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研究成果の概要（和文）：過渡回折格子法を用い、真正細菌 Salinibacter ruber 由来の細胞の走

光性を引き起こすための光受容タンパク質、Sensory Rhodopsin I の光反応ダイナミクスを調

べた。その結果これまで知られていなかった中間体の存在を明らかにした。そしてさらにそれ

ぞれの中間体のエンタルピーを決定することにも成功し、それらが塩化物イオンの結合によっ

て大きく影響を受けることを突き止めた。 

 
研究成果の概要（英文）：Sensory rhodopsin I from eubacterium Salinibacter ruber is the 

photo-censor for the bacterial photo-taxis. In this study the photo-reaction dynamics of this 

protein was studied by transient grating (TG) method. As the result, the presences of new 

photo-intermediates were identified in the photo-cycle of sensory rhodopsin I. In addition, 

the enthalpy differences of the intermediates were determined by TG method and we found 

that they are significantly affected by the binding and dissociation of chloride ion. 
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１．研究開始当初の背景 

 

２．研究の目的 

細菌などの単細胞生物は様々な化学物質や、
温度、光などの外的環境の変化に応じて、運
動の方向を変化させ、より生育に望ましい環
境へと自身を移動させる。このためには、細
胞内に外的刺激を感知して運動のパターン
を変化させる細胞内信号伝達システムが必
要不可欠である。その中で真正細菌を中心と

する、広範な生物種に見られる共通のものと
して、外来性の化学物質を受容するための化
学受容器タンパク質と、CheA や CheY など
の Che タンパク質群から構成される二成分
制御系（Two Component System）と呼ばれ
る信号伝達システムがある（図１）。二成分
制御系では化学受容器が活性化されると、さ
らに下流のタンパク質群に情報が伝達され、
最終的に細胞の鞭毛の回転方向を変化させ
て、刺激のもととなる化学物質に対する応答
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を行う（走化性）と考えられているが、その
機構については不明な点が多い。 

図１ 二成分制御系による信号伝達 

 

 走化性を示す信号伝達システムの研究が
困難である理由の一つに、溶液を混合するな
どして実験を行う必要があるため、時間分解
能が低く、速い反応素過程の観察が不可能で
あるということが挙げられる。これに対し、
近年注目を浴びているのが細胞の光に対す
る応答（走光性）をもたらす光受容器である
微生物型ロドプシンであり、中でもよく知ら
れているのが Halobacterium salinarum な
どの古細菌の持つセンサリーロドプシンタ
ンパク質である。センサリーロドプシンには
センサリーロドプシン I（SRI）とセンサリー
ロドプシン II（SRII）があり、前者は可視光
に対する正の走光性と、紫外光に対する負の
走光性、後者は青緑光に対する負の走光性を
担っている。これらのタンパク質は細胞膜中
でトランスデューサーと呼ばれる別の膜タ
ンパク質と複合体を形成し、活性化された
SRI および SRII はそれぞれのトランスデュ
ーサーへと信号を伝達する。このトランスデ
ューサーの細胞内側部分は化学受容器のも
のと非常に相同性が高く、同様の機構で Che

タンパク質群へと信号を伝達すると考えら
れている。これらの系は光で反応のトリガー
をかけることが出来ることから、パルスレー
ザーを使った分光学的手法を用いることで
細菌や古細菌で広範に見られる信号伝達の
メカニズムを高い時間分解能で調べること
が出来ると期待されている。 

 

３．研究の方法 

本研究では Sensory rhodopsin I の光反応ダイ
ナミクスをフラッシュフォトリシス法、過渡
回折格子法を用いて調べた。過渡回折格子
（TG）法は図２のように２本の励起レーザー
の作る干渉縞に沿った、分子の反応変化に伴
う試料の屈折率変化を回折光の強度を元に
測定する手法である。 

TG 法では屈折率の時間変化からタンパク質
分子の拡散定数や、エネルギー変化、体積変
化などを求めることが出来る。 

また試料には真正細菌 Salinibacter ruber 由来
の Sensory rhodopsin I（SrSRI）とトランスデ
ューサータンパク質との融合タンパク質を

用いた。SrSRI は可溶化状態でも安定であり、
試料が引き起こす光の散乱が少なく、分光測
定に適している。また SrSRI はタンパク質内
部に塩化物イオン（Cl

-）を結合することが知
られており、塩のない条件においても非常に
安定に存在するため、Cl

-の結合/解離に伴う
SrSRI の反応ダイナミクスの変化についても
調べることが可能であり、試料として最適で
ある。 

 

図２ 過渡回折格子法原理図 

 

４．研究成果 

（1）TG 法による SrSRI の反応ダイナミクス
の研究 

図３に SrSRI の TG 信号を示す。 

図３SrSRI の TG 信号 

光励起後 SrSRI は長波長シフトした K 中間体
を生成した後、短波長シフトした M 中間体に
なることが知られている。TG 信号の解析の
結果 M 中間体には吸収変化を伴わないが、タ
ンパク質の構造が異なる３つの状態がある
ことが分かった。このことは通常の研究で用
いられる、フラッシュフォトリシス法によっ
て求められる吸収変化をもとにした中間体
の帰属付けでは光受容タンパク質のダイナ
ミクスを調べるのには不十分であることを
示す結果である。 

 

（2）SrSRI の反応中間体のエンタルピー変化 

次にさらに TG 法における熱的参照試料との
熱グレーティング信号の強度の比較から、そ



 

 

れぞれの中間体の始状態からのエネルギー
差を求めたところ、図４のようになった。 

図４TG 法によって求められた SrSRI の 

各中間体のエンタルピー変化 

これを見ると励起された SrSRI のエンタルピ
ーは反応経路に沿って徐々に減少すること
が分かる。これまで物理化学的に特定の分子
の状態間のエンタルピー差を求めることが
出来るのは、一部の例外を除き平衡状態にあ
る状態間のみである。従って SrSRI の光反応
中の中間体のように、過渡的な化学種のエン
タルピー変化を求めることは不可能であっ
たが、今回 TG 法を適用することで初めてそ
れが可能となった。これは今後他のロドプシ
ンを含めた光受容タンパク質の反応ダイナ
ミクスを調べる上で、TG 法が重要となるこ
とを示すものである。 

またさらに NaCl が無い状態で同様の実験を
行い、ダイナミクスに対する Cl

-イオンの結合
/解離のこうかを調べたところ、確認された全
ての中間体のエンタルピーは Cl

-が解離する
に伴い、大きく減少することが明らかとなっ
た。これまで光受容タンパク質の中間体の熱
的状態に対する塩の効果は詳しく調べられ
てこなかったが、今回の結果は Cl

-の結合が
SrSRI の反応ポテンシャル表面を変化させ、
反応経路を生理的に最も適した状態へと調
節する役割を持っていることを示唆してい
る。 

（4）SrSRI の分子拡散ダイナミクス 

さらに TG 法は分子の並進拡散定数を求める
ことが出来るが、SrSRI の場合、その値は 1.28 
± 0.05 × 10

-11
 m

-2
 / s であった。ここから換算す

るとSrSRIは98分子程度の非常に大きな会合
体を形成して、溶液中に存在していることが
示唆される。これまで一般に膜タンパク質の
分野では界面活性剤においては可溶化した
状態のタンパク質はモノマー状態になり、会
合は完全に無くなると考えられてきた。しか
し、今回の結果はそれが必ずしも成り立たず、
可溶化状態であっても膜タンパク質は会合
状態を形成することが明らかとなった。 

 

（5）今後の展望 

今回の研究において TG 法を使うことでこれ
まで知られていなかった SrSRI の光反応ダイ
ナミクスに対する多くの知見を得ることに
成功した。TG 法は他の光受容タンパク質に

ついても応用が可能であり、今後 SrSRI 以外
の分子についてもその物性について多くの
情報が得られることが期待される。SrSRI と
トランスデューサータンパク質との複合タ
ンパク質については、フォトサイクルの遅さ
から積算回数を多くした測定は難しいもの
の、S/N 比は低いながらも信号の測定に成功
している。これに対しては積算回数を向上さ
せるための装置の改良がほぼ完了し、今後そ
れを使って複合タンパク質のダイナミクス
についても更に調べていく予定である。そし
て最終的にはトランスデューサータンパク
質と Che タンパク質群との相互作用や、負の
走光性への信号伝達過程などにも研究対象
を広げていくことを計画している。 
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