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研究成果の概要（和文）：本研究では、タンパク質分子間の相互作用機構を解明するための新しいバイオセンサ
ーを開発することを目的とし、銀ナノ半球構造を回折格子状に並べた基板を作製した。この基盤からは、適度な
強度の回折光が得られ、それを光検出器でモニターできることが分かった。次にこの基盤を、光を吸収する分子
の溶液を入れたセルに密着し、溶液をパルスレーザー光で励起子したあと、回折光の強度が時間とともに変化す
ることが見られ、ヘテロダイン過渡回折格子信号を観測することに成功した。また、銀ナノ半球構造体をポリマ
ーで保護した基盤の作成を行い、溶液交換のできるバイオセンサーとしての性能を確認した。

研究成果の概要（英文）：Aiming to develop a new biosensor to elucidate the intermolecular 
interaction mechanism between proteins, a substrate with silver nanohemispheres arranged in a 
diffraction grating pattern was produced. From this substrate, it was found that moderately strong 
diffracted light was obtained upon light illumination, and the diffracted light could be monitored 
by a photodetector. This substrate was then placed in close contact with a cell containing a 
solution of light-absorbing molecules, and the solution was photoexcited with pulsed laser light. A 
heterodyne grating signal was successfully detection. In addition, the substrate in which the silver
 nanohemispherical structure was protected with a polymer, and it was confirmed its performance as a
 biosensor capable of solution exchange.

研究分野：生体分子科学

キーワード： タンパク質　反応　時間分解　回折格子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
分子間相互作用は、生命科学には不可欠な因子であり、その検出のため、これまでにも多くのバイオセンサーが
開発されてきたが、反応機構研究に対しては遅いダイナミクスしか測定できないという大きな欠点があった。本
研究で開発したプラズモン共鳴と過渡回折格子法の原理を融合した、新しいバイオセンサーは、従来の手法以上
の超高感度バイオセンサーとして、これまでより高い時間分解能が得られ、速度論的な議論が可能になる。これ
を用いれば、バイオセンサーの世界を一新するだけでなく、バイオインフォマティックスの分野も大きく変える
であろう。また、医学・薬学・化学・工学などに渡る非常に広い分野で使われるようになる可能性がある。

※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 
生体分子関連の研究は、生物物理はもちろん薬学・化学・工学などに渡る非常に広い分野であ
る。こうした分野で一番必要とされているデータは、分子間相互作用に関するものであろう。あ
る生体分子が別のどの分子と相互作用するかという情報が、多くの研究者が興味を持ち必要と
されているデータであり、それを検出するためのバイオセンサーがいかに重要であるかが分か
る。これまでにも免疫沈澱やゲルろ過法など様々な手法が開発され用いられているが、おそらく
最も高感度で汎用的に用いられている手法の一つは表面プラズモン共鳴（SPR）を利用したバイ
オセンサーであろう。この手法は金属表面からの反射光が、表面プラズモンの吸収によってある
角度のときだけ減少する効果を利用したものであり、その角度が金属表面への分子吸着でわず
かに変わることを利用している。この方法もしばしばリアルタイム測定と呼ばれることもある
が、それは数分以上かかるタンパク質同士の拡散律速反応を観測する場合であり、分子論的に本
質的な会合速度を測定するほどの時間応答は困難である。こうした制限は、信号伝達系などで、
短時間しか存在しない不安定中間体がタンパク質－タンパク質相互作用を変化させるのを検出
したいような場合には、大きな問題となる。また、生化学的な要望として、タンパク質分離と同
時に相互作用を数秒で検出する必要があるが、従来の検出法では、そうした要求には答えられな
い。更にこうした相互作用を解析するためには、速度論的な解析がきわめて重要である。平衡状
態に達した状態だけでは、どのように結合解離をするのかなどその分子論的機構を知ることは
できない。実際の細胞内の物質相互作用は、試験管の中の平衡状態でみるのとは異なり、時間的
にも空間的にも一時的な相互作用である場合がほとんどである。そのような非平衡の物質相互
作用を考える場合には、速度論的な考察が相互作用の生物学的な意味を理解するうえで必須と
なる場合が多く、現状のバイオセンサーでは十分ではなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、タンパク質分子間の相互作用機構を解明するための新しいバイオセンサーを開
発することを目的とする。 
生命科学における重要性のため、これまで、いかにして分子間相互作用を検出するかが中心課
題であり続けており、多くのバイオセンサーが開発されてきた。しかし、ほとんどの手法は高感
度性のメリットがある一方で、反応機構研究に対しては遅いダイナミクスしか測定できないと
いう低時間分解能の大きな欠点がある。これに対し研究代表者は、過渡回折格子(TG)法を用いた
拡散係数の時間発展を測定する手法を開発し、これによってタンパク質間相互作用を時間分解
検出できることも示し、バイオセンサーとしての高いポテンシャルを報告した。ところがこの手
法では光に応答するタンパク質関係しか検出できないという制限があった。 
そこで本研究では、プラズモン共鳴と TG法の原理を融合した、新しいバイオセンサーを開発
する。この手法では、従来以上の高感度バイオセンサーになる可能性があり、その高感度性を利
用すればこれまでよりはるかに高時間分解能が得られ、速度論的な議論が可能になる。またこれ
を用いて、反応に伴うタンパク質相互作用の機構解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
強いプラズモン共鳴が可能になる銀基板上の銀ナノ半球構造と、回折格子法を組み合わせる
ことで、高感度バイオセンサーを開発する。この銀ナノ半球構造では、プラズモン共鳴が狭い波
長帯で強く起こるため、タンパク質吸着による屈折率変化が敏感にその共鳴スペクトルに反映
される。さらに、高感度性を追求するため、銀ナノ半球構造を回折格子状に並べ、それによって
回折される光強度を検出するという方法を用いる。この回折光強度は、銀ナノ半球近傍の屈折率
に敏感に依存するため、近傍に別の分子が存在したり、構造変化によって屈折率が変われば、回
折光強度が変化するはずである。この変化を光検出器でモニターし、デジタルオシロスコープで
記録することで、超高感度・時間分解バイオセンサーとして使うことができる。この手法では SPR
法のようにプラズモン共鳴で光反射が弱くなる角度を検出するのではなく、直接的に回折光強
度をモニターするため、装置系が劇的に単純になり、さらに感度が飛躍的に向上すると考えられ
る。 
まず、銀ナノ半球構造を回折格子状に並べた基板を作製する。このためには、最初に金属薄膜
で電子線描画か光リソグラフィでマイクロメートルスケールの格子構造を作製して、その後に
熱処理を行うことで、ナノ半球構造体がグレーティング状に並んだ構造を作る。この基板にター
ゲット物質(リガンド)を吸着させ、プラズモン波長に共鳴させたプローブ光を照射し、出てくる
回折光を光電子増倍管などの光検出器で検出する。金属基板を用いた時には光は透過しないた
め、プローブ光反射条件での回折光を用いる。また、半球を乗せる金属基板の厚みを 10～20nm
の薄膜にすると、半球と薄膜上下の面の３つのモードが結合して光との強い相互作用を示すこ
とがわかってきているので、これを用いることで透過光条件にすることも可能である。次に、こ
の表面に調べたいタンパク質(アナライト)を流す。もしこのタンパク質がリガンドと相互作用
を起こし、会合体を作ると半球近傍の屈折率が変化し、回折光強度が変化するはずである。さら



に、格子状に並んだナノ半球構造のために、アナライトを流す前から回折光が存在するため、こ
の変化はちょうど TG 信号のヘテロダイン効果と等価な理由によって大きく増大すると考えられ
る。このために超高感度信号が得られ、この信号をデジタルオシロスコープなどで観測すれば、
アナライトを流し始めた時間からの時間変化を測定できる。この際の時間分解能は、溶液が元の
溶液から置き換わる時間で決まり、これまでのストップドフローの実験経験からサブミリ秒で
達成できる。この時間分解能があれば、タンパク質がリガンドと相互作用する過程を実時間で追
跡することが可能となる。 
また、この基板に光反応を起こすタンパク質を吸着させておき、光で反応を開始させると、溶
液交換の時間分解能に限らない、さらに高時間分解能で構造変化や分子間相互作用が追跡でき
ると考えられる。 
 
４．研究成果 
まず銀ナノ半球構造を回折格子状に並べた基板を作製した。この基盤に連続発振のレーザー
を照射したところ、適度な強度の回折光が得られ、それを光検出器でモニター出来ることが分か
った。次にこの基盤を、光を吸収する分子の溶液を入れたセルに密着し、ヘテロダイン過渡回折
格子信号を観測するステップに移った。光励起に伴って発熱が起こり、屈折率変化が起こるはず
であり、この熱によって温度上昇が起こった溶液の、いわゆる熱グレーティング信号の検出を試
みた。実際に、溶液をパルスレーザー光で励起子したあと、回折光の強度が時間とともに変化す
ることが見られ、ヘテロダイン過渡回折格子信号を観測することに成功した。また、この基盤を
タンパク質を溶かした溶液中に入れ、回折光を観測しつつ溶液交換を行い、タンパク質構造の溶
液依存性や、他の分子との相互作用検出を試みた。 
しかし、この信号は予想されたよりも微弱な信号であった。この原因を探るために、種々の配
置や励起光強度を用いて測定を繰り返したところ、回折光の強度が時間とともに減少すること
が明らかとなった。また、溶液交換によっても強度減少が見られた。これの原因をさらに追及し
たところ、銀ナノ半球構造体が光照射や溶液交換の過程で劣化していることが判明した。これを
改善するために、銀ナノ半球構造体をポリマーで保護することを検討し、その基盤の作成を行っ
た。 
その結果、ポリマーで保護することで、通常では見られない大きな波長選択性が得られ、特定
の波長域の光のみを選択的に回折できた。すなわち、銀ナノ半球構造を保護するだけでなく、性
能が向上する基盤となることがわかった。これを用いて溶液中での過渡回折格子信号を検出し
たところ、再現性のある信号が得られ、バイオセンサーとしての性能を確認できた。また、これ
まで通常の過渡回折格子法で溶液中でのタンパク質会合を回折光変化として検出できるかどう
かを試み、我々が開発してきた eBLUF と呼ばれるタンパク質の会合を、微小体積で検出すること
ができた。 
このシステムを実際のタンパク質反応に適用するため、通常の過渡回折格子法を用いてタン
パク質反応の分子機構を明らかにする研究も同時に行い、以下のような成果を得た。 
BlrP1 はバクテリアの細胞内シグナリング物質である c-di-GMP を青色光依存的に加水分解す
る酵素として働くタンパク質である。このタンパク質は N末端側に光受容を担う BLUF ドメイン
をもち、C末端側に位置する EAL ドメインの酵素活性をアロステリックに制御する。その重要性
のため、信号伝達メカニズムが興味を集めている。このタンパク質の光センサー部位である BLUF
ドメインは、16kDa 程度のタンパク質で、発色団として FAD を持つ。光励起後、数 ns の時間ス
ケールで起こる FAD 周りの水素結合変化が、吸収スペクトルのレッドシフトを起こすことが報
告されているが、続いて起こるタンパク質部分の構造変化や EAL ドメインを活性化するメカニ
ズムは不明である。この反応機構を調べるため、全長 BlrP1 を光励起して得られた TG 信号を観
測したところ、この拡散信号には立ち上がりと減衰からなる信号が見られ、顕著な拡散係数変化
（構造変化）が起こっていることがわかった。発色団周りの局所的な動きが EAL ドメインの構造
変化を引き起こしたと解釈される。またタンパク質濃度を変えて測定した結果、BlrP1 はモノマ
ー・ダイマー間の平衡にあり、ダイマーのみが拡散係数変化を起こすことが分かった。 
次にダイマーの反応に対する励起光強度依存性を調べたところ、励起分子数で信号強度を規
格化しても、励起光強度が強いほど拡散信号の強度が増大することが見出された。詳細な解析の
結果、発色団周りの反応の量子収率は励起光強度によらず一定であるのに対して、拡散係数変化
の収率は励起光強度を上げると上昇することがわかった。このことから、ダイマーの内１つのモ
ノマーが励起されても分子全体の構造変化は起こらず、両方のモノマーユニットが励起されて
初めて大きな構造変化を起こすことを示すことができた。その結果、このタンパク質は単なる光
センサーという役割だけではなく、光強度も感知する新しい役割を持つことを見出した。 
また、多くの研究者が興味を持っている光センサータンパク質 PYP の反応を調べ、その反応機
構を明らかにした。PYP は、細菌の負の走光性に関わる光センサー蛋白質であり、発色団として
p-クマル酸を持つ。光励起による p-クマル酸のトランス−シス異性化が反応の起点となり、光反
応サイクルが進行する。近年、Rhodobacter capsulatus において PYP の下流分子が同定され、
PBP と名付けられた。分子間のシグナル伝達機構を明らかにするために、過渡回折格子法を用い
て PYP と PBP の相互作用ダイナミクスを調べた。興味深いことにこの PYP は紫外域と可視域に
二つの吸収バンドを持ち、その割合は pH に依存する。そこで、二つの吸収バンド励起で反応が
異なるかを調べるため、光反応ダイナミクスの励起波長依存性について検討した。その結果、紫



外光励起によって複合体の形成が促進される一方で、可視光励起では複合体の崩壊反応が誘起
される可能性を見いだした。 
青色光センサーBLUF タンパク質は、N 末端側に発色団フラビンを結合する BLUF ドメイン、C
末端には走光性や光合成系タンパク質の発現といった生理機能を制御するドメインを持つ。青
色光励起でフラビンとタンパク質部分の水素結合環境が変化することで、可視域の吸収スペク
トルがレッドシフトする特徴をもつ。このスペクトル変化は従来ナノ秒以内に完了すると考え
られてきた。しかし、AppA, OaPAC, BlrP1, PapB, SyPixD などの多種多様な BLUF タンパク質を
網羅的に調べた結果、BLUF ドメインに保存されたミリ秒の時間領域に遅い反応があることを発
見した。また、 C末端を除去・交換した変異体の結果から、この反応が機能発現に重要な C末
端のタンパク質構造変化と関連することを明らかにした。さらに部位特異的変異体の結果から、
C末端近傍のTrp残基がフラビンとC末端の構造変化を媒介する重要な役割があることが分かっ
た。これらは、タンパク質機能を発揮する機構を理解するうえで基本となる光センサー部位の反
応機構として重要な知見である。 
また、光反応駆動だけでなく、溶液交換によって反応を引き起こす系にも適用できるように、
micro-stopped-flow system を作成し、2液混合で反応を開始するシステムを構築した。これを
用いて病気に関連するαシネクレインというタンパク質の構造変化を明らかにすることに成功
した。 
これらの反応を、開発した新規バイオセンサーを用いて、誰でも簡便に高感度検出できるよう
に改良することを計画している。 
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