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はじめに

  高度好塩菌Halobacterium salinarumの細胞膜には、4種類のレチナールタンパク質が存在する。

バクテリオ口ドプシン(bR)とハ口口ドプシン(hR)はイオンポンプとして、センソリーロドプ

シン(sR)とフォボ口ドプシン(pR)は光センサーとして、それぞれ機能している。これらのレ

チナ―ルタン′くク質は光を受容すると、吸収波長の異なるいくつかの光化学中間体を経て、元の状

態に戻る光化学反応（フオトサイクル）を示し、この問に機能を発現する。また、これらのレチナ

―ルタンパク質は、アミノ酸の―次配列の相同性が高く、立体構造も類似すると考えられているが、

その機能は異なるものであり、タンパク質の構造と機能発現の相関という点から非常に興味深い。

  pRは当研究室のTakahashiらによって発見され、負の走光性に関与することからフォポロドプ

シンと命名された。しかしながら、pRは実験材料としての取り扱いが難しく、その研究は遅れて

いた。今回我々は、pRの研，究が進展しない理由のーつであった不安定性について、これを克服す

る方法を見出すことを目的に検討を行った。そして、完全ではないものの、比較的安定にpRを取

り扱うことを可能としたことから、pRのフオトサイクルに関する新たな知見を得ることを目的に

検討を行った。

pRQ窒室蛙Q捻試

  これまでpRの安定性については、2MNaCI以上のイオン強度では安定だが、1MNaCI以下の

イオン強度では急激に不安定になると報告されていた。しかしながら、我々はpRは光で不安定に

なるという印象を受けていた。

  まず、暗中における安定性を検討したところ、4M NaCI存在下ではその安定性は高く、pRの失

活はほとんど認められなかぅた。また暗中におけるpRの安定性には塩濃度依存性が認められたも

のの、0.4Mや1MNaCIという低塩濃度下においても比較的安定であった。次に、pRの安定性に

ついてpHの影響を検討したところ、暗中では広いpH条件（5＜－－pH≦8）において安定であった。

一方、光照射下においては、pH6以下では比較的安定であったものの、pH7以上では非常に不安

定であることが示された。この光照射下における不安定性には、光照射によって生成する光化学中

間体が関与していることが予想される。

  また、サンプルはできる限り高塩濃度（4M NaCI)の酸性(pH5）溶液中、暗中にて保存する

ことや、各種実験において光を照射する瞬間以外は暗中で操作を行うことにより、比較的安定に

pRを取り扱うことが可能であることが示された。

ヒド口キシルアミンによ重里Rの退色反応

  ヒドロキシルアミンは、活性中心であるレチナ―ルシッフ塩基と反応しこレチナールタンパク質
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の退色を引き起こす。この退色反応が起こるためには、水溶性であるヒドロキシルアミンがタンパ

ク質中心部のシッフ塩基まで到達しなければならず、シッフ塩基周辺の環境が反応性に大きく影響

する。
  暗中及び光照射下における退色反応について検討したところ、暗中ではpRの退色がほとんど起

こらなかったが、光照射下においてはpRの退色が非常に速く進んだ。このことから、ヒドロキシ
ルアミンはpRの光化学中間体と主に反応することが示唆された。次に、様々なpHにおいて検討

を行ったところ、pHが低下するにっれて、光照射下における退色反応速度も低下した。pRのフオ

トサイクルにおいて、pHが低下するにっれてM光化学中間体の崩壊速度は増大し、その存在時間
が短くなることから、ヒド口キシルアミンはM光化学中聞体と反応することが示唆された。さら

にアザイドを用いてM光化学中間体の崩壊速度を様々に変化させ、ヒドロキシルアミンとの退色
反応を検討したところ、ヒドロキシルアミンによる退色反応速度定数とM光化学中間体の存在時

間は比例関係にあることが明らかになった。
  以上の結果から、ヒドロキシルアミンはpRのM光化学中間体と反応することが示された。pR
のM光化学中間体は、水溶性試薬であるヒドロキシルアミンが到達可能なほどに、タンパク質内

部の環境が親水的になっていると考えられ、膜タンパク質であるpRにとっては不安定な環境と考
えられる。pHが高いほどこの不安定なM光化学中聞体が長寿命で存在するために、pHが高いほ
ど光照射下におけるpRの不安定性が増すものと考えられる。

光化学中聞体の速産鐘鹸鰹極
  次にpRのフオトサイクルについて、レーザ―フラッシュフオトリシス法を用い、検討を行った。
ここで、pH≦6.0においてはM光化学中聞体の崩壊過程は1成分で表されるのに対し、pH>6.5

においてはその崩壊過程は2成分であったことから、酸性pH (pH≦6.0)と中性からアルカリ性
pH (pH≧6.5)にわけて議論を行った。
  酸性pHにおける測定デ―タを解析したところ、O光化学中間体からpRに戻る間に新規光化学

中間体が存在することが示唆され、我々はこの新規光化学中間体をpR’光化学中間体と命名した。
また、M光化学中間体の崩壊速度定数は、4.5≦pH≦6.0においてはpHに依存せずほぼ一定であ

る―方、3.0≦pH~4.5においては外液pHが低下するにっれ崩壊速度定数は増加した。M光化学
中間体の崩壊過程は、脱プロトン化シッフ塩基の再プ口トン化過程と考えられていることから、
3.0≦pH:<4.5においては外液からプ口トンが取り込まれ、シッフ塩基の再プロトン化が起こり、

4.5≦pH≦6.0においてはタンパク質内にプロトンドナ―残基が存在し、これを介してシッフ塩基
の再プロ卜ン化が起こるものと示唆される。
  中性からアルカリ性pHにおける測定データについて解析を行ったところ、pKa約7.5のプロト
ンドナ―であるアミノ酸残基Xが存在し、このアミノ酸残基Xの解離・非解離により2つの反応
サイクルが存在することが示唆された。2つの反応サイクルのうち、―方のM光化学中聞体の崩
壊速度定数は外液pHによらずほぼ一定であるのに対し、もう―方のM光化学中聞体の崩壊速度定

数はpHが上昇するにっれ減少する傾向にあった。M光化学中間体の崩壊過程において、残基Xが
非解離の状態では、残基Xがプロトンドナーとして働き、残基Xが解離している状態では、外液
からプロトンを取り込んでいるものと考えられる。残基Xの同定は今後の検討課題である。

まとめ

（1）pRは暗中では0.4MNaCIという低塩濃度下においても比較的安定であった。また、暗中で
    は広いpH条件（5≦pH≦8）において安定であったが、光照射下においてはpH7以上で非常

    に不安定であった。
(2) pRのM光化学中聞体において、レチナ―ルシッフ塩基周辺の環境が親水的になっているこ
    とが示された。光照射下における不安定性は、このM光化学中聞体時にタンパク質内部の親
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  水性が増すことに起因することが示唆された。
(3) pRのフオトサイクル中に、pR’光化学中間体が存在することを明らかにした。また、pKa約

  7.5のプロトンドナ―残基Xが存在し、この残基Xの解離・非解離によって、pRの反応サイ
  クルが異なることを示唆した。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

Halobacteriuyn salinarzt771由！のフォボロドプシンpRの

安定性および光化学反応の検討

  生物にとって光はエネルギー源でもあり、また、情報源でもある。生
物が光を利用するために、生物には光を受け取るレセプターが備わって
いる。地球上の生物は、それぞれ種によって決められた種々のタイプの
レセプターを持っているが、高度好塩菌には、高等動物の網膜に存在す
る口ドプシンと類似のタンパク質が細胞膜に発現している。これは、レ
チナール（ビタミンAのアルデヒド型）を補欠分子とする膜夕ンパク質
である。代表的な高度好塩菌であるゐルノobaピterium salinarumには、4
種のレチナールタンパク質が存在することが明らかにされている。それ
らは、1）光プ口トンポンプであるバクテリオ口ドプシン、2）光Cl
ポンプであるハ口口ドプシン、3）走光性のレセプターであるセンソリ
□ドプシン、および4）走光性のレセプターであるフォボ口ドプシン（p
Rと略す；またはセンソリー口ドプシンIIと呼ばれる）である。この
うち、pRの研究はあまりなされていなかった。理由は、菌体の発現量
が少ないこと、および界面活性剤に対して不安定であることである。近
年、pRの大腸菌での発現系が開発され（2005年）、いくらかの研究の進
展があったが、不安定性のために十分な研究はなされていない。申請者
はpRの研究に果敢に挑戦し、pRを比較的安定にする方法を開発し、
pRの光化学反応を研究し、また、光照射によるpRのプ口トン移動に
ついて申請者の研究室で開発した方法を駆使して、明らかにしている。
  本学位論文は、和文で書かれ81ベージからなり、4章から構成され
ている。第1章は序論であり、レチナールタンバク質を概観し、発見さ
れてから23年にもなるのに、pRの研究が進展しなかった理由を述ベ
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ている。第2章は実験材料および実験方法が述べられている。上記のよ
うに、種々の実験に耐えるようにするには、どのような状態にすればよ
いかについて議論されている。結論は、リン脂質で再構成をすることで
あり、再構成までは写真現像の際に使われる赤色の電球（安全光）のも
とでタンパク質精製を行うことであった。ところが、このような再構成
膜では高濃度の電解質溶液中では凝縮してしまい、分光学的測定がで．き
ない。そこで、申請者は、高塩濃度化でも凝縮しない方法を考案してい
る。申請者の方法でも、pH8以上でのアルカリ条件での測定はできな
かったが、先行研究よりは格段の進歩である。第3章は結果および考察
である。ヒド口キシルアミンとの反応から、ある中間体でタンバク質内
部まで親水性になることを明らかにし、このため、精製を暗中（現実に
は安全光下）で行わなければならなしゝことを考察している。光化学反応
と し て 、pR→ M→ 0→pR’ →   pRの サ イ クリッ クな反 応（フ
ォトサイクルと呼ばれてしゝる）であることを明らかにしている。ここで、
M、0およびpR’は申請者が命名した光化学中間体である。詳細な研究
から、p Ka:ニニ7．5のアミノ酸残基（同定はしていなしゝ）の解離・非解離
によってホトサイクルの速度が変化することを明らかにしている。ま
た、Mの崩壊時にプ口トンを外液から取り込み、0の崩壊の時にプ口ト
ンを同じ方向から放出することを明らかにしている。第4章は、総括に
当てて‘おり、将来の研究の展望が述べられている。
  このように、申請者は困難が予想されていたpRの研究に果敢挑戦し
、大きな貢献をなし、そして、将来のptR研究発展の基礎を作ったと言
えよう。このような研究業績に対し、博士（薬学）の学位を授与するに
十分であると判断した。


