっていたが、
会合・離散の平衡系では解析法が異なってく
る。こうした系に対して最適の解析法を開発
する。これを適用するターゲットとして、例
えば光センサータンパク質の信号伝達過程
システムを用いる。これまでの我々の研究に
より、例えばフォトトロピンの持つ LOV ド
メインは 2 量体とモノマーの平衡にあり、光
によりその平衡をコントロールしているこ
と、それと類似した機構でドメイン間の信号
伝達が行われているらしいことが明らかと

なっている。しかしまだ如何にして分子(ドメ
イン)間相互作用を変え、如何にして生理活性
を生む反応を起こしているのかは不明であ
るし、速い平衡がある系での信号解析が残さ
れたままになっていた。ここで開発する解析
法を用いて、会合・解離反応の時間変化を分
子レベルで明らかとする。また、典型的なス
トレス制御タンパク質 YtvA は、多くのタン
パク質との会合・解離を経由して機能を発現
することが知られている。ここでは、こうし
た静的なネットワーク図を超えて、ダイナミ
ックなネットワークとしてこの信号伝達の
分子機構を明らかとする。 
 次に、測定法の開発として、高感度化と一
般化を目指す。天然タンパク質では試料が十
分には作れず量に制限がある場合が多いし、
また実際の生体系では濃度が希薄である時
にも対応できるようにするという点で高感
度化が重要となる。更に、本手法の一般化を
行う。これまで TG 法による測定手法や解析
手法を開発してきていたが、励起光で濃度分
布を作り出すために、光で反応が開始できる
系でないと分子間相互用などを検出するの
が困難であった。ここでは光とは関係ないタ
ンパク質まで、申請者が開発してきた手法が
適用できる手法を開発し、多くのタンパク質
に適用できるシステムとする。 
 
３．研究の方法 
これまで不可逆反応に用いていた TG 信号

解析法を、速い会合・解離平衡がある場合に
適用できるように改良する。TG 法の基本的
な原理は、会合変化による屈折率変化を検出
するのであるが、それを溶液中で高感度に時
間分解で行えるところに特徴がある。この信
号強度の時間発展は分子体積変化の速度と
拡散係数の変化で決まる。会合変化があれば
ほぼ必ず分子体積変化があり、拡散係数も変
化するため、他の手法では検出が困難な時間
分解構造変化や会合変化を検出できること
になり､タンパク質間相互作用ダイナミクス
を検出することができる。この信号の解析は、
これまで単純な不可逆反応を対象として行
ってきた。平衡がある場合、通常のキネティ
ック解析では平衡を含む速度方程式を解け
ばよいのだが、ここに空間的濃度変化が寄与
する拡散過程が含まれると非常に複雑にな
り直接的な解析は困難となる。これを解く新
しいモデルを提出し、動的秩序・崩壊のダイ
ナミクスを検出する手法を提出する。 
これらの方法を光センサータンパク質で

あるフォトトロピンなどを用いて、その機能
に関係する反応機構を分子間相互作用変化
と関連付けて時間分解で検出する。特に光感
知ドメインと生理学的な機能ドメインを含
むマルチドメインタンパク質や動的会合を
含むタンパク質について、そうした分子間相
互作用変化がドメイン間相互作用とどのよ
うに関係しているか、その変化が如何にして
次のネットワークに組み込まれていくかを



明らかにする。 
 
４．研究成果 
 分子間の構造形成や崩壊は、機能を生み出
すために必須であり、それがなぜ起こってい
るかを明らかにすることは重要な問題とな
る。こうした分子機構を明らかにするため、
圧縮率と呼ばれる物理量の時間追跡を行い、
反応している最中の「揺らぎ」を時々刻々と
追跡した。等温圧縮率は物体の「揺らぎ」と
よい相関があることが理論的に知られてい
たが、この量は定常状態でさえも非常に測定
が難しく、時間分解測定はほとんど不可能と
思われていた量である。ここでは、この熱力
学量の短い時間での時間発展を直接観測す
ることに世界で初めて成功した。 
 対象としたタンパク質は、TePixD と呼ばれ
る好熱性シアノバクテリアのもつ青色光セ
ンサータンパク質である。青色光の受容のた
めに、発色団としてフラビンを結合する
BLUF (sensors of Blue Light Using FAD)ドメイ
ンを持ち、10 量体構造が溶液中でも保持され
ている。 TePixD を青色光で励起した後の過
渡回折格子(TG)信号には、過渡吸収では検出
されない時定数をもつ体積膨張を表す信号
が観測され、この信号強度から体積変化量を
求めることができる。この量を種々の圧力で
定量したところ、中間体では「揺らぎ」と直
接相関を持つ圧縮率が大きくなっているこ
とを示すことができた。さらに、光強度を増
加させて多量体のうちの 2 つのモノマーを励
起すると解離反応が起こらなくなることが
我々のこれまでの研究で分かっていたが、そ
の理由を揺らぎが小さくなったためである
ことを明らかにすることができた。光強度を
制御することによって、「揺らぎ」を小さく
すると、反応が起こらなくなるのである。こ
の結果は中間体で発生する「揺らぎ」が反応
を引き起こす駆動力であることを示唆して
おり、「揺らぎ」が解離反応過程に関与して
いることを直接的に示すことに初めて成功
したものである。 
また、生体分子の動的会合解離過程を観測

する手法をフォトトロピン (phot)の持つ
LOV1 ドメインに適用し、その基本的な反応
がタンパク質間会合であることを示し、その
ダイナミクスを明らかにした。phot は、多く
の植物が持ち、光屈性や気孔の開閉や葉緑体
の運動をコントロールしている代表的な青
色光センサータンパク質である。高等植物で
は 2 種類の phot(phot1, phot2)を持ち、さらに
それぞれの 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(LOV1、LOV2)
有している。その光反応は多くの興味を集め
ているが、いくつかの反応ドメインがあるた
め、各ドメインの反応を知ることが必要とな
る。しかし、LOV1 ドメインの反応について
は、ほとんどの分光法で顕著な変化を検出す
ることができず、不明のまま残されていた。 
この反応について、我々のグループが開発

してきた時間分解拡散係数法を適用し、反応
スキームを明らかにした。さらに、その由来
を知るために、タンパク質濃度を変化させた
ところ、励起状態数で規格化すると、濃い溶
液の方が信号強度が減少することが分かっ
た。このことは、会合状態によって反応が変
わり、会合数が小さい分子種が拡散係数変化
の反応を起こすことを示している。またその
反応速度は濃度に比例して増加することが
分かった。さらに、ゲル濾過測定によって、
溶液中にはモノマーとダイマーが存在する
ことが分かった。以上の結果より、phot1LOV1
では、基底状態でモノマーとダイマーが動的
平衡にあり、モノマーの光励起によりダイマ
ーが生成すること、ダイマーの光励起では反
応が起こらないことなどが明らかとなった。
さらに温度依存性の測定により、低温でダイ
マーが増えることや、その熱力学パラメータ
ーを決めることもできた。最近では光遺伝学
などいろいろなところで応用がなされてい
る LOV ドメインであるが、その基本的な反
応が分子間反応であることは興味深いし、ま
た新しい応用を考察するうえで重要な知見
になると思われる。 
近年、アゾベンゼンを利用した光応答性

DNA が開発され、遺伝子発現の光制御や光駆
動型 DNA ナノマシンの開発など様々な面で
応用が期待されている。この原理は、アゾベ
ンゼンを DNA の側鎖にリンカーを介して導
入した状態でアゾベンゼンへの光照射によ
ってシス・トランス異性化反応を起こさせる。
トランス体は隣接する塩基対間にインター
カレートし、スタッキング相互作用により二
重鎖を安定化する一方、シス体は非平面構造
を持つため立体反発を生じ二重鎖を不安定
化するため、光で会合・解離を制御できると
いうものである。本研究ではその分子機構を
明らかにすべく、TG 法により会合・解離ダ
イナミクスを調べた。TG 法のユニークなと
ころは拡散係数変化として会合状態と解離
状態を明確に検出でき、さらにその時間分解
が可能なところである。 
アゾベンゼンを導入した DNA と、それの

相補鎖 DNA を含む試料について紫外光励起
（トランス体→シス体）により得られた TG
信号は、速い時間に熱拡散信号、2～40 ms 付
近に立ち上がりと減衰からなる分子拡散信
号が観測された。山形の拡散信号が得られた
ことは光照射で拡散係数が変化しているこ
とを示す明確な証拠である。屈折率変化の符
号関係より立ち上がりが生成物、減衰が反応
物の拡散信号と同定され、トランス体からシ
ス体への異性化によって拡散係数の増加を
伴う反応が誘起されることがわかった。この
拡散係数変化は相補鎖を含まない試料では
観測されなかったことから、異性化によって
不安定化した二重鎖が解離する過程を捉え
たものと同定した。さらに格子波数を変えて
測定した結果、拡散係数変化（解離反応）の
速度が求まり、アゾベンゼンの異性化速度よ



り 107 倍も遅いことが明らかとなった。すな
わち、DNA は異性化直後に高速で解離するわ
けではないことがわかった。さらに、濃度依
存性の実験により、アゾベンゼンがシス体の
時の会合速度と解離速度を決めることがで
きた。 
枯草菌（Bacillus subtilis）由来の青色光セン

サータンパク質である YtvA は転写因子であ
る σBの活性調節を介して環境ストレス（光、
熱、塩濃度など）に対する応答を制御する。
その構造は光受容を担う LOV ドメイン、活
性部位である STAS（Sulfate Transporter and 
Anti-Sigma factor antagonist）ドメイン、そし
てこれらをつなぐ linker ドメインからなって
いる。ここでは他の手法では検出できない変
化まで検出できる TG 法を用いて、機能やシ
グナル伝達過程において重要なドメイン単
位で切り取ったサンプル、YLOV-linker、N 末
extension のついた N-YLOV、そして N 末
extension と linker のついた N-YLOV-linker に
ついて反応を調べ、それぞれの光反応ダイナ
ミクスを明らかにした。 

YLOV の TG 信号は、拡散係数変化がない
ことを示していた。一方で、N-YLOV と
YLOV-linker では、顕著な拡散係数変化が観
測された。しかし興味深いことに、これらの
サンプルの CD スペクトル変化は YLOV の場
合と同じであり、顕著な違いは見られなかっ
た。すなわち、ヘリックス含有量や 2 次構造
変化がないにもかかわらず、拡散係数変化が
検出されたことになる。この違いは N 末
extension と linker のヘリックス構造の回転に
由 来 し て い る と 同 定 し た 。 ま た 、
N-YLOV-linker では、さらに大きな拡散係数
変化が観測された。この摩擦係数を計算する
と、YLOV-linker と N-YLOV のほぼ和になっ
ており、N 末 extension と linker の構造変化は
ほぼ独立と考えられる。また、LOV ドメイン
自身は光励起で大きな構造変化を起こして
いないにもかかわらず、それに付随した部分
に変化が起こっていることは、平均構造が変
わらないまま揺らぎが大きくなって、構造変
化を引き起こすトリガーになっているので
はないかと推測された。 
我々は高い時間分解能で揺らぎを捉える

べく、TG 法および過渡レンズ法による測定
を高圧条件下で行った。測定の結果、反応中
間体と基底状態の体積揺らぎの差が求めら
れ、中間体は基底状態よりも大きく揺らいで
いることが分かった。更に、TG 法を用いて
LOV ドメインと発色団の間の共有結合形成
過程における体積変化を 0.1 MPa から 150 
MPa までの圧力範囲で測定し、その圧力依存
性から、S390 状態に移る過程において体積揺
らぎがすでに大きく増大していることが分
かった。こうした測定から各中間体における
体積揺らぎを求めることに成功した。これは
「揺らぎ」が反応を引き起こす駆動力である
ことを示しており、「揺らぎ」がドメイン間
相互作用にも重要であることを直接的に初

めて捉えたものである。 
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