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研究成果の概要（和文）：過渡回折格子法をストップドフローシステムと組み合わせて反応中間体の拡散係数を
測定するため、液体の乱流を軽減する工夫を凝らした装置を組み立てた。また、高速でサンプルを流すための装
置構築も行い、数100ミリ秒で乱流を押さえることに成功した。次に、タンパク質に応用するため、使用する溶
液量を格段に減らすサンプルセルの工夫を行った。この結果、数マイクロリットルの溶液で高速混合し、信号を
取れるようになった。この装置を用いて光センサータンパク質フォトトロピンの酸変性過程の時間分解検出や、
ATPとの混合によって誘起される時計タンパク質KaiCの会合反応を調べることに成功した。

研究成果の概要（英文）：In order to measure the translational diffusion coefficient change by the 
transient grating method combined with a stopped flow system, we constructed a new stopped flow 
system for minimizing turbulence after mixing two solutions. This system can suppress the turbulence
 within 100 ms after the mixing. Furthermore, we improved the system to decrease a volume of 
required sample solution, and succeeded in mixing only a few micro liter solution, which is a big 
advantage for application to protein samples. By using this system, we measured a diffusion 
coefficient change in time-domain after acid denaturation of a photosensor protein of phototropin 
sample. Moreover, association reaction of a protein of KaiC which has a function to control the 
circadian rhythm was detected in time-domain. 

研究分野： 生物物理化学
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１．研究開始当初の背景 
分子間相互作用は、分子の世界に多様性を

持たせ、化学反応には不可欠な因子である。
そのため、反応との関わりやその原因につい
て、分子科学においても中心課題であり続け
ている。特に生体分子が機能を発揮するため
には分子間相互作用がすべてを決めると言
って過言でないほどであり、例えば生体内で
の信号伝達や酵素作用にも深くかかわって
いる。また、それを引き起こす生体分子の構
造変化過程ダイナミクスは、分子間相互作用
の原因や速度を決める非常に重要な過程で
あり、その実験的検出の重要性は論を待たな
い。しかし、タンパク質の高次構造変化を時
間分解で検出したり、分子間相互作用ダイナ
ミクスを明らかにできる手法はこれまでほ
とんど存在しなかった。 
一方で、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、また分子間相互作
用変化を敏感に検出することに成功した。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。しかも、拡散係数の時間発
展を測定することで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
ている。 
しかし、この手法でも完全ではなく、多く

の分野で用いられるようなバイオセンサー
として使う場合には、以下のような、いくつ
かの解決しなくてはならない基礎学術的な
課題が残されていた。 
 
２．研究の目的 
これまで、TG 法による生体反応研究のた

めの測定原理や解析手法を開発してきてい
たが、2 つの大きな制限があった。一つは、
TG 法では、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という点
である。生体分子において光センサーは重要
なセンサータンパク質であり、ほとんどすべ
ての生物が各種の光センサータンパク質を
持っている。また多くの時間分解分光研究に
よってそのダイナミクスを含めた詳細な反
応機構を研究するのに適しているため、対象
として取り上げられることが多く、光センサ
ー研究には重要な意義があった。しかし、生
体タンパク質全体で見た時には、光センサー
タンパク質はまだ一部であり、かなり多くの
タンパク質反応は光とは関係なく起こる。こ
うした光とは関係ないタンパク質反応まで
この手法が適用できれば素晴らしい進展に
なるであろう。 

この制限をなくするため、ここではストッ
プドフローシステムと TG 法を組み合わせた
新しいシステムを作り上げる。ストップトフ
ローとは、試料溶液を高速に混合し、瞬時に
フローを停止して、その後の試料溶液の吸
収・蛍光などの変化を時間分解測定する手法
である。タンパク質研究においては酵素反応
やフォールディング反応など、様々な反応の
反応速度測定、短寿命中間体の検出に利用さ
れ、これにより反応活性の評価、反応機構の
解析、反応阻害剤・促進剤の評価が行われて
いる。この手法と TG 測定を組み合わせるこ
とで、従来の TG 法をより一般性の高いもの
に発展させ、一般的なタンパク質反応の構造
変化やタンパク質間相互作用の研究を可能
とする。 
こうした手法を実際に機能する多くのタ

ンパク質反応に適用する事で、機能と分子間
相互作用との関わり、更にはその一般性を明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
 過渡回折格子(TG)法の特徴は、多く用いら
れている表面プラズモン共鳴(SPR)バイオセ
ンサーと同様に、反応に伴う屈折率変化を検
出するのであるが、それを溶液中で高感度に
時間分解で行うところにある。TG 法の測定原
理は、２本の光をある角度で交差させ、干渉
を利用することで光強度の空間的な変調を
作り、励起によって空間的に異なった分子濃
度を作り出すところにある。この濃度分布は
そのまま屈折率分布になり、回折格子の役目
をするため､プローブ光を別の方向に回折す
ることになる。これがＴＧ信号である。よっ
て屈折率変化をもたらすような相互作用や
会合ならば､SPR バイオセンサーと同様に検
出できる。しかしそれだけではなく、SPR バ
イオセンサーにはない多くの特徴を持つ｡そ
れは､拡散係数の変化を時間分解でモニター
することができて､タンパク質間相互作用ダ
イナミクスを高感度に検出することができ
ることである。拡散係数とは､溶液中で分子
がどれぐらいの速さで並進運動をしている
かを示す値であり、タンパク質の構造や大き
さによって変化する｡そのため､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る。 
まずストップドフロー法と組み合わせた

システム開発を試みる。反応中間体の拡散係
数を測定する際に最も問題となるであろう
液体の乱流を回避、あるいは軽減する工夫を
凝らす。そのために、溶液を混合した後なる
べく早い時間で止めるためのセルや流路を
設計・製作する。また、タンパク質反応への
応用を考えるうえで非常に重要となるフロ
ーする溶液量の減少を目指す。このため、サ
ンプルセルの容量をなるべく小さくする装
置作成を行う。さらに、このシステムを適用
する対象を選択するためにも、通常のセルを
用いて、多くのタンパク質で反応機構とダイ



ナミクスを明らかにする。 
 
４．研究成果 
ストップドフローシステムを、我々が開発し
てきた過渡回折格子測定装置の中に組み込
む試みをした。標準溶液を流すことで、光励
起で生じる熱の信号が再現性良く取れる方
法を確立し、光異性化を起こす分子を流して、
拡散係数を正確に測定できるかどうかを試
みた。当初の予想通り、溶液の揺乱のために
溶液を止めてから100ms以内では正確な拡散
係数が測定できないことが分かったが、セル
の配置を工夫することで、ある程度その乱流
効果を押さえられることがわかった。 
また、TG 法をストップドフローシステム

と組み合わせる場合に、通常のストップドフ
ローシステムでは、大量のタンパク質溶液が
必要となり、タンパク質反応への応用が困難
であることがわかった。そのため、使用する
溶液量を格段に減らすためのサンプルセル
の工夫を行った。マイクロ流路を用いた結果、
数マイクロリットルの溶液で高速混合し、TG
信号を取れることに成功した。また、高速で
サンプルを流すためのフローシステムの構
築も行い、数 100 ミリ秒で乱流を押さえるこ
とに成功した。 
この装置を用いて光センサータンパク質

フォトトロピンの酸変性過程の時間分解検
出を行った。測定の結果、酸性溶液と混合し
て変性する過程の拡散係数変化を追跡する
ことに成功した。この時間変化より、最初の
100 ミリ秒以内に大きな変性過程があり、そ
れから数秒の時間で徐々に変性していく2段
階の過程を検出することがわかった。この過
程で反応分子と生成分子の拡散係数に変化
はなかったので、2 状態的に変性すること、
酸変性によって反応効率が落ちていること
などがわかった。また、分子間相互作用を検
出するために、ATP との混合によって誘起さ
れる時計タンパク質 KaiC の会合反応を調べ
た。その結果、会合が 7秒程度で進行してる
ことを観測することに成功した。光トリガー
でない会合反応を TG 法でとらえたのはこれ
が初めてである。 
こうしたシステムを確立していく一方で、

機能にとって重要なタンパク質反応機構を
明らかにした。従来の光励起の方法を用いた
分子間相互作用検出の応用として、PixD と呼
ばれる青色光センサータンパク質の会合・解
離反応ダイナミクスの追跡や、オーレオクロ
ムと DNA との相互作用変化、また YtvA と呼
ばれる多くのタンパク質と複合体を作るセ
ンサータンパク質の分子間相互作用検出を
時間分解で行った。また、クラウディング効
果の解明を行い、例えば、植物の光センサー
である、フォトトロピンや PixD についてそ
の反応へのクラウディング効果を明らかと
した。これは細胞内での働きの解明に迫るも
のである。 
一方で、反応に伴って分子間相互作用の変

化が起こる原因を検出するために、PixD やフ
ォトトロピンなどの光センサーの分子間相
互作用の圧力依存性を調べた。圧力によって
その反応が劇的に変化することを見出し、そ
の原因を探った。時間分解で熱力学量を検出
することによって、反応途中での揺らぎが反
応性をコントロールしていることを証明す
ることに成功した。 
これらの技術やタンパク質反応に関する

知見は、これから多くの生体分子反応機構解
明に役立つことと期待される。 
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