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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  
 

蛋白質が機能を発現するとき、まず高次構造変化をおこし、蛋白－蛋白相互作用を変え、機能発現に至

る。そのため蛋白質は本質的に揺らぎやすい構造を持ち、この揺らぎにより効率的、特異的な反応が起こ

っているといって過言ではない。そのため、過渡種ダイナミクスと反応中間体蛋白質の構造の揺らぎの相

関を知ることは非常に重要である。ところが、こうした構造揺らぎに対しては古典的熱力学測定が非常に

重要であるにも関わらず、短時間だけ存在する過渡種に対してはこの従来の手法は無力であった。ここで

は時間分解熱力学量測定の手法を発展させ、蛋白質反応に対して、高速構造変化から秒のゆっくりとした

変化まで、幅広い時間スケールでエネルギーと高次の構造変化を追跡し、物理化学の視点からその構造や

エネルギー変化と機能との関連について明らかにする。また、過渡種の構造・エネルギー変化や揺らぎを

明らかにし、反応とのかかわりを調べる。独創的技術や手法の開発と共に、多くの研究者が注目している

蛋白質の隠された揺らぎや高次構造変化のダイナミクスという分野の創生を目指す。 



 

 

Ｓ終了－２ 

⑦研究成果の概要（研究目的に対する研究成果を必要に応じて図表等を用いながら、簡潔に記入してください。）  

 
 本研究で開発してきた時間分解熱力学量測定手法やその他の新しく開発した手法を用いて、種々の蛋白質の

関与する反応に関して以下のような成果を得てきた。 
 例えば、蛋白質科学研究の代表的な蛋白質であるミオグロビンを光励起した後の蛋白質ダイナミクスについ

て詳細な研究を行った。構築した過渡回折格子（ＴＧ）システムで観測した信号には、多くのダイナミクスが

現われ、この信号成分を開発した手法で定量的に解析することで、エネルギーの放出と蛋白質構造変化のダイ

ナミクスを明らかにした。観測されたエネルギーや体積変化の分子論的解釈を行うため、１アミノ酸残基置換

ミュータントを作成し、反応途中の各中間体のエネルギーや体積変化を実時間で決定し、反応に際して蛋白の

動くエネルギー曲面を決めた。このミュータントを用いた研究によって、体積変化をいくつかの分子論的な寄

与に分割することができた。このリガンドの放出される機構が、リガンドの蛋白質内でトラップされた状態に

おける揺らぎの増大のためであることを熱力学量から明らかにした。また、Xe の圧力依存性を調べることで、

解離したリガンドの存在する場所と Xe トラップサイトとの関係を明らかにし、初めて室温溶液中でのリガン

ド放出経路を決定することに成功した。 
光感受性蛋白質のように、光励起を利用する蛋白質が種々存在するが、光励起の後、使われなかった光子エネ

ルギーは最終的には溶媒に放出されるが、そのエネルギーダイナミクスの、時間分解での観測は非常に困難で

あった。この問題に対して、ミオグロビンをフェムト秒パルスで光励起した後、ピコ秒での熱放出を検出する

ことに成功して、エネルギーがまず蛋白質部分へ流れ、それから溶媒へ移っていっていることを示す実験的証

拠をはじめて得た。 
 蛸のロドプシン反応に適用し、TG 法を用いてエネルギーや分子体積の観点でそのダイナミクスを検討し直

した。その結果、これまで過渡吸収で捉えられていた中間体以外に、過渡吸収による観測では変化が終わった

あとの時間でもまだ信号が変化している過程が観測された。これは発色団周囲の変化が終わった後、引き続い

て蛋白部分が変化していることが体積変化として検出されたことを示す。この新しい中間体をトランジエント

メタロドプシンと名づけ、他の研究結果と考え合わせることで、この新しい中間体こそが G 蛋白質と結合し、

視覚信号の発生のキー中間体であると結論付けられた。これは、まさにエネルギーや分子体積という観点から

ダイナミクスを見直すと、これまで見えなかった新しい過程が観測されることを示す成果である。更に、各中

間体のエンタルピー変化と体積変化を、反応が起こる条件下で時間分解測定することに成功した。これは室温

で実際に反応している最中に蛋白質がどのようなエネルギー曲面の上を動いているかをはじめて明らかにした

ものである。低温トラップ法で求められていたΔH と比較すると、幾つかの中間体では驚くほど一致していた

が、ある中間体ではかなり異なっていた。これは低温における構造と、反応中での構造でかなり違っているこ

とを示している。 
 また Photoactive Yellow Protein（PYP）という光受容蛋白質の光反応に対して、ミュータントを作成し、

本手法を適用した結果、数ナノ秒で生成する中間体における蛋白構造の「緩み」に対して新たな知見を得た。

機能する上で中間体として揺らぎの大きなやわらかい構造をとる特徴を見出したといえる。 
 更に、蛋白質の拡散係数(D)が、反応とともに如何に変化するかを計測できる手法を開発することに成功した。

この手法を、チトクロムｃという電子移動にかかわる蛋白質の、折りたたみ反応を明らかにするために用いた。

折りたたみ反応が起こるときに観測される過渡回折格子信号を解析したところ、蛋白質の構造変化に従って D
が時間変化しているという証拠が得られた。これにより、初めて蛋白質折りたたみ反応における分子間相互作

用の時間分解研究が可能となった。時間と共に拡散係数が変化していく過程について定式化を行い、チトクロ

ムｃの折りたたみに伴う分子間相互作用の時間変化を明らかにした。この手法を用いることで、蛋白質の折り

たたみ経路を明らかにした。 
 ATP は生命反応のエネルギー通貨であり多くの蛋白質反応に関与する。ATP の関与する蛋白質反応を時間分

解熱力学量の観点から研究するために、光で ATP を作り出すことのできる、ケージド ATP 光反応を調べ、徐々

に ATP が遊離する過程を、拡散係数の時間変化として検出するという新しい測定法開発に成功した。 
 システム構築の方では、アクティブフィードバックを用いないヘテロダインＴＧ検出システムを組み上げ、

その性能を調べた。数時間の測定においても、光の位相が 5 度も変化しない高安定性と 100 倍以上の高感度性

が確認された。このヘテロダイン TG システムを用いて、光合成たんぱく質の構造変化を検出し、構造変化に

対応すると考えられる、屈折率変化が観測された。また、時間分解円二色性検出法を、フォトトロピンという

植物の光センサーに適用し、2 次構造変化を検出することに成功している。単１分子検出にも成功しており、

蛋白質の揺らぎの時間分解測定に取り組んでいる。 
 フェムト秒からナノ秒で起こる超高速屈折率変化を画像解析する手法を開発した。この手法をガラスの構造

変化モニターとして用いて、従来の手法では分からなかった音波の発生や高速過熱の様子をリアルタイムで観

測し、その分子論的機構を解明した。 



 

 

Ｓ終了－３ 
⑧特記事項（この研究において得られた独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、当該研究分野及び関連

研究分野への影響等、特記すべき事項があれば記入してください。） 
 
 蛋白質反応と構造変化ダイナミクスに関する本研究のうちで特に大きな成果は、従来の手法では観測で

きなかった物理量の時間変化を研究できるようにしたことであろう。その一つには、熱力学と速度論を結

びつける手法の開発が挙げられる。反応のダイナミクス解明と熱力学量の測定は、科学における両輪の役

目を果たしているが、これまでこれらの２つの分野は関連が少なかった。すなわち、熱力学量は定常状態

で測られる量であり、その非平衡状態での時間発展や短寿命中間体に対して適用する手法がなかったし、

また熱力学量から見たダイナミクスという概念はなかった。ここで成し遂げられた、ダイナミクスと熱力

学から得られる情報の統合する手法によって、全く新しい世界が開けてきたことは特筆に価するものと思

われる。すなわち、従来は時間発展と言う観点で考えられたことのなかった物理量、特に熱力学量や拡散

運動を時間分解することを可能にする手法を開発し、初めて光化学反応のエンタルピーや分子体積変化、

熱膨張係数変化あるいは拡散係数を時間分解測定することに成功し、これにより蛋白質の反応ダイナミク

スの全体像が描けるようになったといえる。これは申請者による本研究によって初めて得られた、独創的

で新規性の高い成果であるといえる。 
 本研究では、開発した手法を主に生体蛋白質の反応研究に用いたが、この応用分野は生体系あるいは化

学に限るものではない。実際に応用物理の分野においても、光誘起のエネルギー・構造変化をフェムト秒

の時間スケールから秒の時間スケールまで時間分解観測することで、これまで隠されていた構造変化機構

の解明が行えることを示した。これは、フェムト秒のレーザーパルス集光によってマニュピュレートされ

る構造やエネルギー状態を、フェムト秒の時間分解能で画像観測できる手法であり、今後応用物理や工学

分野で強力な手法となるであろう。このように、この研究で開発してきた手法は多くの分野に用いること

のできる、幅広い応用分野が考えられる。 
 また、構造と拡散係数の関係に着目することで、新しいタイプのバイオセンサーができることを見出し

た。蛋白質分析はゲノムプロジェクト終了後のターゲットとして、ますます重要になるであろうし、質量

分析に代表されるように、蛋白質を構成する成分を知るための蛋白質自体の分析が進展している。しかし、

蛋白質の働きは、蛋白質－蛋白質相互作用で決まり、この相互作用を検出するバイオセンサーが、より必

要となる。例えば、どういう分子あるいは蛋白が、ある蛋白あるいは DNA と結合するかを簡単に速く検

出するシステムの必要性が増加するであろう。従来、ライフサイエンス分野で物質間の相互反応を測定す

る場合には、多くの場合、放射性同位体で物質の修飾を行い、そのラベル物質を吸光・蛍光などで検出を

行っていた。また、質量測定バイオセンサーや、表面プラズモン共鳴(SPR)バイオセンサーも開発され、

特に後者は、多く用いられている。しかし、これ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るため、ターゲットとなる蛋白質を金属基盤に

吸着させる必要があったり、精密な温度制御が不可欠であるなどの欠点があった。これに対して、拡散を

利用することで、新しいバイオセンサーを作成した。例えば、SPR 法と比較して、次のような利点が考

えられる。まず、測定時間が非常に短くてすむ。これは、溶液中でそのまま測定できるためでもあるし、

また拡散の計測時間が通常の条件では 1 秒とかからないほど短いためでもある。SPR センサーでは不可

欠の固定用チップが不要のため、カラムクロマトグラフィーと組み合わせることで、分離した蛋白をその

まま活性の測定に用いることができる。更に、拡散係数は蛋白質の結合だけでなく、構造変化にも敏感で

あるため、ある分子が蛋白構造変化を誘起するかどうかを判定できる、即ち蛋白質の構造を変えるかどう

かの基準を通して、薬品の有効性を検出可能になると考えられる。また、安定性だけでなく結合の速度解

析が可能となる。こうした特性を考えるとき、これまでには不可能であった多くの蛋白質活性計測が可能

になるであろうことが予想できる。現在、我々はバクテリアの持つ光受容蛋白質の信号伝達機構を探るた

め、この手法を用いて研究を進めている。この手法は非常に一般的であるため、今後、蛋白質研究に大き

な役割を果たす発展を示すであろう。 
 

 



 

 

Ｓ終了－４－１ 
⑨研究成果の発表状況（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（掲載が確定しているものを含む。）の全

著者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及び国際会議、学会、特

許等の発表状況について記入してください。なお、代表的な論文３件に○を、また研究代表者に下線を付し

てください。） 
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Ｓ終了－４－２ 
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