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研究成果の概要（和文）：時間分解熱力学法という新しい分野を創生し、熱力学と速度論の 2
つの大きな分野を融合した。さらにその手法を、種々のタンパク質反応に適用し、歴史上はじ

めて反応中間体の熱容量変化や体積変化などの熱力学量を時間分解計測することに成功した。

その結果、他の手法では観測されない水和量変化や構造変化などのダイナミクスを発見し、機

能に直結した反応機構解明を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：A new scientific research field "time-resolved thermodynamics" was 
created so that two important fields, the thermodynamics and the dynamics, are unified. 
This new technique was applied to researches of reaction mechanism of biological 
proteins and various thermodynamical properties, i.e., enthalpy, partial molar volume, 
heat capacity change and so on, have been measured in time domain for the first time. 
Many spectrally silent dynamics of protein reactions were elucidated and reaction 
mechanisms in molecular level have been established.  
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                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００６年度 11,100,000 3,330,000 14,430,000 
２００７年度 9,300,000 2,790,000 12,090,000 
２００８年度 10,200,000 3,060,000 13,260,000 
２００９年度 7,200,000 2,160,000 9,360,000 

  年度  

総 計 37,800,000 11,340,000 49,140,000 
 
 
研究分野：生体分子科学 
科研費の分科・細目：基礎化学・物理化学 
キーワード：熱力学・時間分解・タンパク質・反応ダイナミクス ・過渡回折格子・反応中間体 
 
１．研究開始当初の背景 
化学において、物質の性質と反応は基本的

な根幹である。18 世紀より物質の特性を明ら
かとするための様々な手法、特に熱力学量の
測定法と理論体系が作られ、膨大なデータと
ともに物質の理解に大きな役割を果たして

きたし、現在でも熱力学量による研究は幅広
く行われている。一方で反応を理解するため、
フラッシュフォトリシス法は、速度論の体系
とともに広範に用いられ、現在では科学にお
ける非常に大きな分野となっている。特にレ
ーザーの発展とともに、その対象をマイクロ



秒からナノ、ピコ、フェムト秒に広げ、より
短寿命でより初期の素過程が研究できるよ
うになり、それに続く後続反応を明らかにし
てきた。このように反応中間体のダイナミク
スと熱力学量の測定は、化学における両輪の
役目を果たし、基本的で重要な分野であるこ
とは疑いない。ところがこれまで、熱力学研
究は（準）安定状態や平衡状態にある物質に
適用されており、反応のダイナミクス研究と
言う視点で考察されたことはほとんどなか
った。速度定数の温度依存性や圧力依存性よ
り遷移状態の活性化エンタルピーや活性化
体積が求められるという関係で結ばれてい
たぐらいであり、反応途中における過渡的中
間体に対しての熱力学量という概念、あるい
は熱力学量を指標とするダイナミクス研究
は、少なくとも実験的には考えられたことが
なかった。これは、熱力学量が定常状態で測
られる量であり、その時間発展を（特に速度
論のような時間分解能で）測定する手法がな
かったことが大きな理由であると考えられ
る。 
 
２．研究の目的 

安定分子への熱力学の大きな貢献を考え
ると、もし短時間にしか存在しない過渡的分
子に対しても、その熱力学的性質を明らかに
することができれば、科学全体に対してのブ
レークスルーになるであろう。このダイナミ
クスと熱力学から得られる情報を統合する
ことによって、化学反応の理解はより深まる
はずである。時間分解熱力学量測定法の創生
とこの手法を用いた蛋白質反応機構の解明
を目的とした。 

具体的には、エンタルピー、部分分子容変
化に加えて時間分解熱容量（ΔCp）、時間分解
圧縮率（等温圧縮率ΔκT）の測定法を確立す
る。そしてそれを用いた光受容蛋白質の反応
機構の解明、蛋白質ドメイン間の情報伝達機
構の解明などを行う。数千あるいは数万の原
子が反応のための環境を整えて特異で高効
率かつ選択的な反応を進める生体分子反応
の研究は、生体科学だけでなく、分子科学の
発展として非常に重要であり、この新しい分
野を適用するにふさわしい対象である。 
 
３．研究の方法 

実験の基本的構成は、パルスレーザー励起
の過渡回折格子（TG）法にある。この実験に
おいては、パルスレーザー光を波長変換した
後、２つに分割し、それを光のコヒーレント
時間内に試料中で交差させることにより光
強度の干渉縞を作り出す。ここに、ＣＷレー
ザーを入射して TG 信号を回折光として検出
する。この信号強度は、温度変化や分子体積
変化を反映する。温度変化は用いた光のエネ
ルギーと反応によるエンタルピー変化に由

来するが、フォトンのエネルギーは波長から
計算できるので、温度変化をエンタルピー変
化に直すことができる。この信号を種々の寄
与による成分に定量的に分離し、時間分解測
定することで、従来は平衡にある系でしか測
定できなかったエンタルピー変化、体積変化
を、不可逆反応系で温度や圧力一定のもとで、
しかも時間分解で測定できる。 
 

 
図 測定のベースとなった過渡回折格子法
の概念図 
 
４．研究成果 
熱力学と速度論という 2つの大きな分野を

融合した、時間分解熱力学手法を、種々のタ
ンパク質の機能に直結する反応に適用し、歴
史上はじめて反応中間体の熱容量変化や体
積変化などの熱力学量を時間分解計測する
ことに成功した。その結果、他の手法では観
測されない水和量変化や構造変化などのダ
イナミクスを発見し、反応機構解明を行った。
具体的には、以下のような成果を得た。 
(1) Photoactive Yellow Protein (PYP)と呼
ばれる光感受性蛋白質に適用し、歴史上はじ
めて反応中間体の熱容量変化を時間分解計
測することに成功した。その結果、3ns で生
成する pR 状態ではほとんど熱容量は変化し
てないが、200 マイクロ秒で生成する pB 状態
では、その生成に伴って熱容量の増加が観測
された。これは、疎水残基の水和したためと
結論し、経験式に基づいて何残基が水和して
いるかを明らかにした。 
(2) 植物の青色光センサー蛋白質であるフ
ォトトロピンの LOV2 ドメインを用いて、基
底状態と生成物の拡散を決定することがで
きた。この拡散係数の変化を調べた結果、光
照射によって光励起された蛋白質と基底状
態の蛋白質の間でダイマー化が起こってい
ることを示すことに成功した。また、
Phot1LOV2ドメイン単体(LOV2試料)とそれに



linkerを付随させたもの(LOV2-linker試料) 
を用いて、その反応を研究した。得られた拡
散信号の形や強度に観測時間依存性が見出
され、光照射により誘起された拡散係数変化
を伴う蛋白質全体の構造変化が観測されて
いると結論した。 
(3) 古細菌の光受容タンパク質である
Sensory rhodopsin II（SRII)の Asp75 を置
換した、D75N 変異体について研究を行った。
従来は必須と思われていた M中間体が欠損し
た変異体でも生理活性は保たれていること、
光情報伝達で重要な役目を果たすトランス
デューサーの細胞質側に伸びた部分の構造
変化が構造変化していることを時間分解で
示すことができた。またトランスデューサー
の構造変化は、吸収で見るフォトサイクルが
元に戻ってもしばらく残っていることを明
らかとした。また、長さの異なるトランスデ
ューサーを用いて検討した結果、HAMP ドメイ
ンと呼ばれる部位が大きな構造変化をして
いることを明らかとした。 
(4) アポプラストシアニンの折り畳み過程
における熱力学量を、時間分解で測定した。
その結果、折り畳みにしたがって、これまで
になく大きなエンタルピー不安定化が起こ
っていることが明らかとなった。これは、化
学反応によってギブズエネルギーが減少す
べきであるという原理に基づくと、折り畳み
によってエントロピーが大きく増大してい
る事を示し、従来の概念では説明できない事
が分かった。その理論的な解析を行い、水分
子が排除されるためのエントロピーによる
効果で折りたたみが進行していることを明
らかとした。 
(5) 多くのセンサータンパク質に見られる
BLUF と呼ばれるドメインの反応に対して時
間分解熱力学法を適用し、その反応が 2量化
反応であることを示し、そのダイナミクスを
明らかにした。これは、他の手法では検出で
きないユニークな結果である。また、その熱
力学的測定から、ダイマー形成がどういう原
因で起こっているのかを示した。 
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