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本 研 究 の 概 要

本 研 究 は 、 高 度 好 塩 菌 の 負 の光 走 性 に関 与 す る 光 受 容 蛋 白質 で あ るphoborhodopsin

(pR)を 、Halobacteriumhalobium、 あ る い は 、ノ>atronobacteriumpharaonisか ら調

製 し、 そ の分 光 学 的性 質 、 及 び発 色 団 の 立体 構 造 を調 べ た もの で あ る。

一般 に レ チ ナ ー ル 蛋 白 質 の 吸 収 ス ペ ク トル は
、 な だ ら か な釣 鐘 型 で あ る が 、pR

の もの はバ ン ド幅 が 狭 く、振 動 構 造 が み られ た 。 こ の事 は 、pRの 発 色 団 と蛋 白質

部 分 の 問 に、他 の レチ ナ ー ル 蛋 白質 に は な い、 特 異 的 な 相 互 作 用 の あ る こ とを示 し

て い る。 そ こで 、Halobacteriumhalobiumの 膜 断 片 試料 を用 い た低 温 ス ペ ク トル法 に

よ り、pRの 光 反 応 過 程 を解 析 し、 他 の レチ ナ ー ル蛋 白 質 の光 反 応 過程 と比 較 した

とこ ろ、 初 期 中 間体 で あ るK中 間体 の安 定 温度 が 高 い こ と、L中 間体 に対 応 す る 中

間体 が 観 測 され な い こ と等 の特 徴 を見 い だ した。

続 い て 、Narronobacteriumpharαonis由 来 のpR(ppR)の 精 製 標 品 を試 料 と して 、

発 色 団 レチ ナ ー ル の構 造 解 析 を行 った。 そ の結 果 、ppRの 発 色 団 は全 トラ ンス型 レ

チ ナ ー ル で あ り、 暗 順 応 に よる レチ ナ ー ルの熱 異性 化 は起 こ らな い こ とが わ か っ た。

好 塩 菌 の光 駆 動 イ オ ンポ ン プで あ るbacteriorhodopsinやhalorhodopsinで は 、 暗順 応 に

よ りそ れ ら の発 色 団 は全 トラ ンス型 と13シ ス 型 の 間 で平 衡 混 合 物 に な る。 一 方 、

pRと 同 じ く光 セ ンサ ー で あ るsensoryrhodopsinで は 、 こ の よ う な熱 異 性 化 はみ られ

な い。 そ の た め、 暗 中 で異 性化 が起 こ らない こ とが 、 光 セ ンサ ー と して働 く レチ ナ ー

ル蛋 白質 に共 通 な性 質 で あ る と考 え られ た 。 さ らに 、ppRの 光 反 応 中 間体 の発 色 団

構 造 を調 べ た結 果 、M中 間体 の発 色 団 は13シ ス 型 で 、0中 間 体 で全 トラ ンス型 に

戻 る こ とが わ か っ た。 この こ とか ら、pRで もbacteriorhodopsin等 と同 じ く、光 を吸

収 す る と発 色 団 の異 性 化 が 起 こ る こ とが わ か っ た。

さ らにppR試 料 を用 い て 、 ナ ノ秒 レーザ ー パ ル ス を用 い た 閃光 分 解 法 を行 い、 室

温 で の光 反 応 過 程 を解析 した 。 そ の結 果 、 低 温 で は観 測 され な か っ たKL、L中 間

体 の生 成 が み られ 、 そ れ らの崩 壊 の時 定 数 は 、bacteriorhodopsinの 光 反応 サ イ ク ル で

生成 す る 中 間体 の もの と よ く一致 した。 低温 で これ らの中 間体 が 観 測 され な い の は、

KL中 間体 の前 駆 体 で あ るK中 間体 がs低 温 で はKL、L中 間体 よ り も安 定 性 が 高

まる た め で あ る と考 え られ る。 しか し、KL、L中 問体 が室 温 で観 測 され る こ とは、

ppRのK中 間体 の 室 温で の寿 命 は 、bRのK中 問体 と近 い事 を示 して い る。 つ ま り、

ppRのK中 間体 の崩 壊 速 度 は 、 温度 に よ って 大 き く影 響 を受 け る こ とが わ か り、 そ

の 活性 化 エ ン トロ ピー 、 活 性 化 エ ン タ ル ピ ー が 大 きい こ とが 示 唆 さ れ た。 これ は・

ppRの 蛋 白質 部 分 に βイ オ ノ ン環 固定 部 位 が あ る た め に・ 発 色 団 の 自 由度 が小 さい

こ とが原 因 で あ る と考 え られ る。

以 上 の知 見 か ら、pRの 吸 収 ス ペ ク トル に振 動 構 造 が 現 れ る こ とや ・低 温 でL中

間体 を欠 くこ とな どの特 徴 は、 蛋 白質 部 分 に発 色 団 の βイ オ ノ ン環 固定 部 位 が あ り・

発 色 団 と特 殊 な相 互作 用 をす る た め で あ る と考 え られ た ・

-1一



略 語 表

pRphoborhodopsinfromHalobacteriumhalobium

ppRphoborhodopsinfromNatronobacteriumpharaonis

bRbacteriorhOdopsinfromHalobacteriumhalobium

hRhalorhodopsinfromHalobacteriumhalobium

sRsensoryrhodopsinfromHalobacteriumhalobium

HEPES1>一(2-hydroxyethyl)piperazine一 ハ1し2-ethanesulfonicacid

HPLChighpe㎡omlanceliquidchromatography

Tsall-trans,15-Synretinaloxime

Taall-trans,15-antiretinaloxime

13s13-cis,15-Synretinaloxime

13a13。cis,15-antiretinaloxime

中 間 体 の 命 名 本 論 文 で は 、 レ チ ナ ー ル 蛋 白 質 の 光 反 応 中 間 体 を 、 そ の 光 反 応 前 の

状 態 と 添 え 字 の 組 み 合 わ せ で 表 わ す 。例 え ば 、bRのK中 間 体 はbRK、

pRの 光 反 応 過 程 に お い てbRKに 対 応 す る 中 間 体 はpRKと 表 わ し て

い る 。
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第1章 本研究の背景

[1-1高 度 好 塩 菌 と レチ ナ ー ル蛋 白質]

1-1-1好 塩 菌 の光 受 容 蛋 白質

好 塩 菌 とは 、4M程 度 の 高 塩 濃度 に生 息 す る細 菌群 で あ る。 そ の 中 に は何 種 類 か

知 られ て い る が 、 最 も研 究 が行 われ て い る菌 は、Halobacteriumhalobiumで あ る(図

1-1)。Halobacteriumhalobiumの 場 合 、 そ の光 受 容 蛋 白質 は こ れ まで に4種 類 報

告 され て お り、 そ れ ぞ れ、bacteriorhodopsin(bR)、halorhodopsin(hR)、sensory

rhodopSin(sR)、phoborhodopsin(pR)㈲ と命 名 され て い る(図1-2a>。 こ

れ らの光 受 容 蛋 白質 の発 色 団 は、 光 合 成 系 の 光 受 容 蛋 白 質 の よ う な金 属 原 子 を持 っ

た ポ ル フ ィ リ ン環 で は な く、 動 物 の網 膜 の光 受 容 蛋 白質 と同 じ く レチ ナ ー ル(ビ タ

ミ ンAア ル デ ヒ ド)で あ る。 そ の た め、 視 覚 研 究 の モ デ ル系 と して そ の研 究 が発 展

して きた一 面 が あ る。 実 際 、 好 塩 菌 の光 受 容 蛋 白質 も、 網 膜 の光 受 容 蛋 白質 も、 そ

の ポ リペ プ チ ド部分 は7本 の αヘ リ ック ス か らな る膜 蛋 白質 で あ る こ と、 そ の7番

目の ヘ リ ッ クス の リジ ン残 基 に発 色 団が 結合 して い る事 等 、 構・造 上 の共 通 点 が 多 い。

しか しな が ら、好 塩 菌 の光受 容 蛋 白質 と網 膜 の光 受 容 蛋 白質 の 最 も大 き な違 い は、

そ の発 色 団 レチ ナ ー ル の構 造 と光 反 応 過 程 に あ る。 レチ ナ ー ル の構 造 は、 網 膜 の光

受 容 蛋 白 質 で は すべ て 天然 で は ユ1シ ス 型 で あ る の に対 して 、 好 塩 菌 で は基 本 的 に

全 トラ ンス 型 で あ る(図1-2b)。 また 、網 膜 の光 受 容 蛋 白質 は光 を受 け る と、

発 色 団 は ユ1シ ス型 か ら全 トラ ンス型 に 異 性 化 し、 そ の後 い くつ か の光 反 応 中 間体

をへ て全 トラ ン ス 型 レチ ナ ー ル と蛋 白質 部 分 に分 解(退 色)す る。 しか し、 好 塩 菌

の光 受 容 蛋 白質 で は 、 光 吸 収 に よっ て 発 色 団 が 全 トラ ン ス型 か ら13シ ス 型 に 異 性

化 し、 い くつ か の 中 間体 をへ た後 、 も との全 トラ ンス 型 に戻 る た め、 退 色 しな い。

す な わ ち 、 光 反 応 サ イ ク ル を示 す。

1-1-2好 塩 菌 の レチ ナ ー ル 蛋 白質 の役 割

上 記 の よ う に 、 好 塩 菌 は い くつ か の レチ ナ ー ル蛋 白質 を持 っ て い る が 、 そ れ らの

生 理 的役 割 は二 つ に大 別 され て い る。 一 つ は光 駆 動 の イ オ ンポ ン プ機 能 で 、 光 エ ネ

ル ギ ー を用 い て細 胞 膜 の 内外 にイ オ ン勾 配 を形 成 し、 そ の エ ネ ル ギ ー か らATPを 合

成 す る。Halobacteriumhalobiumで は 、bRが プ ロ トンポ ンプ と して機 能 し(Stoeckenius

(注)phoborhodopsinをsensoryrhodopsinII(sRU)と 呼ぶ研究者 も多い・その場合は・sensoryrhodopsin

をsensoryrhodopsinI(sRI)と して区別する。詳 しくは後述する・
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第1章 本 研 究 の 背 景

図1-1高 度 好 塩 菌Halobacteriumhatobiumの 電 子 顕 微 鏡 写 真 。

Halobacteriumhalobiumは 、 長 さ40μm程 度 の 桿 菌 で 、 菌 体 の 両 側 に 鞭 毛 を も っ て い る 。 こ の 鞭 毛

を 回 転 さ せ る こ と に よ り、 泳 ぐ こ と が で き る(Alam&Oesterhelt,1984よ り)。
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第1章 本研究の背景

(a)
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(b)

全 トランス型 レチナール

13シ ス型 レチナール

11シ ス型 レチナール

図1-2:高 度好塩菌 の光 受容蛋 白質 と発色団の構造 。

(a)Hatobacteriumhalobiumに 存 在す る4種 類 の レチナー ル蛋 白質、bR、hR、sR、pR、 及 び

sRの 長寿命 中間体S373の 吸 収スペ ク トルの比較。それ ぞれの吸収極 大波長 を括 弧内 に示 してい る。

pR、S373以 外 は570～590nmに 吸収極 大 を持 ち・なだ らか な釣 鐘 型 であ る。sRは 正 の光 走性の

ための光受容蛋 白質、pRとS373は 負 の光走性の ための光受容蛋 白質で ある。

(b)レ チナール(ビ タ ミンAア ルデ ヒ ド)の 構造。上 か ら全 トランス型・13シ ス型 ・11シ ス型。
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第1章 本研究の背景

&Bogomolni,1982)・hRが ク ロ ライ ドポ ン プ と して機 能 して い る(Lanyi ,1986)。

も う一 つ の役 割 は、bRやhRが 効 率 よ く機 能 で き る光 条 件 を探 し、 近 紫外 光 な ど、

菌 体 に有 害 な光 条 件 か ら逃 れ る とい う光 走 性(phototaxis)の た め の光 セ ンサ ー で あ

る。Halobacteriumhalobiumで は、sRとpRが 光 走 性 の た め の光 受 容 蛋 白質 と して

機i能 して い る(Spudich&Bogomolni,1988)。

以 上 はHalobacteriumhalobiumの 例 で あ るが 、 他 の好 塩 菌 で見 い だ され た光 受 容 蛋

白質 も、 お お む ね この4種 類 の いず れ か に類 別 され て い る。 例 え ば、 本 論 文 で扱 う

好 塩 好 ア ル カ リ菌NatronobacteriLunpharαonisで は、hR様 の光 受 容 蛋 白質(phR)

と、pR様 の光 受 容 蛋 白質(ppR)が 見 いだ され ている(Bivin&Stoeckenius,1986)。

本 研 究 にお い て研 究 の対 象 と した の は、 この 内 でpRとppRで あ る。

[1-2好 塩 菌 の 光 走 性 と光 受 容 蛋 白質]

1-2-1光 走性 とそ の メ カニ ズ ム

本 研 究 にお い て研 究 の対 象 と した の は、pRとppRな の で 、 そ れ に関連 して以 下

に好 塩-菌 の光 走 性 につ い て、 最 も研 究 の進 ん で い るHa!obacteritmihalobiLtmを 例 に と っ

て も う少 し詳 し く述 べ る。

Halobacteriumhalobiumが 環 境 光 の種 類 に よ って 、 正 また は負 の光 走 性 を示 す こ と

は先 に述 べ た が 、 そ の行 動 は 、 直進 と反 転 の組 合 せ で な され て い る(高 橋 と津 田、

1989)。Halobacteri"mhalobiumの 菌 体 の 両 側 には 、 そ れ ぞ れ 数 本 の鞭 毛 が あ るが 、

片 方 は短 くて ほ と ん ど機 能 して い な い こ とが 多 い と言 わ れ て い る(図1-1)。

Halobacteriumhalobiumは こ の鞭 毛 を時計 周 り(clockwise)、 あ る い は 反 時計 周 り

(counter-clockwise)に 回 転 させ る こ とに よ っ て泳 ぐこ とが で き る(Alam&Oesterhelt,

1984)。 暗 中 で は数10秒 に1回 程 度 の割 合 で鞭 毛 回 転 を反 転 させ 、 逆 向 きに方 向

を転 換(reverse)す る 。 とこ ろが 、 黄 ～赤 色 領 域 の光(有 益)に 入 った と き、 こ の

反転 の頻 度 は低 下 す る。 ま た、 青 ～近 紫 外領 域 の光(有 害)か ら抜 け出 した と き も、

頻 度 が 低 下 す る 。 こ れ らが 好 塩 菌 の示 す正 の光 走 性 の応 答 で あ る。 一 方 、 青 ～ 近 紫

外 領 域 の光(有 害)に 入 った と き、 あ る い は黄 ～赤 色 領 域(有 益)か ら抜 け 出 した

と き、 こ の反 転 の頻 度 は高 く な る。 こ れが 負 の光 走 性 の 応 答 で あ る。 しか し、 どの

よ う な光 条 件 で も、 同 じ条 件 にお か れ て い る と、 そ の行 動 は次 第 に暗 中 で の もの に

近 づ き、 順 応 を示 す 。

つ ま り、 普 段 は時 折 泳 ぐ方 向 を変 え なが ら、-菌体 に有 利 な光 条 件 を探 して い る と
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第1章 本研究の背景

考 え れ ば よ い。 そ れ が 泳 いで い る 間 に、 暗 い所 か ら有 益 な光(黄 ～赤 色 光)に 出 た

時 、 あ る い は有 害 な光(青 ～ 近 紫 外 光)か ら逃 れ た と き は、 そ の ま ま 直進 し、 そ の

光 条 件 下 に と ど ま る。 しか し、 有 益 な光 か ら出 て し ま っ た時 、 あ る い は有 害 な光 に

入 っ て しま っ た 時 に は反 転 し、 も との 環 境 に戻 る とい う こ とで あ る。 そ の結 果 と し

て 、'菌体 は青 ～ 近 紫 外 領 域 の 光 か ら逃 れ 、 黄 ～赤 色 光 の も とに集 ま っ て くる の で あ

る 。光 の 波 長 に よ っ て行 動 を変 え る こ とか ら、 これ は極 め て原 始 的 な色 覚 の一 例 と

言 え る。

これ らの反 応 の分 子 的 基礎 の研 究 も近 年 進 ん で い る。 まず 、 好 塩 菌 の正 の光 走 性

の た め の光 受 容 蛋 白質 はsRで あ る(図 ユー2a)(Bogomolni&Spudich,1982)。

sRは 、587nmを 極 大 と して 、緑 ～ 黄 ～ 赤 色 光 領 域 に吸 収 帯 を もち 、 こ の領 域 の

光 を受 け た とき、 菌体 の反 転 の頻 度 が 下 が る(正 の光 走 性)。

一 方 、 負 の光 走 性 の シス テ ム は2種 類 あ り(Sundbergetal.,1986)、 そ れ ぞ れ が

近 紫外 光 、 青 緑 色 光 領 域 を カ バー して い る 。 まず 、近 紫 外 光 に対 す る 光 受 容 蛋 白質

は 、sRの 光 反応 中 間体(明 順 応 状 態)で あ るS373(吸 収 極 大=373nm)で あ る

(図1-2a)(Bogomolni&Spudich,1982;Takahashietal.,1985a,b)。S373は 寿 命

が1秒 程 度 の 中 間体 であ るが 、S373が 光 を吸 収 す る と、 菌体 の 反 転 頻 度 は高 くな る。

S373がsRの 光 反 応 中 間体 で あ る こ とか らわ か る よ う に、 菌 体 が 近 紫 外 光 か らの負

の光 走 性 を示 す た め に は、sRに 光 が あ た っ て い る こ と(backgroundlight)が 必 要

で あ る。 ま た 、青 緑 色 光 に対 す る光 受 容 蛋 白質 は 、本 研 究 で扱 うpR(吸 収 極 大=

489nm)で あ る(図1-2a)(Tomiokaetal.,1986;Wolffeta1.,1986;Sundberget

al.,1986;Marwanetal.,1987)。

sR、S373、 あ る い はpRが 光 を吸 収 した 後 は 、 そ の信 号 を鞭 毛 に伝 え る伝 達 系

が 存 在 す る。 そ の伝 達 は、網 膜 の光 受 容 蛋 白質 ロ ドプ シ ン等 と同 じ く、 これ らの

光 反 応 中 間 体 の あ る もの が ・ 後 続 の酵 素 系 を活 性 化 す る こ とに よ り行 わ れ て い る と

考 え られ て い る(図1-3)。sRで はS373が これ にあ た り、 正 の光 走 性 の信 号 を

伝 え る(McCainetal.,1987)。 一 方 、S373は 負 の光 走 性 の光 受 容 蛋 白質 で もあ り・

光 を吸 収 す る と負 の 光 走 性 を 起 こす光 反応 中 間 体(S373*)に な る と考 え られ て い

るが 、 どの 中 間体 か は特 定 され て い な い 一pRで はP350とP530とli乎 ば れ る2つ のd:】

問体(1-2-4参 照)が 、 負 の光 走 性 の信 号 を伝 え る とい われ て い る(Yanet

a1.,1991)。

これ 以 降 の伝 達 過 程 で は 、 まだ ほ とん ど明 か に され て い な い 。Spudichら が 提 唱

したモ デル に よる と(図!-3上)、sRとS373の 系 の伝 達 経 路(sR-tiansducer)は ・
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岬 》一 晶 、
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図1-3:Hatobacteriumhatobiumの 光 情 報 伝 達 シ ス テ ム の モ デ ル 。

上Spudichら が 提 唱 し て い る 、 〃atobacteriumhalobiumの 光 情 報 伝 達 シ ス テ ム の モ デ ル(Spudiche[

al.,1989よ り改 変)。 光 受 容 蛋 白 質 と し て 、sR、S373、pRが あ る 。 実 線 で 囲 ん だ も の は 、 す で に

存 在 が 確 認 さ れ て い る も の 、 破 線 で 囲 ん だ も の は 、 そ の 存 在 が 示 唆 さ れ て い る 蛋 白 質 で あ る。 脱 メ チ

ル 化 はsignalintegratorか ら起 こ り、 トラ ン ス デ ュ ー サ ー に 作 用 し、 順 応 が 起 こ る 。 図 中 黒 い 矢 印 は 正

の 光 走 性 の 信 号 、 白 い 矢 印 は 負 の 光 走 性 の 信 号 を 意 味 す る 。

下Oesterhcltら の モ デ ル 。 光 受 容 蛋 白 質 、 あ る い は 他 の 受 容 体 蛋 白 質 か ら の 信 号 は 、 フ マ ル 酸 結 合

蛋 白 質 の フ マ ル 酸 解 離 に 関 与 して る と考 え られ て い る 。 フ マ ル 酸 が 欠 落 し た 株 で は 、 鞭 毛 の 反 転 は起

こ ら な い 。(Marwane[aL,1990よ り改 変)。
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pRの 系 で の経 路(pR-transducer)と 独 立 し て お り、 そ の 後 の段 階 でsRとpRの 双

方 の系 か らの信 号 が 統 合 され(lntegratedsignal)、 鞭 毛 に伝 え られ る と考 え られ て

い る。 実 際 、 正 の光 走 性 を示 す条 件 と、負 の光 走 性 を示 す条 件 を同時 に与 え た時 、

例 え ば暗 条 件 か ら赤 色 光 と青 緑 色 光 を同 時 に照 射 した 時 に は 、 そ れ ぞ れ の相 対 的 強

度 に応 じて 正 負 どち らが 起 こ る か が 決 っ て くる(SpudichetaL,1989)。 また 、光 受

容 蛋 白質 で あ るsRは もっ て い るが 、sRあ る い はS373に 由来 す る光 走 性 を示 さず 、

pR由 来 の光 走 性 のみ を示 す突 然 変 異 株 が 単 離 され て い る(Takahashieta1.,1985c)。

これ はsR系 の伝 達 過 程(sR-transducer)の 欠 落 した 株 で あ り、 統 合 の 前 にsRと

pRで そ れ ぞ れ別 個 の伝 達 経 路 が あ る とい う こ と を意 味 して い る。

伝 達 過 程 に関 す る知 見 と して は 、正 負 い ず れ の 光 走 性 を示 す 時 に も、伝 達 過 程 に

関与 す る 蛋 白質 の脱 メ チ ル化 が起 こ っ て い る こ とが 示 唆 され て い る(Spudichetal.,

1989)。 大 腸 菌 で も走 化 性(chemotaxis)を 示 す と きに メ チ ル化 が 関 与 す る こ とが

知 られ て い るが 、 大 腸 菌 で は 正 の走 化 性 で は メ チ ル エ ス テ ラ ー ゼ の活 性 が下 が り、

負 の走 化 性 で は メ チ ル エ ス テ ラ ー ゼ の活 性 が上 が る とい わ れ て い る た め(Kehryet

a1.,1984)、 好 塩 菌 とは メ カ ニ ズ ムが 違 っ て い る可 能性 が あ る。 また、 暗 中 で も鞭 毛

回転 の反 転 を示 さな い突 然 変 異株 を単 離 し 、 そ れ にい ろ い ろ な化 合 物 を与 えて欠 落

因子 を同定 し よ う と した 実験 で は、 フマ ル 酸 を与 え る と、 反 転 が 回復 す る こ とが わ

か っ て い る(MarwanetaL,1990)。 そ の た め 、 フマ ル酸 が 鞭 毛 回転 のswitchingfactor

と して 働 い て い る 事 が 示 唆 され て い る(図1-3下)。 しか し、 そ れ がsecond

messengerな の か 、 機 能 性 蛋 白質 の補 欠 因子 な の か は 明 らか に され て い な い。

1-2-2pRとppR

以 上 の レチ ナ ー ル 蛋 白 質 の 中 で、 本 研 究 で扱 うの は青 緑 色 光 受 容 蛋 白質pRで

あ る。pRの 吸 収 極 大 は489nmで あ るが(2-3-2参 照)、 好 塩 菌 の他 の光

受 容 蛋 白質 の吸 収 極 大 は570～590nmで あ る の で(図1-2a)・pRの 吸 収 極

大 値 はむ しろ動 物 の ロ ドプ シ ン(～500nm)に 近 い 。 一 方 、好 塩 菌 の 他 の光 受 容

蛋 白 質 や ロ ドプ シ ンの 吸 収 ス ペ ク トル は 、 釣 鐘 型 の な だ ら か な 形 を して い る が 、

pRの 吸 収 ス ペ ク トル で は、489nmに 鋭 い ピ ー クが あ り・460nm付 近 に シ ョル

ダ ー が み られ る(図1-2a)。 最近 で は ク ラ ミ ドモ ナ ス の レチ ナ ー ル 蛋 白質 が 同

様 の シ ョル ダ ー を も っ た 形 状 の ス ペ ク トル を もつ と言 わ れ て い る が(Beckman&

Hegemann,1gg1)、 いず れ に して もこの よ うな振 動 構 造 を もつ ス ペ ク トル は 、極 め

て特 異 的 で あ る。
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また ・ 細 胞 内 に含 ま れ るpRの 含 量 は 非 常 に少 な い。bRhRsRpRの 含

量 比 は お よそ1000100101で あ る と言 わ れ て い る。 この 比 か ら推 定 され

るpRの 分 子 数 は・ 菌体 一 つ あ た り数10分 子 で ある。 そ の上 、pRは 、界 面 活 性 剤 、

温 度 、pH等 、種 々 の要 因 に 対 して不 安 定 な た め 、 可 溶 化 して精 製 す る こ とが 出来

な か っ た。 またbRの よ うな 二 次 元 結 晶構 造 を つ くっ て い な い た め 、密 度 勾 配 遠 心

等 の手 法 も使 え なか っ た。 そ の た め 、 わ れ わ れ がpRの 研 究 を始 め た時 には 、bR、

hR、sR、 カ ロチ ノ イ ドを産 生 しな い突 然 変 異株 を単 離 し、 そ の細 胞 破 砕 液 を試料

と して用 い た。

そ の 後 、pH8～10程 度 の ア ル カ リ条 件 に 生 息 す る好 塩 好 ア ル カ リ菌

1>atronobacteriumpharaonisのpR様 光 受 容 蛋 白質(ppR)の 精 製 法 が 、 北 海道 大 学

のグ ル ープ に よって確 立 され た(平 山、1991)。ppRの 吸 収極 大 は498nmに あ り、

pRよ り も9nm長 波 長側 だが 、 吸 収 スペ ク トル に振 動 構 造 が現 れ る こ とや、 ミ リ秒

領 域 で の 中 間体 の挙 動 が 、pRと よ く似 て い る。 しか し、pRと は違 っ て界 面 活 性 剤

に対 して は非 常 に安 定 性 が 高 く、 コー ル酸 、 オ クチ ル グ ル コ シ ド等 で 安 定 に可 溶 化

で きる。 さ らに、 細 胞 内 で の 含 量 もpRの5倍 程 度 あ る た め、ppRに 関 して は カ ラ

ム ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ る精 製 法 が確 立 され た。 わ れ わ れ の研 究 も途 中 か らは こ

の精 製標 品 を用 い た。

1-2-3レ チナ ー ル蛋 白質 の 一般 的 性 質

好 塩 菌 の光 受 容 蛋 白質 は、 動 物 の網 膜 の 光 受 容 蛋 白質 と同 じ くレチ ナ ー ル を発 色

団 と して い る。 そ れ らの 問 に は 、発 色 団 の構 造 がllシ ス型 と全 トラ ン ス型 とい う

違 い は あ るが 、 共 通 点 は多 い。 まず 、 そ の蛋 白質部 分 は7本 の αヘ リッ クス を持 ち 、

膜 を7回 貫 通 した構造 を とっ て い る。 また 、N末 端 か ら数 え て7本 目 の ヘ リ ックス

に は、 リジ ン残 基 が あ り、 こ こが 発 色 団 レ チ ナ ー ル の結 合 部 位 で あ る 。 レチ ナ ー ル

は こ の リジ ン残 基 と シ ッフ塩 基 結 合 を介 し て結 合 して い る。 この部 位 は、 これ まで

調 べ られ た全 て の レチ ナ ー ル 蛋 白質 で プ ロ トン化 して い る。 発 色 団 レチ ナ ー ル は7

本 の αヘ リ ック ス に 囲 まれ て お り、 ま わ り に あ る蛋 白 質 の ア ミ ノ酸 残 基 か ら・ 静 電

的 、 あ る い は立 体 的 な影 響 を受 け る。

発 色 団 が リジ ン残 基 とプ ロ トン化 した シ ッフ塩 基 結 合 をす る こ と・ ま た・ まわ り

の ア ミノ酸 残 基 と相 互作 用 す る こ とは 、可 視 部 に吸 収 帯 を もつ 光 受 容 蛋 白質 を形 成

す る上 で 不 可 欠 で あ る。 有機 溶 媒 中 の レチ ナ ー ル の吸 収 極 大 は・ そ の 異 性 体 構 造 に

か か わ らず380nm付 近 に あ る。 リジ ンの側 鎖 に あ た る ブ チ ル ア ミ ン と レ チ ナ ー ル
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を シ ッ フ塩 基 結 合 させ る と、 吸 収 極 大 は360nmに な る。 しか し、 これ を酸 性 条 件

に お き、 シ ッ フ塩 基 結 合 部 位 を プ ロ トン化 させ る と、 吸 収 極 大 は約440nmに 移 動

す る 。好 塩 菌 の レチ ナ ー ル蛋 白質 や動 物 の ロ ドプ シ ンは 、 これ よ りも長 波 長 側 に吸

収 極 大 を持 つ が 、 そ れ は レチ ナ ー ル の共役 二 重 結 合 系 と蛋 白質 部分 の 相 互作 用 に よ

る。 この 、 蛋 白 質 部 分 に よ っ て どれ だ け長 波 長 に吸 収 極 大 が移 動 して い るか は、発

色 団 と蛋 白質 の 相 互作 用 の状 態 を議 論 す る 上 で重 要 なパ ラ メ ー タ とな る。 そ こで 、

そ れ ぞ れ の光 受 容 蛋 白質 の吸 収 極 大 が 、 そ の発 色 団 で あ る レチ ナ ー ル の プ ロ トン化

シ ッ フ塩 基 の吸 収 極 大 か ら、 どれ だ け 長 波 長 に移 動 して い る か を、 エ ネ ル ギ ー 、 す

な わ ち 波 数(cm-1)で 表 した値 をopsinshiftと 呼 び、広 く用 い られ て い る。

pR、ppRの 吸 収 極 大 は、bR等 と比 べ て短 波 長 側 に あ り、opsinshift、 す な わち

発 色 団/蛋 白 質 問 の 相 互作 用 の状 態 が 、bR等 とは か な り異 な っ て い る こ とを意 味

す る 。 さ らに そ の吸 収 ス ペ ク トル に は振 動 構 造 が現 れ 、 特 殊 な相 互 作 用 が 存 在 す る

こ と を示 唆 して い る。本 論 文 で は、 以 上 の知 見 をふ ま え て 、pR、ppRの 特 異 性 に

っ い て 議 論 す る 。

1-2-4pRとppRの 研 究経 過

以 上 に述 べ た こ とは、本 稿 の執筆 段 階 で の知 見 で あ る 。 本研 究 を始 め た時 には 、

pRが 発 見 され て か らま だ 日が 浅 く、 多 くの こ とは 明 らか に され て い なか っ た。

pRが 発 見 され る前 は、好 塩 菌 の負 の光 走 性 に 関与 す る光 受 容 蛋 白 質 は、sRの 光

反 応 中 間体 で あ るS373し か知 られ て い な か っ た。 しか し・ 菌 体 の 光 走 性 を調 べ て み

る と、 青緑 色 光 に対 す る負 の光 走 性 が観 測 され る の で 、S373の 他 に も負 の光 走 性 に

関与 す る光 受 容 蛋 白 質 の存 在 が 示 唆 され て い た。pRの 存 在 を実 際 に確 認 した のは 、

北 海 道 大 学 薬 学 部 の グル ー プ で 、pRの み に 由 来 す る光 走 性 を示 す 突然 変 異 株 を単

離 した こ と に よる。 北 海 道 大 学 の グ ル ー プ で は 、 青 色 光 に対 す る忌 避 反応(phobic

reaction)の 受 容 蛋 白質 で あ る こ とか ら、phoborhodopsin(pR)と 呼 ぶ こ と を提 唱

した(TomiokaetaL,1986)。 ほぼ 同 じこ ろ、 米 国 の グ ル ー プ で もpRを 同定 した が 、

こち らで はsensoryrhodopsinII(sR工Dと 命 名 し・sRをsRIと 呼 ぶ こ と をi提唱 し

た(Wolffeta1.,1986)。 この混 乱 は現 在 も続 い て お り・ 同 じ蛋 白質 で あ りな が ら・

日本 の グ ル ー プ はpRと 呼 び 、 欧米 の グ ル ー プ はsRHと 呼 ん で い る の で ・欧 文雑 誌

を読 む と きに は 注 意 が 必 要 で あ る。

話 を も と に戻 す と、pRが 発 見 さ れ た と同 時 に、 そ の膜 断 片 を用 い た ミ リ秒 領 域

の 閃光 分 解 も行 わ れ 、350nmに 吸 収 極 大 を持 ち ・寿 命 が100ミ リ秒 で あ る 中 間体
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(P350)と ・530nmに 吸 収 極 大 を持 ち ・寿 命 が300ミ リ秒 で あ る中 間体(P530)

が観 測 され た 。 また 、 当初 か ら、 背 景 光 の 波 長 に対 す る 光 走 性 の作 用 スペ ク トル に

は460nm付 近 に シ ョル ダ ーが み られ た が 、 レチ ナ ー ル蛋 白質 の 吸 収 ス ペ ク トル は

釣 鐘 型 で あ る とい う の が常 識 で あ った し、 実 験 的 に もpRの 絶対 吸 収 ス ペ ク トルが

求 め られ て い な か っ た た め に 、 一般 に はpR自 身 の ス ペ ク トル が 振 動 構 造 を もつ と

は思 わ れ て い な か っ た 。 実 際 、pRの 吸 収 ス ペ ク トル が 、 釣 鐘 型 で あ る と報 告 され

た事 例 もあ る。 本 研 究 が 始 ま った の は こ の頃 で あ る。

申請 者 はバ ク テ リア の光 走 性 に関与 す る 光 受 容 蛋 白質 に興 味 を もち 、 そ れ らに は

イ オ ン ポ ン プ と して働 く光 受 容 蛋 白質 に は な い 、独 特 の 光 反応 サ イ ク ル を もつ の で

は な い か と考 え た 。幸 い北 海 道 大 学薬 学 部 の グ ル ー プ か ら、Halobacteriumhalobium

のpR試 料 の提 供 を受 け る こ とがで きる こ とが わ か り、研 究 を始 め る こ とが で きた。

初 期 の段 階 で は 、pRの 精 製 が で きて い な か っ た た め、 試 料 は細 胞 破 砕 液 そ の ま ま

で あ り、 当 然 試 料 の 濁 度 が 高 く、 チ トク ロム が 含 まれ、 しか もpR含 量 は試 料 の吸

光 度 の100分 の1程 度 で あ った、 この よ うな試 料 で は、 ミ リ秒 以 下 の 閃光 分 解 は難

しく、低 温 ス ペ ク トル法 が その光 反応 初 期過 程 の解 析 には最 も適 した手 法 で あ った 。

そ こで 、 この方 法 を用 い て、pRの 光 反応 過 程 に関 す る研 究 を開始 した。

低 温 ス ペ ク トル法 に よ ってpRの 光 反応 サ イ ク ル の解析 を終 え たが 、 さ らに こ の

研 究 を進 め る た め に は 、 純 度 の 高 い試 料 が 必 要 に な っ た。 一 方 北 海 道 大 学 で は、

pR様 蛋 白質 の精 製 法 に 関 す る研 究 を進 め て い て 、好 塩 好 ア ル カ リ菌 の もつpR様 蛋

白質ppRの 精 製 法 を確 立 し、 この試 料 を使 う こ とが 可 能 に な っ た。 と ころ で 、 名

前 の混 乱 はppRに なって も引 き継 が れ、日本 の グループで はphraonisphoborhodopsin、

略 してppRと 呼 んで い るが 、 欧米 で はpharaonisのsensoryrhodopsinlIで あ る とい う

こ とで 、psRllと1呼 ん で い る の で 、 これ につ い て も注 意 が 必 要 で あ る。 そ れ は と も

か く、 こ のppRの 精 製 試 料 を用 い て 、 ナ ノ秒 レーザ ー に よ る閃 光分 解 、発 色 団抽 出

実 験 な ど、 低 温 ス ペ ク トル法 の他 に も、 さ らに詳 細 な研 究 が 可 能 とな っ た。

以 上 の経 緯 に よ り、 本研 究 は 、北 海 道 大 学 薬 学 部 薬 品 物 理 学 講 座 の小 畠 陽 之助 教

授(故 人)、 加 茂 直樹 教授 、 高 橋 哲 郎 博 士(現 サ ン トリー生 物 有 機 化 学研 究 所)、

冨 岡寛 顕 博 士(現 理 化 学研 究 所)、 平 山順 一 博 士(現 米 国 シ ラ キ ュ ー ス大 学)、

藤 川 和 久 氏(現 ㈱ 中埜 酢 店 中央 研 究 所)と の共 同研 究 に よ り・ 試料 の提 供 を受 け

た。 また 、 以 下 の分 光 測 定 は京 都 大 学 理 学 部 生 物 物 理 学 教 室 にお い て・ 七 田芳 則 博

士 、 吉 澤 透 教 授(現 京 大 名 誉 教 授 電気 通 信 大 学)の も とで ・ 申請 者 が行 っ た も

の で あ る。
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第2章 ・低温スペ ク トル法によるpRの 光反応サイクルの解析

[2-1目 的]

pRは 高 度 好 塩 菌Halobacteriumhalobiumの 負 の光 走 性 に 関 与 す る光 受 容 蛋 白質 で

あ る。 す で に述 べ た よ う に、 高 度 好 塩 菌 は 環 境 光 の色(波 長)を 区 別 し、 そ れ に応

じた 反 応 を示 す 。 この よ うな 反 応 を トリガ ーす る蛋 白質 とは 、 どの よ うな もの か を

明 らか にす る た め 、 そ の光 反 応 過 程 の 解 析 か ら始 め る こ とに した 。pRは 精 製 が 困

難iで あ り、 試料 の純 度 が低 い た め 、低 温 ス ペ ク トル法 が 最 も適 した解 析 法 で あ る。

本研 究 で は 、pRの 光 反 応 過程 を低 温 ス ペ ク トル法 に よ っ て解 析 し、好 塩 菌 の光 受

容 蛋 白質 で あ るbRや 、網 膜 の光 受 容 蛋 白質 ロ ドプ シ ン と比 較 す る こ とに よ り、 そ

の特 徴 を明 らか に す る こ とを 試 み た。 この 章 に述 べ る成 果 は、 主 論 文1と して本 論

文 に添 付 して あ る(lmamotoetal.,1991)。

[2-2試 料 の 調 製 と測 定 法]

2-2-1pR膜 試 料 の調 製

実 験 に は、Halobacteriumhalobiumの 突 然 変 異 株 で、pR以 外 の レチ ナ ー ル 蛋 白質

を含 ま ず 、 レ チ ナ ー ル 等 の カ ロ チ ノ イ ドの 産 生 量 が 少 な い 、Flx3-bl

(Takahashietal.,1988)、 ま た はFIx株 か ら新 た に単 離 され たON1-bW株 を用 い

た 。

Flx3-blま た はONl-bWを 、 ペ プ トン培 地(Oesterhelt&Stoeckenius,1974)

の な か で 好 気 条 件 下 、39℃ で培 養 した。 対 数 増 殖 期 に あ る菌 体 を遠 心 分 離 に よ っ

て 集 め 、 凍 結 融 解 法 に よ って 破 砕 した。 得 られ た膜 断 片 を 、4MNaCl溶 液 中 に

懸 濁 した 。DNaseIを 加 え て室 温 で放 世 した後 、透 析 に よ っ てDNAを 除 去 し

た。 膜 断 片 を緩 衝 液(4MNaCl/20mMHEPES/pH7・0)に 懸 濁 し・

遠 心 と懸 濁 を繰 り返 して 、膜 断 片 を洗 浄 した。 得 られ たpR膜 試 料 は2分 割 し・ 以

下 のpRオ プ シ ン/グ リセ リ ン試 料 、 及 びpR/グ リセ リ ン試 料 の調 製 に用 い た 。

2-2-2pRオ プ シ ン/グ リセ リン試 料 の調 製

pR膜 試 料 に は、 発 色 団 で あ る レチ ナ ー ル を持 た な いpR分 子(pRオ プ シ ン)が

約80%含 まれ て い た(2-3-1参 照)。 残 りのpRを 完 全 にpRオ プ シ ンにす

る た め 、 終 濃度100mMの ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン(NH20H)を 加 え て光 照 射 し た。
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遠 心 と懸 濁 を繰 り返 し、 ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン を除去 した 。 遠 心 に よ っ て得 られ た ペ

レ ッ トと等 しい 体 積 の グ リセ リ ン を加 え、 テ フ ロ ンホ モ ジ ナ イザ ー で 懸 濁 し、 濁度

を低 下 させ 、pRオ プ シ ン/グ リセ リ ン試料 と して用 い た。

2-2--3pR/グ リセ リン試 料 の調 製

pR膜 試料 に全 トラ ンス型 レチ ナ ー ル を加 え、 室 温 で24時 間暗 保 し、pRオ プ シ

ン をpRに 再 生 さ せ た。 遠 心 と懸 濁 を繰 り返 して膜 断 片 を洗 浄 した後 、 遠 心 に よ っ

て ペ レ ッ トを得 た 、 ペ レ ッ トの体 積 の2倍 量 の グ リセ リ ンを加 え、 テ フ ロ ンホ モ ジ

ナ イザ ー で懸 濁 した 。 こ の試 料 は 、分 光 測 定 を行 うに は 濃 度 が 低 い の で(2-3-

1参 照)、 再 度100000×gで14時 間 遠 心 し、 遠 心 管 の底 近 くに集 ま っ た部 分

を回収 した、 回収 した試 料 は、 テ フ ロ ンホモ ジ ナ イザ ーで懸 濁 し、濁度 を低 下 させ 、

pR/グ リセ リ ン試 料 と して用 い た。

2-2-4低 温 ス ペ ク トル法

吸 収 ス ペ ク トル の 測定 は、 日立 製330型 、 また は 島津 製MPS-2000型 自

記 分 光 光 度 計 に 図2-!aの よ うな測 定 系 を組 み 込 ん で 行 な っ た、 分 光 光 度 計 は、

NEC-PC9801型 パ ー ソ ナ ル コ ン ピ ュー タ と接 続 し、 デ ー タの 保 存 解 析 を行 っ

た 。 分 光 光 度 計 の 試 料 室 に 、 ガ ラ ス 製 の ク ラ イ オ ス タ ッ ト(図2-lb)

(Yoshizawa&Shichida,1982)を セ ッ トし、 暗箱 で遮 光 した 。 ク ラ イ オ ス タ ッ ト内

に、 銅 ブ ロ ック か ら削 り出 した 試料 セ ル ホ ル ダー(図2-1c)を 取 り付 け 、 試料

を冷 却 で き る よ うに した 。 冷媒 に は液体 窒 素 を用 い た。

一ユ70℃ で の スペ ク トル測定 で は 、 試 料 の 凍結 に よる ク ラ ック の た め に測 定 光 が

散 乱 され、 正 確 な測 定 が で き な い の で、 散 乱 を打 ち 消 す た め に、 試料 セ ル の光 電子

増 倍 管 側 は オパ ー ル ガ ラス(乳 白色 の ガ ラ ス板)と し、 対 照 光 側 に も 同 じオパ ー ル

ガ ラス を置 い た 。-80℃ 以 上 の 測 定 で 、 オ パー ル ガ ラ ス を 用 い な い と き には 、対

照 光 側 に も同 じサ ンプ ル セ ル をお き、 試料 を充 填 して 、 測 定 光 と対 照 光 の光 強 度 を

揃 え た 。

分 光 光 度 計 の 外 板 、 及 び光 電 子 増 倍 管 の 前 に シ ャ ッタ ー を世 き・ 電 動 ミラー を用

い る こ とに よ り、分 光 光 度 計 の試 料 室 に試 料 をセ ッ トし た ま まで 試料 を照 射 で きる

よ うに した。 照 射 光 源 と して1000Wの ス ライ ドプ ロジ ェ ク タ(Sanko)を 用 い た・

ま た、 プ ロ ジ ェ ク タ と試料 の 問 に5cmの 水 層 を置 き・ プ ロジ ェ ク タか ら出 る赤外 線

を カ ッ トした 。 照 射 波 長 は各 種 光 学 フ ィル タ を用 い て選択 した(図2-!a)。
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(a)

ζ;[〔]← 水層
ッ イ

タ オ

1ス

'ノ

図2-1:低 温 スペ ク トル 法に用 い る実験装置。

(a)分 光光度 計内 のセ ッ トアップ。分 光光度 計のふ たを取 り除 き、 クライオス タッ トを立 てた。 そ

の部分 は塩 化 ビニル製 の暗箱 でお おって遮光 した。 照射 光源 には1000Wの スラ イ ドプロジ ェ クタ

を用 い、各種 光学 フィルタを組合 せ、波長 を選択 した。分 光光度計 の外板 に穴 をあけ、照射光 を導 い

た。 電磁 石 で可動 す る ミラー を置 き、照射 時には測定 光 と同軸 に照射 出来 るよ うに した。 照射 しない

時 の遮 光の ため、外板 の穴 には電磁 シャッターを置 いた。 また、照射 時 に光 電子増倍管 を保護 す るた

め、 こ こに もシャッター を置 いた。講 料セルの片側 をオパール グラス に した と きには、光 量 を揃 える

ため 、対 照光側 にもオパー ルグラスを置 いた。 オパール ガラス を入れ ていない時 には、対 照側 試料セ

ル に試料 を充填 した。 測定 データはパー ソナル コンピュー タに転送 し、保存 ・解析 を行 なった。
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第2章 低温 スペク トル法によるpRの 光反応サイクルの解析

〆('液 体窒素

(b)
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(b)ガ ラス製 クライオス タ ッ トの構造。本体 は二重構 造 になってお り、間 を真空 ポ ンプで真空 に保

つ ことに よ り断熱 した。冷媒 には液体 窒素 を川 い、滴 下量 を加減す る ことによって温度 を制御 した。

(c)試 料 セルホル ダーの構造。熱伝 導性が よ く、熱容 量の大 きい銅製 ブ ロックか ら削 り出 して製作

されてい る。 シリコ ンゴム製 のスペーサー と石英窓、 またはオ パール グラス を組合 せ、 その間に試料

を充填 した。 それ を銅 ブロ ックに入 れ、ね じどめ した・銅 ブ ロックに銅 コンス タンタ ン熱電対 を取

り付 け、温度 をモニ ター した。
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第2章'低 温スペク トル法によるpRの 光反応サイクルの解析

[2-3結 果]

2-3-1pR試 料 の 吸 収 スペ ク トル

用 い たpR試 料 の 吸 収 ス ペ ク トル を図2-2に 示 し た。pR膜 試 料 の ス ペ ク トル

(カ ー ブ1)は 、420nm付 近 に鋭 い ピ ー ク を示 した が 、 これ は試 料 中 に含 まれ る

チ トク ロム の吸収 で ある。 また、500～550nmに み られ る波 う っ たスペ ク トル は、

試料 に含 ま れ るバ ク テ リオ ル ベ リ ン(カ ロチ ノ イ ドの 一 種)に 由 来 す る。pRの 吸

収 極 大 は489nmに あ るが(2-3-2)、 試 料 の 吸 収 ス ペ ク トル に はpRの 存

在 を示 す 吸 収 が あ らわ れ て い な い 。 そ こ で 、 試 料 を0℃ に保 ち、>480nm以 上 の

光 で1分 間 照 射 した 後 の480nmの 吸 光 度 の 回復 に よ っ て 、 含 まれ るpRの 量 を見

積 った(挿 入 図)。pR膜 試 料 で は 、吸 光 度 の 回復 は0.001程 度 で あ るが(ト レー

スa)、 こ れ に全 トラ ンス型 レチ ナ ー ル を加 え 、 試 料 中 のpRオ プ シ ン を再 生 させ

た後 で は、0.006に 増 大 した(ト レー スb)。 この試 料 を グ リセ リ ンに懸濁 して、

超 遠 心(100000×g、14時 間)で 濃 縮 し た後 の 試 料 で は 、 吸 光 度 の 回復 は

0.O!5に 増 大 した(ト レ ースc)の と同時 に 、 試料 自体 の吸 光 度 が減 少 し、 バ ク

テ リオ ル ベ リ ン も除 去 で きた(カ ー ブ2)。 また 、 トレ ー スcのS/N比 は最 も高

く、低 温 ス ペ ク トル法 に よる 測 定 に用 い る こ とが で き た 。 しか し、 チ トク ロム に由

来 す る高 い吸 光 度 の た め、440nm以 下 の領 域 で は 、 正確 な ス ペ ク トル を測 定 す る

こ とが 出 来 な か った 。

2-3-2pRの 絶 対 吸 収 スペ ク トル

上 記 の よ うに 、 試 料 中 に多 量 の不 純 物 が 混 在 して い る た め 、 試料 の ス ペ ク トル を

測 定 して も 、pRの 絶 対 吸 収 ス ペ ク トル を求 め る こ とが で きな か っ た。 そ こで 、 以

下 の 方 法 に よ り決定 した。

まず 、pRオ プ シ ン/グ リセ リン試 料 に、 エ タ ノー ル に溶 解 した 全 トラ ン ス型 レ

チ ナ ー ル を加 え 、室 温 で30分 問暗 保 した後 の ス ペ ク トル を記 録 した。次 に、 別 の

pRオ プ シ ン/グ リセ リ ン試料 に、 等 量 の エ タノ ー ル の み を加 え た ス ペ ク トル を記

録 した。 これ らの二 つ の ス ペ ク トル の差 を計 算 す る と、再 生 したpRと 、pRオ プ シ

ン との差 ス ペ ク トル が 得 られ る。 こ の ス ペ ク トル の可 視 領 域 は、pRの ス ペ ク トル

と見 なす こ とが で きる(図2-3a)。 こ の ス ペ ク トル で は、 吸 収 極 大 は491nm

に位 置 し、460nm付 近 に振 動 構 造 に 由来 す る シ ョル ダー が 見 られ た。 しか し、 レ
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第2章 低温 スペ ク トル法に よるpRの 光 反応サ イ クル の解析
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図2-2:実 験 に用 い たpR試 料の吸収 スペ ク トル。

カー ブ1はON1-bW株 の膜断片 懸濁液の 吸収 スペ ク トル、 カ ーブ2は 低温 スペ ク トル法 に用 いた

pR/グ リセ リ ン試料 のス ペ ク トルで あ る。 それぞ れの試料 に含 まれ るpRの 量 は、試 料 を0℃ 、

>480nmの 光 で1分 間照射 し、そ の 後の480nmで の吸 光度 の回復 か ら見 積 った(挿 入 図a～

c)。ONl-bW株 の膜 断片 で はaの よ うになった(カ ー ブ ユに対 応)。 この 試料 に全 トラ ンス型 レ

チナー ルを加 え、試料 中のpRオ プシンを再生 させ る と、bの よ うに含量が約5倍 になった。超遠 心

による濃縮 で、cの よ うに さらに濃度 が増す と同時 に、濁度 が低下 した(カ ー ブ2に 対応)。cの

S/N比 が最 も高か った。
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第2章 ・低温 スペ ク トル 法に よるpRの 光 反応 サイ クルの解析
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図2-3pRの 絶 対 吸 収 ス ペ ク トル の 決 定 。

(a)pRオ プ シ ン/グ リ セ リ ン試 料 に 全 ト ラ ン ス 型 レチ ナ ー ル を 加 え る 前 後 の 差 ス ペ ク トル 。 吸 収

極 大 波 長 は49ユnmで あ っ た 。

(b)pR/グ リ セ リ ン試 料(カ ー ブ1)に ・0℃ で 終 濃 度 そ れ ぞ れ2mMのNa2S204と10mMの ヒ

ドロ キ シ ル ア ミ ン を 加 え て 、 チ トク ロ ム を 還 元 した と き の ス ペ ク トル 変 化 。 測 定 間 隔 は30分 で あ る

(カ ー ブ2～18)。

(c)(b)で 還 元 反 応 の 終 了 し た 試 料 を ベ ー ス ラ イ ン と して 記 録 した(カ ー ブ1)。 次 に ・501

nmの 光 で 順 に合 計5、 ユ0、 ユ5、30、60・120・240・480秒 照 射 し・pRを 光 退 色 さ せ た

時 の ス ペ ク トル 変 化 を 記 録 し た(カ ー ブ2～9)。

(挿入図)(・)で の吸鍍 変化 を・月蟹射時間に対 してプロ・ トした・眺1ま 吸収極燧 長肺 る

490nm、 黒 丸 はシ ョル ダーであ る460nmで の値 で ある。 いず れ もほぼ平行 な直線上 に乗 り・ ンヨ

ル ダ_が 混入成分 の ものでは な く、pR自 身 に由来す るこ とが確 認で きた。
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第2章 低温スペク トル法によるpRの 光反応サイクルの解析

チ ナ ー ル蛋 白質 の吸 収 ス ペ ク トル に こ の よ う な振 動 構 造 が 現 れ る こ と は特 異 的 で あ

る。 ま た、 試料 中 に は チ トク ロ ム等 の多 量 の不 純 物 が あ り、 これ が エ タ ノー ル等 に

よ って ス ペ ク トル変 化 を起 こ し、見 か け上 、 振 動 構 造 が 現 れ た可 能 性 もあ る 。 そ の

た め 、 こ の ス ペ ク トル は他 の 方 法 に よ っ て 、 さ ら に確 認 す る必 要 が あ る と考 え られ

た。 そ こで 、pR/グ リセ リ ン試 料 を ヒ ドロ キ シル ア ミ ン存 在 下 で光 退 色 させ た と

きの差 ス ペ ク トル を求 め た。

ヒ ドロ キ シ ル ァ ミ ンに は還 元 作 用 が あ る た め、 そ の存 在 下 で は試料 に多 量 に含 ま

れ る チ トク ロム の還 元 反応 に よる ス ペ ク トル変 化 が大 き く観 測 さ れ 、pRの 退 色 に

伴 うス ペ ク トル変 化 が 隠 れ て し ま う。 そ こで 、 終 濃 度10mMの ヒ ドロキ シル ア ミン

を試 料 に加 え る と同時 に、 チ トク ロ ムの 還元 に広 く用 い られ て い るハ イ ドロス ル フ ァ

イ トナ トリウ ム(Na2S,O,終 濃 度2mM)を 加 え た。 そ の後 試料 を、0℃ 、 暗 中

で8時 間 放 置 し、 チ トク ロ ム の 還 元 反 応 を完 了 させ た(図2-3b)。 そ の 後 、

501nmの 光 で 照 射 し、pRを 退 色 させ 、 そ の 前 後 の差 ス ペ ク トル を求 め た(図2

-3c)
。 求 め た差 ス ペ ク トルで は、 吸 収 極 大 は489nmで あ り、 再 生 か ら求 め た

値(図2-3a)と 誤 差 範 囲内 で 一 致 した。 また 、吸 収極 大 で あ る490nmと 、 シ ョ

ル ダー で あ る460nmの 吸 光 度 変 化 を照 射 時 間 に対 して片 対 数 プ ロ ッ トす る と、平

行 な2本 の直 線 にな っ た(図2-3、 挿 入 図)。 この こ とか ら、460nmの シ ョル

ダ ーがpR自 身 に由来 す る もの で あ り、pRが 二 成 分 の もの の混 合 物 で は な い こ とが

確 認 で きた 。

2-3-3pRの 光 反 応 初 期 過 程

続 い てpRの 光 反 応 過 程 の解 析 を行 っ た、 図2-4、5に は 、pRの 一!70℃ で

の光 反 応 過 程 を 示 して い る。 実験 で は、 ま ず 、試 料 の 吸 収 ス ペ ク トル をベ ー ス ラ イ

ン と して記 録 し、 そ の後 の ス ペ ク トル 変 化 は 、 も とのpRと の差 ス ペ ク トル の形 で

記録 した、 実 験 で得 られ た差 ス ペ ク トル は、 各 パ ネ ル の挿 入 図 に示 して い る。 また 、

試 料 中 のpR量 を見 積 り(2-3-6参 照)、 そ の ス ペ ク トル を足 し合 わせ た ス

ペ ク トル を メ イ ンパ ネ ル に示 して い る。 メ イ ンパ ネ ル の ス ペ ク トル は 、 不純 物 の ス

ペ ク トル を ベ ー ス ラ イ ン と し て 記録 した と き と 同 じ、 つ ま りpR自 身 の ス ペ ク トル

変化 と考 え て 差 し支 え な い 。

pR/グ リセ リ ン試 料 を ク ラ イ オ ス タ ッ ト内 の 試料 セ ル に セ ッ トし・-170℃ に

冷 却 した。 この 試料 に436nmの 光 を照 射 した とこ ろ・520nmを 極 大 とす る 吸 光

度 の増 大 と、490nm、450nmを 極 小 とす る 吸 光 度 の減 少 と観 測 され た(図2-
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第2章 低温 スペ ク トル法 によるpRの 光 反応 サイ クルの解析
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図2-4pRの 一170℃ で の 光 反 応 に よ るpRKの 生 成 。

以 下 の 実 験 で は 、 初 め に 試 料 の 吸 収 ス ペ ク トル を ベ ー ス ラ イ ン と し て 記 録 し、 照 射 後 の 差 ス ペ ク ト

ル を 測 定 し た 。 そ の 実 験 デ ー タ を 挿 入 図 に 示 して い る 。 ま た 、 そ の 差 ス ペ ク トル を 、 後 で 求 め るpR

の 絶 対 吸 収 ス ペ ク トル と 合 成 し て 、pRの ス ペ ク トル 変 化 の み を あ らわ し た も の を メ イ ンパ 不 ル に 不

し て い る 。 挿 入 図 と メ イ ン パ ネ ル で 、 カ ー ブ 番 号 は そ れ ぞ れ 対 応 し て い る 。

(a)挿 入 図:pR/グ リセ リ ン試 料 を 一170℃ に 冷 却 し、 そ の ス ペ ク トル を ペ ー ス ラ イ ン と し て 記

録 し た 。 次 に こ の 試 料 を436nmの 光 で1iK〔に 合 計5、10、20、40、80、160、320、640、

1280秒 照 射 し 、 照 射 前 と の 差 ス ペ ク トル を 測 定 した(カ ー ブ2～H)。 図 挿 入 図 の 差 ス ペ ク ト

ル を 、pRの ス ペ ク トル に足 し合 わ せ た ス ペ ク ト・レ・ 長 波 長 産 物(pR,)の 生 成 が 見 ら れ る ・

(b)挿 入 図(a)の カ ー ブ11の 試 料 を 一 一170℃ 、>590nmの 光 で 順 に合 計5、10、20、

40、80、160、320、640、1280、2560、5120・10240・20480秒 照 射 し(カ ー ブ

12～24)、 そ の 後 、>560nmの 光 で160秒 間 照 射 し た(カ ー ブ25)。 図 挿 入 図 の 差 ス ペ ク

トル を 、pRの ス ペ ク トル に足 し合 わせ た ス ペ ク トル ・pRKは 消 失 す る が・ べ 一 ス ラ イ ン に は戻 ら ず ・

他 の 産 物 が 生 成 し て い る こ と を 示 す 。

-23一



第2章 低温スペ ク トル法によるpRの 光反応サイクルの解析

4a・ 挿 入 図)。 極 小 が2つ 見 られ た の は ・ も とのpRの ス ペ ク トル が振 動 構 造 を

持 つ こ とに 由来 す る。 この変化 が吸 収 ス ペ ク トル の 長 波長 シ フ トに 由来 す る こ とは
、

メ イ ンパ ネ ル の ス ペ ク トル変 化 か ら明 か で あ る。 この ス ペ ク トル 変 化 は やが て飽 和

す るが(図2-4a・ カ ー ブ11)・ これ は、pRよ り も長 波 長 側 に吸 収 極 大 を もつ

中 間体 を主 に含 む・ 光 平 衡 混 合 物 が 生 成 した こ とを示 す 。 こ の 中 間体 は 、液 体 窒 素

温度 近 くで 生 成 す る 長 波 長 産 物 とい う点 で 、bRのK中 間 体 に対 応 す る こ と か ら、

ここで はpRKと 呼 ぶOI)。 この試 料 を、>580nmの 光 を照 射 す る と、 ス ペ ク トルは

短 波 長 側 に シ フ トし、 も とのpRの ス ペ ク トル(ベ ー ス ライ ン)に 近 づ い て い っ た

(図2-4b、 挿 入 図)。 しか し、 十 分 に 光 を照射 して 生 成 した産 物 の ス ペ ク トル

(カ ー ブ25)は ・ 完 全 に は ベ ース ラ イ ン に一 致 しな い こ とか ら、-170℃ にお け

る光 反 応 で は 、pR、pRK以 外 の産 物 が 生 成 す る こ とが わ か る。

次 に、pR、pRK以 外 の産 物 が どの よ うな も の か を 明 らか に す る た め 、pR/グ

リセ リ ン試 料 を、>480nmの 光 で照 射 した(図2-5a、 挿 入 図)。 今 度 は490

nmと450nmを 極 小 とす る吸 光 度 の減 少 と、470nmを 極 大 とす る わず か な吸 光

度 の 増 大 が 見 られ た。 メ イ ン パ ネル で 明 らか な よ う に 、 こ の ス ペ ク トル 変 化 は 、

pRか ら、 そ の ス ペ ク トル の形 は そ の ま ま に 、 約10nm短 波 長 シ フ ト した光 産 物 が

生 成 した こ とを 表 して い る。 こ の 中 間体 は 、 短波 長 側 に シ フ トして い る こ とか ら、

こ こで はpRHと 呼 ぶ(HHypso=短 波 長)。 この 試 料 を436nmの 光 で 照 射 す

る と、 ス ペ ク トル が 長 波 長 側 に シ フ ト し、pRを436nmで 照射 し た とき と同様 の

ス ペ ク トル が 得 ら れ た(図2-5b、 挿 入 図)。 こ の こ とか ら、 一ユ70℃ で は 、

pR、pRK、pRHの3つ が 互 い に光 平 衡 状 態 にあ る こ とが わ か った。

次 にpRKとpRHの 熱 反 応 を解 析 した(図2-6)。 まず 、pR/グ リセ リ ン試 料

を、-!70℃ で>480nmの 光 で照 射 し、pRHを 主 に含 む光 平 衡 混 合 物 を生 成 させ

た(図2-6a、 カー ブ2)。 こ の試料 の温 度 を10℃ ず つ 上 げ 、 そ の都 度 一ユ70

℃ に冷 却 して ス ペ ク トル を測 定 した(図2-6a、 挿 入 図)。 そ の結 果 、pRHは 温

度 の 上昇 に と も な い、 ベ ー ス ライ ン に近 づ い て い っ た。 この こ とは、 メ イ ンパ ネ ル

で 明 らか な よ う に、pRHは 熱 反 応 に よ ってpRに 戻 っ た事 を示 して い る。 完 全 に は

ベ ー ス ラ イ ンに 一致 しな いが 、 これ は 一!70℃ で生 成 した光 平 衡 混 合 物 に、少 量 の

㈱ 参考論文 ユ、3の 公表段階では、pRの 絶対吸収スペク トルが求め られていなかったので、pRの

ことを、その差吸収極大か らpR、soと呼んでいた。その後・絶対吸収極大 を489nmと 決定 したので・

主論文1で はpR、90と 呼んでいる。また・pRHは ・主論文1で は・その吸収極大か らP4soと 呼んで

いるので、pR,soと の混同に注 意されたい・pRK・pRM・pRoは それぞれ主論文・参考論 文中での

P520、P350、P530の ことである。
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図2-5pRの 一170℃ での光 反応に よるpRHの 生成 。

図2-4と 同 じ く、初め に試料 の吸収 スペ ク トルをベース ライ ンと して記録 し、照射後の差 スペク

トル を測定 した。 そ の実験デ ー タを挿入 図 に示 してい る。 また、 その差 スペ ク トル を、後 で求め る

pRの 絶対 吸収 スペ ク トル と合成 して、pRの スペ ク トル変 化 のみ をあ らわ したもの をメイ ンパ ネル

に示 してい る。挿入 図 とメイ ンパ ネルで、 カー プ番号 はそれぞれ対 応 してい る。.

(。)挿 入図pR/グ リセ リン試料 を 一170℃ に冷却 し・そのスペ ク ト・レをベース ラインと して記

録 した。 次 にこの試料 を436nmの 光で順 に合計5、10、20、40、80、160秒 照射 し、照射前

との差 スペ ク トルを測 定 した(カ ー ブ2～7)。 図 二挿入 図の差 スペ ク トル を、pRの スペ ク トルに

足 し合 わせ たス ペク トル。短波 長産物(pRH)の 生成が見 られ る。

(b)挿 入 図:(・)の カ ー ブ7の 試 料 を ・ 一 ユ70℃ ・436・mの 光 で 順 に 合 計5・10・20遜0・

80、160、320、640、1280秒 照 射 し、 も と のpRと の 差 ス ペ ク ト・剛111定 し た(lrフ8～

16).図:挿 入 図 の 差 ス ペ ク ト・レを 、 ・Rの ス ペ ク ト・レに足 し 合 わ せ た ス ペ ク トノレ・ 再 びpR・ の 生

成 が 見 ら れ 、pR、pRK、pRHの3成 分 が 光 平 衡 状 態 に あ る こ と が わ か る 。
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図2-6:pRK、pRHの 熱 反 応 の 解 析 。

(a)pRHの 熱 反 応 。 挿 入 図pR試 料 を 一170℃ に 冷 却 し、 そ の 吸 収 ス ペ ク トル を ベ ー ス ラ イ ン と

し て 記 録 した(カ ー ブ1)。 そ の 後 、>480nmの 光 で 秒 間 照 射 し、 主 にpRHを 含 む 光 平 衡 混 合 物

を 生 成 さ せ た(カ ー ブ2)。 続 い て 、 試 料 の 温 度 をII頃に 一160、-150、-140、-130℃ ま で 温

め 、 そ の 都 度 試 料 の 温 度 を 一170℃ ま で 冷 却 し て ス ペ ク トル を 測 定 した(カ ー ブ3～6)。 図:挿

入 図 の 差 ス ペ ク トル を 、pRの ス ペ ク トル に 足 し合 わ せ た ス ペ ク トル ・pRHは 熱 反 応 に よ っ て も との

pRに 戻 っ た 。

(b)pRKの 熱 反 応 。 挿 入 図:pR試 料 を 一170℃ に 冷 却 し・ そ の 吸 収 ス ペ ク トル を ベ ー ス ラ イ ン と

して 記 録 し た(カ ー ブ1)。 そ の 後 、436nmの 光 で1280秒 間 照 射 し ・ 主 にpRKを 含 む 光 平 衡 混 合

物 を 生 成 さ せ た(カ ー ブ2)。 続 い て 、 試 料 の 温 度 をII頃に 一160・-150・-140・-130・-120・

_110 、-90℃ ま で 温 め 、 そ の 都 度 試 料 の 温 度 を 一 ユ70℃ ま で 冷 却 し て ス ペ ク トル を 測 定 し た

(カ ー ブ3～9)。 図 挿 入 図 の 差 ス ペ ク トル を ・pRの ス ペ ク トル に 足 し 合 わ せ た ス ペ ク トル 。

pRKは 一90℃ 以 下 で は 安 定 で あ っ た 。
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pRKが 含 まれ て い た た めで あ る と考 え られ る。

一 方
、pRKの 熱 反 応 を 調 べ る た め 、 まず 、pR/グ リセ リン試 料 を 一170℃ で

436nmの 光 で照 射 し、pRKを 生 成 させ た(図2-6b、 カ ー ブ2)。 次 に試料 の

温 度 を徐 々 に上 げ 、 そ の都 度 一170℃ に冷 却 して ス ペ ク トル を測 定 した(図2-6

b、 挿 入 図)。 とこ ろが 、-90℃ まで で は有 為 な ス ペ ク トル変 化 は観 測 され な か っ

た(図2-6b)。 そ の こ とか ら、pRKは 少 な く と も 一90℃ 以 下 で は安 定 で あ る

こ とが わ か った 。

一般 に
、 一 旦 液体 窒 素 温 度 に冷 却 し た試料 を 、-lOO～-60℃ 付 近 ま で温 め る

と、 試 料 中 の水 分 子 が結 晶構 造 を とる た め試 料 が 白濁 す る(Microcrystals)。 そ の

た め 、 こ の実 験 で も、-90℃ 以 上 に温度 を上 げ た後 で の スペ ク トル変 化 を測 定 す る

こ とはで きな か っ た。

2-3-4pRK以 降 の 反 応

pRK以 降 の光 反応 過 程 を明 らか にす る た め 、-90℃ 以 上 の熱 反応 を観 測 す る必

要 が あ るが 、 上 記 の 方 法 で は ベ ー ス ラ イ ンの 乱 れが 大 き す ぎて、 正確 な スペ ク トル

を測 定 で きな か った 、 そ こ で 、-80～-30℃ の温 度 領 域 で 、 温度 を固 定 した ま ま

試 料 を照射 し、 そ の ス ペ ク トル変 化 か ら、 生 成 す る 中 間 体 の挙 動 を観 測 した。照 射

光 は い ず れ も436nmで あ る(図2-7)。

-80℃ で は(図2-7a) 、520nmを 極 大 とす る吸 光 度 の増 大 が観 測 され 、光

照 射 に よ っ て ス ペ ク トル の長 波 長 シ フ トが お こ る こ とが わ か った 。 こ の ス ペ ク トル

変 化 は 、-170℃ でpRを 光 照 射 し、pRKを 生 成 させ た時(図2-4a、 挿 入 図)

とほ とん ど同 じで あ っ た。 さ らに 、pRKが 一90℃ ま で 安 定 で あ った事 か ら考 え 合

わせ る と、-80℃ で生 成 し た 中 間体 は 、 一ユ70℃ で生 成 した もの と同 じ くpRKで

あ る と考 え ら れ る 。-70℃ で も同 様 の ス ペ ク トル 変 化 が 観 測 さ れ た(図2-7

b)。-60℃(図2-7c)、-50℃(図2-7d)で は、520nmの 吸 光度 の

増 加 量 がL-80℃ 、-70℃ よ りも少 な く、生 成 す るpRKの 量 が 少 な い事 をあ ら わ

して い る 。 これ は 、 一 旦 生 成 したpRKが 、-60℃ 以 上 で は不 安 定 で あ り・ 次 の 中

間体 に変 化 して し ま った た め で あ る と考 え られ る。-40℃ で は ・pRKの 生 成 は ほ

とん ど見 られ なか っ た(図2-7e)。 この時 の差 ス ペ ク トル のマ イナ ス側 の形 は・

極 小 が490nmに あ り、460nmに シ ョル ダー が見 られ る・ つ ま りpRの 絶 対 吸 収

ス ペ ク トル と同様 の形 を して い る。 そ の た め 、-40℃ で 生 成 した 中 間体 は ・ こ こで

測 定 した440nm以 上 の波 長 領 域 で は・ 吸 収 を もた な い と考 え られ る。 室 温 で はす
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図2-7-80℃ ～-30℃ の 温 度 領 域 で のpRの 光 反 応 。.

叡 の パネル で、照射温度 以外 の実 験条件 は全 て同 じであ る・ まず・ 各温度 で ・R/グ リ貿 ン試

料 のスペ ク ト・レをベ ース ライ ・と して記録 した(カ ー ブ1)・ 続 ・・て言酬 を436・mの 光 で合 計三・

10、20、40、80、160、320、640秒 　}1鮒 し た(カ ー ブ2-9)・ 各 パ ネ ル で の 照 射 ・腋

は 以 下 の 通 りで あ る 。(、)-80℃.(b)-70℃ ・(・)-60℃ ・(d)-50℃ ・(・)-40

。C
。(f)-30.C。
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で に、350nmに 吸 収 極 大 を もち 、440nm以 上 の波 長 領 域 に吸 収 を も た な い中 間

体pRM(P350)の 生 成 が 観 測 され て い る(TomiokaetaL
,1986)。 そ の た め 、

-40℃ で の ス ペ ク トル 変 化 は
・pRか らpRMへ の変 化 に 由 来 す る と考 え られ る 。

-30℃ で は
、 再 び長 波 長 シ フ トした 中 間体 の 生成 が観 測 され た(図2-7f) 。 こ

の 中 間体 は 、室 温 で観 測 され て い る、 吸 収 極 大 を530nmに もつpRo(P
530)で あ

る と考 え られ る(TomiokaetaL,1986)。

以 上 の 測 定 で は 、光 照射 時 に お け る 中 間 体 の生 成 を観 測 した が 、pRM、pRoの 崩

壊 過 程 を観 測 す る こ とはで き なか っ た。 通 常 の ス ペ ク トル の測 定 に は 数 分 を要 す る

の で、pRMやpRoの 崩 壊 を観 測 し よ う とす る と、反 応 が完 結 す る まで に数 時 間 を要

す る よ う な温度 に設 定 しなけ れ ば 、 正確 な ス ペ ク トル変 化 は測定 で き な い。 と ころ

が 、 今 回 の よ う に濁 度 の高 い 試 料 で は 、数 時 間 たつ とベ ー ス ライ ンの 乱 れが 無 視 で

きな か っ た 。 そ こ で 、分 光 光 度 計 の 測定 波 長 を固定 して 吸 光 度 変 化 を 測定 した。 こ

の よ う な測 定 で は、 照 射 後 数 秒 か らデ ー タ を得 られ るの で、 よ り速 い 反 応 に対 応 で

き、 ベ ース ライ ンが 乱 れ る前 に反 応 が 完 結 す る よ うな温 度 に設 定 で き た。 本 実験 で

は、 試 料 の温 度 を 一10℃ に設 定 し、!0分 程 度 で反 応 が完 結 す る よ うに した。

まず 、 試 料 を一10℃ に冷 却 し、>480nmの 光 で!分 間 照射 し、 そ の後 の吸 光 度

変 化 を610nm～440nmま で の 、10nmお きの各 波 長 で 測定 した、 そ して、 測 定

した吸 光 度 変 化 の、 一 定 時 間 後 の値 を波 長 に対 して プ ロ ッ トし、 ス ペ ク トル の時 間

変 化 を表 した(図2-8)。 そ の結 果 、照 射 直 後 ～2分 以 内 で は 、480nmを 中心

と した吸 光 度 の 回復 が 見 られ た(図2-8a)。 ま た、2～8分 の時 間 で は 、510

nmに 等 吸 収 点 を もち 、530nmの 産 物 か ら、480nmの 産 物 へ の変 化 過 程 が観 測

され た(図2-8b)。 これ らの変化 過程 を特 徴 づ け る 、典 型 的 な波 長 で の吸 光 度

変 化 を 図2-8cに 示 した 。530nmで は、 一 度 吸 光 度 が 増 加 し、 そ の後 減 少 して

い る。480nmの 吸 光 度 の 回 復 は、2成 分 反 応 で近似 さ れ る。 また 、2～8分 後 の

反 応 の 等 吸 収 点 に あ た る510nmの 吸 光 度 変 化 は、 一 次 反応 で近 似 で きた 。 これ ら

の こ とか ら、-!0℃ で試料 を照 射 す る と、照 射 直後 ～!0分 間 に は、2つ の反 応 が

含 ま れ て い る こ とが わ か っ た。 吸 光 度 変 化 の 起 こ る波 長 領域 か ら、 一 つ の反 応 は

pRMか らpRoへ の反 応 で 、 も う一 つ はpRoか ら・ も とのpRへ の 反応 で あ る と考 え

られ る。0～2分 で は 、 この 両 者 が複 合 し た反応 が観 測 され て い る。 ま た、2～8

分 で は、pRMか らpRoへ の反 応 は 完結 して お り・pRoか らpRへ の 反応 のみ が 観 測

され て い る 。 非 線 形 最 小 自乗 法 に よ り、-10℃ で のpRMとpRoの 崩 壊 の時 定 数 を

求 め た とこ ろ、 そ れ ぞ れ50秒 と160秒 で あ っ た。 室 温 で の 時定 数 は ・ そ れ ぞ れ
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図2-8:pRMの 熱 反 応 過 程 。

試 料 を 一10℃ に 冷 却 し、>480nmの 光 で1分 間 照 射 した 。 そ の 後 、 分 光 光 度 計 の 波 長 を 固 定 し 、

照 射 後 の 吸 光 度 の 変 化 を 記 録 し た 。 測 定 は 、610～440nmの 問 で 、10nmお き に行 っ た 。 そ の 後 、

以 下 の 時 間 で の 差 吸 光 度 を 、 波 長 に 対 し て プ ロ ッ ト し 、 差 ス ペ ク トル を あ ら わ し た 。

(a)照 射 後 、10秒 、20秒 、40秒 、1分 、2分 後 の 差 ス ペ ク トル(カ ー ブ1～6)。 主 にpRM

か らpRoを 経 てpRに 戻 る 過 程 が 観 測 さ れ た 。 、

(b)照 射 後2分 、4分 、6分 、8分 後 の 差 ス ペ ク トル(カ ー ブ6～9)。 王 にpRoか らpRへ の 変

化 過 程 が 観 測 さ れ た 。

(c)480nm、510nm、530nmに お け る 典 型 的 な 吸 光 度 変 化 の ト レ ー ス 。
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100ミ リ秒 と300ミ リ秒 と報 告 さ れ て い る(Tomiokaeta1.,1986)。

こ れ ら の 知 見 か ら 、pRの 低 温 に お け る光 反 応 サ イ ク ル は 以 下 の よ う に書 くこ と

が で き る 。 比 較 の た め 、 低 温 ス ペ ク ト ル 法 に よ り明 か に さ れ て い る 、bRの 光 反 応

サ イ ク ル も 併 記 す る 。 ま た 、 そ れ ぞ れ の(差)吸 収 極 大 を 括 弧 内 に 示 す(Iwasaet

a1.,1980;Drachevetal.,1987;LozieretaL,1975)。

んツ
pR→pRK→?→pRM-?→pRo→pR

(489㎜)(520㎜)(350㎜)(530㎜)(489㎜)

ん　
bR→bRK-bRL→bRM→bRN→bRo→bR

(583㎜)(626nm)(543㎜)(4!8㎜)(570㎜)(640㎜ 〉(583㎜)

bRで は光 吸 収 後 、 長 波 長 側 に吸 収 極 大 が 移 動 したbRKが 生 成 す る。 これ に対 応

す る 中 間体 は、 ロ ドプ シ ン等 の網 膜 の光 受 容 蛋 白質 で も バ ソ 中 間体 と して共 通 に見

い だ され て い る初 期 中 間体 で あ る 。 そ の 後 、bRで は 、bRよ りもや や 短 波 長 シ フ ト

したbRLが 生成 し、 続 い て シ ッ フ塩 基結 合 部 位 が脱 プ ロ トン化 し、 大 き く短 波 長側

に シ フ トしたbRMが 生 成 す る。 これ らは 、 ロ ドプ シ ンで は 、 そ れ ぞ れ ル ミ中 間体 、

メ タH中 間体 に対 応 す る 。 とこ ろがpRで は、 長 波 長 側 に シ フ トしたpRKの 後 に観

測 され た 中 間 体 は、 大 き く短 波 長 シ フ トしたpRMで あ っ た。 つ ま り、pRの 光 反応

過 程 で は、bRや ロ ドプ シ ン にお い て見 い だ され たL(ル ミ)中 間体 が観 測 で きな

か った 、bRで はbRMの 後 に は、bRと ほ とん ど同 じ吸 収極 大 を もつbR,が 生 成 し、

長 波 長 シ フ トしたbRoを へ て も とのbRに 戻 る 。pRで はpRMの 後 に はpROの み が

観測 され た。 つ ま り、pRとbRの 光 反応 サ イ クル を比 較 す る と、pRで はL中 間体 、

N中 間体 が 欠 け て い る とい う こ とで あ る。 この 内 、pRNに つ い て は、pRMか らpRo

をへ てpRに 至 る過 程 は、 二 成 分 系 の 反応 のみ で近 似 され た こ と か ら、 今 回 の測 定

条 件(一 ユ0℃ 、pH7)で はpRNは 生 成 しな い とい え る。bRの 場 合 で も、bRNの

生 成 は、 ア ル カ リ条 件 で よ り顕 著 で あ る こ とか ら・ こ の 結 果 と符 号 し て い る・ しか

し、L(ル ミ)中 間 体 は、bRや ロ ドプ シ ンな ど多 くの レ チ ナ ー ル 蛋 白質 で 見 い だ

され て お り、 重 要 な 中 間 体 の 一 つ で あ る。 そ の た め・pRにpRLが 存在 す る か ど う

か は 、pRの 性 質 を決 定 す る上 で 重 要 で あ る。 次 節 で は、pRし が 存 在 す る か ど うか

を詳 し く検 討 した 。
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2-3-5L中 間 体 の検 索

図2-7に 示 した 実験 で は・-80℃ と 一70℃ の光 照 射 で は、pRとpRKの 差 ス

ペ ク トル が 得 られ ・ そ れ らが 一 致 す る こ と か ら、pRKは 一70℃ まで は安 定 に 生 成

す る と考 え られ る。 一 方 、-40℃ の光 照 射 で は、440nm以 上 の吸 光 度 の増 加 が 無

視 で きる こ とか ら・pRMの み が 生 成 す る と考 え られ る。 つ ま り、 も しpRLが 存 在 す

る の で あれ ば 、 そ れ は 一70℃ と一40℃ との 中 間 の 温度 領 域 、例 え ば 一60℃ で生 成

して い る は ず で あ る。 そ こで 、 以 下 の方 法 に よ り、pRLが 存 在 す るか ど うか を検 討

した 。

まず 、-60℃ で試 料 を照射 した前 後 の差 ス ペ ク トル で は、 少 量 の 長 波 長 産 物 が 生

成 す るが(図2-7c)、 これ がpRKの み に 由来 す る のか ど うか をス ペ ク トル の 形

状 か ら検 討 した(図2-9)。 始 め に、pR試 料 を 一80℃ に冷 却 し、436nmの 光

で640秒 照 射 し、pRKを 主 に含 む光 平 衡 混 合 物 を生 成 さ せ た(図2-9a、 カ ー

ブ1)。 この 試 料 に>540nrnの 光 を照 射 す る と、pRKか らpRへ の反 応 が お こる

の で 、 そ の前 後 の差 ス ペ ク トル を計 算 す る こ とに よ り、pRKとpRの 差 ス ペ ク トル

が 得 られ た(図2-9b、 カ ー ブ1')。 次 に、 同様 の方 法 に よ り、-80℃ で の光

照 射 に よっ てpRKを 生成 させ た 後 、-60℃ で30分 暗 保 し、 再 び 一80℃ で スペ ク

トル を記録 す る と、pRKの 崩 壊 が起 こ っ て い る 事 が わ か っ た(図2-9a、 カ ー ブ

2)。 こ の時 、 図 に示 した よ う に、450nm以 上 で は、 全 体 的 に吸 光 度 が減 少 して

い る の で 、450nm以 上 に吸 収 を持 た な い 中 間体 、 す な わ ちpRMが 生 成 して い る と

考 え られ る。pRLはpRMの 前 に生 成 す る中 間体 で あ り、pRMよ りも長 波 長 側 に吸 収

極 大 を持 っ て い る と期 待 され る。 また 、 図2-9aの カ ー ブ2に は、520nmを 極

大 とす る長 波 長 成 分 が 残 存 して い る の で 、 こ の長 波 長 成 分 に はpRLが 含 まれ て い る

可 能 性 が あ る。 そ こで 、長 波 長 成 分 を一80℃ で 、>540nmの 光 で 照 射 し、 そ の 前

後 の差 ス ペ ク トル を計 算 した(図2-9b、 カ ー ブ2')。 この 差 ス ペ ク トル を・

-80℃ で得 られ たpRとpRKの 差 ス ペ ク トル と比 較 した(図2-9c)。 そ の結 果 ・

両 者 は非 常 に よ く一 致 した の で、 長 波 長成 分 はpRKの み で あ り、 少 な く と も この 長

波 長 成 分 に はpRLは 含 まれ て い な い こ とが 明 らか に な った。

次 に、 コ ン ピュ ー タ シ ミュ レー シ ョン に よ り・-60℃ の差 スペ ク トル にpRし

の 寄 与 が 含 まれ て い な いか ど うか を検 討 した(図2-10)。pRを436nmの 光 で

照 射 す る 前 後 の 差 ス ペ ク トル を 、-80、-60・-40℃ の3つ の温 度 で 測 定 した

(図2-7a、c、e)。 上 記 の よ うに、-80℃ で は・pRとpRKの 差 ス ペ ク トル ・

-40℃ で はpRとpRMの 差 スペ ク トルが 得 られ る。 一 方 ・-60℃ で は・ そ の ス ペ
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図2-9:長 波 長 産 物 の ス ペ ク トル 解 析 に よ るL中 間 体 の 検 索 。

ま ず 、pRグ リ セ リ ン試 料 を 一80℃ に 冷 却 し、 そ の ス ペ ク トル を ベ ー ス ラ イ ン と して 記 録 した 。

そ の 後 、 試 料 を436nmの 光 で640秒 間 照 射 し た(パ ネ ルa、 カ ー プ1)。 続 い て 試 料 を>540nm

の 光 で80秒 間 照 射 し、 そ の 照 射 前 後 の 差 ス ペ ク トル を 測 定 した(パ ネ ルb、 カ ー ブ1')。 次 に 別

の 試 料 を 、 パ ネ ルaの カ ー ブ1と 同 様 に 一80℃ で 照 射 し て 後pRKを 生 成 さ せ た 後 ・-60℃ で30分

間 暗 保 し、 再 び 一80℃ に 冷 却 し て ス ペ ク トル を 測 定 し た(パ ネ ルa、 カ ー ブ2)。 続 い て こ の 試 料

を>540nmに 光 で80秒 間 照 射 し 、 そ の 前 後 の 差 ス ペ ク トル を 測 定 し た(パ ネ ルb、 ヵ 一 ブ

2,)。 カ ー ブ1'と2'の そ れ ぞ れ の 極 大 で ノ ー マ ラ イ ズ し て 比 較 す る と ほ ぼ 一 致 す る こ とか ら

(パ ネ ルc)、-80℃ 、-60℃ の 産 物 は 、 い ず れ もpRKで あ る と言 え る。
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図2-10ニ コ ン ピ ュ ー タ シ ミ ュ レ ー シ ョ ン に よ るL中 間 体 の 検 索 。

-60℃ で の 照 射 前 後 の 差 ス ペ ク トル に 、pRLの 寄 与 が あ る か ど う か を検 討 し た 。

(a)pRグ リセ リ ン 試 料 を 一80℃ 、-60℃ 、-40℃ の 各 温 度 で 、436nmの 光 を320秒 間 照 射

し、 照 射 前 後 の 差 ス ペ ク トル を測 定 し た(そ れ ぞ れ カ ー ブ1、2、3)。 こ れ ら は 図2-7の パ ネ ル

a、c、eの カ ー ブ8と 同 一 で あ る 。

(b)44%の カ ー ブ1と40%の カ ー ブ3の 和 は 、 カ ー ブ2と 一 致 す る 。 そ の た め 、-60℃ の ス ペ

ク トル に は 、pRLの 寄 与 は な い と結 論 で き た 。
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ク トル の 形 状 は 、pRとpRMの 差 ス ペ ク トル と は一 致 しな い の で 、 も しpRLが 存 在

す る な らば 、 そ の 中 に含 まれる はず で あ る。 そ こで 、 コ ン ピ ュー タ シ ミュ レー シ ョ

ン に よ っ て 、-60℃ の差 スペ ク トル を、-80℃ と一40℃ の差 ス ペ ク トル の和 で再

現 させ る こ と を試 み た 。-80℃ と 一40℃ の差 ス ペ ク トル の和 に は、pR、pRK、

pRMの3成 分 しか含 まれ な い た め ・ そ の和 で再 現 され れ ば 、pRLの ス ペ ク トル の寄

与 は含 まれ な い と言 え る。 実 際 に44%の カ ー ブ ユ と40%の カ ー ブ3を 足 し合 わせ

たス ペ ク トル 曲 は、-60℃ の差 ス ペ ク トル に よ く一致 した の で(図2一 ユOb)、

pRLの 生 成 は み とめ られ な い と結 論 した。

2-3-6pRと 中 間 体 の絶 対 吸 収 スペ ク トル

本 実 験 で は 、pRHとpRKと い う二 つ の光 産 物 が 新 た に見 い だ され た 。 これ らの産

物 の性 質 を よ り明 らか にす る た め に は、 そ れ らの絶 対 吸 収 ス ペ ク トル を求 め る必 要

が あ る。 と こ ろが 、 実 験 的 には も とのpRと の差 ス ペ ク トル のみ が 求 め られ る の で、

そ れ ら の絶 対 吸 収 ス ペ ク トル は、 実験 で 得 られ た差 ス ペ ク トル とpRの ス ペ ク トル

か ら計 算 で 求 め な け れ ば な らな い。2-3-2で は 、pRの20℃ あ る い は0℃ の

吸 収 ス ペ ク トル を求 め た、 しか し、 一般 に レチ ナ ー ル蛋 白質 を低 温 に冷 却 す る と、

ス ペ ク トル の半 値 幅 が狭 くな る の と同 時 に 、 吸 収 極 大 が や や長 波 長 側 に移 動 す る。

言 う まで もな く、本 実 験 で は光 産 物 とpRと の差 スペ ク トル を低 温 で記 録 した の で 、

常 温 で の 吸 収 ス ペ ク トル をそ の ま ま計 算 に用 い る こ とは で き な い。 そ こで まず始 め

に、 低 温 で のpRの 吸 収 ス ペ ク トル を求 め た 。

前 述 の よ う に、-40℃ でpR試 料 を照射 す る と、pRとpRMの 差 スペ ク トルが 得

られ る 。pRMの 吸 収 極 大 は350nmに あ り、bRMの 例 を考 え る と、pRMは 今 回 の測

定 領 域 で あ る440nm以 上 の波 長 領 域 の光 を吸 収 しな い と考 え て差 し支 え な い。 つ

ま り、-80℃ で のpRの ス ペ ク トル を得 よ う とす れ ば 、-80℃ で のpRとpRMの

差 スペ ク トル を測 定 す れ ば よい。 しか し、-80℃ で試 料 を照 射 す る と、pRKが 安

定 に生 成 す る の で(図2-7a参 照)、-80℃ で のpRMとpRの 差 ス ペ ク トル を得

る た め に 、 以 下 の操 作 を行 っ た。

まず 、-80℃ で試 料 の吸 収 スペ ク トル を測 定 し、 ベ ー ス ラ イ ン と した 。次 に、 試

㈹44%の カーブ1と40%の カーブ3を 足 し合わせたスペクトルで一60℃ の差スペク トルが再現さ

れた。その和 が100%に ならないのは、pRか ら中問体(こ の場合はpRK・ あるいはpRM)へ の変

化量が温度 によって異なるか らである。すなわちpRKは ・pRと の間に光平衡が成立するので・pRK

が存在する条件ではpRが100%中 間体 に変化することはない。
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料 の 温 度 を 一40℃ に上 げ、436nmの 光 でス ペ ク トルが変 化 しな くな る まで 照射 し、

pRをpRMに 変 化 させ た。 次 に試料 の温 度 を再 び 一80℃ に下 げ、 試 料 の ス ペ ク トル

を測 定 した。 この ス ペ ク トル で は 、照 射 前 の 一80℃ の試 料 が ベ ー ス ラ イ ンに な って

い る の で 、-80℃ で のpRとpRMの 差 ス ペ ク トル と見 な す こ とが で きる 。 こ のス ペ

ク トル の440nm以 上 の領 域 を、-80℃ で のpRの 絶 対 吸 収 ス ペ ク トル と した(図

2-11b)。

-170℃ で のpRの 吸 収 スペ ク トル を求 め る に は
、 上 記 の 方 法 は用 い る こ とが で

きな か っ た。 す な わ ち 、-170℃ に冷 却 す る と試 料 の凍 結 の た め に ク ラ ッ クが入 る

が 、 この 試 料 を一 旦 一40℃ に温 め る と試 料 が融 解 す る。 試 料 を再 び 一ユ70℃ に冷

却 して も、 も と の ク ラ ック の 状 態 を再 現 す る こ とはで き な い の で 、 ベ ー ス ラ ィ ン を

再 現 で き な い とい う こ とで あ る。 そ こで 、以 下 の方 法 で求 め た 、 まず 、-80℃ で照

射 す る と、pRとpRKの 差 スペ ク トルが 得 られ る(図2-7a)。 また 、-170℃

で 照 射 し た 時 に もpRとpRKの 差 ス ペ ク トル が 得 られ る が(図2-4a、 挿 入

図)、-170℃ で はpRHも 同時 に 生 成 して い る可 能性 が あ る。 しか し、pRKを 主

に含 む 光 平 衡 混 合 物 の 温度 を 上 げ て もス ペ ク トル変 化 は ほ とん ど見 られ なか っ た の

で(図2-6b)、 こ こで はpRHの 寄 与 は少 な い と判 断 した 。 次 に 、-170℃ と

一80℃ で のpRとpR
Kの 差 ス ペ ク トル を比 較 した とこ ろ、pRKに 由来 す る、 長 波

長 側(>550nm)の スペ ク トル の形 状 は ほ とん ど同 じで あ り、pRKの ス ペ ク トル

に対 す る 温度 効 果 は小 さい こ とが わ か っ た 、 そ こで 、pRKに 由来 す る長 波 長 側 の 吸

収 ス ペ ク トル を相 殺 す る よ う に そ れ ぞ れ を加 え 合 わ せ る と、pRを 一80℃ か ら

一170℃ に冷 却 した ときの ス ペ ク トル変 化 を求 め る こ とが で き たuこ の ス ペ ク トル

変 化 を 一80℃ のpRの ス ペ ク トル に加 え 、pRの 一170℃ で の ス ペ ク トル と した

(図2-11a)。

pRHの ス ペ ク トル は 、-170℃ で 黄色 光(>480nm)で 照射 した時 の光 平 衡 混

合 物 の ス ペ ク トル(図2-5a参 照)を 用 い た(図2-lla>。pRi.{はpRよ り

も短 波 長 側 に吸 収 を もつ た め 、 長 波 長 側 の 光 で 照 射 した と き に は 、 ほぼ 全 て のpR

がpRHに 変 化 して い る と考 え て よ い。

pRKの 吸 収 ス ペ ク トル は 、以 下 の 方法 で 求 め た。 まず ・-80℃ でpR試 料 を照 射

す る こ とに よ り、pRとpRKの 差 ス ペ ク トルが 得 られ るが(図2-7)・pRKの 吸

収 スペ ク トル を計 算 す る 上 で、 この 時 の試 料 中で ・ どれ だ け のpRがpRKに 変 化 し

て い る の か を求 め る必 要 が あ る。 そ こで 、pR試 料 を、501nm・469nmの2種

類 の 光 で光 平 衡 混 合 物 が 生 成 す る まで照 射 し・ そ れ ぞ れ の照 射 前 後 の 差 ス ペ ク トル
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8

奪

1

450500550600

Wavelength(nm)

図2-11pRと そ の 中 間 体 の 吸 収 ス ペ ク トル 。

pR、pRHの 吸 収 極 大 波 長 は 、-170℃ で そ れ ぞ れ489、479nmと 求 勢 ら れ た 。 ま た 、e3、

pRKの 吸 収極 大波長 は、-80℃ で それ ぞれ489・515nmと 求め られ た。計 算法 は本文 中 に詳記 し

ている。
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第2章 ●低温 スペク トル法によるpRの 光反応サイクルの解析

を求 め た。2つ の差 ス ペ ク トル は 、差 吸 光 度 は異 な る が 、 同 じ形 状 を もつ 。 そ の た

め、 これ ら二 つ の光 で は、 と もにpRKの み が 生成 す る が 、 そ の量 比 が 違 って い る だ

け で あ る こ とが わ か っ た。pRの 吸 収 ス ペ ク トル の形 状 がtそ の光 走 性 の作 用 ス ペ

ク トル の 形 状 と一 致 す る の で(Takahashietal .,1988)、pRの 量 子 収 率 に波 長 依 存

性 は な い と考 え られ る。 した が っ て 、 以 下 の方 法 でpRか らpRKへ の変 化 量 を 計 算

した。

pRとpRKの 問 に光 平 衡 状 態 が 生成 す る の は 、 以 下 の よ うな反 応 にお い て、pR

か らpRKへ の変化 速 度 と、pRKか らpRへ の 変化 速 度が 等 し くな っ て い る時 で あ る。

kl

pR.ごpRK

k2

こ こで 、 光 反 応 にお け る速 度 定 数 は、照 射 光 の波 長 に お け る各 成 分 の吸 光 度 と量

子 収 率 の積 に比例 す る。 例 え ば 、469nmの 光 で照 射 した と きの光 平 衡 状 態 で は、

k,o・iPA(pR,469nm)

k2・(φ'A(pRK,469nm)

とな る。 た だ し、A(pR,469nm)とA(pRK,469nm)は 、そ れ ぞ れpRとpRK

の469nmで の吸 光 度 、φとφ'は そ れ ぞ れpRとpRKの 量 子 収 率 で あ る。 そ の た め 、

pRKに 変 化 して い るpRの 割 合 をκとす る と、

(1-x)φA(pR,469nm)=κ φ'A(pRK,469nm)

とあ ら わす こ とが で きる 。 同様 に、pRを501nmの 光 で 照 射 した 時 に、pRKに 変

化 して い る割 合 をκ'と す る と、

(1-x')φA(pR,50!nm)=x'ip'A(pRK,501rlm)

とな る 。 た だ し、A(pR,501nm)とA(pRK,501nm)は 、 そ れ ぞ れpRとpRK

の501nmで の吸 光 度 で あ る。

一 方
、469nmの 光 で照 射 した と きの差 ス ペ ク トルか ら、 以 下 の式 が 導 か れ る。
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△A(469nm)=xA(pRK,469nm)-xA(pR,469nm)

△A(501nm)=xA(pRK,501nm)-xA(pR,501nm)

た だ し△A(469nm)と △A(50ユnm)は 、 そ れ ぞ れ469nmの 光 で 照射 した時

の469nmと501nmの 差 吸 光 度 で あ る 。

これ らの変 数 の 中 で 、以下 の もの に つい て は実 験 値 を代 入 で きる。まず 、469㎜ 、

お よ び501nmの 光 で試 料 を 照 射 した と き に得 られ る差 ス ペ ク トル か ら、 そ れ ぞ れ

の差 吸 収極 大 で の 差 吸 光 度 の比 を求 め る と、κ'/κ=0.79が 得 られ る。 ま た 、pR

の 一80℃ で の吸 収 ス ペ ク トル か ら、A(pR,469nm)=0.0065、

A(pR,501nm)=0.0086が 得 られ る。469nmの 光 で 試料 を照 射 した と き に

得 られ る差 ス ペ ク トルか ら、 △A(469nm)=-0.0017、

△A(501nm)=0.0011が 得 られ る。 これ らの値 を上 式 に代 入 し、4元 ユ次 方

程 式 を解 くこ とに よ り、x=0.70、 φ'/φ=0.68と い う値 が 得 られ た 。 この値 を用

い て、pRKのNnmで の吸 光 度 は以 下 の 式 で 表 され る。

A(pRK,Nnm)=A(pR,Nnm)十 △A(1Vnm)/0.70

以 上 に よ り求 め たpRKの 吸 収 ス ペ ク トル の吸 収 極 大 波 長 は515nmで あ っ た(図

2-llb)。 またpRと 違 って そ の吸 収 ス ペ ク トル に振 動 構二造 は み られ なか っ た。

[2-4ま とめ と考 察]

-170℃ でpRを 、 そ の吸 収 極 大 よ り も短 波長 側 の光(436nm)で 照射 す る と・

ス ペ ク トル が 長波 長側 に シ フ トした 中 間体 で あ るpRKに 変 化 した 。 一 方 、pRを そ

の吸 収 極 大 よ り も長 波 長 側 の 光(>480nm)で 照 射 す る と・ 今 度 は ス ペ ク トルが

短 波 長 側 に シ フ トした産 物 で あ るpRHに 変化 した。 そ して ・pR・pRK・pRHの3

成 分 の 問 に は 、-170℃ で互 い に光 可 逆性 が あ っ た。pRHは ・-160℃ 以 上 の温

度 で も とのpRに 戻 るが 、pRKの 方 は熱 的 に非 常 に安 定 で ・-60℃ まで変 化 しない。

そ の後 、pRM、pRoを 経 て も とのpRに も ど り・光 反応 サ イ クル は 完 結 す る。pRK

やpRHの 安 定 温 度 は 、 ほか の レチ ナ ー ル蛋 白質 の初 期 中 間体 と比 べ て特徴 的 で あ る。

す な わ ち 、 ロ ドプ シ ンやbRの バ ソ中 間体 ・K中 間体(液 体 窒 素 温 度 で生 成 す る長
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第2章 低温スペ ク トル法によるpRの 光反応サイクルの解析

波 長 産 物 とい う点 でpRKに 対 応 す る)が ・ 次 の ル ミ中 間体 やL中 間 体 に変 化 す る温

度 は 一140～-120℃ で あ る。 そ れ と比べ る とpRKの 安 定 温 度(-60℃)は 高 く、

pRHの 安 定 温 度(-160℃)は 低 い 。

一ユ70℃ で観 測 され た各 成 分 の発 色 団 の構 造 か ら考 え る と
、 まず 、pRの 発 色 団

は全 トラ ン ス型 で あ る。 こ の こ とはpRが 全 トラ ンス 型 レチ ナ ー ル と結 合 す る こ と

か ら推 測 され る(2-3-2,Takahashieta1.,1990)。 また 、 好 塩 好 ア ル カ リ菌

のpR様 蛋 白質(ppR)で は、 実 際 にそ の発 色 団 構 造 が 全 トラ ンス型 で あ る こ と を

確 認 して い る(本 論 文 第3章)。 一方 、C13=C14を トラ ンス型 に固 定 したpRア

ナ ロ グで は、pRMが 生 成 しない こ と(YanetaL,1990)、ppRのM中 間体(ppRM)

の発 色 団 が!3シ ス型 で あ る こ と(本 論 文 第3章)か ら、pRMの 発 色 団 は13シ

ス 型 で あ る と考 え られ る。pRKはpRMの 前 駆 体 で あ る こ とか ら、 そ の発 色 団構 造 も

13シ ス型 と考 え られ る 。pRHは 、-160℃ とい う低 い温 度 で も とのpRに 戻 る こ

とか ら、 光 反 応 サ イ クル 中 の 本 来 の 中 間体 で は な い と考 え られ る。 ま た 、光 反応 に

よ っ てpRKに 変 化 す る こ と、 そ の 吸 収 ス ペ ク トルがpRと 類 似 して い る こ とか ら、

そ の発 色 団 はpRと 同 じ く全 トラ ンス型 で あ る と考 え られ 、pRとpRHと の違 い は 、

わ ず か な 発 色 団/蛋 白 質 相 互 作 用 の 違 い に起 因 す る と考 え られ る.そ の た め に、

-160℃ とい う低 い 温 度 で も とのpRに 戻 って し ま うの で あ ろ う。 この観 点 か らす

る と、pRか らpRH、 あ る い は そ の逆 の 直 接 的 な光 反応 は考 え に く く、pRHはpRK

か らの み生 成 す る と考 え た方 が 自然 で あ ろ う。 以 上 の知 見 か ら、pRの 光 反応 サ イ

ク ル の ス キ ー ム は、 図2-12の よ うに な る と考 え られ る。

pRの 吸 収 極 大 は489nmで あ り、bRの568nm、hRの578nm、 あ る い は

sRの587nmと 比 べ て非 常 に短 波 長 側 に あ る。 しか し、 この こ とは、pRの 発 色 団

構 造 に 由来 す る の で は な い 。 つ ま り、pRの 発 色 団 は 、bR、hR、sRと 同 じ く全

トラ ンス型 で あ る。 そ の た め 、 短 波 長 側 に吸 収 極 大 が あ る こ とや、振 動 構 造 が あ ら

われ る事 等 のpRの 特 徴 は 、 そ の発 色 団/蛋 白 質 問 の相 互 作 用 の 違 い に帰 着 で きる。

pRの 一 次 構 造 は まだ 決 定 され て い な い の で 、 ア ミ ノ酸 レベ ル で の 議 論 は出 来 な い

が 、発 色 団 まわ りの構 造 は あ る程 度 推 測 で きる。

レチ ナ ー ル蛋 白質 で振 動 構 造 が あ らわれ る の は 、発 色 団 レチ ナ ー ル の βイ オ ノ ン

環 部 分 とポ リエ ン部 分 が 平 面 に保 た れ て い る か 、捻 れ て い るが 強 く固 定 され て い る

場 合 で あ る と言 わ れ て い る(HonigetaL,1971)。 つ ま り、C6-C,の 単 結 合 の 回転

が 制 限 され て い る場 合 に振 動 構 造 が あ らわ れ る の で あ る 。 そ の た め ・pRの 場 合 に

も、 そ の β イ オ ノ ン環 部 分 が 蛋 白質 に よ って 固 定 され て い る と考 え られ る 。pRが
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pR← 巡__pRH
(489nm)(479nm)

窯 暁R〆
(～530nm)(515nm>

-60。C

>-30。cpRM

(～350nm>

図2-12pRの 低温 での光反応サ イクル。

図の 中で は、光反応 は波線 で、熱反応 は実線 で表 してい る。 また、各成分 の吸収極大 波長 を括 弧 内

に示 した。矢 印 の横 に示 した温度 は、低 温 スペ ク トル法 によ り求め た、各 中間体 の安定温度で ある。
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第2章 ・低温 スペ ク トル法によるpRの 光反応サイクルの解析

pRKに 変 化 す る と きに は ・ そ の発 色 団 は全 トラ ンス型 か ら13シ ス型 に光 異性 化 す

る。 そ の結 果 ・ 吸 収 極 大 が 長 波 長 側 に移 動 す る と同 時 に 、 そ の振 動 構 造 が消 失 す る

(図2一 ユlb)。 他 の レチ ナ ー ル蛋 白 質 の場 合 には 、K中 間体 あ る い は バ ソ中 間

体 の発 色 団 は強 く捻 れ て い る と言 わ れ て お り、 一 般 的 な解 釈 を す れ ば 、pRKで 振 動

構 造 が 消 失 す る の は・ 発 色 団 の捻 れ が原 因 とい う こ とに な る。 しか し、 も し、pR,

の発 色 団 が 強 く捻 れ て い る とす れ ば 、 そ の 構 造 は非 常 に不 安 定 なは ず で あ る。 す な

わ ち 、bRのK中 間 体 や ロ ドプ シ ンの バ ソ 中 間体 の よ う に、 低 い 温 度(-120～

-140℃)で 次 の 中 間体 に変 化 す るか(Shichida
,1986;IwasaetaL,1980)、 あ るい

は、 な ん らか の 要 因 で 次 の 中 間体 へ の変 化 が 阻 害 さて い る とす れ ば、 アイ オ ドプ シ

ンの バ ソ 中 間体 の よ うに、 元 の状 態 に戻 っ て し ま うは ず で あ る(Yoshizawa&Wald ,

1967;Imamotoetal.,1989)。 と ころが 、pRKの 安 定 温度 は非 常 に高 く、-60℃ で

あ っ た。 そ こ で、 以 下 の よ うに推 測 した。

構 造 式 を 比 較 す れ ば わか る が 、 全 トラ ンス型 レチ ナ ー ル よ り も、!3シ ス型 レ チ

ナ ー ル の 方 が 、 β イ オ ノ ン環 部 分 か ら 末 端 の 酸 素 原 子 ま で の 距 離 が 短 い

(Matsumotoetal.,1975)。 液体 窒 素 温度 一近くで は 、 蛋 白質 部 分 の変 化 が あ ま り起 こ

らな い と考 え られ る の で 、 リジ ン残 基 の位 置 を 固定 して考 え る と、異性 化 の 時 に は、

発 色 団 の βイ オ ノ ン環 部 分 が シ ッ フ塩 基 結 合 の方 向 に動 くとい う事 に な る。 そ の 時

に、 βイ オ ノ ン環 が そ の 固定 部 位 か ら少 し移 動 して 、C6-C7部 位 の 自 由度 が 高 く

な る可 能性 が あ る。 も しそ うで あ れ ば 、pRKの ス ペ ク トル が振 動構 造 を示 さな い こ

とが 説 明 で きる 。 ま た、 発 色 団 の側 鎖 部 分 の無 理 な捻 れ も考 え る必 要 が な く、比 較

的 に安 定 に存 在 で き る もの と思 わ れ る。 この 点 につ い て は 、ppRの 低 温 ス ペ ク トル

法 で の 解 析 結 果(Hirayamaeta1.,1992)や 、 ナ ノ秒 閃 光 分 解 の結 果(4章)も ふ ま

え て、5章 で 再 びふ れ る こ とにす る。
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ppRと 中間体 の発 色 団 の構 造解 析
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第3章ppRと 中間体の発色団の構造解析

[3-1目 白勺]

第2章 で は、低 温 ス ペ ク トル法 に よ って 、pRの 吸 収 ス ペ ク トル 変 化 か ら、 そ の

光 反 応 の メ カ ニ ズ ム を考 察 して きた。 しか し、bRやhRで は、 暗 中 で全 トラ ンス型

レチ ナ ー ル を発 色 団 とす る も の と、13シ ス 型 レ チ ナ ー ル を発 色 団 とす る もの の 間

で平 衡 が成 り立 っ て い る(Maedaeta1。,1977;KamoetaL,1985)(図3-1)。 そ の

た め 、pRの ス ペ ク トル に振 動 構 造 が 現 れ る可 能 性 と して 、pRが 混 合 物 で あ る こ と

も示 唆 され て い た 。2-3-2に 述 べ た よ うに 、 光 退 色 の実 験 か らそ の可 能 性 は

否 定 したが 、pRの 発 色 団がbRやhRの よ うに発 色 団 の構 造 の違 う もの の混 合 物 で

あ る可 能 性 は残 っ て い る。 ま た、pRKの 安 定 温 度 が高 い こ と や、L中 間体 が 現 れ な

い事 な どの光 反 応 過程 にお け る特 徴 も、 そ れ らの 中 間体 の発 色 団構 造 が 、 他 の レチ

ナ ー ル蛋 白質 の 中 間体 と違 っ て い る こ とに起 因す る とい う可 能 性 を否 定 で きな い.

そ の た め 、pRの 発 色 団構 造 の確 認 が不 可 欠 で あ るが 、Halobacteriumhalobiumの

pRは 精 製 が 困 難 な た め 、適 用 で きる実験 が 限定 され て い た。

しか し、好 塩 好 ア ル カ リ菌Natronobacteriumpharaonisに も、pR様 の レチ ナ ー

ル蛋 白質(ppR)が 存 在 す る こ とが 見 い だ さ れ て お り(Bivin&Stoeckenius,

1986)、 そ の後 、 北 海 道 大 学 の グ ル ー プ に よ っ て そ の精 製 法 が確 立 さ た(平 山、

1991;Hirayamaeta1.,1992)。ppRの 吸 収 極 大 は498nmに あ り、pRと 比 べ て約

10nm長 波 長側 に あ る。 しか し、 吸 収 スペ ク トル に は振 動 構 造 が 現 れ、 そ の形 状 は

pRの も の と よ く似 て い る(Tomiokaeta1.,1990;Hirayamaeta1.,1992)。 また、低 温

スペ ク トル 法 に よる解 析 か ら、 そ の 反応 過 程 に はpRと 同 じ くL中 間体 が 存 在 せず 、

K中 間体 の安 定 温 度 が 高 い こ とが 示 され た(Hirayamaetal.,1992)。 さ ら に、 そ の

生 理 的役 割 と して、pRと 同 じ く青緑 色 光 か らの負 の光 走 性 に 関与 して い る こ とが

示 され(Tomiokaetal.,1990;SharfetaL,1992)、pRとppRは 由来 とな る菌 の種 類

が 違 うだ け で 、 ほ ぼ類 似 の蛋 白 質 で あ る と考 え られ た 。

そ こで 、ppRの 精 製 試 料 を用 い て 、pRで は 困 難 で あ っ た発 色 団 の 構 造 決 定 を試

み た 。 そ の た め の手 法 に は、 共 鳴 ラマ ン分 光 、 フー リエ 変 換 赤 外 分 光 の よ うな振 動

分 光 法 の応 用 も考 え られ るが 、pRやppRの よ う に、 他 の光 受 容 蛋 白 質 とは性 質 の

異 な っ た もの で は、 か え っ て 得 られ た デ ー タの解 釈 が 難 しい こ とが考 え られ る。 そ

こで 、 最 も明快 な結 果 が 得 ら れ る よ う に、 発 色 団 を抽 出 す る こ とを試 み た 。抽 出 し

た レチ ナ ー ル の 立体 異 性 体 は 、HPLC(高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー)に よ り、 互

い に分 離 可 能 で あ る 。 本 論 文 で は 、ppRと 、 そ の 長 寿 命 中 間 体 で あ るppRM、

ppR。 の発 色 団構 造 畝 定 した ・ この 章1・ 述 べ 誠 果 は ・主 論 文2と して本 論 文1こ
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図3-1レ チ ナ ー ル オ キ シ ム 及 び レ チ ナ ー ル 発 色 団 のC=N構 造 と命 名 。

(a)全 トラ ン ス15シ ン 型 レチ ナ ー ル オ キ シ ム(Ts)。

(b)全 トラ ン ス15ア ン チ 型 レチ ナ ー ル オ キ シ ム(Ta)。

(c)13シ ス15シ ン型 レ チ ナ ー ル オ キ シ ム(13s)。

(d)13シ ス15ア ン チ 型 レ チ ナ ー ル オ キ シ ム(13a)。

(e)全 ト ラ ン ス15ア ン チ 型 レチ ナ ー ル 発 也 団 。 明ll頃応 型bRの 発 色 団 は こ の 構 造 で あ る 。

(f)13シ ス15ア ン チ 型 レ チ ナ ー ル 発 色 団 。bRは 光 異 性 化 後 に こ の 構 造 を と る 。

(9)13シ ス15シ ン型 レ チ ナ ー ・レ発 色 団 ・ 今 の と こ ろ ・ 暗 順 応 型bR(13シ ス 型bR)の み で 報

告 さ れ て い る 。
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第3章ppRと 中間体の発色団の構造解析

添 付 して い る(lmamotoetal.,1992a)

[3-2.試 料 の調 製 と実験 法]

3-2-1ppR試 料 の調 製

ppRは 、 好 塩 好 ア ル カ リ菌Natronobacteriumpharaonis(NCMB2191、

NationalCollectionofIndustrialandMarineBacteria,LTD,Scotland)か ら単 離 した

(Hirayamaetal.,1992)。45℃ 、pH9.0の ペ プ トン培 地 で3日 間培 養 した菌 を、

遠 心 分 離 に よ り回収 した、 液 体 窒素 を用 い た凍 結/融 解 法 を3回 繰 り返 して菌 体 を

破 壊 した後 、 細 胞 膜 を遠 心 分 離 に よ り回収 した。4MNaCl溶 液 に懸 濁 した後 、

DNaseIを 加 え てDNAを 消 化 し、 透析 に よ り除去 した.こ の 試料 に1/4量 の

20%コ ー ル酸 を加 え て、ppRを 含 め た膜 蛋 白質 を可 溶 化 した。 遠 心分 離 に よ って

得 られ た 上 清 か ら、 フ ェ ニ ルセ フ ァロー ス、 ヒ ドロキ シア パ タイ ト、 オ ク チ ル セ フ ァ

ロー ス の3種 類 の カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィ ー を用 い てppRを 分 離 精 製 した。 精 製

試 料 は 、緩 衝 液(0。5%オ クチ ル グル コ シ ド/25mMTris-HCl/4M

NaCi/pH72)に 対 して一 晩 透 析 し、 実験 に用 い た。

3-2-2蛋 白質 部 分 の 変 性 と発 色 団 の抽 出

ppRの 発 色 団 レチ ナ ー ル(Ret-NH+-Ops)を 、 ヒ ドロキ シル ア ミ ン と反応

させ て オ キ シ ム(Ret-N-OH)に 変 化 させ る こ とに よ り蛋 白質部 分 か ら分 離 し、

ヘ キ サ ンで 抽 出 した(Shichidaetal.,1988b)。 本 研 究 で は 、 ヒ ドロキ シ ル ァ ミン と

発 色 団 レチ ナ ー ル を反 応 させ る タ イ ミ ング を2通 り考 え た。 一 つ は 、 レチ ナ ー ルが

発 色 団 と して蛋 白質 部 分 に結 合 して い る状 態 で 、 ヒ ドロ キ シル ア ミン を加 え て退 色

させ る もの で あ る。 この場 合 は、発 色 団 レ チ ナ ー ル は蛋 白質 部 分 に囲 まれ た状 態 で

ヒ ドロキ シ ル ァ ミ ン と反 応 す る こ とに な り、 発 色 団 と蛋 白質 部 分 の相 互 作 用 に関 す

る情 報 を得 られ る可 能 性 が あ る。 しか し、pRが 混 合 物 で あ る場 合 、 そ の 一 方 の み

が ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン に よ って 退 色 す る 可 能 性 が あ る 。例 え ば 、 全 トラ ンス 型 と

13シ ス型 との平 衡 混 合 物 が あ った と し て も、 も し、全 トラ ンス型 のみ が ヒ ドロキ

シル ァ ミ ンに不 安 定 で あ る とす る と、 得 られ る の は全 トラ ンス型 のみ に な って しま

う。 そ の た め 、 もう一 つ の方 法 を併 用 した。 そ れ は、ppR・ あ る い は そ の 中 間体 を

有 機 溶 媒 で 変 性 させ 、 そ の後 ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン を加 え る方 法 で あ る 。 この場 合 ・

発 色 団 の結 合 部 位 は 速 や か に 破 壊 され る の で 、 平 衡 を止 め る こ とが で き・発 色 団 構
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第3章ppRと 中間体の発色団の構造解析

造 を最 も直接 的 に調 べ られ る 。 い ず れ もそ の後 で ヘ キ サ ン を用 い て レ チ ナ ー ル ォ キ

シ ム を抽 出 した 、 以 下 詳 しい方 法 を述 べ る。

ppR試 料(退 色 試料 また は未 退 色 試 料)の 体 積 を 、緩 衝 液 でlmLに 合 わ せ 、各

lmLの メ タ ノ ー ル とジ ク ロ ロメ タ ン を加 え、 軽 く撹 搾 した 。 そ の 後 試 料 に 、 終 濃

度33mMの ヒ ドロ キ シ ル ア ミン を加 え 、 ミキサ ー で30秒 間 、 氷 上 で撹 拝 し、蛋 白

質 部 分 を 変 性 さ せ た 。 次 に、 試 料 に ヘ キ サ ン を5mL加 え 、 ミキサ ー で さ らに30

秒 間撹 拝 し、 レチ ナ ー ル オ キ シ ム をヘ キ サ ン層 に抽 出 し た、 手 回 し遠 心 に よ って、

水 層 とヘ キサ ン層 に分 離 し、 ヘ キサ ン層 を 回収 した。 以 上 の ヘ キサ ン に よる抽 出操

作 を も う一度 繰 り返 した 。脱 水 の た め、 得 られ た ヘ キ サ ン層 に約lgの 無水 硫 酸 ナ

トリ ウ ム を加 え て、 ピペ ッ トで撹 絆 し、 ヘ キサ ン層 の み を 回収 した 。 ヘ キサ ン層 に

含 まれ る レチ ナ ー ル オ キ シ ム を窒 素 ガス 中 で乾 固 させ 、50μLの ヘ キサ ン に再度 溶

解 し、 高 速 液体 ク ロマ トグ ラ フ ィー(HPLC)で 分 析 した 。

3-2-3高 速 液 体 ク ロ マ トグラ フ ィー

島津 製LC-7A型HPLCシ ス テム に、YMC製AO123型 カ ラム(シ リカ ゲ ル、

6× ユ50mm)を 接 続 してHPLC分 析 を行 った 。 ク ロマ トパ ックCR-5Aを 制御

コ ン ピ ュ ー タ と して用 いた 。 移 動層 は、98 .8%ベ ン ゼ ン、0.2%イ ソ プ ロパ ノ ー

ル、1.0%ジ エ チ ル エ ー テ ル(い ず れ も体 積%)を 用 い た。HPLCの 流 速 は1.5

mL/分 、 モ ニ ター波 長 は レチ ナ ー ル オ キ シ ム の吸 収 極 大 波 長 で あ る360nmに 設

定 した、 得 られ た デ ー タは一 旦CR-5Aに 格 納 した後 、PC9801コ ン ピ ュ ー タ

に転 送 し、 解 析 を行 な っ た。

得 られ たHPLCパ ター ンの ピー クの 同定 は、 あ らか じめ組 成 の わ か っ て い る レチ

ナ ー ル オ キ シム のHPLCパ ター ン と保 持 時 間 を比 較 す る こ とに よ り行 っ た。 また、

各 成 分 の ピー ク 面 積 か ら、各 異 性体 の モ ル 比 を計 算 した 。 本 研 究 で は4種 類 の レチ

ナ ー ル オ キ シ ム が 見 い だ され たが(図3-1)、 そ れ ぞ れ の ベ ンゼ ン中 、360nm

で の モ ル吸 光 係 数(Absorbance/M/cm)は 、52200(Ts)、51600

(Ta)、47800(13s)、52100(!3a)と い う報 告値 を用 い た(Tsukida

etal.,1985;Trehanetal.,1990)。

3-2-4分 光 測 定

以 下 全 て の 吸 収 ス ペ ク トル は 、 島津 製MPS-2000型 自記 分 光 光 度 計 で測 定 し

た 。分 光 光 度 計 に電 磁 式 ミラ ー、 シ ャ ッ ター等 を組 み 込 み 、 照 射 光 源 と して1000
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第3章ppRと 中間体の発色団の構造解析

Wの ス ライ ドプ ロジ ェ ク タ ー と光 学 フ ィル ター の組 合 せ を用 い た が 、 こ れ らは低 温

ス ペ ク トル法 で用 い た もの と基 本 的 に 同 一 の セ ッ テ ィ ン グ で あ る(図2-la参

照)。 た だ し、 ク ライ オス タ ッ トの代 わ りに冷 媒 還 流 式 の試 料 セ ル ホ ル ダ ー を設 置

し・ 水/エ チ レン グ リ コー ル を還 流 させ るこ とに よ っ て、 試 料 の 温 度 を正 確 に0℃ 、

あ る い は20℃ に保 っ た。

[3-3結 果]

3-3--1暗 順 応 型ppRの 発 色 団 構 造

精 製ppR試 料 の 吸 収 スペ ク トル を図3-2aに 示 した(カ ー ブ1)。 吸 収 極 大 は

498nmで 、460nmに シ ョル ダ ー が み られ る。 少 量 の ヘ ム蛋 白 質 が まだ試 料 中 に

含 まれ て い るが(420nm)、 カ ロチ ノ イ ドの吸 収 は 無 く、 実験 に は支 障 が 無 か っ

たu

bRやhRで は、 暗 順 応 状 態 で はそ の発 色 団 が 、全 トラ ンス型 と13シ ス型 の平 衡

状 態 に な る こ とが知 られ て い る(MaedaetaL,1977;Kamoetal.,1985)。 そ の た め、

ppRがbRやhRと 同様 の暗 順 応 を示 す とす れ ば 、暗 順 応 型ppRで は、全 トラ ンス

型 のppRと13シ ス型 のppRの 混 合 物 に な る と考 え られ た 。 そ こ で まず始 め に、

2日 間4℃ で 暗保 し、 完全 に暗 順 応 させ たppRを 、100mMヒ ドロ キ シル ァ ミ ン

存 在 下 で20℃ で 暗保 した(図3-2a)。ppRは この条 件 で は ヒ ドロキ シ ル ア ミ

ンに よ っ て退 色 し、360nmに 吸 収極 大 を もつ レチ ナ ー ル オ キ シ ム に 変 化 した。 こ

の ス ペ ク トル変 化 の過 程 で 、400nmに 等 吸 収 点 が 現 れ た。 ま た 、 こ の過 程 で の、

ppRの 吸 収 極 大 波 長 で あ る500nmの 吸 光 度 と、 シ ョル ダー で あ る460nmの 吸 光

度 を暗 保 時 間 に対 して片 対 数 プ ロ ッ トした 、 そ の結 果 、 図3-2bの よ うに平 行 な

直線 とな り、 暗 状 態 で のppRは1成 分 で あ る こ とが強 く示 唆 され た 。

続 い て 、 暗順 応 状 態 のppRの 発 色 団構 造 を調 べ た。 ま ず 、ppR試 料 を4℃ 、 暗

中で2日 間保 存 し、 完 全 に暗順 応 させ た試料(図3-2a、 カ ー ブ!)を 、 メ タ ノー

ル/ジ ク ロ ロメ タ ンで変 性 させ た。 この 試料 に ヒ ドロキ シル ア ミ ン を加 え て レチ ナー

ル オ キ シ ム を生 成 させ 、 ヘ キ サ ンで抽 出 した。 次 に、 暗 川頁応 させ たppR試 料 を20

℃ 、 ヒ ドロ キ シル ア ミン存 在 下 で 暗 保 し、ppRを 完 全 に退 色 させ た試料(図3-2

a、 カ ー ブ27)に 含 まれ るppRオ プ シ ン を、 メ タ ノ ー ル/ジ ク ロ ロメ タ ンで変 性

し、 レチ ナ ー ル オ キ シム をヘ キ サ ンで抽 出 した。 これ ら の抽 出 した レチ ナ ー ル オ キ

シ ム をHPLCで 分 析 した(図3-3)。 さ らに 、HPLCパ ター ンの各 ピー ク面 積
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図3-2:ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン に よ る 暗 順 応 型ppRの 退 色 過 程 の 解 析 。

(a)ppRの ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン退 色 の ス ペ ク トル 変 化 。ppR試 料(カ ー ブ1)に 、1/10量 の1

Mヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン を 加 え(カ ー プ2二 希 釈 効 果 で 濃 度 が 低 下 して い る 。)、 そ の 後20℃ で 暗 保

し た.測 定 間 隔 は 、 カ ー ブ2～6で は 、15分 、 カ ー ブ6～24で は30分 ・ カ ー ブ24～27で は1

時 間 で あ る 。

(b)ヒ ドロキ シル ア ミン退色時の吸光度変化 の片対 数 プ ロッ ト。● は吸収極大 であ る500四 、▲

は シ ョル ダーであ る460nmで の吸光度変化 であ る。二 つは平行 な直線 にの り、 シ ョル ダーが混合物

に由来す るので はない こ とが わかる。
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図3-3:暗 順 応 型ppRか ら抽 出 した レ チ ナ ー ル オ キ シ ム のHPLCパ タ ー ン.

(a)暗 順 応ppR(図3-2aの カ ー ブ1に 対 応)を 、 メ タ ノー ル/ジ ク ロ ロ メ タ ンで 変 性 さ せ た 。

次 に 、 終 濃 度33mMの ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン を 加 え て オ キ シ ム を 生 成 させ た 後 、 ヘ キ サ ンで 抽 出 し 、

HPLCで 分 析 し た 。 検 出 光 の 波 長 は360nmで あ る 。

(b)暗 順 応ppRに 終 濃 度100mMの ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン を 加 え 、 暗 中 で 完 全 に 退 色 さ せ た(図3

-2aの カ ー ブ27に 対 応)。 こ の 誹 料 のppRオ プ シ ン を メ タ ノ ー ル/ジ ク ロ ロ メ タ ンで 変 性 さ せ

て か ら 、 レ チ ナ ー ル オ キ シ ム を 抽 出 し、HI)LCで 分 析 した 。 検 出 光 の 波 長 は360nmで あ る 。 パ ネ ル

aと 比 べ て15ア ン チ 型(Ta)は ほ と ん ど見 られ な い(表3-1)。
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表3-1:試 料 か ら 抽 出 さ れ た レ チ ナ ー ル オ キ シ ム の モ ル 比

モ ル 比(%)

退 色 条 件 全 ト ラ ン ス 型13シ ス 型

シ ン ア ン チ 計 シ ン ア ンチ 計

(a)MeOH/CH2Cl2,暗 中,0℃72.427.6100.00.00.00.0

(b)100mMNH20H,暗 中,20℃95.54,5100.00.00.00.0

(c)10mMNH,OH,501nm光,20℃9.61.210.814.774.589.2

(d)10mMNH20H,501nm光,O℃6.81。!7.914.377.892.1

(e)10mMNH20H♪480nm光,20℃7,91.08.911.779.491.1

(f)MeOH/CH,C1,,501nm光,0℃10.81.912.766,12L187.3
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か ら、 そ れ ぞ れ の異 性 体 の モ ル比 を計 算 した(表3-1)。

暗 順 応 させ たppR試 料 で は、全 トラ ンス 型 レチ ナ ー ル(TsとTa)の み が観 測

され た 。 こ の こ とは 、bRやhRと は異 な り、 暗 順 応 状 態 のppRに は13シ ス 型 の

発 色 団 は含 まれ な い こ とを示 す 。 しか しな が ら、 ヒ ドロ キ シル ア ミ ン と発 色 団 と を

反 応 させ る タ イ ミ ン グ を変 え る と、抽 出 さ れ て くるTsとTaの 量 比 が 変 化 した。

す な わ ち ・ メ タ ノ ー ル/ジ ク ロ ロ メ タ ンで 変 性 させ た試 料 か らは 、TsとTaの 比

が 約31で あ っ たが(表3一 ユa)、 暗 中 で ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ンで 退 色 させ た試

料 で は、 約201で あ っ た(表3-1b)。 これ につ い て は3-4-2で 詳 し

く考 察 す る。

3-3-2ppRの 反 応 中 閤 体 の 発 色 団構 造

次 にppRの 光 反 応 中 間 体 の発 色 団 構 造 を調 べ た.ppRは 、 他 の レチ ナ ー ル蛋 白

質 と同 じ く、光 吸 収 後 、 い くつ か の 中 間体 をへ て も とのppRに 戻 る(TomiokaetaL,

1990;Hirayamaetal.,1992)。 一般 に光 反応 中 間体 は、 も との状 態(こ の場 合 はppR)

と比 べ て ヒ ドロ キ シ ル ア ミン に対 して不 安 定 で あ る。 つ ま り、ppRが 実 験 条 件 上安

定 な程 度 の低 濃 度 の ヒ ドロキ シル ア ミ ン存 在 下 でppRを 照 射 す れ ば、 中 間体 の み を

選 択 的 に退 色 させ 、 オ キ シ ム に変 化 させ られ る可 能 性 が あ る。

そ こで 、ppRに20℃ で、 終 濃 度10mMの ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ンを加 え た。 別 の

実 験 か ら、 この条 件 で はppRの 半 減 時 間 は約!0時 間 で あ っ た(デ ー タ は示 して い

な い)。 次 に こ の試 料 を、501nmの 光 で 照 射 した と こ ろ、 半 減 時 間 が 約10分 で

試 料 中 のppRに 由来 す る吸 収 は な くな り、 オ キ シ ム の生 成 に 由来 す る吸 収 が観 測 さ

れ た(図3-4a)。 これ は 、期 待 した通 り、ppRの 中 間体 が 、 ヒ ドロキ シ ル ァ ミ

ンに対 して非 常 に不 安 定 で あ る こ と をあ ら わ して い る。 また 、ppRの 半 減 時 間 は

10時 間 で あ る こ とか ら、 照 射 中 に退 色 したppRの 量 は無 視 で き る。 こ の試 料 をメ

タ ノ ー ル/ジ ク ロ ロ メ タ ンで 変 性 し、 オ キ シ ム を抽 出 してHPLCで そ の発 色 団構 造

を分 析 した(図3-4b)。 そ の モ ル 比 を計 算 した と こ ろ、89.2%の13シ ス型

レチ ナ ー ル オ キ シ ム と、10.8%の 全 トラ ン ス型 レチ ナ ー ル オ キ シ ム が み られ た

(表3-lc>。 こ の場 合 、 暗順 応 型ppRか ら抽 出 した と き と違 い・Cl5=Nの 構

造 が ア ンチ 型 の レチ ナ ー ル オ キ シ ム(13a)が 主 にみ られ た 。 これ に つ い て も暗順

応 型ppRの 発 色 団 とあ わせ て 、3-4-2で 詳 し く議 論 す る。

さて、 ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン存 在 下 で の光 退 色 は 、 反応 中 間体 が ヒ ドロキ シ ル ァ ミ

ン に攻 撃 され て 起 こ る もの と考 え られ る。 ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン と反 応 しう る の は 、
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図3-4:ppRの 光 反 応 中 間 体 の 発 色 団 構 造 の 解 析 。

(a)ヒ ドロ キ シ ル ァ ミ ン 存 在 下 で の 光 照 射 。ppR試 料 に 、20℃ で 終 濃 度10mMの ヒ ドロ キ シ ル

ァ ミ ン を 加 え 、501nmの 光 で 順 に合 計1、2、4、8、16、32、64、128分 照 射 し 、 試 料 中

のppRを 退 色 さ せ た 。

(b)そ の 後 、 こ の 試 料 のppRオ プ シ ン を メ タ ノ ー ル/ジ ク ロ ロ メ タ ン で 変 性 さ せ て か ら 、 生 成 し

た レ チ ナ ー ル オ キ シ ム を ヘ キ サ ン で 抽 出 し 、HPLCで 分 析 し た。 主 に13aが 含 ま れ て い た 。 検 出 波

長 は360nmで あ る 。

(c)ppR試 料 を20℃ で501nmの 光 で30秒 問 照 射 し、 そ の 後 の 吸 光 度 変 化 を 記 録 し た 。560

。m、500。m、390,mで の 測 定 で 、 そ れ ぞ れPPR。 の 崩 壊 ・PPRの 回 復 ・PPR・ の 崩 壊 を 反 映 し

て い る 。
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比 較 的寿 命 の長 い・ppRMとppRoで あ る と考 え られ る。 そ こで 、 抽 出 され た 全 ト

ラ ンス 型 レ チ ナ ー ル オ キ シ ム と ユ3シ ス 型 レ チ ナ ー ル オ キ シ ム が どの 中 間体 に 由 来

す る か を確 認 す る た め 、照 射 中 の試 料 に ど の よ うな 中 間 体 が 含 まれ て い るか を調 べ

た(図3-4c)。

ぬレ

照 射 中 の 試料 で は 、ppR-ppRM→ppRo→ppRと い うサ イ クル をえが き、

一 種 の 光 平 衡 混 合 物 に な っ て い る と考 え られ る
。 そ こ で 、ppR試 料 を20℃ で

50ユnmの 光 で30秒 間照 射 し、 そ の後 の吸 光 度 変 化 を500nm、390nm、560

nmで 記録 した。390nmと560nmは 、 そ れ ぞ れPPRMとPPRoの 、PPRと の差

吸 収 極 大 波 長 に あ た り、 そ こで はPPRMとPPRoの 崩 壊 過 程 が 観 測 で きる 。500

nmはppRの 吸 収極 大 波 長 な の で 、ppRの 回復 が 観 測 で き る。 こ れ らの カ ー ブ の

Time=0で の 外 挿 点 の差 吸 光 度 が 、 照 射 中 の 各 中 間体 の 含 量 を反 映 す る。560

nmと390nmの 差 吸光 度 は そ れ ぞ れ0.0068と0.00086で あ っ た。ppRMと

PPRoの 分 子 吸 光 係 数 は、PPRを1.0と す る とそ れ ぞ れ0.95(本 論 文 第4章)

と1.06で あ り(Miyazakietal.,1993)、PPRと ほぼ 同 じで あ る。 そ の た め 、照 射

中の試 料 で は、ppRMとppRoの 量 比 を概 算 す る と約101と い え る。 この値 は 、

抽 出 され た全 トラ ンス 型 、 お よび!3シ ス 型 レチ ナ ー ル オ キ シ ムの比 にほ ぼ一 致 し、

そ れ ぞ れppRoとppRMに 由来 す る こ とが 示 唆 され た。

こ の事 を さ ら に確 認 す るた め、 照 射 条 件 を変 え る こ と に よ り、 照 射 中 の試料 に含

ま れ るppRoの 比 率 を少 な く して、 得 られ る オ キ シ ム の量 比 を比 較 検 討 した。 ま

ず 、 試 料 の温 度 を0℃ に し、 上 記 の実 験 と同 様 に10mMヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン存 在

下 で50!nmの 光 で 照 射 した後 、発 色 団 を抽 出 し た。 温 度 を下 げ る とppRoの 生成

量 は減 少 す る(Miyazakietal、,1993)。 次 に、 照射 光 の波 長 を>480nmに し、10

mMの ヒ ドロキ シル ァ ミ ン存 在 下 で20℃ で照 射 した 。 こ の場 合 は 、 長波 長 側 に吸

収 を もつppRoが 光 を吸 収 す る た め 、 試料 中 のppRoは 減 少 す る と期 待 され る。 い

ず れ の場 合 に も、 全 トラ ンス 型 レチ ナ ー ル オ キ シ ムの抽 出 比 が 減 少 して い た(表3

-ld
、e)。

この 実験 の よ うに 、定 常 光 で 照 射 した場 合 、 中 間体 が 光 を吸 収 して 副 産 物 が 生 成

す る こ とが あ り、 抽 出 され て きた全 トラ ンス 型 レチ ナ ー ル オ キ シ ムが 、 こ の よ うな

副 産 物 に由来 す る可 能 性 が あ る。例 え ば網 膜 の 光 受 容 蛋 白質 ロ ドプ シ ンの場 合 、

そ の発 色 団 は1!シ ス型 で あ るが 、 光 を吸 収 す る と全 トラ ンス 型 に異 性 化 す る・ と

こ ろが 、 ル ミ中 間体 が 安 定 な 一80℃ で強 い赤 色 光 で試 料 を照 射 す る と、 全 トラ ンス
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型 の発 色 団 を もつ ル ミ中 間体 が光 を吸 収 して、7シ ス 型 に異 性 化 す る(Maedaetai .,

1978,1979)。 錐 体 光 受 容 蛋 白質 ア イ オ ドプ シ ンで も同様 に、-40℃ ～-80℃ で

強 い赤 色 光 で照 射 す る と・7シ ス体 が 生 成 す る(ImamotoetaL ,1991)。 この よ うな

場 合 ・7シ ス体 は 中 間体 の光 反 応 に よ っ て 生 成 した もの で あ り、 本 来 の生 理 的 条件

下 の退 色 過 程 で現 れ る 中 間体 で は な い。 そ の た め 、ppRの 場 合 に もこ の よ うな反 応

が起 こ って い な いか に留 意 す る必 要 が あ る。 今 回 の実 験 で は、 全 トラ ンス 型 と13

シス 型 の レチ ナ ー ル オ キ シ ム のみ が 抽 出 され た の で 、 本 来ppRoが13シ ス 型 の発

色 団 を もっ て い るの に、ppRoが 光 を吸 収 して全 トラ ン ス型 レチ ナ ー ル が生 成 した

可 能 性 が あ る 。 しか し、501nmの 光 よ りも(表3-lc)、ppRoが 光 を吸 収 し

や す い>480nmの 光 で全 トラ ンス 型 レチ ナ ー ル オ キ シ ム が 減 少 した と い う こ とは

(表3一 ユe)、 こ の よ う な可 能 性 を 否 定 す る も の で あ る 。 また 、501nm、

>480nmの 光 で は、ppRMの 光 反 応 は考 慮 しな くて もよ い(図4-3参 照) 。 以

上 の事 か ら、ppRoの 発 色 団 は全 トラ ンス 型 で あ る と結 論 した。

[3-4考 察]

3-4-1光 反 応 サ イ クル で の発 色 団 の 挙 動

明順 応 型ppRで は、 発 色 団 の構 造 はす べ て全 トラ ンス 型 で あ り、bRやhRに 見

られ る よ うな 、 暗 中 で の異 性化(全 トラ ンス 型 一 ユ3シ ス型)は 観 測 され な か った。

こ の性 質 は も う一 つ の光 セ ンサ ー で あ るsRと 共 通 して い る(Tsudaetal.,1985)。

また 、種 類 は違 うが 、 ロ ドプ シ ンを始 め と す る網 膜 の光 受 容 蛋 白質 も暗 中 で の異 性

化 は な い 。 そ の た め、 暗 中 で の異 性 化 が あ る か ど うか は、bRやhRの よ うに イ オ ン

ポ ン プ と して働 くレチ ナ ー ル 蛋 白質 と、光 セ ンサ ー と して働 く レチ ナ ー ル蛋 白質 の

本 質 的 な違 い で あ る と考 え られ る ㈹ 。

ppRが 光 を吸 収 した 時 に は、 発 色 団 は13シ ス 型 に異 性 化 す る。 これ は 、 明順 応

型(全 トラ ンス型)bRやhRと 同様 の反 応 で あ る(Braiman&Mathies,1982;Ogurusu

etaL,1981)。 また、〃alobacteriumhalobiumで 、Cl3=C14の 二 重 結 合 を トラ ンス型

に固 定 した レチ ナ ー ル ア ナ ロ グ を発 色 団 とす る と光 走 性 が 見 られ な く な る こ と と一

(注)Hatobacteriumha!obiumのpRで は、暗中で約20%の13シ ス型発色団を含むと報告 されている

(TakahashietaL,1988;Sharfctal.,inρress)。 前者 は膜断片 を用いた実験、後者はジギ トニンで可溶

化 した試料での実験結呆である。 この違いは種に由来するのか、実験条件 に由来するのか現在の とこ

ろわか らない∩

-55一



第3章ppRと 中間体の発色団の構造解析

致 す る(Yaneta1.,1990)。 そ の後 、PPRMか らPPRoへ の変 化 過 程 で 、発 色 団 は再

び全 トラ ンス型 に 異 性 化 す る。bRで も、bRoへ の変 化 過 程 で13シ ス 型 か ら
、全

トラ ンス型 へ の異 性 化 が起 こ る と報 告 され て い る(SmithetaL ,1983)。 以 上 の よ う

に・ppRの 光 反応 サ イ ク ル中 で の発 色 団 の挙 動 は、 明順 応 型bRの もの とほ ぼ 同 じ

で あ る こ とが確 か め られ た 、

3-4-2立 体 選 択 的 反 応

上 記 の よ う に、ppRとppRQか らは全 トラ ンス型 レチ ナ ー ル オ キ シ ムが 、ppRM

か ら は13シ ス型 レ チ ナ ー ル オ キ シム が 抽 出 され たが 、 抽 出 され た レチ ナ ー ル オ キ

シ ム のCl5=Nの 構二造 に着 目す る と、ppRを 暗所 で ヒ ドロキ シル ァ ミ ン と反応 させ

た と き に は主 に15シ ン型(Ts)、ppRMで は15ア ンチ型 の レチ ナ ー ル オ キ シ ム

(!3a)が 主 に抽 出 され た(図3-1)。 遊 離 の レチ ナ ー ルが ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン

と反応 す る と きに も、 あ る程 度 の立 体 選 択 性 は見 られ 、15シ ン型 と ユ5ア ンチ型 の

比 は41～21程 度 で あ る 。 これ は、14位 の水 素 原 子 とOH基 との 間 の 立 体

障害 が 、15シ ン型 の 方 が 小 さ い こ とが 原 因 で あ ろ う(図3-1参 照)。 しか し、

こ れ らの 反 応 が 蛋 白質 内 で起 こる とき、 そ の 立体 選択 性 は さ らに強 くな る。

メ タ ノ ー ル/ジ ク ロ ロメ タ ンで変 性 させ た試 料 と比 べ て 、ppRの 発 色 団 が 、 暗 所

で ヒ ドロ キ シ ル ァ ミ ン と反 応 す る と きに は 、 発 色 団周 り の蛋 白質部 分 はそ の構 造 が

保 た れ て い る。 そ の た め 、 主 に ユ5シ ン型 レチ ナ ー ル が 生成 す る の は 、 蛋 白質 に よっ

て、 ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ンの攻 撃 の方 向性 、 あ る い は生 成 す る レチ ナ ー ル オ キ シ ム の

N-OH部 位 のC14-H部 位 に対 す る方 向性 が 限定 され て い る と考 え られ る。 一 方 、

ppRMで は 、立 体 選択 的 に!5ア ンチ 型 が得 られ たが 、 これ が 蛋 白質 部 分 の影 …響 を

受 け て い る こ とが原 因で あ る こ とを確 認 す る た め、 以 下 の対 照 実験 を行 っ た。

ppR試 料 を氷 上 に置 き、501nmの 光 で30秒 間 照 射 した 、 そ の ま ま さ ら に照 射

を続 け な が ら、 試 料 に メ タ ノ ー ル、 ジ ク ロ ロメ タ ン、 ヒ ドロキ シ ル ァ ミ ンの混 合 液

を加 え て 、 ミキ サ ー で撹 絆 し た。 メ タ ノー ル/ジ ク ロ ロ メ タ ン に よ る変 性 は、 ヒ ド

ロ キ シ ル ア ミ ンが 中 間体 の発 色 団 を攻 撃 す る よ りも速 い と考 え られ る の で 、 こ の実

験 で は、ppRは ま ず 中 間体 の状 態 で 変 性 され 、 そ の後 、 レチ ナ ー ル オ キ シ ムが生 成

した と考 え られ る。 こ の よ う に して生 成 し た レチ ナ ー ル オ キ シ ム を ヘ キ サ ンで抽 出

した と こ ろ、 主 に15シ ン型 が得 られ た(表3-lf)。 そ の た め 、ppRMの 場 合

に は、 蛋 白質 に よ っ て立体 選 択 的 に15ア ンチ 型 が 得 られ る とい え る。

-56一



第3章ppRと 中間体の発色団の構造解析

こ の よ う なC15=Nに お け る立 体 選 択 的 な反 応 、 す な わ ち 、 も との 光 受 容 蛋 白 質

か らは15シ ン型 、光 反応 中 間体 か らは15ア ンチ 型 が 得 られ る とい う反応 は、 す べ

て の レチ ナ ー ル 蛋 白質 に共 通 で は な い か と思 わ れ る.そ れ は、 わ れ わ れ の 未公 表 の

実 験 か ら、 ニ ワ トリの赤色 感 受 性 錐 体 光 受 容 蛋 白質 ア イ オ ドプ シ ン や ロ ドプ シ ン

ァ ナ ロ グで もや は り立体 選択 的 な反 応 が見 られ た か らで あ る(図3-5)。

ア イ オ ドプ シ ンの 発 色 団 は 、光 異 性 化 に よ っ てllシ ス 型 か ら全 トラ ンス型 に異

性 化 す る の で 、ppRの 場 合 の全 トラ ンス型 か ら13シ ス 型 へ の異 性 化 とは本 質 的 に

異 な っ て い る。 しか し、 アイ オ ドプ シ ンで も同様 に、 暗 所 で ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ンで

退 色 させ た試 料 か ら はllシ ス15シ ン型 レチ ナ ー ル オ キ シ ムが 得 られ 、 ヒ ドロ キ シ

ル ァ ミ ン存 在 下 で光 退 色 した 試料 か ら は全 トラ ンス15ア ンチ 型 レチ ナ ー ル オ キ シ

ムが 得 られ る。 逆 に、 ウ シ ロ ドプ シ ンに ダ イ シス 型 レチ ナ ー ル を結 合 させ た場 合 に

は、 暗 所 で ヒ ドロキ シル ア ミ ン と反応 させ た と き、15ア ンチ型 レチ ナ ー ル オ キ シ

ムが 得 られ る(Shichidaeta1 .,1988b)。

ppRの 発 色 団 の シ ッ フ塩 基 結 合 部 位 の構 造 は 、全 トラ ンス型bRの 発 色 団 の構 造

か ら類 推 して 、15ア ンチ型 で あ る と考 え る の が妥 当 で あ ろ う(図3-5)(Harbison

eta1.,1985)。 ヒ ドロキ シ ル ァ ミ ン と反 応 してTsが 生 成 す る と き、 そ のOH基 の方

向 は 、 シ ッ フ塩 基 部分 に結 合 して い る プ ロ ト ン と反 対 方 向 に な る 。(図 で は 上 向

き)。!3aで も同様 に、OH基 の 向 きは 図 で 上 向 き に な る。 ア イ オ ドプ シ ンの場 合

で は、発 色 団が1エ シス 型 で あ るが 、15シ ン型 で はOH基 の 向 きは プ ロ トン と反対

方 向 に な り(図 で は 下 向 き)、 反応 中 間体 の場 合 の ユ5ア ンチ 型 で もや は り下 向 き

に な る。 ロ ドプ シ ン に ダイ シ ス 型 レチ ナ ー ル を結 合 させ た場 合 に は 、 シス結 合 が 一

つ多 い た め に、C15=Nの 構 造 は ア ン チ型 で あ るが 、OH基 の 方 向 は ア イ オ ドプ シ

ンの場 合 と同 じ く下 向 きに な る。

そ の た め 、 こ れ らの反 応 は 、 レチ ナ ー ル 蛋 白質 に共 通 した 、 あ る ア ミ ノ酸 残 基 が

シ ッフ塩 基 結 合 部 位 の プ ロ トン側 に存 在 し、 そ の方 向 にOH基 が くる の を妨 げ て い

る と考 え られ る 。 シ ップ塩 基 部 位 に プ ロ ト ンを安 定 に結 合 させ る た め に は、 カ ウ ン

ター イ オ ン と呼 ば れ る解 離 性 ア ミノ'酸残 基 が存 在 して い る(図3-5)。 カ ウ ン ター

イ オ ン は こ れ ま で調 べ られ た 全 て の レチ ナ ー ル蛋 白質 に見 い だ され て お り、 お そ ら

くこの残 基 とOH基 の相 互作 用 に よ り、立 体 的 な選択 が見 られ る の で あ ろ う。

以 上 の推 測 の 要 点 は 、発 色 団 が ヒ ドロキ シル ア ミ ン と反 応 し、 オ キ シ ムが生 成 し

た と き に、OH基 が プ ロ トン と反 対 側 に くる とい う こ とで あ る。ppRMで は シ ッ フ

塩 基結 合 部 位 は脱 プ ロ トン化 して い る と考 え られ るが 、bRMか ら類 推 す る と、 カ ゥ
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図3-5:立 体選択的 なオキ シム生 成のモデル。

レチナ ール蛋 白質 の発色 団が ヒ ドロキシルァ ミンの攻 繋 を うけ、 レチナー ルオキ シムが生成 す る時

の カ ウンター イオ ンとの相 互関係 のモデ ル。 レチナール蛋 白質の発色 団であ る レチナール は、 シッフ

塩基結合 を介 して蛋 白質部分 の リジ ン残 基 と結合 してい る。 またこの付 近 にはカ ウンター イオ ンと呼

ばれる負 に帯 電 したア ミノ酸残基 が存 在 し、 シ ッフ塩基 部分 を安定 にプ ロ トン化 して い る。ppRの

発色団 は全 トラ ンス型 レチナールであ るが 、ppRMで は異 性化 して13シ ス型 になってい る。 いずれ

に ヒ ドロキ シル ァ ミンが反応す る ときで も、OH基 は図 中で上 を向 く。 ア イオ ドプ シ ンの発 色 団は

11シ ス型 レチナー ルで、メ タ中間体 で は全 トラ ンス 型であ る。 この場合 には、 いず れ もOH基 は図

中 で下 を向 く.9,13ダ イ シス型 レチナール を発色 団 とす るロ ドプシ ンアナ ログで も、OH基 は下向

きになる。以 上の反応 はすべ て、オ キ シムのOH基 は カウ ンター イオ ンと反対 方 向 に向 くことか ら、

カウ ンターイオ ン とヒ ドロキ シルア ミンのOH基 の間 に、立体 的(あ るい は静電 的)な 反発 作用が あ

る と考 え られ る。
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ン ター イ オ ンが プ ロ トン化 して い て、 そ の位 置 関係 は も とのppRと ほぼ 同 じで あ る

と考 え られ る(Hendersonetal.,1990)。 シ ップ塩 基 部位 の プ ロ トンの結 合 の方 向 は、

シ ッフ塩 基 部 位 のC,,=Nが シ ン型 か ア ンチ 型 か に よ って決 っ て くる。 つ ま り、 ヒ

ドロ キ シ ル ア ミ ン との 反 応 か ら生 成 す る オ キ シ ム のCls=N構 造 か ら、 も との 蛋 白

質 中 で のC15=N構 造 を決 定 で きる可 能 性 を示 唆 して い る。現 在 の とこ ろ 、C15=N

の立 体 構 造 の決 定 は、 振 動 ス ペ ク トル法(共 鳴 ラマ ン分 光 法 、 フー リエ変 換 赤 外 分

光 法)を 用 い て、15の 位 置 の炭 素 原 子 を13Cに 置 換 した と きの、 振 動 バ ン ドの シ フ

トの度 合 か ら決 定 して い る。 しか し、今 回 の実 験 を発 展 させ れ ば 、複 雑 な振 動 ス ペ

ク トル の 実 験 を しな くて も、 ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン と反 応 させ る だ け で 決 定 で き る可

能 性 が あ る。bRで は暗順 応 型(13シ ス 型)が ユ5シ ン型 の シ ッ フ塩 基 結 合 を もっ

て い る とい わ れ て い る(図3-1)(Harbisoneta1.,1985;Smithetal.,1987)。 そ の

た め 、 イ オ ンポ ン プ と して働 く レチ ナ ー ル 蛋 白質 の暗 川頁応 機 構 の解 明 に応 用 す る こ

と も可 能 で あ ろ う。
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第4章 ナノ秒 レーザー閃光分・解によるppRの 光反応サイクルの解析

[4-1目 的]

第2章 で は 、Halobacterium/zalobiumの もつpRの 光 反 応 過 程 を、低 温 スペ ク トル

法 で解 析 した結 果 を述 べ た。L中 間体 が現 れ な い事 や 、K中 間体 の安 定 温度 が 、 他

の レチ ナ ー ル蛋 白質 の もの よ り も高 い等 の 特 徴 が 見 い だ され た。 しか し、 レチ ナ ー

ル 蛋 白質 で は 、 室 温 と低 温 で そ の光 反 応 過 程 に違 い が あ らわれ る事 が あ る。 た とえ

ばsRで は、 そ のK中 間体 は室 温 で は観 測 され るが(Ohtanietal.,1986)、 低 温 ス ペ

ク トル法 で は観 測 で きな い(ArikietaL,1987)。 また 、 ニ ワ トリの アイ オ ドプ シ ン

で は 、 室 温 で 生 成 した バ ソ 中 間 体 は 、 熱 反 応 に よ り次 の 中 間 体 に変 化 す る が

(Kandorietal.,1990)、 液 体 窒 素 温度 で トラ ッ プ した もの は、 熱 反 応 で も との ア イ

オ ドプ シ ン に戻 っ て しま う(Yoshizawa&Wald,1967;Imamotoetal.,1989)。 以 上 の

よ うな例 もあ る の で 、 や は り室 温 で の反応 過 程 も調 べ な け れ ば 、低 温 ス ペ ク トル法

で 見 い だ され た特 徴 を、pRの 特徴 と して断 定 す る こ と はで きな い 。 ま た 、 室 温 と

低 温 で光 反応 に 違 い が あ れ ば 、 そ の違 い か ら逆 に、光 反 応 の メ カニ ズ ム に関 す る情

報 が 得 られ る可 能 性 が あ る(lmamotoetaL,1989)。

と こ ろが 、 精 製 方 法 が確 立 され て い な いpR試 料 で は 、 低 温 ス ペ ク トル 法 と比 較

して、S/N比 の劣 る閃光 分 解 法 の試料 と して は 困 難 な 点 が 多 く、 こ れ まで に は ミ

リ秒 領 域 の解 析 しか 行 わ れ て い な か った(TomiokaetaL,1986)。 本 研 究 で は、 精 製

ppR試 料 を用 い る こ とに よ り、 ナ ノ秒 レーザ ー を用 い た 閃光 分 解 法 を行 っ た。 そ れ

に よ って 、 ナ ノ秒 ～ マ イ ク ロ秒 領 域 で の ス ペ ク トル変 化 を解 析 し、ppRの 室 温 で の

初 期 の光 反 応 過 程 を検 討 した。 測 定 の主 眼 点 は、ppRKか らppRMに 至 る反 応 過 程

に お い て 、ppRLが 存 在 す る か ど うか の検 討 で あ る。 こ こで得 られ た結 果 は 、 主 論

文3と して添付 して い る(lmamotoetal.,1992b)。

[4-2試 料 の調 製 と測 定 法]

4-2-1ppR試 料 の 調 製

ppRの 精 製 方 法 は 、 第3章 とr司 じで あ る。 精 製 試 料 を限外 濾 過膜(Amicon、

YM30、 また はCentricon30)で 濃縮 し、 測 定 に川 い た 。ppRの 吸 収 極 大 で

あ る500nmの 吸 光 度 は、 光 路 長2mmでO.5～0.6で あ っ た。

4-2-2レ ー ザ ー分 光

エ キ シマ/色 素 レ ーザ ー か ら得 られ る、 パル ス幅17ナ ノ秒 ・ 波 長460nm・ 強
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第4章 ナノ秒 レーザー閃光分解によるppRの 光反応サイクルの解析

度100マ イ ク ロジ ュ ー ル/mm2の パ ル ス光 を励 起 光 と して用 い た(Okadaeこa1 .,

1991)。 測 定 光 と し て 、 カ メ ラ用 ス トロボ ラ ンプ か ら得 られ る フ ラ ッ シ ュ光 を用 い

た。 ま ず 、 励 起 前 の測 定 光 強 度 を、 試料 側 、 対 照 側 で 記 録 し た(そ れ ぞ れ 埼am 、

Ifef)。 続 いて励 起 光 を試 料 に照 射 し、設 定 時 間後(50ナ ノ秒 ～100マ イ ク ロ秒)

の測 定 光 強 度 を・ 試料 側 ・ 対 照 側 で 記 録 して(そ れ ぞ れ1δam、Iief)、 励 起 前 後 の

差 ス ペ ク トル を以 下 の式 に よ り計 算 した。

∠1A=lo9(1,am/lfef)一(1身am/lief)

1回 の励 起 に つ き こ の操 作 を繰 り返 した 。 また、励 起 の 間 隔 は30秒 以 上 と し、

光 反 応 サ イ ク ル が完 結 す る よ うに した 。 以 下 に 示 した差 ス ペ ク トル は、32回 の測

定 の平 均 値 で あ る。

[4-3結 果]

4-3-1励 起 後 の過 渡 吸 収 スペ ク トル

用 い た試 料 の 吸 収 ス ペ ク トル をマ ル チ チ ャ ンネ ル ア ナ ラ イザ ー で記 録 した ス ペ ク

トル を図4-1に 示 した。 少 量 の チ トク ロ ムが 含 まれ て い るが 、460nmを 励 起 光

とす れ ば チ トク ロ ム を励 起 せ ず 、 実験 に は 支 障 が な い と考 え られ た、 そ こで 、 この

試 料 を波 長460nm、 パ ル ス幅17nmの フ ラ ッ シ ュ光 で励 起 した後 の過 渡 吸 収 ス ペ

ク トル測 定 した(図4-2)。 励 起 前 の 試 料 の ス ペ ク トル をベ ー ス ラ イ ン と して い

るの で 、励 起 後50ナ ノ秒 以 内 に一長波 長 産 物 が生 成 して い る こ とが わ か る。 しか し、

この 産 物 は、 ピ コ秒 レーザ ー閃 光 分 解 で見 い だ され たppRK(水 上 ら、1991)よ り

も短 波 長 側 に吸 収極 大 を もっ て お り、 そ の他 の 性 質 もbRのKL中 問体 に類 似 して

い る た め 、ppRKの 次 のppRKLで あ る と考 え られ る(詳 し くは4-4参 照)。

ppRKLは2段 階 の反 応 を経 て変 化 す る(図4-2)。 励 起 後L2マ イ ク ロ秒 ま

で は470nmに 等 吸 収 点 を もち(図4-2a)、12マ イ ク ロ秒 か ら100マ イ ク

ロ秒 で は430nmに 等 吸 収 点 を もつ(図4-2b)。100マ イ ク ロ秒 後 の 産物 は

390nmに 差 吸 収 極 大 を もつ こ とか ら、ppRMで あ る。 そ の た め 、 そ の 前 の 中 間体

はppRLで あ る と考 え られ る。 実 際 こ の 中 間 体 の性 質 も、bRのL中 間体 に よ く類

似 して い る(詳 し くは4-4参 照)。 つ ま り低 温 で は観 測 され な か ったppRKL、
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図4-1:閃 光 分解 に用 いた試料の吸収 スペ ク トル。

この スペ ク トル は、対 照 に蒸留水 を用 いて、 レーザ ー分光 と同 じシス テムで記録 した。
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図4-2:ppRの 光 励 起 後 の 過 渡 吸 収 ス ペ ク トル 。

ppR試 料 を 波 長460nm、 パ ル ス 幅17ナ ノ秒 の パ ル ス 光 で 励 起 し、 そ の 後 の ス ペ ク トル 変 化 を 励

起 前 と の 差 ス ペ ク トル と して 記 録 した 。 測 定 温 度 は20℃ で あ る 。

(a)励 起 後 、50、100、200、500、750、950ナ ノ秒 、1.2マ イ ク ロ秒 後 に 測 定 し た 差 ス

ペ ク トル(カ ー ブ1～7)。 主 にppRKし か らppRLへ の 反 応 が 観 測 さ れ た 。

(b)励 起 後 、1.2、2.5、10、25、35、50、100マ イ ク ロ 秒 後 に 測 定 し た差 ス ペ ク トル

(カ ー ブ7～13)。 主 にbpRLか らppRMへ の 反 応 が 観 測 さ れ た 。

(c)励 起 後 の525nmで の 吸 光 度 変 化 を 、 時 間 に対 し て プ ロ ッ ト し、 二 成 分 の 指 数 関 数 曲 線 で 近 似

し た。 時 定 数 は990ナ ノ 秒 と32マ イ ク ロ秒 で あ っ た 。 こ の 値 は そ れ ぞ れppRKL、ppRLの 寿 命 に

対 応 す る 。
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ppRLが 、 室 温 で は観 測 され た とい え る。

次 に 、 今 回 確 認 され たPPRKLとPPRLの 寿 命 を求 め る た め 、 図4-2a、bの

525nmで の吸 光 度 変 化 を、 励 起 後 の時 間 に対 し て プ ロ ッ トし た(図4-2c)
。

この吸 光 度 変 化 の 曲線 は、 二 段 階 の減 少 を 示 し、 二成 分 の指 数 関 数 曲 線 で近 似 で き

た・ そ の結 果 ・990ナ ノ秒 と32マ イ ク ロ秒 とい う値(Tl/
e)が 得 られ た。 つ ま り、

ppRKL、ppRLの 寿 命 は、 そ れ ぞ れ990ナ ノ秒 と32マ イ ク ロ秒 と求 め られ た。

4-3-2ppRと 反 応 中 間 体 の絶 対 吸収 スペ ク トル

次 に、ppRKL、ppRL、ppRMの 絶 対 吸 収 スペ ク トル を計 算 し た。 計 算 の た め に

はppRの 正確 な(チ トク ロ ム の含 まな い)ス ペ ク トル が必 要 な た め、 そ れ は以 下 の

方 法 で求 め た 。ppR試 料 に は、 少 量 の チ トク ロ ムが 混 入 して い るが 、 この 試 料 を

ユ00mMの ヒ ドロキ シル ア ミ ン存 在 下 で暗 保 す る と、 全 トラ ンス 型 レチ ナ ー ル オ キ

シム と蛋 白質部分 に退 色 す る(3-3-1)。 退色 後 の試料 の吸 収 ス ペ ク トル は、

全 トラ ンス型 レチ ナ ー ル オ キ シ ム と、含 まれ て い た チ トク ロ ムの混 合 物 の スペ ク ト

ル に な っ て い る 。 今 回 の実 験 で は、含 ま れ て い た チ トク ロム は少 量 で あ る ので 、 そ

の還 元 に よる ス ペ ク トル変 化 の寄 与 は無視 で きた。 他 方 、 全 トラ ンス 型 レチ ナ ー ル

オ キ シ ム の、 今 回用 い た緩 衝 液 中 で の吸 収 ス ペ ク トル を 別 に求 め た。 この レチ ナ ー

ル オ キ シ ム の スペ ク トル を、ppRの 退 色 後 の ス ペ ク トルか ら適 当量 差 し引 け ば 、含

まれ て い た チ トク ロ ムの ス ペ ク トル が定 量 的 に求 め られ る。 と ころが 、 どれ だ け の

レチ ナ ー ル オ キ シ ム の ス ペ ク トル を差 し引 くか に よっ て 、得 られ る チ トク ロム の吸

収 ス ペ ク トルが 違 っ て くるの で 、 差 し引 き に は何 か 目安 が必 要 で あ る 。 今 回 は チ ト

ク ロ ム の吸 収 ス ペ ク トル の420nmと380nmの 吸 光 度 の比 が3.51に な る よ う

に した。 この比 は、Halobacteriumhalobiumチ トク ロム で の他 で あ る(Fujiwaraetal.,

1989)。 得 られ た チ トク ロ ムの吸 収 スペ ク トル を、 退 色 前 の試 料 の ス ペ ク トルか ら

差 し引 くこ とに よ りppRの 正 確 なス ペ ク トル が得 ら れ た.簡 便 の た め 、ppRの ス

ペ ク トル の吸 収 極 大(498nm)で の吸 光 度 を10に 補 正 した上 で以 下 の計 算 に 用

い た(図4-3)。

100マ イ ク ロ秒 後 の差 ス ペ ク トル(図4-2b、 カ ー ブ13)に は 、390nmを

極 大 とす る吸 光 度 の増 加 と、500nmを 極 小 とす る 吸 光 度 の減 少 とが あ らわ れ て い

る。450nm以 上 の長 波 長 側 の 差 ス ペ ク トル の形 は 、 正 負 が 逆 転 して い る もの の 、

ppRの 吸 収 ス ペ ク トル の形 とよ く一 致 して い る。 これ は ・ppRMの 吸 収 帯 が短 波 長

側 にあ る た め に 、ppRと の差 ス ペ ク トル の この領 域 に は 、ppRMの 寄 与 が現 れ な い
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図4-3ppR、ppRKL、ppRL、ppRMの 吸 収 ス ペ ク トル 。

ppR、ppRKL、ppRL、ppRMの 吸 収 極 大 波 長 は 、20℃ で そ れ ぞ れ498、512、488、390

nmで あ っ た 。 ま た 、 そ れ ら のppRに 対 す る 相 対 的 な 分 子 吸 光 係 数 は 、 そ れ ぞ れ0.85、0.68、

0.95で あ っ た 。
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た め で あ る と考 え られ る。 また 、ppRLの 寿 命 が32マ イ ク ロ秒 で あ る こ とか ら、

100マ イ ク ロ秒 後 に 測 定 した 差 ス ペ ク トル に はppRLの 寄 与 は ほ とん ど な く、

ppRMとppRの 差 ス ペ ク トル に な って い る と考 え て よい。 そ の た め 、ppRMの 吸 収

ス ペ ク トル は 、!00マ イ ク ロ秒 後 に測定 した差 スペ ク トル の 、450nm以 上 の負 の

吸 光 度 を相 殺 す る よ うにppRの 吸 収 ス ペ ク トル を加 た もの と考 え る こ とが で きる。

100マ イ ク ロ秒 後 に測定 した差 ス ペ ク トル の、500nmの 差 吸 光 度 は0.087な の

で 、 こ こ で は0.087に あ た るppRがppRMに 変化 して い る と考 え られ る。 そ の た

め 、 上 記 のppRの 吸 収 ス ペ ク トル 、 す な わ ち 吸 収 極 大(498nm)で の 吸 光 度 を

1.0に 補 正 した ス ペ ク トル[ppR]を 使 え ば、ppRMの ス ペ ク トル[ppRM]は 、

[PPR・]-Diffl。 。
、、/0・087+[PPR]

と計 算 され る。 た だ し、Diffioe
pt、は励 起 後looマ イ ク ロ秒 後 に測 定 した差 ス ペ ク

トル を表 す 。 な お 、 この 計 算 に よ り得 られ たppRMの 吸 収 ス ペ ク トル で は、 そ の吸

収 極 大 で の吸 光 係 数 がppRの もの との相 対 値 に補 正 され て い る。

図4-2cで は励 起 後 の 吸 光 度 変 化 を プ ロ ッ トした が 、50ナ ノ秒 後 の点 は近 似

した二 成 分 指 数 関数 曲線 か らの偏 差 は小 さ く、ppRKの 寄 与 は無 視 で きる と考 え ら

れ る。 そ うす る と 、ppRKLの 寿 命 は990ナ ノ秒 なの で 、 励 起 後50ナ ノ秒 で は 、

95%以 上 がppRKし で あ る。 ま た、ppRKL-ppRL-ppRMと い う分 岐 の な い熱 反

応 ス キ ー ム を考 え る と、励 起 後50マ イ ク ロ秒 で は、100マ イ ク ロ秒 後 にppRMに

変 化 して い た の と同量 のppR、 す な わ ち0.087のppRがppRKLに 変化 して い る

た め 、ppRKLの 吸 収 ス ペ ク トル は、 以 下 の式 で表 され る。

[ppRKL]=Diff50ns/0.087十[ppR]

た だ し、[ppRKL]はppRKI 、の ス ペ ク トル 、Diff50,,は 励 起 後50ナ ノ秒 後 に 測

定 した 差 ス ペ ク トル(図4-2a、 カ ー ブ1)で あ る。 一 方 、990ナ ノ秒 、32マ

イ ク ロ秒 とい う二 つ の時 定 数 か ら計 算 す る と、1.2マ イ ク ロ秒 に は30%のppRKし

と69%のppRLが 含 まれ て い る。 そ の た め、ppRLの ス ペ ク トル は 、

[PPR、 」 一(Diff1 .2。、/0・087+[PPR]-O・30×[PPR・ ・])/0・69
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と表 され る 。 た だ し[PPRLjはPPRLの ス ペ ク トル・Diff1 .2μ、は励 起 後12マ

イ ク ロ秒 後 に測 定 した差 ス ペ ク トル(図4-2a、 カ ー ブ7)で あ る 。 以 上 の計 算

か ら、PPRKL、PPRL、PPRMの 絶 対 吸 収 ス ペ ク トル を求 め た(図4-3)。

PPRKL、PPRL、PPRMの 吸 収 極 大 はそ れ ぞ れ5ユ2、488、390nmで あ った。

また、PPRの モ ル吸 光 係 数 を1.0と した 時 のPPRKL、PPRL、PPRMの 相 対 モ ル

吸 光 係 数 は・ そ れ ぞ れO・85・0・68・0・95で あ っ た・ また ・PPRKL、PPRLで

は、ppRに 見 られ た よ うな、 ス ペ ク トル の振 動 構 造 は消 失 して い た 、 これ らの結 果

か ら、ppRの 光 反 応 サ イ ク ル は 図4-4の よ う に示 され る。

[4-4考 察]

今 回 の室 温 で の 閃光 分 解 で は、 低 温 ス ペ ク トル法 で観 測 され な か っ た 二 つ の 中 間

体 の 生 成 を確 認 し、 そ れ ぞ れppRKL、ppRLと 名付 け た 。 これ は、bRの 光 反応 サ

イ ク ル で現 わ れ るKL、L中 間体 に対 応 す る と考 え た か らで あ るが 、 そ れ は以 下 の

理 由 に よる。

bRで 観 測 され て い る中 間 体(Shichidaetal.,1983)及 び今 回 明 らか に な ったppR

の 中 間体 の性 質 を表4-1に ま とめ た。 今 回確 認 したppRの2つ の 中 間体 の 内 、 速

い方 の 中 間体(ppRKL)は 、吸 収極 大 が5!2nm、ppRに 対 す る相 対 吸 光 係 数 が

0.85、 寿 命 が1マ イ ク ロ秒 で あ り、bRに お け るKL中 間 体 に最 も近 い。 ま た 、

ppRKLよ りも長 波 長 に吸 収 極 大 を もち、Kに 対 応 す る と思 わ れ る中 問体(ppRK)

は、 室 温 で の ピ コ秒 閃 光 分 解 で確 認 され て お り、 少 な く と も5ナ ノ秒 まで は安 定 で

あ る(水 上 ら、199!)。 そ の ため 、ppRKの 寿 命 は5ナ ノ秒 か ら、今 回 の測 定 限

界 で あ っ た50ナ ノ秒 の 問 で あ る と思 われ る。 低 温 ス ペ ク トル法 で み られ た長 波 長

中 間 体(Hirayamaetal.,1992)は 、 液体 ヘ リ ウム温 度 近 く(-263℃)で も生 成 す

る こ とか ら、 第 一光 産 物 と考 え られ 、 室 温 で のppRKに 対 応 す る と思 わ れ る。

今 回 み られ たppRの 遅 い方 の 中 間体(ppRし)は 、吸 収 極 大 が488nm、ppR

に対 す る相 対 吸 光 係 数 が0.68、 寿 命 が33マ イ ク ロ秒 で あ り、bRに お け るL中 間

体 に対 応 す る。

PPR,、 、PPR、 は 、低 温 で は観 諺!llされ なか っ たが ・ 室 温 で は各現測 さ れ た・bRの

場 合 に も、KLは 室 温 で のみ 観 測 され 、 低 温 で は観 測 され て い な い(ShichidaetaL,

1983;Iwasaetal.,1980)。 しか し、bRLは 低 温 で も観 測 され(lwasaetal・ ・1980)・

また 、 他 の レチ ナ ー ル蛋 白質 で もそ れ に対 応 す る ル ミ中 間体 が 観 測 さ れ て い る の で
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図4-4:ppRの 光 反 応 サ イ ク ル 。

光 反 応 は 波 線 で 、 熱 反 応 は 実 線 で 表 して い る 。 ま た 、 括 弧 内 にppRと 中 間 体 の 吸 収 極 大 波 長 を 示

し て い る 。ppRKは 低 温 ス ペ ク トル 法(Hirayamactal.,1992)、 あ る い は ピ コ秒 レ ー ザ ー 閃 光 分 解 法

(水 上 ら、1991)に よ り検 出 さ れ て い る 。ppRK【 .、ppRLの 寿 命 は 、 本 研 究 で そ れ ぞ れ990ナ ノ秒

と32マ イ ク ロ秒 と 求 め ら れ た が.低 温 ス ペ ク トル 法 で は検 出 さ れ な か っ た(破 線)。ppRM、ppRo

の 寿 命 は そ れ ぞ れ ユ.7秒 と0.77秒 と報 告 さ れ て い る(Miyazakicta1.,1993)。 低 温 ス ペ ク トル 法 で

求 め ら れ た 安 定 温 度 を 矢 印 の 横 に併 記 し た 。
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表4-1=bRとppR、 及 び そ れ ら の 反 応 中 間 体 の 分 光 学 的 諸 性 質 。

吸 収 極 大 波 長 相 対 吸 光 係 数*寿 命

bR568nm1.O

K610nmO.92～10ns

KL596nmO.802.2μs

L543nmO.6655μs

Shichidaetal.,1983;Milder&Kliger,1988

吸 収 極 大 波 長 相 対 吸 光 係 数**寿 命

ppR498nml。0_一 一t

ppRK～540nm?5～50ns

ppRKL512nmO.851.0μs

ppRL488nmO.6832μs

*bRの 吸 光 係 数 を ユ
.0と した と き の 値 。

**ppRの 吸 光 係 数 を1
.0と した と き の 値 。
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(Shichidaeta1.,1986;YoshizawaetaL,1987)、ppRLが 低 温 で 観 測 され な い こ とは、

ppRの 反 応 機 構 を探 る上 で注 目す べ き問題 で あ る。

bRとppRの 各 中 間 体 の室 温 で の寿 命 と、低 温 ス ペ ク トル法 で 求 め られ た 安 定 温

度 を比 較 した(図4-5a>。 これ か らわ か る よ うに、ppRの 各 中 間体 の室 温 で の

挙 動 は、bRの もの に 非 常 に よ く類 似 し て い る 。 ま た、発 色 団 が光 に よ っ て全 トラ

ンス 型 か ら13シ ス 型 に異 性 化 す る こ と も同 じで あ る(第3章)。 しか し低 温 で は、

ppRKの 安 定 温度 が 、bRKに 比 べ て 非 常 に高 い 。 これ はpRで も見 ら れ た現 象 で あ

る(第2章)。ppRKの 安 定 温 度 で あ る 一90℃ とい う値 は 、bRLの 安 定 温 度 に あ

た り、ppRKの 崩 壊 と同 時 にppRLが 崩 壊 してppRMが 生 成 した と考 えれ ば、ppRL

が低 温 ス ペ ク トル法 で観 測 され な か っ た こ と と符 合 す る。 つ ま り、ppRLが 観 測 さ

れ な い とい う こ とは 、 一 見ppRLの 特 徴 の よ うに見 え る がtそ れ はppRKの 温度 安

定 性 に帰 着 で きる とい う こ とで あ る。

一 般 に温度 を下 げ る と熱 反応 は遅 くな るが
、 室 温 で の寿 命 が 、ppRKとbRKで ほ

ぼ 同 じで あ る事 か ら、ppRKの 寿 命 がbRKよ りも温 度 に依 存 す る こ とが わ か る。

ppRKとbRKの 室 温 と低 温 で の 寿 命 の対 数 を、 そ の温 度 の逆 数 に 対 して プ ロ ッ トし

た(図4-5b)。 この 図 で は、低 温 ス ペ ク トル法 で求 め られ た安 定 温 度 で の寿 命

が.10～100分 に相 当 す る と仮 定 して い る。 そ うす る と、室 温 で の寿 命 がppRK

とbRKで ほ ぼ 同 じな の で、 少 な くと も定 性 的 に は、傾 き、y切 片 と も にppRKの 方

が 大 きい とい え る。 遷 移 状 態 理 論 に従 う と、 以 下 の よ うに、 速 度 定 数(ん)は 、 活 性

化 自由 エ ネ ル ギ ー(AGキ)と 比 例 し、AGキ は活 性 化 エ ン トロ ピー(ASキ)と 活 性 化 エ

ン タル ピー(∠Wキ)の 関 数 と して表 され る。

k=kT/hexp(-AGキ/RT)=kT/hexp(∠ ∬キ/R)exp(一 ∠SHキ/RT)

こ こで 、Tは 温 度 、hは プ ラ ンク定 数 、kは ボ ル ツマ ン定 数 、Rは 気 体 定 数 で あ る。

こ の こ とか ら、ppRKの 活性 化 エ ン タル ピー、 活 性 化 エ ン トロ ピー と も に 、bRKの

もの よ りも大 きい とい う事 が 示 され る。ppRKL以 降 の各 中 悶体 の熱 的挙 動 や ス ペ ク

トル的 性 質 がbRの 場 合 と類 似 し て い る事 か ら(表4-1参 照)、ppRKの 遷 移 状

態 がbRKと 同様 で あ る と仮 定 す る と、ppRKの 持 つ エ ン トロ ピ ー 自体 が 小 さい と推

測 され る。 次 章 で は、2、3、4章 で 得 られ た知 見 を も と に 、pR、ppRの 光 反応

機 構 につ い て考 察 す る。
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第4章 ナノ秒レーザー閃光分・解によるppRの 光反応サイクルの解析
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図4-5:ppRKの 寿命 の温度異存 性。

(a)bRとppRに おける、低 温 と室温 での時定 数の比 較。矢 印上 が20℃ での寿命、 下が低 温での

安定温度 であ る。室温 での各 中間体 の挙 動 はbRとppRで ほぼ 同 じであ るが、低温 では、ppRKの 安

定温度が 、bRKよ りもかな り高 くな ってい る。

(b)低 温 と室 温の、K中 間体 の寿命 の対 数 を、絶対温度 の逆数 に対 して プロッ トした(ア レニ ウス

プロッ ト)。 簡便 の ため、上軸 に対応す る温度 、右軸 に対応 す る時 間を目盛 った。低温 での安 定温度

が 、その温度 で寿命 が10～100分 にあたる と仮 定 している。 少 な くとも定性的 に は、傾 き、y切 片

ともにppRKの 方が大 きい。 これ は、ppRKの 活性化 エ ンタル ピー 、活性 化 エ ン トロ ピー と もに、

bRKよ りも大 きい こ とを意味 す る。
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[5-1フ ォボ ロ ドプ シ ンの光 反 応機 構]

本 論 文 で これ まで 述 べ て き た 実験 結 果 の 内 、pRとppRの 光 反 応 機 構 に 関 す る知

見 を ま とめ る と・ 以 下 の よ う にな る。 なお 本 章 で は 、pRとppRの 光 反応 機 構 は 同

一 で あ る と して扱 う
。

1暗 順 応 型 のpRの 発 色 団 は、 全 トラ ンス 型 レチ ナ ー ル で あ る が 、 光 を吸 収 す る

と13シ ス 型 に異 性 化 す る。(3章)

2pRの 吸 収 スペ ク トル に は振 動 構造 が 現 れ るが 、光 を吸 収 してpRKが 生 成 す る

と振 動 構 造 が 消 失 す る(1、4章)。

3室 温 の光 反 応 サ イ ク ル は 、pRKL、pRLが 観 測 され る な ど、bRの もの と よ く

似 て い る(4章)。 しか し、低 温 で はpRKの 熱 安 定 性 が 高 く、pRLが 観 測 され

な い。(2章)

4pRKの 寿命 の 温度 依 存 性 が 高 い こ とか ら、 そ の 活 性 化 エ ン タル ピー 、 活性 化 エ

ン トロ ピー とも に大 きい。(4章)

以 上 の結 果 か ら、ppRの 発 色 団 と蛋 白質部 分 の相 互作 用 を、 モ デ ル に あ て は め て

考 え る と、 以 下 の よ うな解 釈 が 可 能 で あ ろ う(図5-1)。

まず 、pRの 発 色 団 は全 トラ ンス 型 レチ ナ ー ル で あ る。pRの 吸 収 ス ペ ク トル に振

動 構 造 が 現 れ る こ とか ら、pRの 発 色 団 レチ ナ ー ル の β イ オ ノ ン環 付 近 は蛋 白質 部

分 に よ っ て強 く固 定 され 、C6-C7単 結 合 は 、 自由 に ね じれ る こ とが 出来 な くな っ

て い る と考 え られ る。pRが 光 を吸 収 す る と発 色 団 は13シ ス 型 に異 性 化 し、pRK

が 生 成 す る。pRKは 、 液体 ヘ リ ウム温 度 ～ 液体 窒 素 温 度 で生 成 す る 中 間体 で あ る。

こ の よ うな極 低 温 で は 、発 色 団 の異 性 化 反 応 は起 こ るが 、 蛋 白質部 分 の大 きな構 造

変 化 は起 こ らな い。 したが って 、pRKの 生 成 過程 で は、 蛋 白 質 部 分 に変 化 が ほ と ん

ど無 い と考 え て 、 シ ッ フ塩 基 部 分 を固 定 して異 性 化 を考 え る と、 発 色 団 の βイ オ ノ

ン環 部 分 は、 異 性 化 に よっ て シ ッフ塩 基 の 方 向 に移 動 す る。pRKで は 、 そ の吸 収 ス

ペ ク トルか ら振 動 構 造 が 消 失 す る が 、低 温 で の高 い温 度 安 定 性 を 考慮 す る と、bRK

や ロ ドプ シ ンの バ ソ中 間体 の よ うに発 色 団 が 強 く捻 れ て い る こ とが そ の原 因 で あ る

とは考 え に くい 。 そ れ よ り も、発 色 団 レチ ナ ー ル の βイ オ ノ ン環 部 分 が 、 そ の 固定

部 位 か ら解 放 され 、pRと 比 較 して、C6-C7結 合 の 回転 の 自由度 が増 す た め と考 え

た方 が妥 当 で あ ろ う 。 しか し、全 トラ ンス型 と13シ ス 型 の レチ ナ ー ル の長 さ の違

い(β イ オ ノ ン環 部 分 の移 動 距 離)は ・ 約1・2オ ングス トロー ム程 度 で あ る の で
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PP

βイオノン環固定部位 加
立体的相互作用

PρRK

図5-1:ppRの 発 色団/蛋 白質相互作用の モテル図。

(a)ppRの 状態 では発色 団 は全 トラ ンス型 であ る。吸 収ス ペ ク トル朔 ㍑II構 造か ら、蛋 白質 部分

に βイオ ノ ン環 固定部位 があ ると考 え られ る。

(b)光 を吸 収す る と、発色 団 は13シ ス型 に契性化 す る。 その ため、発色 団 の両端 の距離が短 くな

り、 βイオ ノ ン環部位 が蛋 白質の固定部位 か ら解放 され ることによ り、吸 収 スペ ク トルの振動 構造が

消失す る。 また、 βイオ ノン環周辺 が狭 い ことか ら、発色 団の 自由度 は低 く、ppRKの 活 性化 エ ンタ

ル ピー は大 きい.そ の ため 、低 温 に した時のppRKの 安 定性 が非常 に高 ま り、ppRLが 観 測 されな く

な る。

-75一



第5章 まとめ

(MatsumotoetaL,1975)、 完 全 に解 放 され る わ け で は な く、 あ る程 度 は 固定 され て

いる た め 、pRKに お け るC6-C7結 合 の 自 由度 は、bRKよ りは小 さい と考 え られ る。

低 温 ス ペ ク トル法 で は 、pRKの 後 に はpRLは 観 測 され ず ・ 見 か け 上 、pRKは 直接

pRMに 変 化 した。 と ころ が 室 温 で はpRKL・pRLが 観 測 され た の で ・低 温 でpRLが

観 測 され なか っ た の は 、pRKの 温 度 安 定 性 がpRLと 同 じか ・ あ る い は高 くな った た

め で あ る と考 え られ る。 室 温 で はpRLよ りもpRKの 方 が 不 安 定(寿 命 が 短 い 〉 で あ

るがL低 温 に した と き にpRKの 方 が 安 定 に な るの は 、 そ の 時 定 数 に対 す る温 度 効 果

が 大 きい とい うこ とで あ る。 この こ とを定 性 的 に考 え る と、pRKの 活 性 化 エ ン タル

ピーが 大 き い とい う こ とにな る。 ま た、 室 温 で の寿 命 が 同 じで あ る こ とか ら、pRK

の活 性 化 エ ン トロ ピー が 大 きい とい うこ と も示 唆 され る。pRL以 降 の 中 間体 の時 定

数 等 の性 質 は、bRの もの とよ く類 似 して い る の で 、pRL以 降 で はbRと 同様 の反

応 が 起 こ って い る と考 え て 、pRKの 遷 移 状 態 がbRKの もの と同様 で あ る と仮 定 す る

と、pRKの もつ エ ン トロ ピー は 小 さい と考 え る こ とが で き る。 こ の こ と をモ デ ル に

あ て は め る と、 以 下 の よ うな解 釈 が で きる。

先 に述 べ た よ うに 、pRか らpRKに 変 化 す る時 に は、 蛋 白 質部 分 の変化 が少 な く、

βイ オ ノ ン環 固定 部 位 は 保 た れ て い る た め に 、pRKのC6-C7結 合 の 自 由度 は、

bRKの もの よ りも小 さい と考 え られ る。 また 、pRKの 高 い安 定 性 か ら考 え て 、pRK

の発 色 団 はbRKほ ど強 く捻 れ て は い な い と考 え られ る。 以 上 の事 か ら、pRKの 発 色

団 は、 蛋 白質部 分 の結 合 部 位 の 中 で 、安 定 に、 無 理 の な い構造 を とっ て い る と推 測

され る。 これ は 、発 色 団 の 自 由度 が小 さ く状 態 数 が少 な い とい う こ と で あ る。 そ の

た め 、pRKの もつ エ ン トロ ピ ーが 小 さ い の で あ ろ う。bRの 場 合 に も、 室 温 で は

ppRと 同 じ く、bRKの 後 にbRKし 、bRし が観 測 され る。 しか し低 温 で はbRKLは 観

測 され な い.pRで の解 釈 をあ て は め て考 え る と、bRKの 発 色 団 の 自 由度 は 、bRKし

の もの よ り も小 さい と考 え る こ とが で き る。

pRの 光 反 応 機 構 に お い て 、以 上 の考 えか ら導 か れ る こ とは、pRの 光 反 応 上 の特

徴 は、 蛋 白 質部 分 の βイ オ ノ ン環 固定 部 位 に帰 着 で きる とい う こ とで あ る。 また 、

振 動 構 造 を も っ た特 徴 的 な吸 収 ス ペ ク トル の形 状 も、 β イ オ ノ ン環 固 定 部 位 の存 在

が原 因 で あ る と考 え られ る。 この よ う に、pRは レチ ナ ー ル の β イ オ ノ ン環 部 分 の

固定 とい う、独 特 の発 色 団/蛋 白質相 互作 用 で可 視 光 を吸 収 で き る よ う に な った光

受 容 蛋 白質 で あ る。bR等 、 他 の レチ ナ ー ル蛋 白質 の オ プ シ ン シ フ トは、発 色 団 と

蛋 白質 部 分 の立 体 的 な相 互 作 用 の他 に も、 発 色 団近 くの ア ミ ノ酸 残 基 が 、 発 色 団 レ

チ ナ ー ル の共 役 二重 結 合系 に 静 霞 的 な作 用 を及 ぼ す こ と が 原 因 で あ る とい わ れ て い
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る の で 、pRの 発 色 団/蛋 白質 問 の相 互 作 用 は極 め て特 徴 的 とい え る 。 こ の よ うな

メ カニ ズ ムで 可 視 光 の吸 収 能 力 を得 る こ と に生 理 的 な意 味 が あ る の か ど うか は明 ら

か には され て い な い が 、 以下 の よ うに考 え る こ と も出 来 る だ ろ う。

bRや ロ ドプ シ ンが 幅 広 い吸 収 スペ ク トル を もつ の は 、光 を吸 収 し た と きの 基 底

状 態 と励 起 状 態 間 の エ ネ ル ギ ー準 位 が 多 数 あ る た め 、 さ ま ざ まな エ ネ ル ギ ー の光 、

つ ま り広 い波 長 領 域 の光 を吸 収 で き る た め で あ る と考 え られ て い る。 つ ま り、広 く

な だ らか な吸 収 帯 は、 さ ま ざ まな エ ネ ル ギ ー準 位 の足 し合 わ せ とい う こ とで あ る。

と ころが 、pRの よ うに発 色 団 の βイ オ ノ ン環 部 分 とポ リエ ン部 分 が 固定 され て い

る場 合 に は 、発 色 団 の状 態 数 が 限 られ て し ま うた め 、基 底 状 態 と励 起 状 態 の エ ネ ル

ギ ー準 位 の種 類 が あ ま り多 くな くな って し ま う。 結 果 的 に は エ ネ ル ギ ー準 位 の平 均

化 が不 十分 な の で吸 収 ス ペ ク トル に振 動 構 造 が現 れ、 ま た、 エ ネ ル ギ ー準位 の種 類

が 少 な い た め に、 吸 収 ス ペ ク トル の半 値 幅 が狭 くな る 。ppRの 吸 収 ス ペ ク トル を ウ

シ ロ ドプ シ ンの もの と比 較 し てみ る と(図5-2)、 短 波 長 側 で は 大 差 は な いが 、

長 波 長 側 で は吸 収 波 長 領 域 が 狭 くな っ て い る。 例 え ば 、 吸 収 極 大 の10%の 吸 光 度

を もつ 波 長 は、 ウシ ロ ドプ シ ンで は575nmな の に対 して 、ppRで は549nmで あ

る。 つ ま り、 も しppRの 吸 収 ス ペ ク トルが ウ シ ロ ドプ シ ン と同 じで あ れ ば、bRや

hRの 吸 収 極 大 に あ た る570～580nmの 光 を吸 収 して しま う とい う こ とで あ る。

も しそ う で あ れ ば 、ppRは 負 の光 走 性 を トリガ ー す る光 受 容 蛋 白質 な の で、 菌 体 は

bRやhRが 最 も効 率 よ く光 を吸 収 で き る光 環 境 か ら逃 げ て し ま う こ とに な る。 とこ

ろ が実 際 に は、ppRの 吸 収 ス ペ ク トル の 幅 は狭 い た め に、bR、hRの 吸 収 極 大 に

は ほ とん ど吸 収 を もた ず 、負 の光 走 性 を抑 え られ て い る と考 え られ る。 つ ま り、 ス

ペ ク トル の 半値 幅 を狭 め て色 識 別 能 を高 め て い る こ とが 、pRやppRの 特 長 で は な

い だ ろ うか 。

[5-2今 後 の展 望]

本 研 究 では 、pR、ppRの 光 反 応過 程 の 解析 を 、各種 分 光 学 的手 法 に よ り行 っ た。

しか しな が ら、 可 視 分 光 に と ど ま って い る た め、 発 色 団 につ い て の知 見 が 主 で あ っ

た、pRやppRの 場 合 に は、 吸 収 ス ペ ク トル に振 動 構 造 が現 れ 、 これ を指 標 と して

発色 団構 造 の議論 を進 め て きた。 そ の た め、分 光 測 定 だけ で 、 多 くの推 測 が 出来 た。

今 後 、 さ ら に詳 しい解 析 を行 うに は、振 動 分 光 が 必 須 で あ る・ppRの 場 合 に は、 精
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図5-2:ウ シ ロ ドプ シ ン とppRの 吸 収 ス ペ ク トル の 比 較 。

両 者 と も吸 収 極 大 波 長 は498nmで あ る が 、 半 値 幅 が 異 な る 。 そ の た め 、ppRで は ロ ドプ シ ン と

比 較 して 、 吸 収 極 大 よ り も 長 波 長 側 で は 吸 収 波 長 域 は あ ま り広 く な い 。 吸 収 極 大 の50%の 吸 光 度 を

も つ 波 長 は 、ppRで は525nmに 対 して ロ ド プ シ ン で は542nmで あ る(△=597cm一 且)。 ま た 、

吸 収 極 大 の10%の 吸 光 度 を もつ 波 長 は 、ppRで は549nmに 対 し て 、 ロ ドプ シ ン で は575nmで あ

る(A=824cm-i)。
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製 方 法 が 確 立 され て る ので 、FT工Rの よ う な透 過 型 の赤 外 分 光 測 定 も十分 に可 能 で

あ る。 また 、発 色 団 の βイ オ ノ ン環 部 分 とポ リエ ン部 分 の平 面 度 に 関 す る知 見 を得

る に は、 円偏 光 二色 性 の 測定 が 適 用 で き る だ ろ う。 また 、 βイ オ ノ ン環 部 分 を修 飾

した レチ ナ ー ル アナ ロ グ を用 い た実 験 も進 行 中 で あ り、 βイ オ ノ ン環 部 分 を立 体 的

に大 き く した レチ ナ ール ア ナ ログ は結 合 し に くい こ とか ら、 βイ オ ノ ン環 部 分 の 固

定 部 位 の存 在 が 具 体 的 に示 され て い る(HirayamaetaL,inpreparation)。

そ の次 の段 階 と して は 、発 色 団/蛋 白質 相 互作 用 の 解 明 を 目指 した 研 究 が 必 要 で

あ ろ う。 蛋 白質 部 分 の議 論 の た め に は、pR、ppRの ア ミ ノ酸 配 列 の 決定 が不 可 欠

で あ る。 い くつ か の グル ー プ で試 み られ て は い る が 、 ま だ成 功 に は至 っ て い な い よ

うで あ る。 お そ ら くは 、pRは 他 の レチ ナ ー ル蛋 白質 との ホ モ ロジ ーが 低 く、 ク ロー

ン を得 るの が 難 しい の で あ ろ う。pRの オ プ シ ン シ フ トの メ カ ニ ズ ム は 、 ほ とん ど

βイ オ ノ ン環 部 分 の固 定 のみ で行 わ れ て お り、 そ の簡 単 な メ カニ ズ ム か ら、他 の レ

チ ナ ー ル 蛋 白 質 の先 祖 型 で は な い か と い う意 見 が あ る(Hirayamaetal.,1992)。 確

か に、 ク ラ ミ ドモ ナ ス の レチ ナ ー ル蛋 白質 も、pRの よ う に 振 動 構 造 を もつ吸 収 ス

ペ ク トル で あ る(Beckman&Hegemann ,1991)。 そ の た め 、pRの 一 次 構 造 は分 子

進 化 の観 点 か ら も興 味 深 い。

さ らに、pR、ppRか ら鞭 毛 に至 る情 報伝 達 シ ス テ ム に も興 味 が あ る。 視 細 胞 で

は 、 情 報伝 達 系 の機 能性 蛋 白 質 は、 ほ ぼ役 者 が 出 そ ろ っ た感 が あ る が 、好 塩 菌 で は

まだ まだ これ か らで あ る。 しか し、 遠 か ら ず視 細 胞 の伝 達 シ ス テ ム との 相 違 を議 論

出来 る よ うに な る だ ろ う。
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シラキュース大学)、 藤 川和 久氏(現 ㈱ 中埜 酢店 中央研 究所)に は、pR、ppR

の調製 に関 して ご協力頂 きま した。調製 の難 しい試料 を快 く調製 して頂 いた事 を深

く感 謝致 します。平 山川頁一博 士 は、共同研 究で京大 に来 られた事 もあ り、研 究 の面

以外 に も得 る ところが多 か った と思 います。

京都 大学理学 部生物物理学 教室 の前 田章夫教授 、深 田 吉孝助手 には、研 究 室 セ ミ

ナー等 を通 じて色 々な意見 を頂 きま した。 また、大学 院 生、学 部学生 と して一緒 に

研 究 した皆様 か らも、公私全 般 にわた って い ろいろ と力 にな って頂 い た こ とを感謝

致 します。
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