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１． はじめに 

 物質の本質を明らかにする物理，あるいは物質を評価し変化させる化学において，熱力学はその状

態の記述に大きな役割を果たしてきた．これは生命科学においても例外でなく，蛋白質の状態や溶媒

と蛋白との相互作用を理解するための大きな分野であり続けている．一方でフラッシュフォトリシス

法が報告されてから，多くの時間分解分光法が開発され，化学反応ダイナミクスを理解するために用

いられてきた．レーザーの進展で，より短パルス光が発生可能となるに従い，ミリ秒からより短寿命

のフェムト秒に至る過程が解明されつつある．こうした手法を用いて，化学反応がどのような中間体

を経て，どういう速度で進行するかが明らかにされてきている． 

 このように熱力学と分光測定は，科学における両輪としてその進展に大きく寄与してきたし，また

現在でも大きな分野として確立していると言える．しかしその関係に目を向けたとき，その間には平

衡とダイナミクスという大きなギャップが存在することに気づく．もともと熱力学はシステムと熱浴

からなる系で平衡状態を扱う学問である．例えば反

応に伴うエンタルピー変化や体積変化という基本的

な量は，平衡定数の温度変化や圧力変化より求めら

れる．当然そのためには，平衡定数が測定可能でな

ければならない．しかし，反応を熱力学を用いて理

解しようとするとき，熱力学量の時間発展すなわち

非平衡系という平衡定数の求められない熱力学を考

えなければならないのである．これまで熱力学量の

時間発展という概念があまり無かったのみならず，

こうした熱力学量を時間領域，特に反応論で扱われ

るピコ秒からミリ秒で測定する実験手法は存在しな

かった．例えば，タンパク質の時間的な構造変化を retinal 
引き起こす因子として，最も重要なものの一つがタ

ンパク質の持つエネルギーの変化である．生体内の

タンパク質は，光エネルギーや電気的なエネルギー

図１ センサリーロドプシン II の構造．
発色団である retinalを矢印で示す． 

 25



により構造を変化させ，様々な生理機能の発現に役立てている．従って，タンパク質の時間的なエネ

ルギー変化過程を研究することは，その根本にあるメカニズムに対して重要な知見を与えるものして

期待される．しかし，こうしたタンパク質の変化過程は非平衡的であり，これまではその反応に伴う

エネルギー変化の測定は不可能であった．また仮に平衡な反応であっても，エンタルピー変化を測定

するにあたっては，平衡定数の幅広い温度領域に渡る測定を行う必要があり，周囲の環境に敏感なタ

ンパク質の生理学的な条件下における挙動を明らかにするには不向きである．一方で，分光学的手法

では，その速度論については明らかにできるが，状態の理解と言う点では熱力学法に比べて無力であ

った．我々は最近，この 2つの分野をつなぐための手法開発と蛋白質反応機構解明への適用を続けて

おり，幾つかの新しい知見が得られている 1-8．ここでは，この手法を用いた蛋白質－蛋白質間相互作

用の時間分解観測についての研究例を紹介する． 

 生体内にある多くのタンパク質は，生理的な働きをするとき，構造を変化させ，それにより酵素活

性をおこしたり，タンパク質間で信号を伝達することを達成している．これらのタンパク質で起こる

構造変化がどのようにして発現されるのかということに興味がもたれ，その機構を明らかにするため

の様々な研究が行われている．その中で近年注目を浴びているのが，光受容もしくは化学受容タンパ

ク質によって開始される，リン酸化カスケードを介した細胞内シグナル伝達である 9．生体内で細胞

は光や化学物質などの刺激を受け取ることによって，周辺の環境変化を知り，それに対応する生理学

的な行動をとる．この刺激と行動の間を仲介するのが様々な生体物質間で行われる信号の伝達であり，

生物学的，医学的に大きな興味が持たれている．こうしたタンパク質間の信号伝達のメカニズムを明

らかにするには，分子論的な議論が必要不可欠であるが，Halobacterium salinarum のような古細菌の

持つ光受容タンパク質であるセンサリーロドプシン IIタンパク質（SRII）10はそうした研究を行う時

の典型的な系の一つである．このタンパク質は，細胞膜中に存在する膜タンパク質であり，発色団と

して全トランス-レチナールを持ち，７回の膜貫通型のα-helixを持つ 11, 12（図１）．この SRIIは青色

光などの短波長の光が入射するとレチナールがトランス-シス異性化を起こし，それに引き続いてタン

パク質全体の構造が変化し，最終的にサブ秒のオーダーで元の状態へと戻ってくるフォトサイクルを

形成する 13．SRIIタンパク質は，同じ膜タンパク質であるトランスデューサータンパク質（HtrII）へ，

構造変化を介して信号を伝達する．更にHtrIIはリン酸化カスケードにより下流のタンパク質へと情報

を伝達し，最終的に細胞周辺にある鞭毛モーターの回転

を変化させることによって，細胞にとって有害な近紫外

の光を避ける運動をする．このように光をトリガーとし

て情報を受け渡す SRIIと HtrIIは分光学的な手法による

研究に適している．また Natronobacterium pharaonis内で

見付かった，SRIIとHtrII（pSRII，pHtrII）は，大腸菌を

用いた大量発現が可能であり，より詳しい研究が行える

ものとして期待されている 14．ここでは，時間分解熱力

学量という新しい観点から，この pSRII-pHtrII 相互作用

がどの段階で起こるのかと言う点について検討した． 

 
２． 原理と実験 

図２ 過渡回折格子（TG）法の原理図  時間分解熱力学量測定のためには，パルスレーザー誘

起の過渡回折格子（TG）分光法を用いる．この手法によ
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って始めて，仮定を設けないで時間分解熱力学量が測定できるようになった．また，TG 法はピコ秒

から秒といった広い時間領域に及ぶ測定が可能であり，幅広い時間領域で様々な変化を起こすタンパ

ク質を研究する上では特に適した手法であると考えられる 1-8．TG 法の原理図を図２に示す．サンプ

ル用液中に同位相同強度の二本の励起光を交差させる形で入射し，溶液内に光の干渉縞によって正弦

関数的な光の強度分布を作る．励起光強度の強い部分でより多くの分子が励起され，反応が開始され

る．励起された分子の構造変化やスペクトル変化，更に励起分子から放出された熱により，溶液の吸

収率や屈折率が変化すると，この周期的な光学的変調は回折格子として働き，ここへ別のレーザー光

（プローブ光）を入射することで回折光（TG信号）が得られる． 

 この信号強度は，誘起された吸収率変化と屈折率変化の大きさを反映する．吸収率変化は，従来か

ら多く行われていた過渡吸収と同じ情報を与える．屈折率変化の原因として，分子の体積が変化する

ことによる屈折率変化，分子の吸収スペクトルが変化することによる屈折率の変化，さらに分子から

放出された熱による屈折率変化の三つのものがあり，それぞれ体積グレーティング，ポピュレーショ

ングレーティング，熱グレーティングと呼んでいる．また，前者二つを合わせて，化学種グレーティ

ングと呼ばれる．熱グレーティングによる信号変化を測定することで，励起された分子から放出され

る熱量を測定することができ，中間体や生成物の励起前の分子の基底状態とのエンタルピー差（⊿H）

を測定することが出来る．また，分子の体積変化の時間分解測定により，生理学的条件下のタンパク

質の構造変化を幅広い時間範囲で観測することが出来る． 

 今回我々は pSRIIと pHtrIIの間の信号伝達に注目するため pSRII単体と，pSRIIと pHtrIIの膜中部分

（⊿pHtrII）を十残基程度のペプチドを介して結合させた pSRII-⊿pHtrIIを，界面活性剤に可溶化させ

たものを用いた．両者の比較を行うことでトランスデューサータンパク質と相互作用する段階につい

ての検討を行った． 

 
３． 結果と議論 

3.1. 過渡吸収法で見た 

ダイナミクス 

 過渡吸収法によって，発

色団（レチナール）周りの

構造変化速度についての知

見が得られる．これまでこ

の蛋白質について多くの研

究が報告されており，まず

これらの研究との対応をつ

けるため，我々の実験条件

でそのダイナミクスをモニ

ターした．pSRII の吸収極

大は 498 nm 周辺であるた

め，励起光としてエキシマ

ーレーザー励起の色素レー

ザーからの光（465 nm）を

用いた．プローブ光には，

図３ 過渡吸収の時間変化（点線）とフィット曲線（実線）(a) pSRII,

(b)pSRII-∆pHtrII．各過程の同定を上に中間体の記号と矢印で示す． 
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543.5 nmの光を用いた 13．過渡吸収測定によって得ら

れた結果を図３に示す．この時間変化は 6個の指数関

数成分の和で表されることが分かった．寿命と振幅を

表１に示す．pSRII は励起された後，ピコ秒程度の短

い時間で初めの中間体を生成し，その後幾つかの中間

体を経て最終的に基底状態へと戻ってくる．これらの

中間体はバクテリオロドプシンの中間体 15に倣って名

前がつけられており，K 中間体から始まって L，M…

という名前が与えられている．過渡吸収測定で得られ

た信号の変化成分は，このような中間体の変化に対応

しており，図３に示したような帰属を行った．このそ

れぞれに対応する中間体の構造はまだ報告が無いが、

様々な分光法による研究の結果、図 4に示したような

サイクルを描くものと考えられている。 

 
3.2.1  過渡回折格子（TG）法で見た 

     ダイナミクス 

 TG法を用いることで，2節で述べ

たような多くの物理学量の時間変化

が測定可能となる．そのダイナミク

スは，当然発色団周りの構造変化だ

けをプローブする過渡吸収法から見

たダイナミクスと異なってくる可能

性がある．780 nmの IR光でプロー

ブした，TG 信号の時間変化を図５

に示す．TG 信号も過渡吸収信号同

様に，数十ナノ秒から秒のオーダー

で信号が変化している．この時間変

化は，7 個の指数関数成分の和で表

された．過渡吸収信号から得られた

成分より，一つ成分が多いが，これ

は光エネルギーを受けて励起された

分子からの無輻射失活により放出さ

れた熱による屈折率の変化に対応す

る成分（熱グレーティング）が現れ

ているためであることが分かった．

この強度から，各中間体のエネルギ

ーを求めることができるが，この点

については以下(3.2.3 節)で詳細に述

図４ センサリーロドプシン IIフォトサイクル 
光が pSRIIに入射すると全トランスレチナールがトランス-シス異
性化を起こし，K，L・・中間体へと変化する．その後レチナール
のシッフ塩基からAsp75残基へプロトンが移動すると，M中間体
が生成される．更に Asp75 から細胞外へプロトンが移り，シッフ
塩基へ再度プロトンが受け渡され，レチナールがトランス型に戻
ると O中間体になり基底状態へと戻っていくと考えられている．
M'，M''に対応する構造は明らかでない． 

図５ 過渡回折格子信号の時間変化（点線）とフィット曲線（実線）

(a) pSRII, (b)pSRII-∆pHtrII．各過程の同定を(a)に示す． 
べる．そこから決定された各々の変
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化成分の反応速度と振幅を表１に示す．これを見ると TG法から得られた結果は過渡吸収法からの結

果とほぼ同じであることが分かる．これは pSRIIが分子量約 25kDaの巨大蛋白 10で，吸収変化をもた

らす発色団はそれに比べて非常に小さいことを考えると，意外な結果である．蛋白質構造変化が発色

団周りの構造を変え，その吸収スペクトル変化として現れているものと考えられる． 

 トランスデューサータンパク質との相互作用する段階についての知見を得るために，pSRII に⊿

 
.2.2  分子拡散運動 

一つは，分子の空間的運動（拡散運動）が検出できることにある．これは，

pHtrIIが付くことによる影響を調べた．まず気が付くのは，最後の成分の速度が，⊿pHtrIIが付くこと

によって遅くなっている．これは反応速度が変化したためではなく，以下の(3.2.2 節)で述べるように

分子の拡散速度が変化したためである．次に，L→M，M’’→O，O→基底状態に対応する成分の振幅が

⊿pHtrII が付くことによって変化していることが分かる．これは，タンパク質からのエネルギー放出

量に差があるためと，分子体積変化が変わったためである．これらの変化量より，分子の持つエネル

ギー(3.2.3節)やタンパク質間相互作用(3.2.4節)についての知見が得られる． 

表１ 過渡吸収と TG法で求められた pSRIIと pSRII-∆pHtrIIの各成分の(a)寿命と(b)振幅 

M’’→O (a)  K→L L→M M→M’ M’→M’’ 

R 680ns 15µs 410µs 12ms 130ms 

II-⊿pH 610ns 26µs 390µs 12ms 100ms 

pSRII 720ns 18µs 370µs 8.5ms 130ms 

II-⊿pH 710ns 20µs 350µs 7.1ms 92ms 

 K→L L→M →M’ ’→M’’ ’’→O

R 7.8 9.0 1.8 1.5 -50 

II-⊿pH 4.9 7.3 1.1 0.76 -40 

pSRII -1.1 -1.3 -0.25 -0.24 1.3 

II-⊿pH -0.94 -1.9 -0.23 -0.22 0.59 
TG測定 

pSR trII 

TG測定 
pSR trII 

(b) M M  M  

pS II 
過渡吸収測定 

pSR trII 

pS II 
過渡吸収測定 

pSR trII 

3

 TG 法の大きな特徴の

信号の由来である屈折率の空間変調分布が，分子の拡散運動により消滅すると考えれば理解しやすい

であろう．空間変調分布が消滅するまでの時間は，干渉縞の間隔が広いほど分子が拡散によって長距

離を動かなければならないため，長くなる．よって，励起光の干渉縞の間隔に応じて，分子の並進拡

散による信号の減衰速度が変わるため，干渉縞の間隔によっては変化しない反応の速度と分離するこ

とが可能となる．干渉縞の波数を q，分子の並進分子拡散定数を D，分子の反応速度を kreとすると，

拡散方程式を解くことで，拡散成分の減衰速度 kdiffは，kdiff= kre +Dq2で表されることがわかる 1-8． 

 図５の TG信号の最後の減衰成分は，分子の並進拡散による屈折率変化の減衰に対応している．拡

散成分の減衰速度の q依存性から各々のサンプルのDを求めると，pSRIIでは 3.4x10-11 m2/s， pSRII-

⊿pHtrIIでは 1.8x10-11 m2/sであった．Stokes-Einsteinの関係式から，分子の Dは分子の半径の逆数に

比例することが知られているが，これによると界面活性剤に可溶化した pSRII-⊿pHtrIIの半径は，pSRII

の２倍近く大きいことになる．pSRII，pSRII-⊿pHtrII の分子量はそれぞれ 25kDa，43kDa であるが，

単純に分子の体積が分子量に比例すると考えると，この大きなDの差を説明することが出来ない．し
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かし，溶液中で pSRII-⊿pHtrIIが 2量体を形成していると考えると，この Dの差をある程度説明する

ことができる．これまでX線構造解析 12などから，細胞膜や結晶中では pSRIIと pHtrIIが 2:2の複合

体を形成していることが報告されているが，拡散係数の点から界面活性剤を含む室温溶液中でも細胞

膜中と同様に pSRII-⊿pHtrIIが 2量体を形成しているらしいことが分かった．このように，構造につ

いての知見が得られにくい溶液中での情報が得られることは TG法の大きいメリットである． 

 
3.2.3  エネルギーダイナミクス 

の振幅に pSRIIと pSRII-⊿pHtrIIで違いが見られる．この時間領域

.2.4  蛋白質－蛋白質相互作用 

振幅の

持つα-helixのうち pHtrIIの膜貫通α-helixと接している F-helixが，光

 L→Mの過程において，TG信号

には化学種グレーティングと熱グレーティングの二つの寄与が存在しうる．熱グレーティングの減衰

速度は，熱拡散で決まり，先の節で述べた分子拡散と同様に，q を変化させて測定することで，他の

信号からの分離が可能になる．様々の qにおける TG測定を行ったところ，L→Mの過程では，pSRII

と pSRII-⊿pHtrII で化学種グレーティングの差はほとんど無いが，熱グレーティングの寄与が大きく

異なることが分かった．このことはL→Mにおいて，pSRIIでは熱の放出があるのに対し，pSRII-⊿pHtrII

ではほとんど熱は放出されず既に Lの段階でタンパク質が安定化されていることを示す．この信号を

定量測定することで，LおよびM中間

体の基底状態からのエンタルピー差

（⊿H）を求めると図６のようになっ

た．これをみると L中間体において⊿

pHtrIIが付くと90 kJ/mol前後の安定化

が起きていることがわかり，両タンパ

ク質の間でエネルギー的な相互作用が

起きていることが示唆される．しかし，

構造変化を反映する体積変化としては，

トランスデューサーの有る無しで変化

が見られず，L→M が情報伝達ステッ

プではないと思われる． 

 

図６ 反応座標に沿ったエネルギー曲線． 

変化が確認された M’’→O，O→基底状態の過程では，化学

pSRII(実線)と pSRII-DpHtrII(破線) 

3

 pSRII と pSRII-⊿pHtrII で大きな

種グレーティングの寄与しかない．また過渡吸収測定による吸収率変化の差も両サンプル間でほとん

ど無いことから，ポピュレーショングレーティングの差も少ないと考えられる．よって，この化学種

グレーティングの振幅の変化は主に両サンプル間で体積グレーティングの大きさが違う，即ち体積変

化の度合いが違うことに起因していると考えられる．屈折率変化の値より，M’’→Oの過程については

pSRIIと比べて pSRII-⊿pHtrIIの方が体積膨張していることが分かった．またO→基底状態の過程にお

いては逆に体積収縮を示していた．その変化の度合いを求めると，O→基底状態において⊿pHtrIIが結

合すると 12 cm3/molの収縮が起きていることが分かった．分子体積は蛋白の構造を敏感に反映する指

標であり，トランスデューサーが付いた事により誘起される構造変化は，pSRIIからの情報を⊿pHtrII

が受け取る過程に対応していると考えられる．またそれに対応して，表１からも分かるように中間体

の反応速度も変化している． 

 これまでの研究から pSRIIの
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が励起すると外側に向けて動くことが示されており 16，これに呼応する形で pHtrIIの膜中にある helix

が回転すると考えられている．今回測定されたM’’→Oにおける⊿pHtrIIの膨張はこの過程に対応して

いると考えられ，基底状態においては F-helix との残基間相互作用によって動きが制限されていた⊿

pHtrIIの helixの自由体積が増加したものと示唆される． 

 
４．おわりに 

用いることで，これまで困難であった生理学的条件のもと，時間分解で初めてタンパ

辞 

サス大学の佐々木純博士，大阪大学の森崎雅世さん，徳永史生教授にはタンパク質試料のご提
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