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研究成果の概要（和文）：生理的条件下では折りたたまれていないが酵素活性を有する変異体
を作製し、野生型とともに、様々な水和率のもとで中性子非干渉性散乱による蛋白質動力
学の測定を行った。その結果、生理的条件下での蛋白質の動力学は、主に水和水に支配さ
れているが、動力学の階層性は構造状態に依存することが明らかになった。また、水和水
間の水素結合ネットワーク形成が蛋白質の機能に必須な動力学を制御していることが示
された。 
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研究成果の概要（英文）：We succeeded to create an functionally active mutant without native 
structure under physiological condition. Using the mutant and wild type, neutron 
incoherent scattering experiments were performed under various hydration levels to reveal 
the protein dynamics required for function. Protein dynamics relevant for function is 
controlled by hydration water, and the hierarchical structures of protein dynamics are 
dependent on the conformational states. The essential property of hydration water is 
revealed to be the formation of hydrogen bond network between hydration water molecules. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 蛋白質は、構造変化を巧みに利用して機能
を発現している。また、分子機械である蛋白
質は、主として体温かつ水溶液環境で作動す
るため、常に熱揺らぎにさらされている。し
たがって、蛋白質は機能発現に必要な微小な
制御された動きとランダムな熱揺らぎを識
別していることになる。一分子測定から、蛋

白質は熱揺らぎを積極的に利用していると
いう主張もなされるようになってきていた。
立体構造に基づく機能発現の分子機構を解
明するためには、蛋白質の揺らぎの観測や解
析等、蛋白質のダイナミクス解析が本質的で
ある。しかし、ダイナミクスの有効な実験的
手段が限られており、組織的な研究はあまり
なされていないのが現状であった。中性子非
弾性散乱は、ダイナミクス解析のための有力



な手段である。特に、理論的に指摘されてい
る機能と密接に結びついた低エネルギーの
運動の解明のためには、 も有力な方法であ
る。非弾性散乱による蛋白質ダイナミクスの
研究は、中性子源である原子炉や加速器が整
備されている欧米の牙城であり続けていた。
日本では、申請者のグループが唯一、本格的
研究を展開し世界に伍している状況であっ
た。申請者は、研究開始までに、理論計算結
果の実験的検証、低エネルギー領域のボソン
ピークの起源の解明、折り畳みによるスペク
トルの変化等、本申請研究を展開するための
基盤を作り上げていた。 
 機能に結び付いた動力学を解明するため
には、機能を持つ状態と持たない状態の動力
学を比較研究する必要がある。一般に、蛋白
質は機能を発現するために固有の天然構造
を必要とし、変性状態すなわち構造が壊れた
状態では機能を持たない。したがって、天然
構造と変性構造の動力学を比較することが
重要になる。蛋白質の変性は、昇温、pHの変
化、あるいは変性剤の添加等溶媒条件を変え
ることで実現される。中性子散乱は、水素原
子の熱揺らぎを通して動力学を観測する。昇
温では熱揺らぎの比較そのものができず、pH
変化や変性剤では散乱体（Ｈ）そのものの数
が変わるので、蛋白質動力学の変化を正しく
評価することは困難である。我々は、この研
究のために、優れた変異体を作製していた。
すなわち、生理的条件下では構造を取らない
が酵素活性を有するという黄色ブドウ球菌
核酸分解酵素（SNase）の変異体である。こ
れを用いることにより、溶媒条件を変えるこ
となく、天然構造と変性構造の動力学を明ら
かにすることができると期待された。また、
この変異体は基質が存在するとき、天然構造
に折り畳まれる。したがって、SNaseの変異
体は、機能発現に伴う動力学の変化や、基質
により誘導される折り畳み機構を研究する
上でも好適であると期待されていた。 
 このように、測定方法、実験試料ともにオ
リジナルで、我々でなければできない研究環
境が整っていた。 
 
 
２．研究の目的 
 

本研究においては、我々の作製したSNase
変異体を用いて、(a)水和とダイナミクスの関
係、および(b)構造形成とダイナミクスの関係
を明らかにすることを目的とした。水和率を
変化させたダイナミクスの測定から、機能を
発現するために必要な水和状態を明らかにす
るとともに、水和水のダイナミクスと蛋白質
のダイナミクスを分離して測定し、水溶液中
での蛋白質固有の動的性質を明らかにする。
生理的条件下で非天然構造にあるSNase変異

体と野生型の比較から、折り畳まれることに
より獲得されるダイナミクスを明らかにする。
研究目的を達成するために、中性子非弾性散
乱の新しい測定技術、測定法、解析法の開発
もあわせて行う。以上を通して、機能発現を
支えるダイナミクスを折畳み能に関連付けて
明らかにするとともに、蛋白質固有のダイナ
ミクスを解明し、ソフトマターに共通するダ
イナミクスと識別する。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）試料の調整。SNase野生型およびＣ端
欠損変異体は、大腸菌に大量発現し、尿素法
により精製した。精製した蛋白質は重水に溶
かし、凍結乾燥を行った。重水への溶解、凍
結乾燥を３回繰り返した。このようにして得
た凍結乾燥試料の重水水和率を熱天秤によ
り求めたところ、0.12 g D2O/g proteinであっ
た。また、この試料をCaCl2, NaBr, KClの飽
和重水溶液または塩を含まない重水で蒸気
平衡にある雰囲気に置き、室温で水和させた。
熱天秤により評価した重水水和率は、それぞ
れ 0.21, 0.30, 0.42, 0.62 g D2O/g proteinであ
った。このようにして得た水和率の異なる粉
末試料を中性子散乱実験に供した。 
 
（２）中性子散乱実験。中性子散乱実験は、

らは動的散乱因子S(q,)を求

) = Aexp(-(1/6)<u2>q2)  (1) 
これに

３）水和水と蛋白質の動力学の分離。水和

日本原子力研究開発機構東海研究所３号炉
（JRR3）に設置されたHER、GP-TAS及び
LTAS、ラウエ-ランジュバン研究所（フラン
ス）の中性子炉に設置されたIN10 及びIN13
の各分光器を用いて行った。高エネルギー加
速器研究機構パルス中性子源（KENS）に設
置されたLAM40 で過去に計測したデータも
援用した。IN10、IN13、HER、GP-TASの
エネルギー分解能は、それぞれ 1 eV、10 eV、
100 eV、1 meVである。実験は 10Kから
300Kまでの温度範囲で 10 度おきに行った。
各温度での測定時間は分光器により 30 分か
ら 3 時間であり、設定温度に到達後 30 分間
平衡化した。 
 中性子散乱か
められる。=0 の値は以下のガウス近似がな
りたつ。 

S(q,0
より、平均二乗変位<u2>が、各温度で

求められる。 
 
（
水の動力学と蛋白質の動力学を分離して測
定するために、重水水和試料と軽水水和試料
の両者を測定し、その差スペクトルを検出す
る方法を考案した。中性子非干渉性散乱の散
乱長は、軽水素が 80、重水素が 2、炭素や酸
素は 0 であるため、軽水素の寄与が圧倒的で



ある。したがって、軽水水和試料の散乱関数
と重水水和試料の散乱関数の差は、ほぼ水和
水からの散乱関数とみなすことができる(図
1)。散乱体の数が同一になるように試料調製
し、また実験条件を完全にそろえるなど、注
意深い実験が必要であるが、この方法により、
水和水からの散乱と蛋白質の散乱を分離す
ることができる。 
 
 
 
 

 
 

1．軽水(青)水和試料と重水(白)水和試料

４）MDシミュレーション 
BER8 を用い

．研究成果 

１）変異体の溶液及び粉末構造評価。中性

２）ボソンピークの水和率依存性。図 2 に

 

2．3 つの異なる水和率の試料の非弾性散

図
の差は、水和水の情報を与える。白は散乱の
ないことを示す。 
 
 
（
SNaseの結晶構造に対し、AM
てMDシミュレーションを行った。結晶構造
は 1EY0 を用いた。結晶格子に水和率 0.11- 
0.56 g D2O/g proteinになるようにランダム
に重水分子を配置させた。力場AMBER ff99
と水モデルTIP3Pを用い、エネルギー極小化
（2000 steps）、300K、1 気圧への平衡化(2 
ns)の後、4 nsのトラジェクトリを求めた。2.5 
Å以内にある水分子が水素結合していると
判断した。 
 
 
４
 
（
子実験では水和粉末試料を用いるため、粉末
試料の構造をＣＤにより評価した。その結果、
野生型は天然構造を取る一方、変異体は溶液
構造よりも壊れていないが、非天然構造を取
ることが確認された。また、リガンドの有無
による構造評価をΦ値解析を応用して行っ
た結果、リガンドを結合した変異体は、リガ
ンド結合部位の一部やヘリックス部分が大
きく壊れていることがわかった。したがって、
我々の作製した天然変性蛋白質モデル系は、
非天然構造でリガンドを認識していること
が確認できた。 
 
（
3 つの異なる水和率の試料の 3 つの異なる温
度での低エネルギー領域の非弾性散乱スペ
クトルを示す。100Kのスペクトルから水和に
よりボソンピークが高エネルギー側にシフ
トしていることがわかる。これは、水和によ
り蛋白質の弾性的性質は固くなることを示
す。水和率が低くてもシフトが見られる。一
方、300Kのスペクトルでは、高水和の試料の

み準弾性散乱が大きく観測され、乾燥試料や
低水和試料ではボソンピークが 観測されて
いる。室温では、水和により蛋白質が柔らか
くなることを示すが、柔軟性をもたらす 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図
乱スペクトル（赤：乾燥試料（h=0.12）、青：
低水和（h=0.29）、緑：高水和（h=0.44）。上
から 100K、200K、300Kの散乱スペクトル。 
水和率にはしきい値のあることを示唆する。



200Kのスペクトルは、100Kのスペクトルに
近いが、低水和の試料のボソンピークの位置
がわずかに低エネルギー側に来ている。これ
は、水和水が多くなるほど蛋白質をより固く
すると考えられ、弾性的性質の変化にはしき
い値がないことを示す。 
 また、図 2 を見ると高水和試料では、200K

３）動力学転移の水和率依存性。様々な水

 

3．平均二乗変位の温度依存性。赤：乾燥

脱水和、水和の両試料ともに 130K近傍で、

４）蛋白質動力学の構造状態依存性。 
異

 

でも見られ、ポリペプチドの弾性的性質に

５）動力学転移の水和率依存性の原因。図

 

と 300Kの間で動力学転移が起きているが、
乾燥試料並びに低水和試料では転移が起き
ていないことがわかる。動力学転移の水和率
依存性をさらに詳細に調べた。 
 
（
和率試料に対し、(1)式に基づき平均二乗変位
を各温度に対して求めた。その一例を図 3 に
示す。乾燥試料、水和試料ともに、低温側で
は直線近似ができ、この傾きから平均の弾性
定数が、乾燥試料 3.2 N/m、水和試料 3.6 N/m
と求められ、水和により固くなることが裏付
けられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図
試料（h=0.12）、青：高水和試料（h=0.44）。 
 
 
 
直線からのずれが見られ、ここに動力学転移
のあることがわかる。この転移は水和に依存
しない動力学的性質の変化であり、メチル基
の回転運動の活性化と考えられている。一方、
水和試料でのみ 240Kでさらにもう一つの動
力学転移が起きていることが分かる。この動
力学転移により、準弾性散乱が増加し、蛋白
質が柔らかくなるのである。240K以上での平
均二乗変位の増加率（直線の傾き）を様々な
水和率に対して求めたものが図 4の赤のプロ
ットである。明らかに水和率が 0.37 以上でな
ければ動力学転移が引き起こされない。すな
わち、動力学転移を起こすための水和率にし
きい値があることが明確になった。 
 
（
平均二乗変位の温度依存性を、野生型と変
体について求めた。水和による強靭化は変異 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4．傾きの水和率依存性(赤)とＭＤシミュ
レーションにより得られた水和水の 大ク
ラスターサイズ(青)。 
 
 
体
共通する現象と考えられる。乾燥試料（h= 
0.12）では、150Kの転移以上での力場定数は
野生型 0.48 N/m、変異体 0.34 N/mで、構造
を取っている方が固い。しかし、水和すると
どちらも 240K転移が起きるが、240K以上で
の力場定数は、両者でほとんど変化がない。
また、分解能の異なる分光器で動力学転移の
様相を調べると、変異体では、エネルギーの
高い運動も低い運動も一様に温度が上昇す
ればより活性化されるが、野生型では 10 eV
と 100 eVとではほぼ等しく、活性化される
運動に階層性のあることがわかった。これは
構造形成により生じる構造の階層性に起因
するものと考えられる。 
 
（
4 に示された水和依存的動力学転移の活性化
の原因を探るために、水和率を変えたSNase
結晶のMDシミュレーションを行った。シミ
ュレーションから得られた水和構造は、低水
和の時は水和水が蛋白質表面にパッチ状に
クラスターを作っているが、水和率 0.37 を超
える水和率では、水和水が水素結合を通して
蛋白質を取り囲むようになることが示され
た。図 4 に水和水クラスターの 大サイズの
水和率依存性を青のプロットで示した。これ
は動力学転移の水和率依存性と一致してい
る。さらに、これらの振る舞いは、20x20 の
サイズの格子に対するパーコレーション転
移モデルで合理的に説明できる(図 5)。 
また、水和水のダイナミクスと蛋白質のダイ
ナミクスを分離して測定し、パーコレーショ
ン転移以上の水和率の時、水和水の平均二乗
変位は蛋白質の平均二乗変位よりも大きく
なるが、転移以下では蛋白質の平均二乗変位
と同程度であることが明らかになった。また、



パーコレーション転移以上の水和水の拡散
定数は、パーコレーション転移以下の水和水
の拡散定数より一桁大きくなっており、はる
かに動きやすいが、バルクの水よりは二桁小
さく、両者は明確に識別できることも明らか
になった。すなわち、パーコレーション転移
以下では、水素結合により蛋白質と強固に結
合した水和水がほとんどであり、これらの水
和水はアミノ酸の一部として同じように動
く。しかし、パーコレーション転移以上では、
蛋白質に強固に結合した水和水クラスター
間を、蛋白質とは直接相互作用しない水分子
が水素結合によりつなぎ合わせているとい
う描像が描ける。水素結合ネットワークは、
水素結合の組み替え、形成、消失を自由に繰
り返すことにより、ネットワークを形成した
水和水の方が動きやすく、また蛋白質の動力
学を制御しているのであろうと考えている。
以上の結果より、水和水のパーコレーション、
すなわち水素結合を介した水和水のネット
ワーク形成が蛋白質の動力学転移を引き起
こすために必須であると結論された。この議
論をまとめた論文（主な発表論文の①）は、
Award for JPSJ papers of editor’s choice（編
集委員の選ぶ注目すべき論文賞）に選ばれ、
プレス発表された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5．20x20 正方格子のパーコレーション確

６）今後の展開。蛋白質機能を支える動力

．主な発表論文等 
担者及び連携研究者に

雑誌論文〕（計 24 件） 

率(赤)と占有格子サイズ（青）の格子占有率
に対する変化。格子占有率は、水和率に対応
し、水和水 大クラスターサイズ（●）は占
有格子サイズに対応する。 
 
 
（
学は、水和水の動力学により制御されている
ことが明らかになった。また、動力学の階層
性は、構造形成により生まれることも示され
た。これらの結果は、蛋白質の環境適応の分
子戦略の理解に大きく貢献すると期待され
る。また、高分子等ソフトマターの動力学と

機能の研究にも大いに貢献するものであり、
実際高分子分野の産学の研究者から共同研
究を提案されている。さらに、ネムリユスリ
カの幼虫のように乾燥耐性を有する生物の
乾燥状態における生体分子の保護機構の理
解に直結するであろう。これは食品保存や臓
器保存等の応用面でも解決が求められる課
題であるため、ネムリユスリカの幼虫に関す
る動力学の研究を開始しようとしていると
ころである。 
 
 
５
（研究代表者、研究分
は下線） 
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	研究成果の概要（和文）：生理的条件下では折りたたまれていないが酵素活性を有する変異体を作製し、野生型とともに、様々な水和率のもとで中性子非干渉性散乱による蛋白質動力学の測定を行った。その結果、生理的条件下での蛋白質の動力学は、主に水和水に支配されているが、動力学の階層性は構造状態に依存することが明らかになった。また、水和水間の水素結合ネットワーク形成が蛋白質の機能に必須な動力学を制御していることが示された。
	研究成果の概要（英文）：We succeeded to create an functionally active mutant without native structure under physiological condition. Using the mutant and wild type, neutron incoherent scattering experiments were performed under various hydration levels to reveal the protein dynamics required for function. Protein dynamics relevant for function is controlled by hydration water, and the hierarchical structures of protein dynamics are dependent on the conformational states. The essential property of hydration water is revealed to be the formation of hydrogen bond network between hydration water molecules.
	交付決定額
	　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（金額単位：円）
	直接経費
	間接経費
	合　計
	2008年度
	6,400,000
	1,920,000
	8,320,000
	2009年度
	5,200,000
	1,560,000
	6,760,000
	2010年度
	4,200,000
	1,260,000
	5,460,000
	年度
	　　年度
	総　計
	15,800,000
	4,740,000
	20,540,000
	研究分野：生物物理
	科研費の分科・細目：生物科学・生物物理学
	キーワード：中性子散乱、蛋白質動力学、誘導折り畳み、水和、動力学転移
	１．研究開始当初の背景
	　蛋白質は、構造変化を巧みに利用して機能を発現している。また、分子機械である蛋白質は、主として体温かつ水溶液環境で作動するため、常に熱揺らぎにさらされている。したがって、蛋白質は機能発現に必要な微小な制御された動きとランダムな熱揺らぎを識別していることになる。一分子測定から、蛋白質は熱揺らぎを積極的に利用しているという主張もなされるようになってきていた。立体構造に基づく機能発現の分子機構を解明するためには、蛋白質の揺らぎの観測や解析等、蛋白質のダイナミクス解析が本質的である。しかし、ダイナミクスの有効な実験的手段が限られており、組織的な研究はあまりなされていないのが現状であった。中性子非弾性散乱は、ダイナミクス解析のための有力な手段である。特に、理論的に指摘されている機能と密接に結びついた低エネルギーの運動の解明のためには、最も有力な方法である。非弾性散乱による蛋白質ダイナミクスの研究は、中性子源である原子炉や加速器が整備されている欧米の牙城であり続けていた。日本では、申請者のグループが唯一、本格的研究を展開し世界に伍している状況であった。申請者は、研究開始までに、理論計算結果の実験的検証、低エネルギー領域のボソンピークの起源の解明、折り畳みによるスペクトルの変化等、本申請研究を展開するための基盤を作り上げていた。
	　機能に結び付いた動力学を解明するためには、機能を持つ状態と持たない状態の動力学を比較研究する必要がある。一般に、蛋白質は機能を発現するために固有の天然構造を必要とし、変性状態すなわち構造が壊れた状態では機能を持たない。したがって、天然構造と変性構造の動力学を比較することが重要になる。蛋白質の変性は、昇温、pHの変化、あるいは変性剤の添加等溶媒条件を変えることで実現される。中性子散乱は、水素原子の熱揺らぎを通して動力学を観測する。昇温では熱揺らぎの比較そのものができず、pH変化や変性剤では散乱体（Ｈ）そのものの数が変わるので、蛋白質動力学の変化を正しく評価することは困難である。我々は、この研究のために、優れた変異体を作製していた。すなわち、生理的条件下では構造を取らないが酵素活性を有するという黄色ブドウ球菌核酸分解酵素（SNase）の変異体である。これを用いることにより、溶媒条件を変えることなく、天然構造と変性構造の動力学を明らかにすることができると期待された。また、この変異体は基質が存在するとき、天然構造に折り畳まれる。したがって、SNaseの変異体は、機能発現に伴う動力学の変化や、基質により誘導される折り畳み機構を研究する上でも好適であると期待されていた。
	　このように、測定方法、実験試料ともにオリジナルで、我々でなければできない研究環境が整っていた。
	２．研究の目的
	本研究においては、我々の作製したSNase変異体を用いて、(a)水和とダイナミクスの関係、および(b)構造形成とダイナミクスの関係を明らかにすることを目的とした。水和率を変化させたダイナミクスの測定から、機能を発現するために必要な水和状態を明らかにするとともに、水和水のダイナミクスと蛋白質のダイナミクスを分離して測定し、水溶液中での蛋白質固有の動的性質を明らかにする。生理的条件下で非天然構造にあるSNase変異体と野生型の比較から、折り畳まれることにより獲得されるダイナミクスを明らかにする。研究目的を達成するために、中性子非弾性散乱の新しい測定技術、測定法、解析法の開発もあわせて行う。以上を通して、機能発現を支えるダイナミクスを折畳み能に関連付けて明らかにするとともに、蛋白質固有のダイナミクスを解明し、ソフトマターに共通するダイナミクスと識別する。
	３．研究の方法
	（１）試料の調整。SNase野生型およびＣ端欠損変異体は、大腸菌に大量発現し、尿素法により精製した。精製した蛋白質は重水に溶かし、凍結乾燥を行った。重水への溶解、凍結乾燥を３回繰り返した。このようにして得た凍結乾燥試料の重水水和率を熱天秤により求めたところ、0.12 g D2O/g proteinであった。また、この試料をCaCl2, NaBr, KClの飽和重水溶液または塩を含まない重水で蒸気平衡にある雰囲気に置き、室温で水和させた。熱天秤により評価した重水水和率は、それぞれ0.21, 0.30, 0.42, 0.62 g D2O/g proteinであった。このようにして得た水和率の異なる粉末試料を中性子散乱実験に供した。
	（２）中性子散乱実験。中性子散乱実験は、日本原子力研究開発機構東海研究所３号炉（JRR3）に設置されたHER、GP-TAS及びLTAS、ラウエ-ランジュバン研究所（フランス）の中性子炉に設置されたIN10及びIN13の各分光器を用いて行った。高エネルギー加速器研究機構パルス中性子源（KENS）に設置されたLAM40で過去に計測したデータも援用した。IN10、IN13、HER、GP-TASのエネルギー分解能は、それぞれ1 eV、10 eV、100 eV、1 meVである。実験は10Kから300Kまでの温度範囲で10度おきに行った。各温度での測定時間は分光器により30分から3時間であり、設定温度に到達後30分間平衡化した。
	　中性子散乱からは動的散乱因子S(q,)を求められる。=0の値は以下のガウス近似がなりたつ。
	S(q,0) = Aexp(-(1/6)<u2>q2)　　(1)
	これにより、平均二乗変位<u2>が、各温度で求められる。
	（３）水和水と蛋白質の動力学の分離。水和水の動力学と蛋白質の動力学を分離して測定するために、重水水和試料と軽水水和試料の両者を測定し、その差スペクトルを検出する方法を考案した。中性子非干渉性散乱の散乱長は、軽水素が80、重水素が2、炭素や酸素は0であるため、軽水素の寄与が圧倒的である。したがって、軽水水和試料の散乱関数と重水水和試料の散乱関数の差は、ほぼ水和水からの散乱関数とみなすことができる(図1)。散乱体の数が同一になるように試料調製し、また実験条件を完全にそろえるなど、注意深い実験が必要であるが、この方法により、水和水からの散乱と蛋白質の散乱を分離することができる。
	図1．軽水(青)水和試料と重水(白)水和試料の差は、水和水の情報を与える。白は散乱のないことを示す。
	（４）MDシミュレーション
	SNaseの結晶構造に対し、AMBER8を用いてMDシミュレーションを行った。結晶構造は1EY0を用いた。結晶格子に水和率0.11- 0.56 g D2O/g proteinになるようにランダムに重水分子を配置させた。力場AMBER ff99と水モデルTIP3Pを用い、エネルギー極小化（2000 steps）、300K、1気圧への平衡化(2 ns)の後、4 nsのトラジェクトリを求めた。2.5 Å以内にある水分子が水素結合していると判断した。
	４．研究成果
	（１）変異体の溶液及び粉末構造評価。中性子実験では水和粉末試料を用いるため、粉末試料の構造をＣＤにより評価した。その結果、野生型は天然構造を取る一方、変異体は溶液構造よりも壊れていないが、非天然構造を取ることが確認された。また、リガンドの有無による構造評価をΦ値解析を応用して行った結果、リガンドを結合した変異体は、リガンド結合部位の一部やヘリックス部分が大きく壊れていることがわかった。したがって、我々の作製した天然変性蛋白質モデル系は、非天然構造でリガンドを認識していることが確認できた。
	（２）ボソンピークの水和率依存性。図2に3つの異なる水和率の試料の3つの異なる温度での低エネルギー領域の非弾性散乱スペクトルを示す。100Kのスペクトルから水和によりボソンピークが高エネルギー側にシフトしていることがわかる。これは、水和により蛋白質の弾性的性質は固くなることを示す。水和率が低くてもシフトが見られる。一方、300Kのスペクトルでは、高水和の試料のみ準弾性散乱が大きく観測され、乾燥試料や低水和試料ではボソンピークが 観測されている。室温では、水和により蛋白質が柔らかくなることを示すが、柔軟性をもたらす
	図2．3つの異なる水和率の試料の非弾性散乱スペクトル（赤：乾燥試料（h=0.12）、青：低水和（h=0.29）、緑：高水和（h=0.44）。上から100K、200K、300Kの散乱スペクトル。
	水和率にはしきい値のあることを示唆する。200Kのスペクトルは、100Kのスペクトルに近いが、低水和の試料のボソンピークの位置がわずかに低エネルギー側に来ている。これは、水和水が多くなるほど蛋白質をより固くすると考えられ、弾性的性質の変化にはしきい値がないことを示す。
	　また、図2を見ると高水和試料では、200Kと300Kの間で動力学転移が起きているが、乾燥試料並びに低水和試料では転移が起きていないことがわかる。動力学転移の水和率依存性をさらに詳細に調べた。
	（３）動力学転移の水和率依存性。様々な水和率試料に対し、(1)式に基づき平均二乗変位を各温度に対して求めた。その一例を図3に示す。乾燥試料、水和試料ともに、低温側では直線近似ができ、この傾きから平均の弾性定数が、乾燥試料3.2 N/m、水和試料3.6 N/mと求められ、水和により固くなることが裏付けられた。
	図3．平均二乗変位の温度依存性。赤：乾燥試料（h=0.12）、青：高水和試料（h=0.44）。
	　脱水和、水和の両試料ともに130K近傍で、直線からのずれが見られ、ここに動力学転移のあることがわかる。この転移は水和に依存しない動力学的性質の変化であり、メチル基の回転運動の活性化と考えられている。一方、水和試料でのみ240Kでさらにもう一つの動力学転移が起きていることが分かる。この動力学転移により、準弾性散乱が増加し、蛋白質が柔らかくなるのである。240K以上での平均二乗変位の増加率（直線の傾き）を様々な水和率に対して求めたものが図4の赤のプロットである。明らかに水和率が0.37以上でなければ動力学転移が引き起こされない。すなわち、動力学転移を起こすための水和率にしきい値があることが明確になった。
	（４）蛋白質動力学の構造状態依存性。
	平均二乗変位の温度依存性を、野生型と変異体について求めた。水和による強靭化は変異
	図4．傾きの水和率依存性(赤)とＭＤシミュレーションにより得られた水和水の最大クラスターサイズ(青)。
	体でも見られ、ポリペプチドの弾性的性質に共通する現象と考えられる。乾燥試料（h= 0.12）では、150Kの転移以上での力場定数は野生型0.48 N/m、変異体0.34 N/mで、構造を取っている方が固い。しかし、水和するとどちらも240K転移が起きるが、240K以上での力場定数は、両者でほとんど変化がない。また、分解能の異なる分光器で動力学転移の様相を調べると、変異体では、エネルギーの高い運動も低い運動も一様に温度が上昇すればより活性化されるが、野生型では10 eVと100 eVとではほぼ等しく、活性化される運動に階層性のあることがわかった。これは構造形成により生じる構造の階層性に起因するものと考えられる。
	（５）動力学転移の水和率依存性の原因。図4に示された水和依存的動力学転移の活性化の原因を探るために、水和率を変えたSNase結晶のMDシミュレーションを行った。シミュレーションから得られた水和構造は、低水和の時は水和水が蛋白質表面にパッチ状にクラスターを作っているが、水和率0.37を超える水和率では、水和水が水素結合を通して蛋白質を取り囲むようになることが示された。図4に水和水クラスターの最大サイズの水和率依存性を青のプロットで示した。これは動力学転移の水和率依存性と一致している。さらに、これらの振る舞いは、20x20のサイズの格子に対するパーコレーション転移モデルで合理的に説明できる(図5)。　　また、水和水のダイナミクスと蛋白質のダイナミクスを分離して測定し、パーコレーション転移以上の水和率の時、水和水の平均二乗変位は蛋白質の平均二乗変位よりも大きくなるが、転移以下では蛋白質の平均二乗変位と同程度であることが明らかになった。また、パーコレーション転移以上の水和水の拡散定数は、パーコレーション転移以下の水和水の拡散定数より一桁大きくなっており、はるかに動きやすいが、バルクの水よりは二桁小さく、両者は明確に識別できることも明らかになった。すなわち、パーコレーション転移以下では、水素結合により蛋白質と強固に結合した水和水がほとんどであり、これらの水和水はアミノ酸の一部として同じように動く。しかし、パーコレーション転移以上では、蛋白質に強固に結合した水和水クラスター間を、蛋白質とは直接相互作用しない水分子が水素結合によりつなぎ合わせているという描像が描ける。水素結合ネットワークは、水素結合の組み替え、形成、消失を自由に繰り返すことにより、ネットワークを形成した水和水の方が動きやすく、また蛋白質の動力学を制御しているのであろうと考えている。以上の結果より、水和水のパーコレーション、すなわち水素結合を介した水和水のネットワーク形成が蛋白質の動力学転移を引き起こすために必須であると結論された。この議論をまとめた論文（主な発表論文の①）は、Award for JPSJ papers of editor’s choice（編集委員の選ぶ注目すべき論文賞）に選ばれ、プレス発表された。
	図5．20x20正方格子のパーコレーション確率(赤)と占有格子サイズ（青）の格子占有率に対する変化。格子占有率は、水和率に対応し、水和水最大クラスターサイズ（●）は占有格子サイズに対応する。
	（６）今後の展開。蛋白質機能を支える動力学は、水和水の動力学により制御されていることが明らかになった。また、動力学の階層性は、構造形成により生まれることも示された。これらの結果は、蛋白質の環境適応の分子戦略の理解に大きく貢献すると期待される。また、高分子等ソフトマターの動力学と機能の研究にも大いに貢献するものであり、実際高分子分野の産学の研究者から共同研究を提案されている。さらに、ネムリユスリカの幼虫のように乾燥耐性を有する生物の乾燥状態における生体分子の保護機構の理解に直結するであろう。これは食品保存や臓器保存等の応用面でも解決が求められる課題であるため、ネムリユスリカの幼虫に関する動力学の研究を開始しようとしているところである。
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