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研究成果の概要（和文）：光機能性のバイオマテリアル・バクテリオロドプシン(bR)を用いた新規な光書込みデ
バイス開発にとって、核となる技術であるbRの固体化に取組んだ。bRを光記録デバイスに応用するためには、固
体中でもbRの光反応による光書込みが可能で、かつ高密度書込みのために記録層(bR膜)の積層が重要となる。親
水性高分子であるポリビニルアルコール(PVA)を固定媒体として作製した固体試料に対し、bRの機能・構造上の
特徴を検討した。固体試料中のbRは溶液系とほぼ同一の光応答を示し、かつ天然で形成する高次構造を維持して
いた。また、PVAのゲル化に伴いbR膜の積層が起き、PVA系は将来的な応用に有用であることがわかった。

研究成果の概要（英文）：To apply a light-induced chromophore color change of a photo-receptor 
protein bacteriorhodopsin (bR) to a novel optical memory device, it is necessary that bRs are 
immobilized as maintaining its structure and function. A poly(vinyl alcohol) (PVA) hydrogel with 
physical cross-linkages (hydrogen bonding) by the freezing-and-thawing (FT) method was used as an 
immobilization medium. To investigate effects of the PVA gelation on structure and function of bR in
 purple membrane (PM), spectroscopic techniques were employed against PM/PVA immobilized samples. 
Time-resolved absorption spectroscopy showed that bR photocycle in the immobilized samples was 
almost identical to that in suspension. Circular dichroism spectroscopy and X-ray diffraction 
experiments indicated not only retaining of the native-like 2D crystal of bR but PM stacking during 
gelation. These results showed that the PVA hydrogel is appropriate to immobilize membrane proteins 
in terms of maintaining their structure and function.

研究分野：生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
生命のナノ分子機械として広く知られる
タンパク質は、生細胞内における様々な生命
活動に関連した役割を果たす。酵素のように
高反応効率で基質特異的に生体内の化学反
応を触媒するもの、受容体タンパク質のよう
に熱・光・化学物質・力学刺激など外界から
の様々な刺激に対して応答するものが存在
する。これらの優れた機能の応用を考えたと
き、「タンパク質の分子構造は周囲の環境変
化に極めて敏感である」、という克服しなけ
ればならない問題が存在する。これは、タン
パク質の構造が自身のポリペプチド鎖や周
囲の水分子間に働く分子内・分子間の相互作
用の微妙なバランスの上に形成されるため
である。したがって、タンパク質の天然状態
での分子構造・機能性を担保した上での適切
な固定化方法の発見が必須である。 
そのため、バイオナノマテリアルの開発研
究は、構造が安定で取扱い易く機能機構も明
らかなタンパク質が中心となってきた。その
１つに古細菌の細胞膜中から発見されたバ
クテリオロドプシン(bR)という光受容タンパ
ク質がある。bRは天然において自己組織化し
細胞膜中に格子定数 6.27 nmの 2次元結晶（図
1左）を自発的に形成し 1、原子レベルの分解
能での分子構造（図 1右）が解かれている 2。
bR は熱や pH に対する安定性が極めて高く、
結晶中では 100 ˚C までその構造を保持でき
るので 3、デバイスに必須の高い耐湿熱性を
備える数少ないタンパク質の 1つである。bR
分子内に結合した色素レチナールが可視光
吸収により cis - transの光異性化し、過渡的に
最大吸収波長が大きく(～150 nm)変化する 4。
これまでの bR のデバイスへの応用として、
この性質を利用した光変調素子・光メモリ・
光センサー・非線形光学素子などへの応用が
これまでに試みられてきている 5-8。 

研究代表者は、これまで試みられてきた bR
のデバイスとは全く異なる機構による、新規
な光書込みデバイスを提案した。それは、研
究代表者が行ってきた bR 構造・機能・構造
安定性に関する生物物理学的研究から、bR
の 2次元結晶の結晶性低下に伴って機能時の
構造安定性が著しく低下し、可視光照射によ
り bR が変性し色素レチナールの退色（吸収
波長の 200 nmもの短波長シフト）が促進さ
れることを見出した 9,10ことによる。さらに、

温度変化に起因した脂質 2重層膜のゲル―液
晶相転移に伴い bR の結晶状態が可逆に変化
する系 11を利用して、光誘起の不可逆な色素
退色を温度で制御可能であることも示した 12。
光照射によりブルーシフトした色素を青色
光で励起すると、部分的にではあるが元の紫
色に再生することが報告されており 13、書込
み・消去の両方が可能なランダムアクセスメ
モリとしての応用が見込める。bR 機能機構
の解明を研究目的にする場合、変性や色素退
色は機能発現に好ましくなく無視される。そ
の一方、研究代表者は逆に現象を積極的に捉
え、光を当てた部位の色素の色だけを変える
光書込み現象としてデバイスへの応用を着
想するに至った。 
タンパク質の構造・機能を保ち得る適切な
固定化媒体の選択が応用のために重要とな
る。特に、bR の光サイクルが系の含水量に
敏感であるため 14、水分を豊富に含む固定化
試料作製が必要となる。このため、固定化媒
体として親水性高分子に注目し、ハイドロゲ
ル中に固定化することを考えた。その中でも
ポリビニルアルコール(PVA)は、以下の点で
優れた性質を持つ：(a) 透明性、(b) 高い弾性、
(c) 高い生体適応性、(d) 凍結―融解(FT)法に
よる水素結合を架橋とした（物理架橋）ゲル
化能力、である 15。物理架橋によるゲル形成
能力は、化学架橋剤（ポリマー鎖間の共有結
合を化学反応により形成する）を一切使わず
にゲル構造形成が可能という点で利点とな
り得る。不適切な化学架橋による固定の場合、
タンパク質に対する反応のためその機能活
性を低下させる恐れがあるためである。これ
までに乾燥PVAフィルム中でのbRの特徴に
関する多くの研究 16,17が存在するのに対して、
FT法による PVAゲル構造形成途中の bRの
機能・構造に関する報告はなく、実現可能性
の検討が必要である。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、バイオナノマテリアルで
ある bR を応用し、次のような新規な光書込
みデバイスを開発することにある： 
「bR光誘起変性を bR結晶性により制御し、
それに伴う色素変色を書込み原理とした、不
揮発でランダムアクセスな光記録デバイス」 
そのため、本研究課題では次の 3つの項目
を設定し、デバイス開発実現に向けて取り組
んだ：(1) bR機能を担保した固体化試料の作
製、(2) 固体試料中での bR結晶性の制御、(3) 
青色光による色素再生率の向上。 
 
３．研究の方法 
(1) 試料調製 
和光純薬工業より購入した PVA（平均重合
度: 2000、けん化度: 98 mol%以上）を、オー
トクレーブ(121 ˚C, 15 min)により超純水に
溶解した。標準的な方法 18に従って高度好塩
菌H.Salinarum, R1M1株の紫膜を精製し、
20 mM リン酸緩衝液(pH 7.0)中に再懸濁し

10 nm
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た。PVA溶液は室温まで冷却した後、体積比
1:1 で紫膜懸濁液と混合した。ゲル化の目的
で、混合液を石英セル中に移し、一晩冷凍庫
内で30 ˚Cで保存した（凍結ステップ）。凍
結した試料はその後冷凍庫から出され、室温
で 3 ~ 4時間放置した（融解ステップ）。FT
サイクル、つまり凍結ステップと融解ステッ
プの反復を、少なくとも 3回行った。 
(2) 吸収・CD分光法 
紫膜/PVA 試料の吸収・CD スペクトルは、

Agilent 8453分光光度計（アジレントテクノ
ロジーズ）および J-820分散計（日本分光）
によって測定した。ゲル試料は組立セルを用
いて作製した。吸収・CD スペクトルは、融
解ステップの直後に室温において測定した。
CDスペクトルは 400 ~ 700 nmの波長範囲、
掃引速度 100 nm/min、データ取得時間 1 s
で測定し、8回の測定を平均化した。 
(3) 時間分解吸収分光法 
紫膜/PVA 試料の時間分解吸収変化を、コ
ンピューター制御のフラッシュ・フォトリシ
ス測定装置により測定した。試料は定常分光
法と同じ手法で作製した。370 ~ 700 nmの
波長範囲において、20回のレチナール吸収の
時間発展を平均化した。 
(4) X線回折実験 
高エネルギー加速器研究機構フォトンフ
ァクトリー (KEKPF)のビームライン
BL6A、BL10Cにおいて、放射光を利用し
た X線回折測定を行った。試料は 1 mm厚の
テフロンスペーサーと 2 枚の薄い(100 m)
石英窓板を用いて作製した。溶液状の試料は、
ソーダガラス製のマークチューブ（外径 1 
mm、肉厚 10 m）中に封入して測定した。
BL6A, BL10Cにおいて、X線の波長はそ
れぞれ 0.15 nm, 0.10 nmであり、試料―検
出器間距離はそれぞれ約 90 cm, 約 50 cmで
あり、典型的な露出時間 300 sで記録した。 
 
４．研究成果 
(1) bR機能を担保した固体化試料の作製 

FT サイクルの繰り返しにより、PVA ハイ
ドロゲルで固定した紫膜試料調製に成功し
た。薄い組立セル中に作製した紫膜/PVA ゲ
ル試料の写真および吸収スペクトル（図2(a)）
は、この固体試料が透過分光法による分析の
ために十分な透明さを有していることを示
す。図 2(b)は、この試料が組立セルから取り
出した際も形状を保つのに十分な力学強度
を有することを示す。 

2 次元結晶格子状におけるレチナールの配
置に起因する CD信号が、可視領域の CDス

ペクトルに反映されることが知られている 19。
したがって、PVAハイドロゲル中で bRの 2
次元結晶が保たれているか調べるために、固
体試料の可視 CDスペクトルを測定した。図
3(a)に FT サイクル回数を変化させたときの
紫膜/PVA試料の可視 CDスペクトルを示す。
試料を凍結する前の試料（紫膜/PVA ゾル試
料）の可視 CDスペクトルは、懸濁液系 19と
同様 2つの（正と負の）CDピーク（エキシ
トン型）の特徴を有していた。しかしながら、
FT サイクル回数の増加とともに、可視 CD
スペクトルの形状はエキシトン型から単一
のポジティブ型へと変化していった。このス
ペクトル変化と同様の結果は、電場印加によ
り配向した紫膜フィルムにおいて報告され
ている 20。これは、レチナールの励起子遷移
が bR 3量体のC3対称性によって厳密に解消
されたためである 20。つまり今回の結果は、
物理架橋形成によるゲル化の過程において
紫膜が積層あるいは配向したことを強く示
唆するものである。図 3(b)は、様々な PVA
濃度における紫膜/PVA 試料の可視 CD スペ
クトルの 600 nm（負のピークの中心）での
CD 強度の FT サイクル回数依存性を示す。
全ての PVA濃度において、紫膜/PVA試料は
4 回の FT サイクルの後にゲル化した（紫膜
/PVAゲル試料）。興味深いことに、PVA濃度
2 wt%の試料においては、ゲル化しているの
に紫膜の積層は観測されなかった。 

PVAハイドロゲル中の紫膜における bRの
結晶性ならびに紫膜の積層に関する詳細な
構造情報を得るため、放射光を利用して X線
回折実験を行った。FT サイクルを 5 回繰り
返した紫膜/PVA ゲル試料に対する X 線回折
の 1 次元プロファイルを、紫膜/PVA ゾル試
料・紫膜懸濁液・PVA溶液のデータとともに
図 4に示した。bR 3量体の 2次元結晶由来
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図3. (a) 紫膜/PVAゲル試料の可視CDスペクトル。(b) 各PVA濃
度条件での600 nmにおけるCD強度のFTサイクル依存性。
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/PVAゲル試料。(iv) 紫膜懸濁液。
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の等方的な回折ピークは過去の報告 1,21とよ
く一致し、紫膜中の bR 2次元結晶は PVAハ
イドロゲル中で FTサイクルの進行によらず
保たれていた。紫膜/PVA ゾルおよび紫膜
/PVA ゲル試料と紫膜懸濁液のより小角側の
1 次元プロファイルを図 5(a)に示す。紫膜
/PVA ゾル試料について、PVA 溶液や紫膜懸
濁液試料では見られなかった、0.2 < Q < 0.4 
nm1 の範囲における特徴的な等方的反射が
観測された。以下の 2つの事実によって、こ
の反射は紫膜断片同士の何らかの規則的構
造によるものと判断した。第一に、この反射
の周期は約 20 nmであり、過去に報告された
bR 3量体の 2次元結晶格子の反射 1,21に比べ
て明らかに長い距離である。第二に、この反
射の周期が PVA 濃度を保ちながら紫膜濃度
を薄めた時に広がったことである（図 5(b)）。

この結果は、紫膜はPVA溶液中においてPVA
高分子鎖との間に何らかの相互作用を生じ、
紫膜間の長周期構造を形成することを強く
示唆している。一方興味深いことに、この長
周期構造は紫膜/PVA ゲル試料において不明
瞭になった(図 5(a)中央)。この結果は、紫膜
の規則構造に関する 2 つの可能性を与える。
(1) ゲル構造形成の過程でこの紫膜の等方的
な規則構造が消失した。 (2) この規則構造は
異方的になった。この点について、可視 CD
データ（図 3(a)）との整合性を考えたとき、
「PVA ハイドロゲル形成過程における PM
の積層」以外に合理的な解釈は存在しない。 
紫膜/PVA 試料中の bR におけるレチナー
ルの光反応を調べるため、時間分解吸収分光
測定が行われた。図 6(a)は、異なる時間領域
（M 中間体の生成過程（上）と M 中間体の
減衰から bR基底状態(BR)の復元過程（下））
における紫膜/PVA ゲル試料の時間分解差分
スペクトルを示す。同様に測定した紫膜/PVA
ゾル試料ならびに紫膜懸濁液についての対
応する差分スペクトルから、紫膜/PVA ゲル
試料、紫膜/PVA ゾル試料、紫膜懸濁液の間
でレチナールの光化学反応にほとんど差が
ないことが示された。図 6(b)に、代表的な波
長(570 nm: BR, 410 nm: M, 650 nm: O)にお
ける紫膜/PVA ゲル試料の吸光度変化を示し
た。これらの吸光度変化は紫膜懸濁液のもの
22 と極めて良く一致した。単一緩和式による
カーブフィッティングから、これらの吸光度
変化の時定数を評価した。Mの生成・減衰過

程の時定数と FTサイクル回数の増加との間
には関係性が見られなかったのに対し、BR
復元過程の時定数が FTサイクル回数の増加
に従い減少した。図 6(c)に BR復元過程の時
定数の FTサイクル回数依存性と、比較のた
め紫膜懸濁液の対応するデータを共に示す。
これらの結果は、PVAゲル構造形成の進行に
伴い BRへの復元過程が水中での紫膜のそれ
と同一になっていく様子を示している。この
ことは、図 5(a)に示した紫膜間の長周期構造
にも関係しているかもしれない。 
物理架橋 PVA ハイドロゲルのゲル化機構
とともに、本研究によって得られた実験結果
から PVA ゲル構造形成に伴う紫膜の整列に
関するモデルを提案した。図 7 は、FT サイ
クル前(a)と後(b)での紫膜間の位置関係につ
いてのモデル図である。紫膜/PVA ゾル試料
では（図 7(a)）、紫膜は PVA溶液中にランダ
ムに分散し、紫膜間に約 20 nmの規則構造を
形成している。この規則構造は紫膜懸濁液中
では観測されない（図 5(a)）。等方的な紫膜
の配向は、紫膜/PVA ゾル試料の可視 CD ス
ペクトルによっても支持される（図 3(a)）。
PVA ポリマーネットワーク構造が多数の数
m の空隙を持っている事 15を考え合わせる
と、FT サイクルの繰り返しで形成される
PVAゲル構造は、図 7(b)に示したように紫膜
/PVA 混合物中で紫膜を取り囲むようになる
ことが考えられる。今回の結果は、FT サイ
クルの繰り返しによる PVA ゲルネットワー
ク形成の進行が、ゲル中における紫膜の配置
を制限することを強く示唆している。 
ここで、紫膜（1 ~ 2 m (長軸) × ~ 1 m (短
軸) × 4 ~ 6 nm (厚さ)）がなぜ規則正しく整
列するのか？という疑問が生じてくる。今回
の結果は、紫膜の積層が厚さ ~ 1 mmの試料
全体で起きていることを示している。さらに、
同じ組立セルで作製した紫膜/アガロースハ
イドロゲルの可視 CDスペクトルから、紫膜
はアガロースハイドロゲル中では積層しな
かった。積層機構の第一の可能性は、石英セ
ル表面からの影響である。表面からの引力的
な力により、PVA鎖の実効的密度はバルク中
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よりも増加する 23ので、PVA鎖は表面近傍で
容易に架橋点を形成する。この引力的な表面
力の及ぶ範囲はたかだか 1 ~ 2 nmであるが
23、表面に沿ってできた規則的な PVA構造は
試料全体の規則構造の基点となり、紫膜を取
り囲むように PVA ゲルネットワークが形成
される。表面張力も紫膜の整列に影響を及ぼ
す可能性がある。多孔質構造が表面に平行な
方向に異方的に引っ張られた場合、PVAの多
孔質構造への異方的な歪みが紫膜の異方的
な整列の手助けとなる。第二の可能性は、紫
膜表面の静電的電荷の分布の非対称性 2から
生じる、紫膜の電気双極子モーメントの影響
である。紫膜の細胞質側表面には負に帯電し
たアミノ酸残基が多く存在する 2。pH 4付近
で紫膜が凝集するという過去の報告 24は（可
溶化 bRの等電点: pI 3.93 ~ 5.4925）、中性 pH
における紫膜断片間の静電斥力の効果を強
く支持する。PVA のゲル構造形成とともに、
紫膜は狭い多孔質の空間の中でお互いに細
胞質側表面間の斥力を避けるように並ぶの
かもしれない。静電相互作用は長距離に及ぶ
ため、試料全体での紫膜の配向に繋がる。紫
膜の積層機構は現時点で明らかではないが、
応用を考えた際に重要な点となる。詳細な機
構について、今後の研究の進展を期待する。 
 
(2) 固体試料中での bR結晶性の制御 
紫膜/PVAゲル試料と同等の作製法により、

dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC)、
dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC)で
作成したベシクル中に bR を再構成したプロ
テオリポソームについて、PVAハイドロゲル
による固体試料を作製した。DPPCに bRを
再構成したベシクルでは、脂質膜のゲル―液
晶相転移が 38 ˚Cで起こることが分かってい
るため 12、この前後の温度において可視 CD
スペクトルを測定した（図 8）。 

DPPC-bR 再構成膜がゲル相を取る 25 ˚C
においては、ゲル試料の可視 CDスペクトル
の形状はエキシトン型であった。これは、紫
膜が平面膜であり、ゲル化に伴い積層してエ
キシトンカップリングの効果が検出に掛ら
なくなったのに対して、再構成膜では球状の

膜に bR が再構成されているため、その形状
の特徴からカップリングの効果がスペクト
ルに現れたものと考えられる。一方、再構成
膜が液晶相を取る 45 ˚C12においては、可視
CD スペクトルの形状はポジティブ型となっ
た。このスペクトル変化は、懸濁液系の場合
と同様、液晶相で 2次元結晶が融解したため
である。このゲル試料に対して時間分解吸収
測定を行ったところ、ゲル相をとる 25 ˚Cと
液晶相を取る 45 ˚Cの温度条件において、そ
れぞれ懸濁液系でのレチナール吸収変化と
同一の変化であった。これらの結果から、脂
質膜のゲル―液晶相転移が固体試料中にお
いても起こり、bR の 2 次元結晶が温度によ
って制御可能であることが明らかとなった。 
 
(3) 青色光による色素再生率の向上 
紫膜 bR に対する先行研究では、青色光に
よるレチナール色素の再生率は 60 ~ 70%程
度にとどまっていた 13。メモリとして使用す
る際、書込み・消去のサイクルを無限に可能
とするために、レチナール再生率を 100%ま
で向上させる必要がある。そこで、まずは懸
濁液系において、青色光による色素再生効率
の向上を試みた。DMPC ならびに DPPC か
らなるリポソームに bR を再構成し試料とし
た。それらについて高温での黄色光照射によ
りレチナールを部分的に退色させ、青色光照
射により色素再生を試みたが、再生時の温度
を変化させて再生率の変化を調べた。 

図 9(a)にDPPC-bR懸濁液試料の退色前後
ならびに 36 ˚Cにおいて青色光を 15分間照
射した後の吸収スペクトルを示す。黄色光に
より約 50%まで退色したレチナールが、青色
光によりほぼ完全に退色前のスペクトルに
復元していることがわかる。図 9(b)に、
DMPC-bR, DPPC-bR, 紫膜bRの3種類の懸
濁液試料について、横軸に再生時の温度、縦
軸に再生率をプロットした図を示した。各試
料における bRの結晶融解の中点 12を破線で
示している。紫膜 bR については結晶の状態
に依存せず、先行研究 13と同じく 70 %程度
の再生にとどまっていた。一方、DMPC-bR
ならびに DPPC-bRでは、紫膜 bRの場合よ
りも著しい再生率の向上が見られた。特に、
DMPC-bRの場合については、ゲル―液晶相
転移に伴い再生率が向上する結果となった。
DPPC-bR では、脂質膜相転移と再生率の関
係ははっきりよくわからなかったが、転移中
点付近において最大の再生率を示し、高温側

(a) (b)

図7. 物理架橋PVAゲル構造形成に伴う紫膜積層メカニズムの模式
図。(a)ゲル構造形成前。(b) ゲル構造形成後。

図8. bR再構成膜(DPPC-bR)/PVAゲル試料の可視CDスペクトル。
25 C˚ :ゲル相、45 C˚ : 液晶相
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で再生率が低下する結果であった。
DMPC-bRと比較すると、脂質膜が液晶相を
取る温度が 20 ˚C程度高くなっており、再生
過程の分子種の熱安定性の問題が存在する
可能性がある。再生率向上のメカニズムは現
時点では不明であるが、メモリへの応用を考
えると書込みと同じ枠組みで消去すること
が可能となるため、このメモリの優位性の極
めて高い点であるということができる。今後、
PVA ハイドロゲルなどの固体試料中におい
て退色・再生実験を行い、メモリの実現可能
性を高める必要がある。 
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