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研究成果の概要（和文）：高度好塩菌 Halobacterium salinarum の細胞膜には光走性の光受容

体であるセンソリーロドプシン（SR)が存在する。光照射による水素イオンの移動を明らかに

した。機能に重要である M 中間体が不安定であることを示した。水素イオンの移動を時間分解

能よく測定する技術を開発した。SR での N 中間の存在を初めて示した。SRIII の光化学反応

を詳細に明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：In the membrane of Halobaterium salinarum, there exists sensory 
rhodopsin (SR) which acts as a photoreceptor of phototaxis of this bacterium. 
Photo-induced proton transfer of SR was made clear. So-called M-intermediate is 
considered to be functionally important, but we showed that this intermediate is fragile. 
We devised the apparatus which can monitor time-resolved photo-induced proton transfer. 
We first showed a so-called N-intermediate in SR. The photochemistry of SRIII was first 
clarified.  
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１．研究開始当初の背景 
（１）高度好塩菌 Halobacterium salinarum
の細胞膜には、青色の光から逃げるための光
センサーであるセンソリーロドプシン II 
(SRII) が存在することがわかっていた。これ
は北大で発見されたものである。また、正の
走光性のレセプターであるセンソリーロド
プシン I （SRI）が存在することはかなり前
（1980 年頃）から分かっていた。我々は SRII

を研究のターゲットにすることにしている。 
 
（２）SRII は、膜中でトランスジューサタン
パクと相互作用しているが、その相互作用は
光照射による水素イオンの移動以外には、何
の影響もないことが分かっていた。 
 
（３）光化学中間体のうち、M と言われてい
る中間体が重要であり、また、機能に重要な
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アミノ酸残基のいくつかわかっていた。 
 
（４）新しいセンソリーロドプシンの仲間で
あるものがあり、我々は、SRIII と呼んだが、
その光化学反応の詳細は不明であった。 
 
２．研究の目的 
（１）Natronomonas pharaonis からの SRII
は安定であるが、Halobacterium salinarum
からの SRII は不安定なので、安定化する方
法を模索し、光化学反応を明らかにしたい。 
 
（２）速い時間分解能で観測できる水素イオ
ン移動の測定系を開発し、SR やその他の微
生物ロドプシンに適用したい。 
 
（３）光走性の測定装置を作成したい。。 
 
（４）光化学反応の詳細を、特に、ホトサイ
クルの詳細を明らかにしたい。ホトサイクル
とは、微生物ロドプシンが光で励起されると、
種々の中間体を経て、元の状態に戻ることで
ある。この際の中間体の性質（特に吸収波長）
やその寿命を明らかにする。 
 
（５）SRIII の光化学反応を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）Halobacerium salinarum の SRII は不
安定であるのは、光が当たるとであることら
しいことが経験的に分かっていたので、どの
中間体が不安定であるかを明らかにする。そ
のために、注目する中間体の寿命を長くする
必要がある。 
 
（２）ITO（または SnO2 透明電極）を用いた
時間分解能のよい水素イオン移動測定装置
の開発を行う。それを、SR はじめとする微生
物ロドプシンに適用する。 
 
（３）現有するフラッシュフォトリシスの装
置を、特に、光学系、ソフトウエアーを改良
する。 
 
（４）SR や SRIII をはじめとする微生物ロド
プシンを精製して、フラッシュフォトリシス
実験およびプロトン移動の実験を行う。 
 
４．研究成果 
（１）Halobacterium salinarum からの SRII
の大量発現に多くの時間をかけたが充分な
量は取れなかった。そうこうしているうち、
ドイツの研究者が大腸菌での発現系を発表
したので、それをまねてみたが、確かに SRII
は作製できるようなり、目的の実験をかろう
じて行うことができた。まず、よく知られて
いるように、レチナールタンパクはヒドロキ

シルアミンで、タンパクからレチナールがは
ずれ、色が無くなる（可視部に吸収が無くな
る）。これをブリーチと呼ぶ。ブリーチは光
を必要とするので、光化学中間体とヒドロキ
シルが反応するに違いない。そこで、いろい
ろな条件（アザイド濃度や光強度）で、いわ
ゆる M 中間体および O 中間体の濃度を変え、
ヒドロキシルアミンとの反応速度を測定し
た。その結果、M 中間体でヒドロキシルアミ
ンと反応していることが示された。ヒドロキ
シルアミンは水溶性であるので、M 中間体の
時に、レチナール近傍が水溶性になるのでは
ないかと推測された。そうだとすれば、ヒド
ロキルアミンがなくても、光が当たると、M
で水がレチナールの近傍に来て、分解するの
ではないかと思い、暗所と明るいところに保
存することで比較したが、大きな効果は得ら
れなかった。むしろ、脂質の中にタンパクを
埋め込む（再構成する）ことが効果があるこ
とが明らかになった。 
 
（２）ITO（または酸化スズの薄膜がついた
透明電極）は表面に OH 基が出ているので、
プロトン濃度（ｐH）に応答することが知ら
れていた。ロドプシンの代表であるバクテリ
オロドプシンを、この電極の表面に吸着させ
ると、光照射で、この電極に電位が発生する
ことは知られていた。これを利用すると、セ
ンソリーロドプシンをはじめ、微生物ロドプ
シンの光照射後のどの中間体で、プロトンの
移動があるのかが分かると考えた。ところが、
問題があり、この応答に時間の差があっては
いけない。そこで、測定アンプや測定系を詳
細に検討して、光化学中間体の生成・崩壊と
同じぐらいの時間で、プロトンの移動を測定
できるようになった。 
 

 
 
まず、緑の線は、標準的方法のプロトン移動
を測定するｐH感受性色素であるピラニンの
吸収変化である。但しピラニンはある特定の
ｐHでしか実験できないが、我々の系では広
範囲のｐHに適用可能である。ITO シグナル
は、我々が開発した ITO のデータである。変
化の方向が違うのは分かりやすくするため



 

 

で、水素イオンの吸収があり、それから放出
が起こることを示している。重要なことの一
つは、両者の時間変化がほとんど同じことで
ある。測定が遅れることなく、プロトン移動
が測定できることを示している。第 2に重要
なことは、フラッシュフォトリシスのデータ
と比較すると、660nm の変化と ITO の時間経
過が一致していることである。660nm の吸収
の変化は、いわゆる O中間体の変化であるの
で、結論は、O中間体の生成と同時に水素イ
オンの吸収が起こり、崩壊とともにプロトン
の放出が起こることが明らかになった。 
 
（３）微生物ロドプシンには、いわゆる N中
間体が必ずや存在する。しかし、SR にはその
存在の報告がない。そこで、N. pharaonis の
SRII(NpSRII)について詳細に研究した。また、
ラマンスペクトルも、佐賀大学の海野先生に
測定しもらい、討論も行った。その結果は、
N 中間体は存在するが、他の微生物ロドプシ
ンとは異なった位置にあることが分かった。
図に示すと、次の通りである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
即ち、M中間体のレチナールは13-cisであり、
シッフ塩基には水素イオンがついていない
(deprotonate している)。O 中間体は、上図
から分かるように、レチナールは all-trans
である。即ち、13-cis から all-trans に変化
するには、シッフ塩基にプラスの電荷が必要
で、これが N中間体である、しかし、SRII で
は、この N中間体は非常に寿命が短く観測で
きない。他の微生物ロドプシンでは、この N
中間体（上図の右の上から２番目）がフラッ
シュフォトリシスでよく観測できる。しかし
ながら、ラマンスペクトルでは、N中間体が
存在するのではないかと思われた。そこで、
詳細なフラッシュフォトリシスの実験をし
たところ、Nと O中間体が平衡にあり、Oに
平衡がよっているという結論となった。これ
は、他の研究者によって示唆されていたが、
今回初めて我々が明瞭にした成果である。 
 
（４）SRIII のホトサイクルも、NpSRII と同

じであったが、N-O 平衡が N によっていた。
また、ホトサイクルが非常に遅くて、数１０
秒もかかった。また、弱い水素イオンの移動
も観測された。 
 
（５）SRII および III に特有であるこの光化
学反応が、このピグメントの機能である負の
走光性とどういう関係にあるかという問題
となる。そこで、走光性の装置を組み立てて、
走光性の実験を行い、興味あるデータが得ら
れたが、現在発表の段階にない。現在、前研
究分担者（11 年度）の奈良氏が、松山大学の
公費で実験を行っている。 
 
（６）レチナールタンパクは、必ず、レチナ
ール近傍に、カルボキシル基が２つある。１
つのカルボキシル基は、プロトン化したシッ
フ塩基からのプロトンを受け取り、また解離
することが知られている（これを Aとする）。
もう 1のカルボキシル基は、常に解離してい
ることが知られている（Bとする）。BのｐKa
が低いからである。そこで、溶液を酸性にし
て、ｐKa が低い（酸性側にある）カルボキシ
ル基のｐKa を約３と決めた。それ以下のｐH
で（即ち、A および B の両カルボキシル基は
非解離の状態で）光照射をすると、不思議な
ことに、（普段はプロトンの放出のない）Bか
ら水素イオンが放出されることを発見した。
これの意義は確立していないが、ロドプシン
類は光が照射されると、レチナールの異性化
が起こる（たとえば、all-trans から 13-cis
や 9-cis）が、この時に、必ず、近傍に陰電
荷が必要なのではないかと考えた。それでは、
陰電荷がなければ、異性化が起らなければい
いと思われるが、光のエネルギーが大きいの
で、必ず異性化がおこるのであろう。この評
価は現在のところないが、将来は評価される
ものと信じている。 
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