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研究成果の概要（和文）：生命活動に置いて重要な役割を担う蛋白質が作用するときにはその形（構造）を変化させる
。通常蛋白質の多くは無色であり、且つその形の変化は極めて速いために、肉眼で見ることはできない。しかしこれが
可能になると蛋白が機能するということについて実感を伴いながらの理解に繋がる。バクテリオロドプシンという色素
蛋白質に部位特異的アミノ酸置換を導入した変異蛋白質を作製し、ある条件下に置くと光誘起の構造変化速度が約千倍
遅延化し、肉眼でも構造変化に伴う色の変化を見ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Proteins change their structures when they function.　 The rate of the structural 
changes are too fast to see. A cylcle of conformational changes of a purple-colored chromoprotein, 
bacteriorhodopsin(bR) occurs rapidly in 10 ms. This structural transition accompanys a series of 
intermediates with distinctive colors. A mutation on bR with single amino acid substitution made the 
cyclic changes slower enough to see by our eyes.

研究分野： 蛋白質化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 

生物体において水以外で含量が最も多

いのが蛋白質であり、蛋白質を理解するこ

とは生命の理解においても極めて重要であ

る。蛋白質が作用するとき、例えば、酵素

であれば基質酵素複合体形成時には誘導適

合によりその形を変えることは１９６０年

代から知られているが、半世紀以上過ぎて

いるにもかかわらず、現在の高校と大学の

教育では静的な面のみを教えることが多く、

実験などでもその動的な面に焦点を当てる

ものはほとんど無い。動的な性質を測定す

るための装置は高価であるために保有数が

少なく、なお且つ装置のメンテナンスと測

定時には一定水準以上の技術が必要であり、

先端的研究レベルでのみ用いられる。この

ような蛋白質の動的な性質を高価な装置無

しで可視化できれば蛋白質の魅力、延いて

は生命のすばらしさを多くの場所で多くの

人に伝えることが可能となる。しかしなが

らこのようなことは極めて難しく最近まで

は挑戦しようとさえ思えなかった。 

高度好塩菌という古細菌が作る光感受

性の色素蛋白質（細菌型レチナール蛋白質）

は、高等動物のレチナール蛋白質のように

光照射すると蛋白質部分と補欠分子のレチ

ナール（ビタミンＡアルデヒド）とに分解

することなく、繰り返し光励起が可能であ

り極めて安定性が高い。細菌型レチナール

蛋白質は種類によっては大量に得られるも

のもあり、教材とするには有力な候補であ

るが、光励起後に起こる構造変化はフェム

ト秒(10-15 秒)～ミリ秒(10-3 秒)の時間領域

で起こり終了してしまう。そのために極短

パルス光照射装置を伴う高価な時間分解分

光光度計でなければ検出できず、肉眼で見

ることはできない。１９９０年頃から、細

菌型レチナール蛋白質の機能解析のために

高度好塩菌や大腸菌での発現が行われるよ

うになり、米独でアミノ酸置換の細菌型ロ

ドプシンが作製されるようになったが、当

初は得られる試料の量が少なくとても教材

にできるようなものでは無かった。１９９

７年に新たな大量発現系が作製され、アミ

ノ酸置換蛋白質の大量調製も夢ではなくな

ってきた。申請者は米独に先駆けて新規の

細菌型レチナール蛋白質を１９８５年に発

見命名し、単離法を確立するなど長年細菌

型レチナール蛋白質の研究を行い、２００

８年以降は大腸菌や高度好塩菌を用いた発

現系を導入し、安定に細菌型レチナール蛋

白質を大量に得られるようになってきた。

培養から精製用の装置、さらにレーザ光励

起の時間分解分光光度計や通常の定常状態

の分光光度計の整備も進み、色素蛋白質の

性質を分光学的に調べる体制はほぼ整った。 

細菌型レチナール蛋白質機能解明とい

う先端的な研究と伴に教育学部着任以来、

光と色素に関する教材研究も進めている。

細菌型レチナール蛋白質研究で作製された

アミノ酸置換変異蛋白質の内でいくつかが

構造変化を遅くできる可能性を示している

ので、それらを用いて細菌型レチナール蛋

白質の構造変化の可視化教材作製に挑戦し

うる状況であった。 
 
２．研究の目的 
 
生命活動に置いて重要な役割を担う蛋白

質が作用するときにはその形（構造）を変

化させる。通常蛋白質の多くは無色であり、

且つその形の変化は極めて速いために、肉

眼で見ることはできない。しかしこれが可

能になると蛋白が機能するということにつ

いて実感を伴いながらの理解に繋がる。自

身が色を持ち構造変化に伴い色を変える光

感受性の蛋白質にアミノ酸置換の変異を導

入し構造変化を遅くすることができれば、

高価な装置無しで広く用いることのできる

教材作製が可能となる。そういう蛋白質分

子の構造変化の可視化教材作製を本研究の



目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

蛋白質分子の構造変化可視化のための最

有力候補は高度好塩菌の光感受性色素蛋白

質である。その蛋白質中の特定のアミノ酸

残基を他の残基に置換した変異蛋白質を作

製する。用いる蛋白質の発現系としては高

度好塩菌と大腸菌の２つを試し、得られた

変異蛋白質が光照射時に起こす構造変化を

分光学的に測定し、フォトサイクルの中間

体の寿命が元々の野生型のものより遅く肉

眼で見て変化が分かり易い時間範囲である

１－１０秒になるようなものを目指して変

異体を作製する。安定性や発現量なども検

討し、必要な条件を満たすものが得られた

ならば、教材として取り扱い易いサンプル

の形状や容器さらに観察条件についても

種々試す。 

研究対象となる光感受性の色素蛋白質

であるレチナール蛋白質はオプシンと呼ば

れる蛋白部分と補欠分子レチナールとから

成る。高度好塩菌のレチナール蛋白質とし

ては４種類が知られている。光駆動のプロ

トンポンプであるバクテリオロドプシン

(bR)、光駆動の塩素イオンポンプであるハ

ロロドプシン(hR)、赤色光に集まる正の走

光性の光受容体であるセンソリーロドプシ

ン(sR)と青色光から逃げる負の走光性の光

受容体であるフォボロドプシン(pR)である。

これらの色素蛋白質のフォトサイクルの中

間体の寿命が遅いものを得るためには、遺

伝子操作を用いて特定のアミノ酸を別なア

ミノ酸に置換した変異蛋白質を作製すると

いうアプローチがある。変異蛋白質を得る

ためには蛋白質の発現系が必要であるが、

高度好塩菌のレチナール蛋白質の発現系と

しては大きく２つのものが知られている。

好塩菌それ自身で行うものと大腸菌を用い

るものであり、それぞれに長所短所がある。

大腸菌の発現系は変異体作成が容易（キッ

トが市販）、発現に関する知見も多く、世代

時間が短いので培養に要する時間が短いと

いう長所がある反面、発現蛋白質の細胞か

らの精製に用いる可溶化剤が高価であり、

手順が煩雑という短所も有る。大腸菌発現

系を用いている研究室は日本国内に複数あ

り、種々の知見も多く蓄積しているという

点は長所である。一方、高度好塩菌の発現

系は変異体作成がやや難しく、発現に関す

る知見も少なく、世代時間が長い（約８時

間）ので、培養に時間を要するなどの短所

が多いが、細胞からの発現蛋白質の精製が

比較的安価で容易である。日本国内には安

定した発現系を有する研究室が無く、米独

に有る。1990 年以降 MIT のコラーナ研や

MPI のオスターヘルト研や UCI のラニー

研で行われた bR のアミノ酸の置換体の研

究により機能解析がアミノ酸レベルで進ん

だ。1997 年に大腸菌を用いた極めて安定性

の高い大量発現系が北大の加茂研で開発さ

れ世界中の多くの研究室で利用されている。

申請者の研究室でも大腸菌と高度好塩菌の

両方の系を導入した。それらを用いて作製

した特定のアミノ酸を置換した bR の変異

蛋白質のフォトサイクルの中間体の一つで

あるＭ中間体（次頁のフォトサイクルの図

参照）の寿命が野生型に比べて長くなるこ

とが解ったので、そこを足がかりにして研

究を始めた。室温で少なくとも数日間は安

定でなければ教材としては不十分なのでそ

ういう点からも検討を加えた。さらに、取

り扱いやすさや試料調製の量についての検

討も行った。 

 

４．研究成果 

 

初年度に有望な変異蛋白質を得たので、大

量調製を行い種々の性質を天然型蛋白質と



比較しながら調べた。その結果バクテリオロ

ドプシンという色素蛋白質に部位特異的ア

ミノ酸置換を導入した変異蛋白質をある条

件下に置くと光誘起の構造変化速度が約千

倍遅延化し、肉眼でも構造変化に伴う色の変

化を見ること、つまり可視化に成功した。現

在試料の安定性の最適化と実際に教材とす

るときに有効な提供法について検討を進め

ている。 
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