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研究成果の概要（和文）：広範なタンパク質中の構造変化をともなう化学反応に対して、高速な反応スイッチン
グによる時間分解共鳴ラマン分光計測法の開発を行った。反応スイッチングには、タンパク質分子に導入したア
ゾベンゼンなどの小分子の光反応を利用した。光スイッチングタンパク質の作製は、分光測定に必要な試料を十
分に得ることができなかった。時間分解分光システムは、既存装置の改良を行い、対象とするタンパク質反応の
追跡に十分な性能を持つことを実証した。

研究成果の概要（英文）：To visualize chemical reactions associated with structural changes in a wide
 range of proteins, time-resolved resonance Raman spectroscopic methods were developed using 
ultrafast molecular photoswitching. The photoreaction of a small molecule, such as 
photoisomerization of azobenzene introduced into the protein backbone, was used for switching to 
form three-dimensional structures of targeted proteins. We did not obtain sufficient amount of 
photoswitching protein samples for spectroscopic measurements. The time-resolved spectroscopy system
 was improved from the existing system. We demonstrated that the performance of the spectroscopic 
system was sufficient to follow the chemical reactions of targeted proteins.

研究分野： タンパク質分子科学

キーワード： 時間分解共鳴ラマン分光法　タンパク質　分子光スイッチング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
分子光スイッチングは、生体分子の高速な構造制御を可能にする。ダイナミクス計測技術が進展し、スイッチ分
子の多岐化・導入部位のノウハウの蓄積により、より汎用性の高い実験手法へと拡張できる。光スイッチング
は、機能性高分子に対する応用も可能である。これにより、光を利用した機能性分子の反応制御が大いに期待で
きる。

※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 
 
タンパク質は生命活動を支える分子である。その機能は構造変化によって生み出される。分子

機構の理解は、タンパク質機能の発現メカニズムを解く鍵となる。メカニズム解明は、静的構造
解析のみでは実現せず、動的プロセスの理解が必須である。フェムト秒・ピコ秒から秒におよぶ
幅広い時間スケールをカバーし、局所から分子全体におよぶ構造変化の進展を原子レベルの空
間スケールでもらさず観ることにより、はじめてその理解に到達する。 

時間分解共鳴ラマン分光法は、もっとも本質的かつ明快なタンパク質構造ダイナミクス情報
を与える実験方法である。その理由は、分子振動数の変化から化学結合におけるオングストロー
ム未満の原子スケールの部位特異的な構造変化を、ピコ秒から秒にわたる幅広い時間スケール
でリアルタイム観測できるからである。一連のタンパク質ダイナミクス観測により、構造変化に
よって生み出されるタンパク質機能発現のための分子機構が解明できる。したがって、時間分解
共鳴ラマン分光法によるダイナミクス計測の有効性は非常に高い。機能発現のスイッチングに
かかる応答時間が瞬間的であるほど、よりシャープな構造ダイナミクス情報が得られる。短パル
ス光の吸収によるスイッチングは、幅広い時間スケールにおよぶタンパク質ダイナミクス計測
にはきわめて有効である。このため、構造ダイナミクス計測の実験的な成功例は、発色団の光異
性化やリガンド分子の光解離反応により開始される反応ダイナミクス計測に限られていた。し
かし、光を機能発現のスイッチングにもちいるタンパク質は、数多くあるタンパク質の中でもご
くわずかしかない。生理学的に重要ですぐにでも解明したい大多数のタンパク質の動的な分子
機構は不明のままであった。 

「タンパク質の動的な分子機構を幅広い時間スケールと原子レベルの空間スケールで明らか
にしたい」という問いに対して、「いかに反応のスイッチングをシャープにするか」という問題
がある。これに対し、「分子光スイッチング」により反応タイミングの同期を行い、時間分解共
鳴ラマン分光法をもちいて構造ダイナミクスを観測することが、この問題の解となりうると考
えた。分子光スイッチングは、小分子を観測対象のタンパク質に導入し、この小分子の光応答に
より瞬間的におこるタンパク質立体構造形成を機能発現のスイッチングに利用する方法である。
スイッチングのタイミングを揃えることで時間分解共鳴ラマン分光法のもつ有効性を大きく活
用できる。本研究の実現により、タンパク質の機能発現のための分子機構を明らかにするための
普遍的な分光実験方法の確立を目指した。 

 

 

２．研究の目的 
 

本研究では、人工的に分子光スイッチングを観測対象のタンパク質に導入し、時間分解共鳴ラ
マン分光法により、原子スケールかつピコ秒からサブ秒までの幅広い時間スケールで、機能発現
に関わる構造ダイナミクスを観測する手法を確立する。これにより、通常は光に応答しない広範
のタンパク質における機能に関わる分子機構を明らかにする。 

 
 
３．研究の方法 
 
(1) 光スイッチングタンパク質の作製 
本研究では、ダイナミクス観測に対して、タンパク質機能に影響を与えることがないように、

できるだけ小分子でありかつ迅速な構造変化を起こすスイッチング分子を観測対象のタンパク
質に導入する。スイッチング分子には、アソベンゼンやスピロピランなど、フォトクロミック反
応による構造変化を示す分子を用いる。観測対象のタンパク質のスイッチング反応による立体
構造形成を機能発現のスイッチとして利用し、その後のタンパク質ダイナミクスを時間分解共
鳴ラマン分光法により観測する。 
 
(2) 時間分解共鳴ラマン分光システムの構築 
タンパク質機能発現のスイッチング分子をタンパク質分子内へ人工的に導入し、幅広い時間

領域にわたる時間分解共鳴ラマン分光計測を行う。芳香族アミノ酸残基、主鎖および結合する基
質に由来するラマンバンドの時間進展を観測する。これらのラマンバンドは、各部位の構造変化
や周辺環境変化により鋭敏に変化する。ここから、分子（部位）間相互作用、二次構造および結
合による基質構造のそれぞれの変化の部位選択的ダイナミクス情報を得る。 

 
 
 
 



４．研究成果 
 

(1) 光スイッチングタンパク質の作製 

研究期間を通して光スイッチング分子を導入したタンパク質試料の作製を試みたが、分光測
定に必要な試料を十分に得ることができなかった。 

 

(2) 時間分解共鳴ラマン分光システムの構築 

本研究において使用する時間分解共鳴ラマン分光システムは、既存の分光システムに改良を
加える必要があった。具体的に以下の 3点の改良を行った。 

 スイッチング光（ポンプ光） 

スイッチング分子であるアゾベンゼンやスピロピランは、近紫外～青色光を吸収し、フォト
クロミック反応が起こる。このため、従来の光受容タンパク質の測定において光化学反応開
始のためのポンプ光に用いていた緑色光レーザーから、分子スイッチングを行うための近
紫外レーザーへ変更したシステムを作成した。 

 ラマン散乱の検出光（プローブ光） 

共鳴ラマン効果を最大限に活用するために、紫外光から可視光のすべての波長領域をカバ
ーするレーザーシステムを新規に導入した。これにより、タンパク質の二次構造・芳香族ア
ミノ酸側鎖・光スイッチング部位近傍のタンパク質構造におけるスペクトル観測が高感度
に実施できるようになった。 

 マイクロ秒～ミリ秒領域における時間分解分光をおこなうためのフローシステム作成 

タンパク質構造がダイナミックに変化する時間領域であるマイクロ秒からミリ秒の時間領
域において時間分解測定を行うために、デュアルビームフロー法（フローセルを流れる試料
に対して、光反応を起こす光とラマン散乱を観測する光の照射位置差と流速を利用して時
間分解計測する方法）を用いている。可視ポンプ光・可視プローブ光をもちいた時間分解測
定の実施例はあるが、紫外プローブ光をもちいた研究はこれまで行っていなかった。このた
め、紫外プローブ光によるタンパク質の骨格構造変化の観測が行える装置を作成した。ま
た、スペクトルの品質を向上させるため繰り返し積算を行うが、フロー装置中にラマン散乱
を検出する箇所とは別に、スイッチング分子をフォトクロミック反応により初期構造に回
復させる光照射部位をフロー装置の流路に設けた。 

分光システムの有効性を、光受容タンパク質である微生物型ロドプシンのダイナミクス観測
により実証した。これにより、分子光スイッチングによるタンパク質ダイナミクス観測の基盤が
整った。広範なタンパク質の機能発現機構の解明を継続して目指す。 
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