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研究成果の概要： 

膜タンパク質の機能場である生体膜の総合的な理解を目指し、バクテリオロドプシンを合成

脂質膜へ再構成した試料を用いて、脂質膜の構造･物性がバクテリオロドプシンの構造形成・機

能発現に及ぼす影響を、分光学的な方法を中心に用いて調べた。その結果、脂質膜の相挙動が

タンパク質のいくつかの階層構造に大きく影響を与えること、機能発現上きわめて重要な中間

体に大きく影響を及ぼすこと等を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

近年のゲノム解析結果から、ほとんど全て
の生物種において全 ORFの２割から３割が膜
タンパク質をコードしていると一般的に考
えられており、ゲノム計画の進展と相まって、
基礎・応用の両面から膜タンパク質研究の重
要性はますます高まっている。特に、膜タン
パク質の大量発現技術は著しく進歩してお
り、今後、次々と遺伝子発現系が構築される
膜タンパク質の構造・機能解析に対応するた

めに、in vitro での膜タンパク質再構成系を
用いた研究基盤の確立が期待されている。 
一方、膜タンパク質の機能場である生体膜

に関して、従来の流動モザイクモデルに加え
て、脂質膜ドメインの存在が報告され、生物
物理学、細胞生物学等の諸分野で注目を集め
ている。天然の生体膜中に、膜タンパク質を
含む生体分子集合体としての脂質膜ドメイ
ンが見出されたという実験事実は、膜タンパ
ク質の構造・機能・物性の本質的な理解のた
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めに、機能場としての脂質二重膜の特徴、役
割を分子レベルで研究することの重要性、必
要性を改めて強く示すものであり、脂質・タ
ンパク質相互作用の観点からの膜タンパク
質研究が強く望まれている。しかしながら、
膜タンパク質の構造形成、機能発現、物性に
対する脂質分子の役割はほとんどわかって
いない。 

私たちは、これまでの膜タンパク質バクテ
リオロドプシンの構造･機能･物性に関する
研究の中で、天然状態、完全変性状態のいず
れでもない中間的な状態を、天然紫膜の高温
状態、界面活性剤による可溶化状態、DMPC 等
の飽和リン脂質二重膜への再構成状態等の
条件で見出し、このいわば「非天然構造」に
関する研究を機能発現能との関連から詳細
に行ってきた。その結果、膜タンパク質の分
子構造や集合状態の違いに加えて、脂質二重
膜や混合ミセルといった、膜タンパク質の機
能場の環境が、構造および機能発現に大きく
影響している実験結果が得られてきた。特に
脂質分子の有無、脂質分子の組成・相挙動が
大きく影響していることが強く示唆される
予備的実験結果が得られた。これらのことは、
膜タンパク質に関する研究を、機能場である
脂質二重膜との関係をふまえた上で総合的
に進めることの重要性を強く示している。 

 
 
２．研究の目的 

ゲノム情報を利用した膜タンパク質の遺
伝子発現系が今後次構築されていくことを
視野に入れ、様々な脂質組成・相挙動の in 
vitro 膜タンパク質再構成系を構築する。こ
の再構成系を用いて、機能場としての脂質二
重膜における膜タンパク質の構造・機能・物
性における脂質・膜タンパク質相互作用の役
割を総合的に調べることを主たる目的とす
る。そして再構成した膜タンパク質をプロー
ブとして、脂質膜の相挙動が膜タンパクに及
ぼす特徴を探る。この目的のため、天然状態
の研究が進んでいる膜タンパク質であるバ
クテリオロドプシン（bR）を研究対象として
用い、数種類のリン脂質二重膜へ bR を再構
成し、構造・機能・物性を多面的、総合的に
調べる。特に、膜タンパク質のフォールディ
ングと機能発現の２つのポイントに力点を
置く。前者については、天然紫膜中の bR と
の構造の類似点、相違点を明らかにし、脂
質・タンパク質相互作用の視点から、膜タン
パク質の構造形成に対する脂質二重膜の影
響を明らかにする。後者については、私たち
が見出した、本来機能発現のトリガーである
可視光照射がもたらす光退色に関する研究
を発展させるため、機能中間体におよぼす脂
質膜の組成・相挙動の影響を、主として分光
学的な方法により明らかにする。特に機能中

間体の寿命を詳細に調べるために、新たに分
光器を導入し、可視領域の過渡吸収測定シス
テムを構築する。 
 
 
３．研究の方法 
実験に用いる膜タンパク質バクテリオロ

ドプシン（bR）は、標準的な精製方法を用い
て、高度好塩菌 Halobacterium salinarum か
ら天然紫膜として得た。bR の再構成に用いた
合成脂質は、主として DMPC1および DPPC2の２
種類の中性リン脂質である。適切な再構成試
料を得るための条件検討は、可溶化の温度、
時間、界面活性剤の除去条件等を中心に行っ
た。最終的に採用した再構成手順の概要は、
以下の通りである。合成脂質への bR の再構
成は、界面活性剤 Triton X-100 を用いて紫
膜中の bR を可溶化し、脂質膜リポソームと
混合後、バイオビーズで界面活性剤を除去す
ることにより行った。 
再構成 bR の高次構造は、遠紫外、近紫外、

可視領域の円二色性により調べた。また、光
機能中間体の寿命を調べるために、本研究課
題において、可視領域の過渡吸収測定システ
ムを構築し、再構成 bR の光サイクルを調べ
た。また、赤外分光法を用いて、タンパク質
の二次構造変化を検討した。 
 
 
４．研究成果 
安定な可溶化が実現可能であることを以

前の研究で明らかにした穏和な非イオン性
界面活性剤 Triton X-100 を用いた、合成脂
質膜リポソームへのバクテリオロドプシン
（bR）再構成法を、いくつかの脂質組成から
なる脂質膜リポソームを対象に検討した。そ
の結果、界面活性剤の除去にバイオビーズを
用いることにより、迅速で安定な bR 再構成
が可能であることがわかった。 
本研究課題における研究項目の１つであ

る、脂質組成の違いが bR の機能中間体の寿
命におよぼす影響を調べるため、当初予定し
ていた赤外領域の時間分解測定システムに
加えて、新規導入した分光器と既存設備のレ
ーザー等からなる可視領域のマイクロ秒過
渡吸収測定システムを新たに構築した。この
測定システムを用いて、DMPC からなる脂質膜
リポソームに再構成した bR の機能中間体の
寿命を、5℃（ゲル相）と３５℃（液晶相）
で調べたところ、天然紫膜に比べて、ゲル相
ではいくつかの中間体、特にＭ以降の中間体
において減衰が遅くなることがわかった。一
方液晶相では、天然紫膜に類似したタイムス
ケールの光サイクルを示した。また、同じ吸
収極大波長を持つが、異なる寿命を持つ２つ
の分子種が続いて生じるＭ中間体において
は、より遅い分子種の吸収極大波長が、天然



 

 

紫膜に比べて 10nm 以上の大きなブルーシフ
トを示し、発色団レチナールとアポタンパク
質の相互作用が弱くなっていることが示唆
された。 

そこで、さらに詳細な温度変化の実験を行
い、M 中間体の挙動を詳しく解析した。その
結果、図１に示すように、およそ 10-20℃の
温度領域において、脂質二重膜のゲル-液晶
転移に伴う M2 中間体の著しい短波長シフト
が見られた。一方、M1 中間体では、温度変化
に伴うゆるやかでわずかな短波長シフトが
起きることがわかった。M2 中間体の短波長シ
フトが見られる温度領域は、DMPC のみからな
る脂質膜のゲル-液晶転移に比較して、ブロ
ードで低温側に若干シフトしているが、示差
走査熱量計による結果によく一致している。
また、再構成試料における bR 分子の集合状
態を、可視領域の円二色性を用いて調べた。
集合状態の変化に敏感な 600nm の CD は、M2
中間体の短波長シフトが見られる温度にほ
ぼ一致した温度領域で、大きな変化を示した
（図２）。この変化は、再構成膜のゲル-液晶
転移により、bR 分子の三量体構造が単量体に
崩壊することを意味していると考えられる。 

M2 中間体はプロトンポンプにおけるプロ
トンの放出と取り込みのスイッチングに関
わる重要な中間体である。上記の実験結果か
ら、脂質膜の相挙動が膜タンパク質の集合状
態、さらにプロトンポンプ機能の発現に大き
く影響を与えることが明らかになった。また、
M2 中間体の著しい短波長シフトはレチナー
ルポケット近傍の大きな環境変化を示して
おり、さらに高温で観測される光退色現象と
の関連性が示唆される。炭化水素鎖の長さの
異なる脂質および不飽和炭化水素鎖を持つ
脂質を使った実験をさらに行い、光退色現象
の観点からも詳細な解析を行っている。現在
のところ、脂質膜の相転移と bR 分子の集合

状態、安定性に関する総合的な考察を進めて
いる。 
さらに、短鎖リン脂質と長鎖リン脂質から

なる混合脂質膜に再構成したバクテリオロ
ドプシンについて、分光学的な方法を中心に
検討を行った。その結果、円二色性スペクト
ルから、タンパク質の集合状態が単一の長鎖
リン脂質再構成系とは異なることを示す実
験結果が得られた。機能中間体の挙動につい
ては通常の再構成試料との間に顕著な違い
が見られなかった。さらに詳細な実験を進め、
ている。 
また機能中間体の構造変化を調べるため

に、時間分解赤外スペクトルの測定システム
の構築を進め、実験データの蓄積を進める一
方、最終的な最適化を行っている。 
 

1 DMPC：dimyristoylphosphatidylcholine 
2 DPPC：dipalmitoylphosphatidylcholine 
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