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第 1章

序論



1.1 本研究の背崇

l. 1.1 緒言

20位紀も終わりに近づいているが、今世紀の科学技術の急速な発展は焼くべ

きものがある。特にエレクトロニクスの進歩は著しく、物質、エネルギー、そ

して情報分野と、すべての科学と技術の発展に深く関わり、人類の生活を大き

く変えてきた。 21世紀はもう自の前だが.来世紀はさらなる高度情報化社会へ

展開していくことが予怨され、現行のエレクトロニクスの飛終的発展がその鍵

を盛る。

しかし、現在の半導体デバイスを中心としたエレクトロニクスは、今大きな

問題に直面している。現在のシリコンデバイスはさらに縮小化の方向に向かっ

ているが、物型的、加工技ー術的、そして経済的にも限界が近づいてきている。

すなわち、量子効果的な作動隊答、微細加工J:HI日に基づくいわゆるスケーリン

グ問題、そして微小化に伴うドーピングなどの均一性の保証および量産化の問

題である。これを克服するため、エレクトロニクス分野では研究を積み重ねて

いるが、解決の見通しは立っていない。

このような状況で現行のシリコンデバイスとは異なる新しい技術の確立の必

要性が1980年前後から提唱され、注目を集めるようになった。いわゆるナノエ

レクトロニクスであり、さらには単一分子を素子として用いるという分子紫子

の慨念である。

分子素子の慨念は、素子の縮小化が将来的に分子一個の大きさに到達する可

能性をふまえ、逆に一個の分子に基づいて一個の菜子を構築するという発怨か

ら生まれた。これは、約20年前にCarlerfこよって提唱されたが"、当H寺は1ti一分

子にアクセスする方法や基仮の微細)J日工技術が{i'{s立されておらず、州;象的な概

念に過ぎなかった。しかし、近年、近接場現象を利用した一分子可侵化や走査

型プロープ顕微鏡、光ピンセットによる単一分子へのアクセスや操作ができる

ようになってきており、またナノスケールの加工技術も急速に進展しているこ

とから、分子デバイス研究の基雛が整いつつあるといえる。
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また、生命科学の進歩により、タンパク質や;骸西空を始めとする生体物質の巧

妙な精進や機能が明らかになってきた。このような研究の進展の中で、生体分

子の機能解明にとどまらず、生体機能分子を利用もしくは模倣する試みが盛ん

になりつつある。これは、分子デバイスの概念とも融合することによってバイ

オエレクトロニクスとして発展している。

バイオエレクトロニクスという分野は学問的にはまだ新しく実用化にはほど

遠い段階ではあるが、さまざまな試みが行われている。研究の基本的なポイン

卜として、

0生体機能分子のスクリーニング 一機能性と安定性-

O固定化 ・集積化技術の確立とその評価

0デバイスとしての特性評価

などが考えられる。生体分子のスクリーニングは、デバイスとして利用するの

に興味深い機能を持っていることは当然のこととして、通常溶液中または細胞

膜で1動いている分子を悶休基板上で機能させなければならないということも重

要な点である。また、いかに笈=定に、分子配向を制御しつつ微細空間 ー究極

的には単一分子デバイスとして機能するように に集積化するかといった悶

定化 ・集積化技術もバイオエレクトロニクスを実現する上で大きなポイントと

なる。現在、このような研究が精力的に進められている。

ここで、バイオエレクトロニクス材料として期待されているタンパク質の主

な例をTableトlに示す九 これらのタンパク質は、主に生体での情報伝達やエ

ネルギ一変換を司っており、光、電気などの外部からの働きかけに対して優れ

た応答性を持っているといえる。したがって、光電変娯楽子やスイッチ、電子

伝達素子として応用されることが期待できる。実際に、これらのタンパク質を

用いたデバイス構築が試みられている。

3 



Table 1-1 Possible application of bioelectroJlic devices. 
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般化主主元醇素

本論文で取り上げたパクテリオロドプシン (bR) も、バイオエレク トロニ

ツクデバイス材料として期待され、またデバイス構築のための研究が行われて

いるタンパクE主である。 bRは高度好1塩菌 Ha]obacceriumsalinariumのl段タンパク

質であり、光を吸収することによってプロトンを細胞内側から外側へ輸送する

機能を持つ。

bRは以下のような理由から工学的材料にふさわしいと考えられ、バイオエ

レクトロニックデバイス材料として期待されている。

ObRの光反応が‘同じレチナールタンパク質である視物質ロドプシンと異なり

サイクル反応であり、繰り返し用いることができる

O非常に安定なタンパク質である

0純品を容易に大量精製できる

また、本論文の研究対象である!JRとハロロドプシン (hR) は、アミノ般数

にして250残基程度、分子量にして26000程度とイオンポンプとしては最小のサ

イズであるため、イオンポンプのモデル的存在として多くの分野で基礎的研究



が行われている。光反応サイクルifl!J粍で吸収価大が変化し、レチナールがいわ

ば分子内プロープとして働くのも、イオンポンプのメカニズムを探るのに好都

合となっている。また、両者共に発色団がレチナールでありその光異性化によ

って反応が始まることや7本のαヘリックスが11莫貫通型の桝迭をとることなど、

動物の網膜に存夜する視物質ロドプシンと多くの共通点を持っている。現在、

bRは高い分解能で構造が明らかにされているのに対し、ロドプシンの構造の分

解能はまだ低く、分子レベルで議論できるところまで到達していない。このよ

うな観点から、 bRとロドプシンの類似性に注目した研究も行われている。

以下で、 bRとhRが存在する高度好庖閣と、 bR、hRについて概観する。

F 
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1. 1 .2 高度好犠箇

五組直

本論文で扱うレチナールタンパク質を所有する高度好主主菌 Halobacterium

salinariumはメタン細菌、好熱性古細菌とともに古細菌に分業員される.

古細菌 (ArchaebaCleria)の概念はWoeseとFoxが1977年に提唱した九 1960年

代まで細菌は形態、コロニーの形状、グラム染色、基質資化性、栄養要求性、

生理的性質などの表現形質によって分頒されていた。しかし、このころ多くの

生物についてシトクロムcなどのアミノ限配列の比較を行うと、その煩似性が

進化系統樹とよく一致することが明らかになり、タンパク質や核酸の一次配列

は進化の歴史を記録したものであるという概念が現れてきたヘ全生物の系統

関係を比較するためには、微生物から動物、植物まですべての生物に共通に存

在する生体高分子を基準にしなければならない。 Woes巴は.この基準としてリ

ボソーム小サブユニットのRNA(原核生物では16SrRNA、真核生物では

18SrRNA)を選んだ。リボソームはタンパク質合成装置であり、その基本的機

構は全生物に共通性がある。また、 進化の歴史において共通の機能を担ってお

り、進化のスピードが速すぎることもない。さらに、リポソ ムは細胞内に多

量に存在し、粒子として独立しているので生成も容易である。これらの性質は

系統比較の基準となる生体高分子として適していた。

リボソームRNAの解析をさまざまな生物で行ったところ、原核生物である

メタン閣とふつうの細菌(兵性細菌)の1111のキ1:1向性は、良一性知l虚iと真核生物の

問の相同性問機に小さいことが明らかになった。すなわち、メタン簡(古細菌)

と真性細菌は同じ原核生物ではあるが、真性紛l医iと哀抜生物くらい系統関係の

航れた生物であることを意味する。このような結果に基づいて、 Woeseは従来

の真核生物と原核生物という分瀕を改め.哀性制11瑳i(Eubacleria)、真核生物

(Eukaryoles)、ei細菌 (Archaebacteria)の三大生物系統にわけることを主張し、

この概念はその後、古細菌の多くの生化学的特徴が他の生物群と異なることが

明確になるに従って、広く支持されるようになった。
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Fig. 1-1に全生物界の分子系統樹を示すヘ古細菌という名前は非常に原始的

な生物を先日像させるが、古細菌は真性細菌よりもむしろ兵核生物に近い性質を

持っている。例えばDNAポリメラーゼが工~紘生物と航似していることや、翻訳

開始のIRNAがフォルミル化していないメチオニルlRNAで=あることなどであ

る。このことは系統樹からも理解することとができる。また、真核三t物の枝よ

りも根元で分岐することからわかるように、古細菌はJ;':i;i核生物に比べて多くの

点で原始的で単純な性質を持っている。例えば、細胞内部に膜系や小探官を持

たないこと、ゲノムの人;きさがX~核生物に比べてはるかに小さいこと、制]1包復

製にかかわる因子の車fi鮫がはるかに少ないこと、などである。このような点で

は真性細菌と差はあまり無く、問者は同程度の進化をしていると考えることが

できる。これらのことを総合すると、進化の過程でまず真性細菌と古来日l菌に分

岐した後で、両者はそれぞれ独自の性質を獲得していった。その後、真核生物

に分岐するときに古細菌の性質を受け継いだ節分と、その後新たに獲得した性

質が真核生物にあると考えられる。

現在、古細菌ーの主な特徴として、以下のことが挙げられる。

0古細菌は、グリセロールにイソプレノイドアルコールがエーテル結合した脂

質骨絡を持ち、他の生物が脂肪酸エステルを基本とするのとは対照的である。

0細胞~が通常のペプチドグリカンではなく、主に楯タ ンパク質である。

0染色体にヒストン係タンパク質があり .クロマチン綴総造を形成している。

O抗生物質に対する感受性が真核生物とも真性細菌とも異なる。

0リボソームがジフテリア毒素によりADPリボシル化され失活する。

古細菌は、メタン生成古細菌、。子熱性古創11断、高度好境菌から成り、本論文

の研究対象であるパクテリオロドプシン (bR) とハロロドプシン (hR) を産

生するHalobacteriumsalinariumは高度好塩菌に属する。
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益広E盗薗

細菌(古細菌に限らない)は、その地殖に最適な食底(トJaCI)濃度により、

次のように分類できるヘ

0非好塩薗(至適NaCli段度、 0-0.2M) ほとんと、の土犠純IJ閣がこれにあては

まる.

0/:氏度好犠蘭 <0.2-0.5M) 海洋細菌の多くはことに分頬されると考えられる。

O中皮好域開'I(05-25 M) ・さまざまな合楠試料中から多数分離されている。

0高度好塩菌 (2.5-52M) ほとんど飽和に近い濃度でも生育できる。

本項では最後の高度好忠菌に関して説明する。

HaJobacterium salinariumに代表される高度好境菌は、繁殖するためにNaCl濃

度にして最低でも1.5Mを必要とする好気性古細菌である。イスラエルの死海

やアメリカのグレート ・ソルト糊に代表される犠湖、または境問跡に生育して

いる。この細菌の細胞11英にはパクテリオルペリンというカロテノイド色素が含

まれており、そのため多量に繁殖したと思湖.J荒田跡はこの色素のため赤紫色に

染まっている。古くから知られている天日嵐の赤紫色の着色(中国、明のH寺代

に刊行された「本草綱目」にも記載がある)も高度好忠磁のカロテノイド色素

に由来するものである 。 1997年 10月の H寺点で、高度好境菌は l自

(HaJobacteriales) 1科 (HaJobacleriaceae) 10属 (J-JaJobaclerium、Haloarculaなど)

として公式に分類されており、多様性の観点からみるとメタンi舗や好熱性古細

菌に比べ、かなり範囲の狭い菌群である。

高度好忠磁の生理的特徴として.菌体内イオン濃度の特殊性が挙げられる。

定常値として、 Na': 0.5 mol / kg cell water、K': 3.8 mol / kg cell walel、CI: 2.3 

0101 / kg cell waterという値が報告されており、磁内のlぐ濃度が菌外の500~ 1 000

倍であった。また、他の高度好~菌~:対する殺菌作用を持つタンパク質、ハロ

シンを生産し、抗菌スペクトルがかなり広いととが明らかにされている。
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議;J針子J京商 HalobacteriumsaJinarium 1:::存有するレチナールタンパク質

高度好組閣 Halobacteriumsalinariumの細胞j艇には4種類のレテナールタンパ

ク質が存在し、そのうち2積類は光駆動型イオンポンプとして、残りの2f菌類が

この菌の走行性にかかわる、いわば光センサーとして機能している。Fig.ト2に

Halob哩Cl巴riumsalinariumの模式図を示す。 2秘類は光駆動型イオンポンプはプロ

トンを輸送するバクテリオロドプシン (bR)と境化物イオンを愉送するハロロ

ドプシン(hR)であり、2穏i類の光センサーはセンサリーロドプシン (sRまた

はsRI)とフォボロドプシン (pRまたはsRlI)である。

H+ 3 ヒ2

η
 

H+ CI-

bR: Bacteriorhodopsin 

hR: Halorhodopsin 

sR: Sensoryrhodopsin 

pR: Phoborhodopsin 

Light-driven proton pump 

Light-driven cloride pump 

Light receptor 

Light receptor 

Fig. 1-2 Various light conversion sch巴mesin H. salinarium 
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bRは光吸収によって細胞膜内側から外側へプロトンを輸送する機能を持ち7

眠 hRは細胞膜外1}!1)から内側へ腐化物イオンを輸送する機能を持つ川。したが

って、両者ともに光エネルギーを!肢を介した電気化学ポテンシャルに変換する。

H. salinariumは好気的条件下で、は敵素呼吸で:生きているが、嫌気的条件では形

成された電気化学ポテンシャルがATP合成隣素を駆動することにより生きるた

めのエネルギーを得る。このような観点から考えると、 H.sa]inarillmは広義の

光合成を行う生物であるといえる。

sRとpRはH.sa1iflar;llmの光センサーとして、適当な波長の光のもとに集まっ

たり、不適当な波長の光から遠ざかったりする「走行性」に関与している。 sR

は587nmに吸収紙大を待ち、オレンジ光に対して正の走行性を示す12目、それ

に対し、 pRは487nmに吸収極大を持ち、背色光に対して負の走行性を示す'"。

lMl素分圧が高い条件ではsRは発現が抑制され、 pRのみが発現している。生きる

ために光を必袈としないので、ただ光によるダメージを忌避して暗いほうへ移

動する。しかし、酸素分圧が下がるとsRの発現が促進され(あわせてbR、hR

の発現も促進されるに光駆動型イオンポンプを働かせるため適切な環度であ

るオレンジ光のもとに集まる。また、 sRの光反応中間体であるsR373(373 nm 

に吸収極大を持つ)は比較的長い寿命を持ち、青色光の光受容体として負の走

行性をつかさどる。すなわち、 sRが2通りの役割を果たすことで、 H.sa!iflarillm 

1;1:菌に筈を及ぼす可能性のある短波長光を避けながらエネルギーを産生するた

めに適切な環境へ移動することができる。

H. sa.linariυmlこ存在するこれら4種類のタンパク質のアミノ般配列を比較する

と、明らかな相同性がみられ (Tableト2)、共通祖先レチナールタンパク質か

ら分化した可能性が考えられる。構造上も、 7本のαヘリ ックスから形成され、

7番目のヘリックス中央付況に位置するリジン残基とレチナールがシッフ極基・

結合しているという共通点がある。これらのタンパク質の系統は、どのように

して光エネルギー変換と光情報伝達の機能を持つタンパク質に分かれていった

のか、レチナールタンパク質の進化を考えるうえで興味深い。
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TabJ巴 1-2Homology of r巴tinalprotcins in H.ωlinarium 

BaCleriorhodop剖 n

Halorhodopsin 34.5% Halorhodopsin 

Sensory rhodopsin 270% 28.8% Scnsory rhodopsi n 

Phoborhodopsin 30.8% 31.1% 33.0% 

l.1.3. パクテリオロドフシン

バクテリオロドプシン (bR) は光吸収によってプロトンを細胞膜内側から

外側へ輸送する機能を持つ7叫。 bRは発色団としてオールトランスレチナール

を持ち、その光良性化によってプロトン輸送が始まる。このプロトン輸送過程

は、 10ミリ秒程度でもとの基底状態に戻るサイクル反応である。

bRは分子量が26700と小さく 、最も単純なイオンポンプであるといえる。ま

た、プロトン輸送過程でbRの吸収短大が変化し、レチナールはいわばプロープ

として働いているため、プロトン輸送過程における中間体をとらえることがで

きる。これらの性質により、イオンポンフのモデル的存在として多くの分野で

研究が行われてきた。また、動物の網膜に存在する視物質ロドプシンとの類似

性からも、多くの興味を引いてきた。さらに、その光機能性やたぐいまれな安

定性から、光デバイスへの応用も試みられている。本節では、 bRの基本的性質

について概観する。

鑓i盆

l艮タンパク質は一般に結晶化しにくく、 X線回折による立体構造の決定がむ

ずかしいため、今まで立体作1造がゆJらかになったl撲タ ンパク質は少ない。その

なかで、 bRは阜くから立体榊造に関する情報が得られてきた!瑛タンパク質であ
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る。

bRは紫l撲の中で二次元結晶として存在している。これに注目したHenderson

とUnwinは1975年、斜方|向低温電子顕微鏡像の高分解能三次元碍椛成によりbR

が7本の膜食通型αーヘリックスからなることを円f]らかにした山。 この分解能7A

のモデルは膜タンパク質の精進に関するはじめての有用な知見となった。この

グループはさらに研究を進め、 1990年に分解能3.5人の椛造が101，1996年にはさ

らに詳細な構造が報告されたへ 1997年には、木村らはヘリックス問をつなぐ

ループ部分も明確にした梢造を発表した山。この報告では、電子線の特性を活

かしてアミノ酸残基の荷主立状態の情報も得て、タンパク質表面に存在する鮫性

アミノ酸が漏斗のようにプロトンを集めていることを提案した。さらに、最近

になって相次いでX線回折によって高分解能の精進が報告された。 Peyroulaら

ははじめてbRのX線構造解析に成功し、 2.5人分解能の構造を報告した同。報告

された構造では、はじめてタンパク質内に存在する数個の水分子の位鐙が同定

された。また、 Lanyiらは2.3人分解能の精進を報告し加、プロトン輸送経路に

存在するアミノ殴残基と水分子の水素結合ネットワークを明らかにしている。

このようにbRの静的構造は含有する水分子も含めて原子レベルで議論できるよ

うになりつつある。

Fig. 1-31こbRの構造模式闘を示す。7本の膜質iffiαヘリックスがレチナールを

取り囲む構造をとっており、この基本梢造は視物質ロドプシン、アイオドプシ

ン1;:::共通である。ヘリックスB、C、DはJI英面にほぼ垂直で=あり、ヘリックスA、

巳 F、Cは膜商への法線から約10'~20' ほど傾いている。 bRの発色団である

オールトランスレチナールは2 16 ~番目のアミノ後リジン CLys-2 16) とシッフ塩

基結合している。 85番目のアスパラギン酸 CAsp-85)はレチナールシッフ塩基

の下部に位置し、シッフ底基からのプロトンアクセプターとして機能している。

また、 96番目のアスパラギン餓 CAsp-96)はレチナールシッフ風基の上部に位

置し、シッフ府L基へのプロトンドナーとして機能している。チャネル内では、

さまざまなアミノ般残基と水分子が水素結合系を形成している。



Cytoplasmic side 

Extracellular side 

Fig.ト3Molecula.r structure of bacteriorhodopsin. 

党反応サイクル

bRの光反応サイクルはオールトランスレチナールの13シス型への光異性化

により始まる。光反応サイクルは、 11寺問分解分光法や傾低沼tにおけるI汲収渋IJ定

などで研究がilliめられ、吸収磁大が異なるさまざまな中間体が同定されている。

Fig. 1-4に中性でのbRの光反応サイクルを示す。光異性化後に最初に観測され



hν 

5mプ

+H "--りケヤ町一♂bZH

Z:厄り'-../" 立216 ⑨ ぷ

H:同⑥すこ必仁is
C=N H+ C=N+H 

Fig. 1-4 Photocycle of bacteriorhodopsin. 

る中間体はj中間休であり、基底状態より長波長。!リに吸収縄大を持つ11制。この

中間体は纏低温でも安定化することはできない。以降、準安定なK中間体が生

成し"叩、さらにはタンパク質の梢造変化が起こるj益段でし中間休、 M中間体へ

と変化する183九 L→Mの過程でシッフ塩基上に存在したプロトンが85番目のア

スパラギン駿 (Asp-8S) に移動する。とのシッフ櫨基のJI見プロトン化のため、

M中間体は仙の中間体に比べ短波長 (412nm) にシフトする。そのため、光反

応サイクル過棋においてMqJ間体は検出じやすく、 H寺|問分解分光法ではプロー

プ的な役割を果たすことが多い。 M中間1体生成11寺に~111胞外へのプロトン放出が

起こり、その減衰H寺に細胞内~!IJからプロトンの取り込みが起こる。そののち、

15 



レチナールが13シス型でシッフ庖基が再プロトン化したN中間体制¥ レチナー

ルがオールトランス型に戻っているがタンパク質の桃i告がもとに戻っていない

0中間体を経て、最初のbRに戻る。

Fig. ]-5に示すようにbRの光反応サイクルはpHに大きく依存する川。 酸性の

ときはプロトン放出がL→ Mの過程で起こらず、プロトン取り込みが起こった

後、 0→bRの過程でプロトンが放出される。それに対し、アルカリ性では光反

応サイクル後半、すなわちプロトンの取り込み遅くなる傾向にある。そのため、

低pHで=はO中間体の蓄積が起こり、高pHではN中間体の蓄積が起こる9)。この

bR光反応サイクルのpH依存性は3章に関連する。

H+ 

N剖 tralpH:bR_ ご M ¥ .. bR 

、H+

しowpH: bR ー~M~O、十bR

Hi仰 H:bRてよいー.，..bR

Fig. 1-5 Simplified bR photocycles at neutral， low and high pH. 
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プロトン輸送絡路

bRのプロトン輸送は、分子内部に存在するアミノ般残基と水を介したプロ

トンリレーであると一般的に考えられている a プロトン輸送に関わるアミノ酸

の同定は、遺伝子工学的に特定のアミノ酸を別のアミノ般に変換した変異bRの

プロトンポンプ活性測定や分光学的百[IJ定により行われてきた。現在、提案され

ているプロトン輸送経路様式図をFig.1-6に示す。レチナールの下部に位置する

85番目のアスパラギン酸 (Asp-85)はシッフJfi基からのプロトンのアクセプタ

ーとして、 レチナールの上部に位i泣する96苦手自のアスパラギン自主 (Asp-96)は

シッフ鹿基へのプロトンドゴーとして機能する。

放出チャネルでは、シッフ筏基からAsp-85を介してタンパク質表而に至る連

統的な水素結合系がチャネル内部に存在する水分子も参加することにより形成

されている。 レチナールの光兆円化によって引き起こされるタンパク質の椛造

変化で水素結合系が切れるとAsp-85のpKaが上昇し、 L→Mの過程でシッフ塩基

のプロトンがAsp-85に受け渡される。 Asp-85とプロトン放l出口付近に存在する

204務自のグルタミン酸 (Glu-204)のpKaは連動しており"叩 (Fig ト7)、この

Asp-85のプロトン化によってGlu-204のpKaが低下するためプロトンが角ヰ縦し、

194番目のグルタミン酸 (Clu-194)を経て細胞外にプロトンを放出する判。

一方、プロトン取り込みチャネルはあI!水的環境であり、シッフ嵐基へのプロ

トンドナーであるAsp-96の

pKaは11以上と非常に高い。

M中間体の減衰とともに

Asp-96はシッフ邸基にプロ

トンを渡し、その後分子外

部からプロトンを受け取

る。このとき、取り込みチ

ャネルが外部環境と後続で

きるようにヘリックスFが

94 
bR: 85-/204H竺ケ 85-/204・

2.2 I I I 6.9 

---- --. 
~ 

85H/204H47+85H/204・ :M

Fig. 1-7 Two pK;s of Asp-85 

and Glu-204. 
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1)日くようなf!1Jきで=大きく移動することがX線回折によって示されている町的u こ

の動きによってAsp-96周闘の環境が籾水的になり、そのpKaが低下すると考え

られる。また、取り込みチャネルにも水分子が存在し、水素結合系を形成して

いる可能性が示唆されている。

このようにbRのプロトン輸送メカニズムは明確になりつつあるが、まだ疑

問点も残っており、今後電子線回折や赤外分光法を中心とした再検討が必要で

あろう。

hRに結合している令隠イオン

bRには通常2価の金属イオン (Ca"またはMg")が結合しており、これを取

り除くと紫色から青色に変化することが知られている。bRに結合している金属

イオンに関しては、 1984年の木村の報告別 以来、多くの研究が行われている。

結合している金属イオンを取り除くことによって.bRは紫 (λ = 568 nm) 

から脅 (λm."= 605 nm)に変化し、プロトン輸送がおこらない383九 これは、

紫膜では解離している85務日のアスパラギン酸 (Asp-85)が背l漢の状態ではプ

ロトン化しているからである加。 結合している金属イオンは、 Asp-85が解離状

態のときの負電荷を静電的に安定化していると考えられる。

bRとCa2+の結合定数を測定したところ、 2つのhighaffiniLy site (K，= 3.5 X IO' 

M'. K，=6_3X 10‘M')と4-6つのlowaffinity sil巴 (K，=3.5 X 10' M-')の存在が示

された州。 2つのhighaffinily sileのうち低いほうのサイトに金属イオンが結合す

ると、紫から青に変化し、このサイトがbRの色調節を行っていることが示唆さ

れている。lowa[[inily silcは、紫|淡表面の負電荷との相互作用により弱く結合

している非特異的なサイトであると考えられている。

金属イオンの結合位u!iに|測しては多くの研究が行われてきたが、まだ明らか

になっていない。最新の"C固体NMRの結果では、金属イオンがプロ トン放出

口付近に存在する 196t.番目のアラニン (Ala-196) と相互作用する位置に存在す

る結果が得られている川 (Fig.1-8)。また、 プロトン放出口に存在する4個のグ



jレタミン酸をグルタミンにi凶換すると、結合定数に大きな影轡を与えることも

報告されている則。これらの結果を過去の報告とあわせて考えると、プロトン

放出口付近にhighafJinily silcのうちのーヶ所が存在する可能性が高い。

金属イオンがbRのプロトン輸送においてどのような役割を果たしているか

は明らかではない。現在考えられているプロ トンポンプのメカニズムでは金属

イオンは全く考慮されていない風潮だが、それでいいのかは疑問である。本論

文では、 4主主で金属イオンとプロトンポンプの関係について考察を行う。

、戸、N/
① 

軍 、

①‘  入 山
~ 

Arg82~人
① 

人 Glu204

、- 入…

イ
Fig. 1-8 Propos巴dcation binding site at an巴xtraceJlularregion of bR 
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1.1.4 ハロロドプシン

ハロロドプシン (hR)はHaJobacteriumsaJinariumに存在する第二のイオンポ

ンプである。 1970年代後半、 bRを欠損したH.saJinaJ"iumで‘も、光l照射による

ATP合成が起こること聞や光に依存したプロトンの受動的な取り込みH.4$)が見

出され、第二の光駆動型イオンポンプの存在が指摘された。当初、このイオン

ポンプ (hR)はナトリウムイオンポンプであろうと解釈されていたが、 1982年

にSchobertとLanyiがhRは嵐化物イオンであることを証明した<sl (発表された論

文名は"Halorhodopsin is a lighl-driven chloride pump")。

hRは光吸収によって塩化物イオンを細胞膜外側から内側へ輸送する機能を

持つ。発色団はbR同級オールトランスレチナーjレであり、 7回JI英貫通型αーヘリ

ックスからなる。hRはbRとの弧似性やレチナールの分子内プロープとしての

働きから、他のアニオンポンフ。やチャネルよりも研究が進んでいる。

uv 
h
H
 

hR。
¥ 

/ 

cr-ア/

目玉¥

Fig. 1-9 Photocycle of halorhodopsin 



hRの一般的な光反応サイクルをFig.1-9に示す11叩'.hRの光反応サイクルで

bRと大きく違うのは、 hRではシッフ.ti，);基のプロトンが光反応サイクルの問で

はずれないので、 bRのMrl'間体に対応するような吸収極大が大きく短波長似IJに

シフトした中Il.fl休は観測されない。これは、 bRでシッフ邸恭のプロトンアクセ

プターに対応するAsp-857'J¥hRではスレオニンに置換されていることによって、

シッフ境基上のプロトンが解離できないためで、ある。

hRには、 bRのAsp-85、Asp-96に対応するようなプロトンアクセプターやド

ナーが存在しないが、アジドイオン (N，)を添加するととれがチャネル内でプ

ロトンアクセプターやドナーの役割を巣たし.シッフ主主基からプロトンが解縦

した短波長に吸収筏大を持つ中間体が観測されるとともにhRがプロトンを輸送

することが最近報告されている吐町、とれは、 bRとhRの問に共通のポンプ機構

が存在する可能性を示唆し、注目すべき性質である。この、アジドイオン共存

によるhRのプロトン輸送は6撃に関連する。

hRは|険イオンである胤化物イオンを輸送するため、チャネル内で正に荷電

しうるアミノ政残基がポンプ機能に霊安な役割を果たしていると考えられる。

アミノ酸残基を置換した変具体による研究では、 95t番目のヒスチジン(His-95)

や108番目のアルギギン (Arg-l08)が塩化物イオン輸送に関与している可能性

が指摘されている 11叫しかし、 hRはbRに比べて研究が遅れており、今後さま

ざまな方面から研究を進めていくことにより、塩化物イオンの輸送機構の解明

が期待される。

22 



1.1. 5 従来のパクテリオロドプシンの光電応答に関する研究

開の回iF作に関する研究の熔症の慨要

bR固定化はさまざまな方法で行われている。これまで行われたbR回定化法

の主な{7IJを簡単にTable1-3に示し、以下にその一部を簡単に紹介する。

Table 1-3 Proposed methods for bR immobilization. 

固定化法

Oリン脂質平面膜への再織成

OLB法

0電着法

0ポリリジンを介した吸着

0ポリアクリルアミドゲル

への取り込み

0抗体を利用

年

1981 

1988 

1977 

1985 

1986 

1989 

1991 

1978 

1983 

1984 

1986 

1978 

1981 

1982 

1988 

1988 

1990 

1998 

1994 

報告者

Bamberg et. al. [52] 

Braun et al. [53] 

Hwang et al. [54] 

Schildkraut and Lewis [55] 

Furuno et al. [56] 

Miyasaka et al. [57] 

Miyasaka and Iくoyama[58] 

Nagy [59] 

Varo [60] 

Groma et al. [61] 

1くononenkoet al. [62] 

Fisher et. al. [63] 

Kouyama et. al. [64] 

Fisher [65] 

Otomo et. al. [66] 

Liu and Ebrey [67] 

Liu [68] 

Misra [69] 

lくoyamaet al. [70] 



bRのプロトン輸送を直接検出することによる応答

bRはプロトンポンプとしての機能を持っているので、そのプロトン欣1Jj.

取り込みを検出することは当然であるが重要な意味を持つ。bRをぺシクルに取

り込ませ、光照射によるべシクル懸初日液のpl-l変化をpH電樹をmいて測定する
方法は、最も一般的なプロトンポンプ活性測定法として広く用いられている。

このようなプロトンを直妓検出することによる光電応答として、リン脂質平商

膜へのhRの雨林存成52J1JlやISFET刊を用いた研究例がある。

イオンポンプは生体膜という場に埋め込まれてはじめて機能を発揮する。こ

のようなイオンポンプの機能を調べるには、醇素反応のような水溶液系では不

十分である。そこで、研究対象のイオンポンプをリン脂質に組み込む方法がよ

く用いられる。bRについてもリン脂質平田膜再構成による研究が行われている。

bRを埋め込んだ脂質二分子!撲の両側IJに電極を入れて定常光を照射したところ、

膜を透過するプロトンによる定1sj1底流が観測された四 CFig.1-1 OA) a J撲の両側IJ

に印加した電圧と電流の関係はFig.1-108のようになる。プロトン輸送による

電疏が膜雨仮IJの電圧に大きく依存するのは、律速段階であるシッフ塩基の再プ

ロトン化が静篭力の影響を受けることを示唆する。

また、イオン感応性電解効果型トランジスター (ISFET) はイオン選択性に

すぐれ、小型化も容易であることから、センサー素子として注目を集めている。

このISFETのゲート上に形成された多孔質アセチルセルロース滞JJ英にbRを取り

込み、 bRが放出するプロトンの検出を行った刊。光照射を行うと、 Fig.1-11の

ような出力?な位の変化が観測された。 /L\カ if官位はプロト ンrC~ JJt を反映し、光!!日

射を続けると電位はプロトン濃度が上昇する向きに変化した。これは、 bRと

lSFETの特性を生かした光デバイスといえ、注目すべき試みであろう。

サンドイツチ郡セルによるbRl!i2向膜の究領応答 -bR分子内部のi'l'i.荷移動ー

bR配向膜のパルス光励起により発生する電気シグナルに関しては主に1980

年代に多くの研究が行われている。電着法犯聞 や、ポリアクリルアミドゲル中
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のbRに電場印加を行うこと印刷などによって作製されたbR回向l院を2枚の電極

ではさみパルス光で=励起すると、ピコ秒領域で観測される成分 (8I)、マイク

ロ秒領域で観測される成分 (82)、そしてミリ秒倣ー域で観測される成分 (B3)

と少なくとも3成分が観測される。なお、これらのシグナルはbRの分子配向が

揃っていないときは観測することができず.本論文で解析した電極ー溶液界而

のbRからの光電流応答と大きく異なる点である。

81成分はその時定数が100ps以下であり、シグナルの由来となっている正'屯

荷の移動方向はプロトン輸送の方向とは逆であるUI.72)。したがって、 82や83成

分とは極性が反転している。光呉性化がおこらないように13位の二重結合を環

状にしたレテナール誘導体を再織成したbRでは81成分が観測されなくなるこ

と聞から、 Bl成分はレチナールの光袋一性化の際のシッフ塩基上の正電荷の移動

に由来すると考えられている。

B2成分は40μs~IOOμs程度の時定数を持ち、 bRの光反応サイクルではL中

間体からM中間体への過程と対応しているω曲川九回成分を引き起こす正電荷

の!lUJきはプロトン輸送の方向と一致し、一般的にシツフ取基からAsp-85へのプ

ロトン移動に由来すると推測されている包しかし、 B2成分にはこのほかに分子

外部へのプロトン放出に由来する成分が存在する可能性も示唆されており、ご

く忌近Misraはプロトンを正常に放出できない、 204番目のグルタミン般 (Glu-

204)を置換した変異体を用いて、外部へのプロトン放出が82成分に一部寄与

している可能性を示した刷。 83成分はミリ秒領域で観dllJされ光反応サイクルの

後半と対応するが、その由来は明らかになっていない。 B2、B3成分に関して

は、その由来はいまだに明確な結論がでていない。

これまでの研究では‘各シグブルとbRの光反応サイクルとの対応から主に

シグナルの起源について折Ed!IJされており、電気化学的な側而からの研究が不足

していると考えられる。今後、そのようなアプローチによってbRの光電応答の

起源に関してさらに明らかにされることが期待される。
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電栂ー溶液界市iのbRのう'f.君主疏応答

1989年から、宮坂、小山グループ(富士写真フィルム)はbRをS円0，電位に

固定化し、それを電解質溶液(または電解質ゲル〉に後した状態にして、光i電

流応答の観測を試みた眠町肌問。

作製したbr~電気化学セルに定常光を照射すると、 Fig ト 1 2に示すように光照

射の瞬間と光照射をやめた瞬間にのみ一過性の光電流が発生し、その悶は電流

が観測されなかった。従来型の光センサーが入射光パターンに忠実に応答する

のに対し、このセルは一定光量に対しては応答せず、光量が変化したときにの

み光電流を発生するするという時間微分型応答をする。

この特徴的なbRの光電統応答を利用して、視覚センサーの作製が行われた

町九 256ピクセJレ(1ピクセルは1.3ml11角)のITO(酸化インジウム ・スズ)基

板にbRを固定化し、高分子電解質ゲル周を対極ではさんで、それぞれのピクセ

ルが独立した並列回路を作製した。各ピクセルで生じる光電流を電圧に変換し

たのち鳩幅し、表示用の発光ダイオード(しEO)に出力される。

スライドプロジェクターからセンサーに動岡映像を入射すると、その動画の

輪郭が出力される (Fig.1-13A)。しかし、 ，'fI'止した映像を入射しても、センサ

ーからは何も出力されない (Fig.1-138)。すなわち、この視覚センサーは、視

覚の動画納出機能と輪郭強制機能を模倣しているといえる。これは、電極ー溶

液界面のbRが光強J!tの変化にのみ応答することをうまく利用しており、 bRを

利用した高機能光デバイス構築の今後の展開を考えるうえで非常に興味深い。

現在広く用いられているCCDなどの図体素子を用いたイメージセンサーで輪

郭強調、動画抽出などのi複雑な画像処理を高等動物の視覚系のように実時間で

行うことは容易ではない。それに対して、このようにb.Rは大がかりな演算回路

を用いず素子レベルで視覚系のような図像処理を行うことができるといえ、人

工網膜への応用も期待できる。

また、このグループはbRのC末端(プロトン取り込み側) とN末端(プロ ト

ン放出側)を認識するモノクローナル抗体を用いて、 bRのL81換の配向を電子
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Fig. 1-13 Detection of a moving hand by lhe 256-pixe[ bR-based photoreceptol 

(a) When lhe hand sta巾 lojiggle.(b) When the hancl slopped its motion 

顕微鏡により綬祭し、その配向がランダムであることを示した川。 これを発展

させ、 sispecific(BS) 抗f本を手11 m し 7こ配 IÎ可制御に)îx，r)J した則。 プロトンb文出~，II

を電車Eに向けたbR配肉眼と取り込みß!IJ を電極に向けたbR配向)~の光電流応答

を制べ、プロトン取り込みs11)を電憾に向けた場合のほうが大きな応答が得られ

るととを示した(5意で詳しく述べる)。
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1.2. 本研究の目的

bRは光テ.パイス純料としても魅力的であると考えられ、前釘lで述べたよう

にbRのユニークな光電気化学特性を利用した視覚センサーも作製されている。

また、 bRの光電応答はプロトン4輸送に関する有斥!な情報を提示する可能性があ

ると考えられる。しかし、現粍は現象論が先行している状況であり、 f立恒ー溶

液界而のbRの微分型光電統応答の発生機械はOJJらかではない。

本論文では、電極ー溶液界団のbRからの微分裂光電流応答の発生機構解明と

それに基づいた光電流応答の応用を目的として研究を行った。また、これまで

のbRの光電応答に関する研究を振り返ると、 bRからの光也シグナルの発生源

がbRの光反応サイクルとの対応のみから議論されることが多く、物理化学的 ・

電気化学的な視点からの研究が欠けていると考えられる。そこで本論文では、

これまでとは異なったアプローチで電極ー溶液界聞のbRの光電流応答特性の解

析を行った。さらに、 hRの光電流応答測定も試み、 bR以外にも光電流応答が

利用できる可能性を模索した。

なお、本論文では、過去の多くの研究と同様に精製した紫膜から脂質を取り

除くことなく bRとして使用した。したがって、本論文でとくに|新らない場合は

紫膜固定化電極をbR悶定化電極として実験を行っている。
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第2章

バクテリオロドプシン固定化電極の

光電流応答の発生機構
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2.1. 金電極表面の酸化被膜と光電流応答

2.1. 1 緒言

従来、 パクテリオロドブシン (bR) の光電流応答に!測する研究では、 bRを

回定する電駆として酸化スズ (SnO，)電極やITO(酸化インジウム ・スズ)電

極が主に使用されてきた。これらの電極は、光を透過させることができ、また

化学的安定性に優れているため、光電気化学を始めとする多くの電気化学n!IJ定

に用いられてきた。 これらの酸化物電俸は表面水隊基のフ。ロ ト ン解荷f~平衡のた

め、 ~tt解質溶液のpH変化と表而電位(平衡電位)は準ネルンストの関係を示す

1.2)0 そのため、電m質溶液のp卜i変化によって表面電位のシフトが起こり、 pH
変化に応答する。

bRは光吸収によってプロトンの放出・ 取り込みを行う。したがって、光!!日

射を行ったときに政出される、または取り込まれるプロトンによって電極近傍

のpHが変化し、発生する光電疏はこの変化に対する酸化物電極の応答である可

能性が考えられる。

そこで、電位を制御することにより電極表面の酸化被膜量を厳密に制御でき

る金を電傾として#Jい、 pH変化に応答する磁化被l漠量を変化させることにで光

電流応答への影響を制ぺた。 金電極は~素一過電圧が大きく二重j音域も広いため、

素性がいい電極と認識されている".

Fig. 2ーlーlに金電艦のサイクリックボルタモグラムを示す。 +0.7V vs 

Ag/AgCI付近から本格的に酸化被l換が形成され始め、+1.05Vにピークを持つ。

形成された酸化被膜の還元は+O.5V付近をピークとする還元波として観測され

る。この還元波の而積から自主化被JJ英形成に援した霞気量を求めることが出来る

(Fig. 2-1-2にその一例を示す)。光電流測定後に測定電位からカソード方向に電

位を帰引することにより酸化被膜形成に要した電気量を定量し、bRの光電流応

答と関係を検討した。
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Fig.2-1-1 Cyclic voltamogram of a gold巴lectrode
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Fig. 2-1-2 Typical cathodic reduction curves 1巴cordedafter 

photocurrent m巴asur巴mentat different pot巴ntials(0.70V， 0.72 V， 0.74 V， 

0.76 V， 0.78 V， 0.80 V， 0.82 V vs. Ag/AgCI). Sweep rat巴， 10 mV/s. 
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2.12 実験方法

H saJinariumの倍養と紫膜の精製は常法心にしたがった (Appendix参11(1)。得

られた紫11英を568nmでの1J!i<光度が1(光路長 1mrn)になるよう純水に懸濁させ、

使用するまで冷蔵保存した。

金電極(ニラコ、純度99.95%)は、熱メタノールで洗浄した後、熱波硝酸

で処思し.純水で丁寧に洗浄した。また、 SnO，'la極(日本板硝子、 SnO，J享さ

4500入)は、熱メタノールで洗浄した後、熱波硫酸で処理し、純水て‘丁慾に洗

浄した。

50lLしの紫j瑛懸濁液を電磁上 lXlcmlこ広げ、室IRLで乾燥させて回定化した。

電解質溶液には0.1MのNa，SO，を含む10mMリン首長緩衝液(ヤトロン、 p.H=7.Z)

を用いた。

光電統淑11定系をFig.2-1-3に示す。光線として500Wキセノンランプ (ウシオ

電機、 UXL-500D-0)を用い、水フィルター(長さ18cm)で赤外線を除去した。

紫外線カットフィルター(東芝硝子、し-39)で紫外線も除いた光をバンドパス

フィルター(東芝1ir.J子、0-56(オレンジ光、金，'IJ:極をj刊いたJ場合)またはG-

55S (緑色光、 SnO，電樹を用いた場合))に通して擬単色光を得た。なお、作用

スペクトル測定では、バンドパスフィルターの代わりに干渉フィルター(光伸

光学工業)を用いた。光強度の測定にはパワーメーター(アンリツ、

MA9411A)を用いた。

bR悶定化電極を作用電機とし、参照電磁に銀jJ;t(化銀電4認を、対中Eに白金線

を用い、ポテンシオスタット(東方技研、 P口lenlioslat 2000)で電位を制御しつ

つ、各電位で15分間電位印加後、光照射によって発生する光電流をオシロスコ

ープ (SonyTektronix、TDS340)で記録した。作用スペクトル測定では、ノイ

ズを低減させるためにローパスフィルター (NF回路設計ブロック、 E-3201B) 

をFfjいた。各測定電位で15分間電位印加を行ったあと、光電流を5回測定し、

その平均値をその電位での光電流値とした。

金宿主Eを用いた波IJ定の場合は、各電位での測定後にその電位から+0.1V V$ 
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AglAgCIまで10mV/sで電位を婦引し、発生する自主化被膜の還元放をX-yレコー

ダー(綴河電機、 Model3025)に記録した(還元被の波形の例はFig.2-1-2を参

照)。そして、その商般からm極上の酸化被膜形成に要した電気量の定量を行
った。+0.1Vで5分間電位を保持し、電樹上の般化被JI英を完全に除去した後、

次の測定電位を印加した。

X-y recorder 

Oscilloscope 

ハハ
V
十
十
「

500W 
Xe Lamp bR immobilized 

electrode 

Fig.2ート3Pho(ocurr巴ntmeasurement setup for bR-

immobilized electrod巴.
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2.1.3 結果

Fig. 2-1-4に各電位でのbR悶定化金電極からの典型的な光電流応答パターン

を示す。測定を行ったどの電位においても、光!照射のl瞬間にはカソード方向に

-J創'1のYe1屯流が.光!!日射をやめた瞬間にはアノード方向に一過性の光電流が

観測された。bRが国定されていない沼恒では、このような一過性の応答は観測l

できなかった。

光電i庇の大きさは電位によって大きく異なった。 R主化被JI莫が存夜しない電佼

(Fig. 2-1-4A)では光電信託の大きさは小さくほぼ一定であり、員大となるときの

1I3~ 1/4程度であった。金電緬では +0.7Vvs. Ag/AgCl付近から般化被l撲の形成

が始まるが (Fig.2-1-1 :金電極のCVを参照)、その形成に対応するように光電

流の大きさは増加し CFig.2-1-48)、十0.9V付近 (Fig.2-1-4C)で飽和する傾向

がみられた。

また、酸化被JI英が存在する電位(>+0.7 V vs. Ag/AgCl)では非常に小さいア

ノード定常電流が観測されたe これはbRが存在しない場合でも観測され、過去

の報告"にもあるように、 nlti半導体として振る舞うことによる金電僧上の酸化

被膜の光応答である。

西空化被!院が存在しない電位 C+O.lV vs. Ag/AgCl)と般化被l肢が存在する電

位 (+08V vs. Ag/AgCl)における光電流の作用スペクトJレをFig.2-1-5に示す。

どちらの場合も光電流の作用スペクトルはbRの吸収スペクトルとほぼ一致し、

観測されている一過性の光電流応答が般化被膜の有無にかかわらずbRにl旬'*す

ることが示された。観測している光危流応答がbRに陶来することは、 bRが電

;図上に存在しない場合では一過性の光電流がまったく観測されないことからも

裏づけられる。
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酸化被服と発散琉応答

光照射の瞬間の光電流強度と般化被膜形成に裂する電気f誌の1'~位依存性を

Fig. 2-1-6に示す。殴化被膜形成に要する電気盤は+0.7Vあたりから本絡的に観

測されはじめる。光電流強度は、般化被膜の存在しない電位 (0-+07V)で

はほぼ一定であり、 +0.7V付近からの酸化被膜の形成に対応して増加しはじめ、

+0.9 V付近で光電流強度は飽和する傾向がみられた。なお、ポテンシャルステ

ップ法 (0→ー1mV step)で発生する一過性質ii況の電位依存性を制べたところ

+0.9 Vでも酸化被l撲が存在しない場合の1.5倍程度であり、この光治流強度の附

加が電気二重層容量の変化では説明できない。また、酸化被膜が存在する場合

は単純な充電電流の他に貫主化被膜の選元によるファラデー電流が含まれている

ためポテンシャルステップによって発生する電流が大きくなっており、充電電

流のみを考えると自主化被j撲の有無による差はあまりないと考えられる。

金危価上に酸化被!肢が存在する+0.7V~+0 . 9 Vの電位域で、向J力rrt自位を細か

く振ることによって酸化被膜形成に要した電気量と光電流強度との関係を求め

た CFig.2-1-7)。光電r.in強度は、約300μCcm'程度まで酸化被膜形成に要した

電気量とともに直線的に滑加し、それを越えると飽和する傾向がみられた。

酸化被膜形成に要した電気量から、金電極上の酸化被膜の厚みを過去の報告

別に従い以下のように見績もった。まず巌初に、電傾表面に形成された般化物

をすべてAup，と仮定した.実際には、光学特性や還元挙1fVJなどの結果から酸

化物にも数種類の状態があることや水面変化物の存在が示唆されている九 そし

て、電徹の~面積を見かけの而般の2倍と仮定し"''' (この見積もりも非常に困難

である円、 Au，O，の官官度11g/cm")を用いた。その結果、目安として約300-400

μCcm"で酸化物の単原子屑が形成されると見積もられた。

したがって、光電流強度はpH変化に応答する酸化被膜の形成とともに増加

し、目安としては般化物の単原子庖が形成するあたりで飽和するといえる。こ

のように、光泡疏が電極のpH変化に対する応答感度のj官i1mとともに大きくなる

ことから、光電流応答が電極i.!I傍のpH変化に由来することが示された。
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パクテリオロドプシンの変件の可能件

Fig.2-1-7で光電流が飽和する原因として、高電位でのbRの不可逆的な酸化

変性の可能性が考えられる。そこで、光電流応答と吸収スペクトルの観点から、

bRの変性について検討した。

まず、bRが固定化されたときの吸着変性の可能性を、bRをキャスト法で固

定化した石英の吸収スペクトル測定から検討した。通常、タンパク質は国体界

商への吸着によって立体構造の変化を引き起こし変性してしまう可能性があ

り、注意を要する。チトクロームCなどの電子伝達タンパク質も電樋に直後吸

着することによって変性し、電綴への電子伝達を行うことができないことも報

告され、スムーズな電子伝達を行わせるために電憾表面の化学修飾などの工夫

も行われているlヘ
石英はSnO，コートガラスと同綴に熱メタノールで洗浄した後、熱波硫酸で処

理し、純水で丁慾に洗浄した。その石英にbR(光路長1cmで吸収極大での吸光

度が1.0)をキャスト法で固定し、分光光度計(日本分光、 Ubesl50)で吸収ス

ペクトルを測定した。

Fig. 2-)-8にbRI国定化11英の吸収スペクトルを示す。石英に悶定化したbRの吸

収スペクトルは溶液での吸収スペクトルとほぼ同じであった。bR固定化l撲のレ

チナールに由来する吸収磁大波長は560-562nmであり、溶液中の明l順応bR(明

l順応状態で568nm、H音順応状態で558nm)に比べて若干短波長側にシフトした。

これは、ポリカチオンによるlpr'電相互作用を利用したbR闘定化でも報告されて

おり、 bRの変性によるものではなく、周囲の環境変化に由来する誘電率の変化

によると考えられる。また、タンパク質部分に由来する吸収は278-283nmで・あ

り‘溶液中のbRとほぼ同じで、あったω56211mと280nmの11&光}]!，:の比、 A"/A，，，

は1.7でありbR懸iMi夜のiuJ:2.0よりやや小さ くなったが、これは懸i3ili伎では散乱

による影響で280nmの吸光度が大きくなっているためだと考えられる。

また、時間分解赤外分光法などでは本論文と問機にbRをフィルム状にして

測定を行うが、このような状態でもbRが光反応サイクルを通常通り行うことが
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Tiltかめられている。これらのことから. [日定化したことによるbRの変性は起こ

っていないと結論づけた。

電位を印加することによるbRの変ttを制べるため、各氾位印JJI1後に+0.1Vま

で電位をJ掃引したあと、 +0.1Vで光地流を測定し‘ í~位 I::P JJI1liiiの光地流との比

般を行った。その結果をFig.2-1-9に示す。 +0.8V脱皮までは、子11位印)JIlliiiと印

加後の光市流の比はl土0.1であり、 'I'tt位印川lによる応答の減少はないと5貯えら

れた。すなわち、 bRの酸化変性も起きていないと考えられる。それに対して

+0.8 Vを越えると電位印加前と印)J日後の光泡imの比は減少する傾向がみられ
た。この減少はbRの不可逆的な目立化変性に111来することが行til!IJされる。
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bRを問iFしたSnO常栂からのう干:常疏応終

Fig.2小 10にbRを固定したSnO，電極からの光泡流応答パターンを示す。光電

流の立ち上がりは4ms純度、減衰は5ms程度であり、金'~前置で西空化被l院が存在

する場合と問綴の応答パターンが得られた。光電流の振幅は、金電燭で飽和す

るときとほぼ同織の大きさであった。

bRを固定したSnO，電極からの光電流の電位依存性をFig.2ぺー11に示す。 ov

から0.8V程度までは光電流の大きさはほぼ一定であった。 0.7V以上での挙動

は明らかに金電極を用いた場合と異なることがわかる。すなわち、金を用いた

場合は0.7V付近から急激に光電流強度が増加したのに対し、 SnO，'i.Iit極を用いた

場合は0.7V付近で光電流強度に大きな変化はみられなかった。この結果は、金

電極を使用した場合の+0.7Vあたりからの光電続強度の急激な地jJ日が単に電位

を印加したことによる効果ではなく、金電極の殴化被l瑛形成の影響であること

を示している。

また、 0.8V以上での光電流強度の低下はFig.2-1-9でも見られたとおり、高

電位でのbRの不可逆的な磁化変性によると考えられる。
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2.1.4. 考察

静化物官主将からのう肝間庶務牛のメカニズム

i".1縦ー溶液界而のbRから発生する一過性の光電流応答は、 pl-l変化に応答する

鮫化被膜の形成とともに大きくなり、最後に飽和する傾向が見られた。 0.7V以

上での光電流強度の地大はbR回定化SnO，1'U樹ではみられず、この結果は単なる

電位印加の効果ではなく酸化被膜が形成されたことによる効果であるととがわ

かる。 pトI変化に応答する酸化被膜の形成とともに地1J1JするbRの光電流応答は.

bR分子のプロトン放出・取り込みに依存した電極近傍のpH変化に由来すると

解釈できる。

得られた結果をもとに、酸化物電極に固定化されたbRからの光電流発生の

メカニズムをFig.2-1-12に促案した。酸化物半話事体7dA極を溶液に接した状態に

すると、電極内部のうち溶液に非常に近い部分で空間電荷j習が形成される。 i電

極表面の水酸基では式 (2-1)のようなプロトン解離平衡が成り立っているた

め‘電極の表而電位(平衡電位、フラットバンド電位と同義)は溶液のpHによ

って定められる。

M-OHご M-O+1-1' (2-1) 

bRの光反応サイクルでは、 (pHが中性の場合には)プロトンの放出が取り込

みに先んじて起こる。そのため、光照射の|瞬間にはまずプロトンの放出が起こ

り、電極近傍のpl-lは低下するa これによって、般化物電極表面に存在する水酸

基のプロトン解離平衡 (2-1)は左の方向に移動し、その結果として表面電位

はアノード方向にシフトする。本論文のような定治位測定では'屯位のシフトは

空間電荷層のみで起こり、バンドの仰がりが変化する。これはカソード方向へ

電位をステップさせるのと同じ効果を持つため.その結果として一過性のカソ

ード充電電流が発生する。これが、光照射の|瞬間のカソード光電流に対応する

と考えられる。その後、プロトンの放1:1:'.と取り込みが釣り合う一極の光定常状
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態になると考えられ、そのため光照射の聞は電流が流れない。光照射終了の瞬

間では、最後にプロトンの取り込みが起こるため屯極近傍のpHはー11寺的に上昇

する.これによって光照射の瞬間とは逆にプロトン解離平衡 (2-1)は右の方

向に移動し、表国電伎はカソード方向へのシフトにより一過性のアノード充電

電涜が発生する。これが光照射をやめたl瞬間のアノード光電流に対応すると考

えられる。

このように電車~-溶液界面のbRの微分型光電流応答は、 bRのプロトン放出 ・

取り込みに対して電機表面水駿基のプロトン解脱平衡が一時的に変化すること

によって発生すると考祭した。したがって、本論文で観測している光電流応答

は、 bR分子内部の電荷移動に由来する光電応答と明確に区別しなければならな

いと考えられる。

R量化被艇が存粍しないi混作でのう耽官主総応答;

金電極上に酸化被!撲が存在しない状態では、電磁表面に水酸基は存在せず、

したがって式 (2-l)のようなプロトン解隙平衡は成り立たない。そのため、

pH変化に対する応符性も弱いと考えられる。実際に.pHに対する感度の低下

から予想されるとおり、酸化被l撲が存在しない電位の光'lHiJn応答は酸化被l膜が

存在する場合に比べて著しく小さくなっている。しかし、上で述べたメカニズ

ムでは説明しにくい応答であることは確かである。そ乙で、西空化被膜が存在し

ない電位での光電流応答発生について考察を行った。

まず、考えられるのは電解質俄液の不純物が金電極に吸着することによって

pH応答性を持つことである。そこで、支持電解質および緩衝剤として用いる庖

の再結晶を厳密に行った。

支持電解質として用いているNa，SO.(手口光特級、純度99.0%以上)は純水か
ら2回再結晶を行った。また、緩衝周の嵐として、 Kト1，50，(和J)'(;特級、純度
99.0%以上)を用い、純水から2回再結晶を行った。 pH調整には、新品のpHi尚

定月1I M7]<1'i主化ナトリウム水溶液(和光、容盆分析用)を使用直前に1m封して
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用いた。

Fig.2小 13に市販の騒をそのまま使用した電解質溶液と再結晶をl滋訟に行っ

た電解質溶液を用いた場合のbR悶定化電極の光電流応答の大きさを比較した。

両者の聞では、光'Ifi続強度に違いはほとんど見られず、電解質溶液の不純物が

自主化被膜の存在しない電位での光電流応答に寄与しているわけではないことが

明らかになった。

金属電極ー溶液界而には電気二重周が形成されており、コンデンサーとして

の性質を持つことが知られている。電気二重!習の精進にl刻しては未解決な問題

が多いが、 Sternの電気二重厨モデルで、はHelmholrzおよびGouy-Chapmanの2つの

二重層からなる川。 このモデルでは、 2つのコンデンサーが直列に接続している

と考えられる。光照射時にプロトンが放出されることにより、プロトンの正電

荷による単なる電気二重層の充電が起こると推測される。

Fig.2-1-1のようなサイクリックボルタモグラムのファラデー電疏が流れない

電位域 (Fig . 2- 1-1ではO~O 7 V vs. Ap.)AgCI程度)において、電位を掃号|したと

きに発生する充亀電流 iは、電気二重層の静電容量をC、電位指引速度をVとす

ると.i = C v となる。 Fig.2- ト l を見ると '9J らかなように金屯傾ではO~O . 7 Vの

範囲で充電電流 Iは一定であり、したがって電気二重層容量も電位に依存しな

い。 とのことは、 bR固定化金電極の光m流強度がO~O. 7 Vでほぼ一定である

(Fig. 2-1-6)と矛盾しない。

すなわち、酸化被l撲が存在しない電伎において発生する光電流も、 bRが放

出、または取り込んだ、プロトンの正電荷によって誘起されると考えられ、本質

的には般化被膜が存在する電位での光f底流応終と同じ起源であると推測され

る。本節の重要なポイントは、光電流応答がbRが放出 ・取り込むプロトンに由

来することを、電極上の酸化被膜量を厳密に制御しながら変化させプロトンに

対する感度を変えることで明確に示したことである。
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2.2. 電解質溶液の緩衝能の効果

2.2.1. 緒言

前節の結果から、 bR回定化君主舗の微分型光官底流応答はbRのプロトン放出 ・

取り込みに依存した電極近傍のpH変化に由来する可能性が示された。光電流発

生が前節f起案したメカニズムに従うとすると、光電流応答は電解質溶液に含ま

れるパッファーに大きく影響されることが推測される。

しかし、 bRの光電疏応答:に対するバッファーの影響は、とくに前訟のよう

な発生機械を検討するうえで重要な情報を与えると考えられるにもかかわら

ず、言平細に調べた報告はほとんどない。また、光電流応答;のpH依存性は必ずし

もbRのプロトンポンプ活性のpH依存性と一致するわけではなく、問題点のひ

とつとなっている。過去のbRの光電流応答に関する報告でもバッファーは使用

されているが、その効果については全くといっていいほど検討されていない。

本節では、 bRの光電流応答に対するバッファー緩衝能の影響を詳細に検討

し、その結果から光電流発生機織の考察を行った。

2.2.2. 実験方法

568 nmて、の吸光度が1(光路長 1cm)になるよう制盤した然l良懸樹液 50μL

右前節のように処理したSnO，電極上 1X 1 cmtこ広げ、室rffitで乾燥させて回定

化した。

支持f互角早質として0.1Mの硫酸ナトリウムを用い、バッファーに2-[4-(2-

H ydroxyethyl)ーl-piperazinyl]ethanesulfonic acid (HEPES) I NaOH、2-Amino-2-

hydroxymethyl-i.3-propanediol (Tris) I J-1Cl、KH'pO.(Phosphale) I NaO卜lを用いた。

電解質溶液のpHを一定に保ちながらバッファー濃度を変化させ、その影響を調

べた。また、バッファ一存在下で、のpH依存性を翻べるときは、バッファー濃度

を50mMに保って測定を行った。

光電j荒波IJ定系は前節と同線であり、各条件で5回の測定を行い、その平均値

を光電流値とした。
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2.2.3. 結果

究官置涜応答パターン

バッファー濃度を変化させたときの光電流応答パターンをFig.2-2-1に示す。電

解質溶液中にパッファーが存在しない場合 (Fig.2-2-1 A)では、立ち上がりが

約10ms、減衰!侍聞が30-40ms程度と応答速度が遅くなる傾向がみられた.一般

的な傾向として、バッファーが存在すると光電流応答の速度は早くなった。ま

た、バッファー濃度のj将加にしたがって光雲底流の大きさが減少する傾向が見ら

れた (Fig.2-2-1 BとFig.2-2-1Cを比較)。以下の項で、詳細について述べる。

うぞ霞涜応答のバッファー担当j宴依存性

光!!日射時の光電流強度のバッファ -il:~l支依存性を Fig. 2-2-2に示す。光it!:疏強

度はバッファーが微量存在するとき (2-5mM程度)に最大値を示し、それを越

えると単剰に小さくなった。芹|いた3極類のバッファーに関しては、同綴の傾

向がみられた。

バッファー濃度が埼加すると溶液のpH変化はtmえられる。発生する光電流

が前節で提案したようにbRのプロトン放出・取り込みによるpH変化に由来す

るとすれば、バッファー濃度の増加によってpH変化が州lえられた結果、それに

対応する光電流応答も初lえられたという定性的な解釈を行うことができる。

さらに詳しくbR由来の光電流必度とバッファー濃度との関係を明らかにす

るため、光電流強度の逆数(l/I)をバッファー泌度に対してプロットした。そ

の結果をFig，2-2-3に示す。パッファー濃度が10mMから約200mMの広い範囲

で1/1がバッファー濃度に正比例した。中性のpHで効く3種類のバッファーを用

い‘そのバッファーのpKa'付近でパッファー濃度を変化させると、ほぼ同綴の

比例関係が符られた。この結果は2.2.4で考祭を行う。

バッファー濃度を10m!刈と一定にして支持電解質であるNa，SO，濃度を変化さ

せたときの光電流の大きさをFig.2-2-4に示す。ここでは、 Na，SO，濃度 100mM、

パッフアー濃度 10mMからNa，SO，泌l変を地加させており、 Fig，2-2-2で同じ条件
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(Na，SO.濃度 100mM、バッファー濃度 10mM)からバッファー濃度を泊加さ

せた場合との比較である。 Nu，♂SOJ担泌良皮がl叩O∞omルMカか、ら40∞oml¥ルMの純凶では、
Na，SO 

F日ig.2-2-2の光電流強度の減少はlil-なるイオン強度のW!)Jllに由来するのではな

く、バッファーの効巣であることは19:1らかである。
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うIf:雷涜応答i耳J}支のパッファ-ifJr!f依存件

光電流応答の速度は電w品質熔液中のパッファーの有無に大きく依存した。ま
ず、光電流の立ち上がりは、バッファーが存在しない場合では約10msとバッ

ファーが存花する場合に比べて2~3倍程度遅くなった。 バッファーが存在する

と4-5msでほぼ一定となった。これは以IJii:系の|時定数(約4rns)で決まる値で

ある。

Fig. 2-2-5に光!!日射時に発生する光危流応答の減衰時間をバッファー濃度に対

してプロットした園バッファーが存在しない場合は減衰l時間は著しく遅いが、

バッファー濃度の猶1J日にしたがって減衰|時間は早くなり、約20mM以上でほぼ

一定となった。

首ijf1iiで提案した光電流発生機構では、光!照射の瞬間のbRからのプロトン放

出が電樋近傍のpHをー時的に低下させ、 一過性のカソード光危流を誘起する。

その後、 bR分子のプロトン放出とプロトン取り込みがほぼ釣り合うため、光電

流は観測されなくなる。このとき、電極近傍のpHはプロトンの拡散やバッファ

ーなどの効果によりバルクのpトl値(厳初のpH値)に戻ると考えられる。この

とき、バッファーが存在すれば存在しない場合に比べてpHが厳初の値に戻るの

が早くなる。そして、この効巣はある程度のバッファー濃度で飽和すると考え

られる。このpHの戻りが光電流の減衰にも関与するため、光君11流応答の減衰が

Fig. 2-2-5のようなバッファー濃度依存性を示すと考えられる。
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パッフ 7一存存下での光信行程応答の口H依存件

各バッファーが存在する場合と存在しない場合の光電流強度のpH依存性

(pH 6~9) を Fig.2-2・61:c:示す。バッファーが存在しないときの光電流強度のpH

依存性は、過去に報告された、 bRを含んだべシクルによるプロトンポンプ活性

のpH依存性と類似していた。しかし、バッファーが存在するとその種類によっ

て、光電流強度のpH依存性は大きく異なった。すなわち、リン鮫バッファ一存

在下ではpHの上昇に従って光電流強度が大きくなり、 HEPESバッファ一存在

下ではpH7.5付近に極小となるお椀型の挙動を示した。またTrisバッファ一存在

下ではpHの低下とともに光電流強度が大きくなった。これらの傾向は、明らか

にバッファーの極類の影響であるといえる。

bRのプロトンポンプ活性の影轡を除き光電流応終のpH依存性に対するバッ

ファー効泉をより明維にするために、バッファ一存在下での光電流の値(1)

をバッファーが存在しない場合での光電流値(10)で補正した。その結果をFig.

2-2-7に示す。 Iパ。はバッファーの種類によって異なる極小値を取るお椀型の曲

線となった。その板小値は、リン西空バッファ一存在下で6.8、HEPESバッファ

一存証下で7.7，Trisバッファ一存在下で8.3となり‘それぞれのバッファーの実

効pKa'値 (68(リン駿パップアー)、 7.55(HEPESバッフアー)、 8.3(Trisバッ

ファー)、バッファー濃度50mM、0.1M Na，SO"， 20"Cの場合、導出は参考文献

1)を参照)とほぼ等しくなった。

バッファーの緩衝能は溶液のpHがバッファーのplくa'と一致するとき最大とな

り， pHがそこから離れるにしたがって小さくなる。すなわち、 pH変化量は溶

液のpHがバッファーのpKa'と等しい場合に最小となる。したがって、 Fig.2-2・7

で示された結果は、パッファー緩衝能の増減と光電流強度が対応しており、バ

ッファー濃度依存性と同様に緩衝能の効果に由来すると考えられる。
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2.24 考察

旅君主流応答に対するパ・ソファー緩衝能の効巣

電極ー溶液界面のbRから発生する光電流の大きさは、電解質溶液に含まれる

パッファーに大きな影響をうけることを明らかにした。電解質溶液の緩衝能が

t皆川lすると光電流強度は減少し、これは緩衝能のJ泊加によって溶液のpH変化が

折lえられるためと考えられる.本節では、 bRの光電流強良・と緩衝能の関係を考

察する。

HAごH'+Aに基づく緩衝系のpHは

pH;pKa' + log [A ]lIHAI (2-2) 

で与えられる。 [A]と[HA]の和が同一濃度cであること、またカチオン濃度

の和がアニオン濃度の和に等しいことを用いると、 pHをある小さな値だけ摺加

させるのに必要な強塩基の量は次式で与えられるけ(式の導出は参考文献2)を

参照)。

d[町 内吋MI cKJWJ 目円山. Kw I 
dpH …府五両了 T いけ T而 j (2-3) 

ここで、酸を加えたときはdlBJが負になると考えるので、 dlBJldpトlは常に正

となる。 dIB]/dpHという量は溶液の緩衝能力の定量的な表現で、 VanSlykeによ

って緩衝単位 (unit)または緩衝価 (value)"s"として導入されたが2)、緩衝

能 (capacily)とも呼ばれている。本論文では、"緩fm可能"で統ーした.

式 (2-3)でKは水のイオン積である。第2項と第3項は*の緩衝能を表し、

それぞれ強酸性、強アルカリ性で重要となる。そのためpH3~pHII の範囲では

第2項と第3項は無視できる。したがって、溶液のpHが一定ならば緩衝能

d[B]/dpHはバッファー濃度dこ正比例する。

さらに、溶液中で変化する殿または樋基の変化量d[B]が常に一定であれば、
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溶液のpH変化盈dpHとバッファー濃度Eは反比例の関係にある。 bRのプロトン

ポンプ活性はバッファ-11脱皮に依存しないので、光照射の瞬間または光照射を

終えた瞬間に放出または取り込まれるプロトン鼠、その時間(タイミング)は
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ー定であると考えられる。したがって、光照射11寺にpH変化を引き起こすプロト

ン盆は一定である。

以上のことから(模式図をFig.2-2-8に示すに光泡涜強度の逆数、 1/1がバッ

ファー濃度に正比例することは、光電流強度がpH変化量、 dpHと比例すること

を示す。そして光電流の作用スペクトルがbRの吸収スペクトルと一致すること

から明らかなように、 pH変化を引き起こすのは電極に回定化されたbRが放出

するプロトンである。

この結果は、前節で提案したメカニズムに(半)定量的な解釈を与えること

ができる。このメカニズムでは、官[l極近傍のpH変化による般化物電極の表面電

位のシフトが一過性の充電電流を発生させることを提案した。般化物電憾の表

面電伎は電flY~質溶液のpHに対して準ネルンスト応答をすることが報告されてい

る。すなわち、 pH変化盟、 6pHと表而電位の変化師、 6Vは比例する。この表

面電位の変化によって発生する一過性の充電電流は、電{立をステップさせるこ

とによって発生する充電電流と同じである。そこで、電位変化柄、 6Vとそれ

によって発生する一過性のカソード充電電流の関係をポテンシャルステップ法

によって調べた。その結果をFig.2-2-9に示す。 6Vと発生する充電電流の大き

さは正比例の関係にある。したがって、電極近傍のpH変化量とそれによって発

生する一過性の充電電流は比例し、本節のバッファー効果から導かれる結論と

一致するとともに、前節のメカニズムを裏付ける。

パヴフ?-i.限度が小さいときのうlf.'II?:琉応答の挙初l

bRの光電流の大きさは、バッファー濃度がごく小さいとき(く約5mM)に

は単剰に減少するわけではなく、逆に地加する傾向がみられた。また、その減

衰11寺聞も、十分なバッファーが溶液中に存在するときに比べ遅くなる傾向があ

った。

これは、 bRが放出したプロトンがバルクへ拡散する速さの違いに由来して

いると考えられる。 Heber1巴らは、 bRとともに存在する脂質!院が一種のパッフ
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ァーとして機能することを明らかにしている九すなわち、 bRから政出された

プロトンはバルクに拡散するよりも早くJI英表而に沿って1)1;1放する CFig.2-2-10)。

そして、溶液中t::存一任するバッファーが一種のキャリアーとしてバルクへのプ

ロトン拡散を早める。バルクへのプロトン拡散の時定数は、バッファーが存在

しないときには1.29msであるのに対し、lmMイミダゾールバッファーが存在

する場合は約300μsまで早くなることが明らかにされている。

このため、バッファーが存在しないときにはプロトン拡散の遅れによって電

極近傍のpH変化率が低下し.その結果として光電流強度が微:ほのバッファ一存

在時に比べて小さくなると考えられる。バルクへのプロトン拡散の遅れは、光

電流応答速度にも影響を与えていると考えられる。
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hR回jJ?イr.1艇のイメージ

キャスト法で固定したbRI撲の存在状態に関するミク ロなイメージを持つこ

とは、光電流発生機構の理解を促進すると考えられる。そこで、考えられるbR

固定化膜の怨像図をFig.2-2-11に示す。

bbR回定化11英を電解質溶液に:tJl'した状態にすると、 l院は福角id質溶液によって

水平日し、 bR膜(正確には紫i映)と電磁の問、またbRI院とbR艇のr:i1には水分子‘

パッファ一分子、および支持電解質が拡散していることが折r~測される CFig. 2-

2-11では空間が多いが、 実際には多数の水分子や支持電解質などで埋められて

いる。また、 bR分子の大きさはFig.よりもはるかに大きい。)。電纏と、大きな

bR分子と脂質分子の問には、水分子およびアニオンが入り込んで電極表而に吸

着し、その外に水平日カチオンが存在してヘルムホルツ層を形成する可能性が考

えられるe

このように、バッファ一分子がbR膜と電甑との|前に、もしくはbR膜問に拡

散し、緩衝作用を持つため、本釘1で得られた結果のようにバッファーが光電流

応答に大きく苦干与すると考えられる。

本章では得られた結果を単純化して解釈するととにより、光電流が電纏近傍

のpH変化に由来するという光電流発生機構を提案したが、 bRを固定化した電

極界iIUをミクロなイメージで明確にとらえるには至っていない。一般的に電極

界面iを分子レベルで諮ることは困難であるが‘最近赤外分光や放射光を利用し

た方法などで電極界同に|刻する情報を得ることが可能になりつつある。今後、

bR固定化電極に関しでも界面に関する詳細な機造を得て、高機能デバイス織築

を分子レベルで行えるよう、さらに研究を進めるべきであろう。
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1E叢の総括 討hR分子内部のm:祈移動に由来するシグナルとの相違ー

本意の結果から、電極ー溶液界市のbRから発生する一過性の光電流応答は、

bRのプロトン放出・取り込みに依存した電憾近傍のpトi変化に由来することが

明らかになった。そして、光鐙流の大きさはpH変化(正艇には変化率と考えら

れる)と直接対応していることが示された.

従来のbRの光電応答はbR分子内部の電術移動に由来するととが報告されて

いる。本意で明らかにしたようなbR分子外部に出た(あるいは引っ込んだ)プ

ロトンによるpH変化が光電応答の発生源であるというメカニズムはがIしい概念

であり、ごく最近他のグループからも報告されはじめている 1113)こともあって

今後重要視される可能性は大きい。あわせて、電極ー溶液界面のbRの微分型光

電流応答を、これまで報告されている分子内部の電荷移動に由来する光電応答

と明確に区別する必裂がある。

従来のbR配向!撲のパルス光励起による光m応答では、シグナルの発生源を
|時定数から議論する場合が多く、シグナルの|時定数に対応する光反応サイクル

での電初移動過程を発:tw:、とji(Ull11している。これらのシグナルは少なくとも3

成分存在し、それぞれBl(ピコ秒領減)、 B2(マイクロ秒領域)、 B3(ミリ秒

領域)と言われている。Bl成分は、その時定数および光典性化がおこらないよ

うなレチナールアナログを導入したbRから観測されないことから、レチナール

の光異性化に伴うシッフ瓜基の正電荷の重UJきに付l来すると紙百111されている4ω。

B2成分はその時定数から主にし→M過程でのシッフ凪基からAsp-85へのプロト

ン移動に由来すると考えられている110'. 83成分に関しては起源は不明である

が、光反応サイクル後半での電荷移動との推淑.11も行われている。しかし.82、

B3成分に関しては主に11寺定数からの推測lであり、その由来はいまだ明確ではな

い。最近、 Misraはプロトンを正常なタイミングで放出できない、 204番目のグ

ルタミン酸をグルタミンに置換した変異体 (E204Q)を用いることによって、

82成分に外部へのプロトン放出が一部寄与している可能性を指摘しているlヘ
これまでのbRの光電応答に関する研究では、本主主のような電気化学的、物
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理化学的アプローチが欠けており、本主主で行った研究は新しい方法論を提示し

たといえる。例えば、 B2には分子内部の電荷重多面i}J過程とプロトン放出過程に由

来する2成分が混じっている可能性があるが、それを明確に分離するのにこれ

までの方法では壁があると考えられ、本車でfflいた方法が有効であると考えら

れる。現在使用している測定系はマイクロ秒オーダーの時間分解能を持たない

ためこのような実験を行うまで・には至っていないが、今後パルス光励起による

光電応答の測定系を整備しB2、B3成分の発生機構の解明に取り組んでいくこ

とを考えている。

また、本主主でのbR回定化はキャスト法で行っており、 bR分子の配向はラン

ダムである。 bR分子内部の電荷移動に由来する光電応答は~p.~配向!撲ではほとん

ど観測することができない。それに対して、本章で提案した光電流発生機械で

は、光電波応答はbRによってプロ トンが放出される、あるいは取り込まれ電極

近傍の空間 (bR累積膜の光電流応答が8~10層で飽和する結果" 凶 から電極か

40~50 nm程度の空間と推測される)のpHが変化することによって発生するの

で、 bRの配向とは無関係である。このように分子配向の観点からも、本主主で提

案した光電流発生機構の妥当性が示される。bRの分子配向と光電統応答の関係

は5:>主であらためて述べる。
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第3章

バクテリオロドプシンの光電流応答と

光反応サイクル
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3.1. 緒言

前章の結果から、 bRの光電流応答はbR分子のプロトン放出 ・取り込みに依

存した電極近傍のpH変化に由来することが明らかになった。このことから、電

磁ー溶液界面のbRからの光電気化学応答がbRのプロトンポンプ活性を反映する

ことが期待される。一方、第 l叢で述べたように、 bRの光反応サイクルはpH

によって大きく変化するけ。プロトン放出と取り込みの段階について簡単にま

とめると、中性では約100lLSでフ。ロトン放出が起こった後、数msで=プロトンの

取り込みが起こる。それに対し、 f法性ではプロトンの放出と取り込みの順序が

逆転する。アルカリ性では、プロトン放出は正常なタイミングで起こるが、プ

ロトン取り込みがpHの上昇とともに遅くなる。

bRの光電流発生機構が前主主で俊案したメカニズムに従うならば、このよう

なbRの光反応サイクルのpH依存性は光電流応答を大きく変化させることが予

想される。そこで、本意では、電解質溶液のpHを広い範囲で変化させ、光言底流

応答に対する影響を検討した。それとともに、光電流応答とbRの光反応サイク

ルの対応を調べた。
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3.2 実験方法

実験方法は基本的に 2'/まと同保である。

568 nmで=の吸光度が1(光路長 1cm)になるよう純水に懸溺させた総i波 50μ

しを5nO，電極上 IXlcmに広げ、室泊で乾燥させて固定化した。

福島干質溶液にはバッファーとしてクエン般三ナトリウム、リン酸二水素ナト

リウム、四ホウ酸ナトリウムをそれぞれ10mM含む0.1Mの硫酸ナトリウム水

溶液をJfIい、嵐西空と水般化ナトリウム溶液でpH郁iJ~査を行った。

3.3 結果

光霞涜応答パターン

Fig. 3-1に各pHでの典型的な光電統応答パターンを示す。 bRの光電疏応答パ

ターンは電解質溶液のp}-jに大きく依存した。電解質溶液が中性のときは、光照

射の瞬間にはカソード方向に一過性の光篭慌が、光照射をやめた瞬間にはアノ

ード方向に一過性の光電慌が発生した。電ftJ平質溶液が酸性の場合は中性の場合

とは光電流応答パターンが逆転した。すなわち、光照射の瞬間にはアノード方

向に一過性の光電流が、光l!日射をやめた|瞬間にはカソード方向に一過性の光電

流が発生した。また、アルカリ性の場合は、光!照射の|瞬間は中性の場合と同様

に一過性のカソード光電流が発生したが、光照射をやめたl瞬間のアノード光篭

流が著しく小さくなる傾向がみられた。この光電流応終の減少はpHの上昇とと

もに顕著になり、アノード光電流はpH10程度で観測できなくなった。

各pHにおいて、光電話tの作用スペクトルはbRの吸収スペクトJレとほぼ一致

したことから、光電流がbR由来であると確認した。
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う『Jsi疏応答の口H依存性

Fig.3-2に光照射時の光電涜強度のpH依存性を示す。光照射の瞬間に発生す

る光電流はpH2~ 1 2の広い他聞で観測することができた。 pH2付近で光電流応

答が観測できなくなるのは、 85番目のアスパラギン酸 (Asp-85)がプロトン化

することにより、 プロトン輸送が起こらなくなるためであると考えられる。光

電流強度が極大となるところは必ずしもbRのプロトンポンプ情性と一致しない

が、これは第 2~第 2 節で述べたように緩衝能の彩轡であると考えられる。

光.~怠流応答が逆転する pHはおよそ5 . 2であり、 bRの光反応サイクルにおいて

プロトンの放出と取り込みの順序が逆転するpH'.:Uとほぼ一致した。このこと

から光電流の極性の反転は、プロトンの放出と取り込みの順序の逆転を反映し

ていると推測される。

アルカリ件で=のLighl一口仔売電疏の挙初l

光照射をやめた瞬間に発生する光電流 (υght-off光電流)はpHの上昇にした

がって小さくなる.まず、 pHが中性およびアルカ リ性のときの光を照射した瞬

間に発生する光電流 (Lighl-on光電流)としighl-off光電流の大きさのpH依存性

を町g.3-3に示す。Light-on、Light-off光電流ともにpH7.5付近を極大としたペル

型の曲線を示した。とれは、リン酸バッファーを使用したことによる緩衝能の

影響である。Lighl-ofT.光電流の大きさは、 pH7程度までは、Lighl-on光電疏より

若干小さい程度であったが、電解質溶液のpト17'/上昇するとLight-o[f光電流のほ

うが大きく減少し、Light-on光電流との差が大きくなる傾向が見られた。

Lighl-ofr光m流の減衰挙動を明確に示すため、 Light-off光電流強度 (1"，，)を

同l;pHでのしighr-on光電流強度 (lJで規格化した (Fig.3-4) 0 p凶1-1.7程度までは

1.，/1 

pH 1叩0穆E度佐で0となつた。 NaOHを用いてpトlを上げた場合 (0)とHCIを用いて

pHを下げた場合(.)は同一曲線上にのることから、 Fig.3-4のいghl-off光電流

の減衰挙動は、 bRの不可逆的なアルカリ変性によるものではないとわかる。
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3.4.考察

bR派反応サイクルとの対応

得られた特徴的な光屯流応答のpH依存性は、 bRの光反応サイクルから次の

ように解釈できる。Fig.3-5は各pHで=の典型的なbRの光反応サイクルである。

中性では、 M中間体の生成とともにプロトン放出が起こり、その後M中間体の

減衰とともにプロトンの取り込みが起こる。それに対して、酸性の場合はプロ

トン輸送経路の放出口付近でプロトンを放出する204番目のグルタミン酸

(Clu-204)が解縦できないため、正常なタイ ミングでプロトンを放出すること

が出来ない闘。 そのため、 プロトンの取り込みが先に起こり、その後シッフ温

基からのプロトンアクセプターであるAsp-85から直接プロトン放出が起こる。

また、アルカリ性ではプロトンの放出は中性の場合と同様に正常なタイミング

で起こるが、プロトンの取り込み速度がpHの上昇に従って遅くなる710)0

H+ 

Neutr向 H:bR 、 ""'_M~ ご bR
、H+

R ー~M~O可十 bR

High pH: bRてーM¥. ... Nー _"bR

Fig. 3-5 Simplified bR photocycJe at neulral， low and high pH 

M， N and 0 denote lhe intermediates in th巴bRphotocycle. 

82 



百 『司.......... 

bRの光電流応答は第 2主主で述べたように、 bRのプロト ン放出・取り込みに

依存した危幡近傍のpH変化にlお来する。 i'fi1Wn溶液が中性の場合には.Fig.3-
5に示すようにプロトン放出がまず起こるため、光照射の瞬間に電極近傍のー

11寺的にpHは低下する。これがSnO!電樋表面電位のアノード方向へのシフトを誘

起し、その結果、 一過性のカソード光電流が発生する。その後はプロトン放出

と取り込みがが]り合った光定常状態となるため.光電統は観測されない。光照

射をやめたl瞬間には最後にプロトンの取り込みが起こるため、百Z極近傍のpHは

一時的に上昇し、 SnO!望11極の表面l電位のカソード方向へのシフトを誘起する。

この結果として、一過性のアノード光也流が発生する。

電1弊質溶液が酸性の場合は、中性の場合とは逆に光照射の|瞬間にまずプロト

ンの取り込みが起こり、勉極近傍のpHは-1I4j(:J{Jに上昇する。この結果として、

光照射時には一過性のアノード光電流が発生する。また.光照射をやめたl瞬間

には、最後にプロトンの取り込みが起こり、 2立極近傍のpトlはー[1寺的に低Fする。

これが、一過性のカソード光電流を発生させる。光電流応答が逆転するpHとプ

ロトン放出と取り込みの順序が逆転するpHがほぼ等しいととは、上記の応答パ

ターン逆転の解釈を支持する。

また、アルカリ性の場合には、光照射のl瞬間は中性の場合と同様にM中間体

の生成とともにプロトン放出が起こるため、光電流応答も中性の場合と同様に

カソード応答となる。しかし.光反応サイクルの後半が中性の場合とは大きく

巣なるため、アルカリ性では光照射をやめた腕Il11の応答も中性の場合に比べて

異なる。すなわち、厳後に起こるプロトンの取り込みがpHの上昇とともに濃く

なる7削ため、光照射をやめた|瞬間の沼駆i丘傍のpH変化本 (llpH / lll)が小さ

くなる。光電流の大きさは第2議第2筒、iで示したようにllpH/ lltに対応する

ので、 pH上昇とともにLighl-off光電流の大きさは減少する。

このように電極ー溶液界而のbRの光'屯流応答は、 bRの光反応サイクルと密後

に対応することが明らかとなった。それとともに、 bRのプロトン輸送に関する

有井!な情報、具体的には
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ObRのプロトン放出と取り込みが逆転するpトIに|鶏する情報

0アルカリ性でミのbRのプロトン取り込み速度の低下に関する情報

を与えうることが示唆された。次章では、光電流応答のpH依存性を用いて‘現

在その役割がわかっていない金属イオンを置換したbRに関してこの2点の情報

を得ることを試みた。

アルカリ件でのプロトンl取り仏みiilir:fl'の低下とLiQhl-口fI味i'!主流の減衰挙重IJ

時間分解分光法によるbRの光反応サイクルに関する研究から、 pH7以上では

pHの上昇にしたがって光反応サイクルの後半‘すなわちM中間体の減哀が遅く

なることが報告されている7曲。 これは、 96番目のアスパラギン酸 (Asp-96)に

よるbR分子外からのプロトン取り込みが遅くなることに由来する。 Fig.3-6にM

中間体の減衰のpH依存性をに示す。pH7を越えると、 M中間体の減衰 (410nm 

の吸光度変化)が明|僚に2成分に分かれる(帰入図を参照)。このうち、速い成

分はAsp-96からシツフ塩基へのプロトン移動に対応し、遅い成分は分子外から

Asp-96へのプロトン移動に対応する九 遅い成分であるプロトン取り込みの減

衰時間の対数 log(τ) はpHに対して直線関係にある。すなわち、 τ=A exp 

(pH) (定数項をAとしてまとめる)とすることができる。

一方、Lighl-off.光電流の大きさ、 I同は、 bRのプロトン取り込みによるpH変化

率 L'.pト[/L'. tに比例すると考えられる。ムlがプロトン取り込みの減衰時間に比

例するとしてL'.t = A' exp (pH)とすると、 1""とL'.pHI A' exp (pH)は比例する。

ここで、Light-off7t電流の減衰挙初]をFig.3-7のように1)[""で考え、これによっ

てbRのプロトンポンプ活性のpH依存性や緩衝能の影響を補正しL'.pHが一定値

であるとしてL'l.lの影響のみを考えると、 lu'/!oo=A"/ exp (pH) (定数mをA"とし
てまとめる)とみなすことができる。したがって、Light-on光電涜に対する

Light-off光電流の比、 [..!l酬の逆数の対数はアルカリ性領域でpHに比例すること

が予惣される。実際に1，，，/1剛の逆数の対数をplイに対してプロットした結果をFig

3-7に示す。 pH>約9の筒閣で'1..11酬の逆数の対数はpHと直線関係にあった。ま
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た、 pH<約9で直線からはずれる挙動もFig.3-6の滅哀が遅い成分の挙!fi)jと同様

な傾向がみられた。

非常におおざっぱな近似を用いたが、この結果から定性的にLight-off光電流

のアルカリ性での減衰挙動はプロ トン取り込み速度が遅くなることと直接対応

していることが示された。
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プロトンポンプ情性別1Ji'への応用の可能性

これまで、 bRのプロトンポンプ活性は、 bRをリボソームに取り込ませ‘光

照射によってその懸濁液のpJ-lを測定する方法制と、ピラニンを始めとしたpH

感受性色素を溶液中に共存させたbR懸濁液に光照射を行い、 pH感受性色素の

吸収変化を測定する方法暗闇が主洗であった。

リボソームを用いたときは、測定時間が分単位であり、リアルタイム測定と

して用いることはできない。また、サンプル間のデータのばらつきも大きい。

一方、 pH感受性色素を用いた場合は、 11寺問分解分光法との併用によりプロ

トンの放出 ・取り込みが突時間で検出することができ、近年多く行われている

測定法である。しかし、 pH感受性色素を用いた測定の問題点として、 bRの吸

収と重ならない色素を選ばなければいけないこと、測定できるpJ-l純聞が色素の

pKa付近の狭い純凶 (2pH単位以下)であることが挙げられる。現状では、ピ

ラニンが主に用いられており多くの成裂を挙げているが、やはり用いられるpH

範囲は狭い。 bRのプロトンポンプ活性のpH依存性はプロトン輸送機械を考え

ていく上で非常に興味深い問題であるが、 pH感受性色素を用いたプロトンポン

プ活性測定ではこの要求に応えることができないと考えられる。

それに対して、本論文で研究を進めているbRの光電流応答は、この両者の

問題点を解決する可能性を秘めている。すなわち、パルスレーザーと高速測定

回路(現状ではまだそのセットアップができていないが)をJlIいることにより、

pH感受性色素を用いた場合のようなプロトンポンプ活性の実H寺間計測が可能で

あると考えられる。また、本主主で示したようにpJ-l2~ 1 2の広い範閣でbRのプロ

トンポンプ活性を反映した応答が観測され、リポソームを用いた測定に変わる

ことが示された。また、再現性がよいことも、光f底流応答を用いるうえで大き

な魅力となるであろう。今後、さらに詳細に光電流応答とbRプロトンポンプ活

性の対応を明確にしていくことによって第3のプロトンポンプ活性測定法とな

ることが期待される。
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第4章

バクテリオロドプシンに対する

金属イオンの効果
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4.1 緒言

bR分子には数値!の金属イオンが結合しており、その金属イオンを取り除く

と通常の紫色 (λ叩=568 nm)から青色 (λm"= 605 nm)に変化する川 (Fig.5-

1)。青色を呈したbRに金属イオンを添加すると、可逆的に紫色に戻る。青色を

呈したbR(Blue-bR)は、プロトン輸送を行うことができず、 Mrl"間体も生成

しないヘこれはシッフ嵐基からのプロトンを受け取る役割を巣たしている85

7昨日のアスパラギン般 (Asp-85)がプロトン化しているためである。

金属イオンの結合位置は、 2つのhighaffinily sit巴 (K，=3.5x 10' M'. K，=6.3X 

10' M') と4-6つのlowalTinity site CK，= 3.5 x 10) M ，)の存在が示されたヘそ

のうち、 2つのhighaffinily siteのうち低いほうのサイトがcolorregu lationに機能

していることが示唆されている。しかし.具体的な総合サイ トに関してはまだ

~月らかになっていない。

レチナール周辺にあって水素結合ネットワークを形成しているアミノ酸

(Asp-郎、 Asp-212、Arg-82、Tyr-185)を鐙換し、カルシウムイオン結合に対す

る影響を調べたところ、 lowaFrinity s.ileにはほとんど影響を与えなかったが、

l1igh affinity sileの結合定数を小さくし、プロトン輸送経路の放出倒11チャネルと

の相互作用が明らかになった九 また、最近の"C固体NMRの結果では、プロ 卜

く内rpleform ，=:>で F く…m ，=:>

X Proton pump activity 

X Formation of M intermidiate 

Fig. 5-1 Relationship betwe巴npurple bR and blue bR. 
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ン放出口付近に存在する196番目のアラニン (Ala-196)が金属イオンと相互作

用することも示され、この付近にh.ighaffinily sil巴がある可能性が示唆された九

また、プロトン紋出口に存在する4側のグルタミン自主をグルタミンに箇換する

と、結合定数に大きな影響を与えることも報告されており人金属イオンの結

合位置がプロトン放出口付近に存在する可能性は大きい。

これまでの金属イオンに関する研究では、 bRのオプシンシフト(レチナー

ルのアボタンパク質と相互作用することによる吸収極大波長のシフト)に対す

る影轡に主に注目を集めてきた。しかし、プロトン4輸送経路の近くに存在した

場合、その静電的影響によりプロトン輸送活性に大きく影響を与える可能性が

考えられる。実際、ランタンイオンはbRの光反応サイクルの後半部分、すなわ

ちプロ卜ンの取り込みを4若苦しく遅くするという幸鰍~1告きもある

トン輸送機構として、経路に存在するアミノ酸残基と水分子の関与した議論が

盛んであるが、金属イオンもプロトン輸送に大きく関与している可能性は否定

できない。

前主主では、電極溶液界而のbRの光電流応答がbRのプロトン輸送に関する情

報、具体的にはプロトンの欣出と取り込みの!似Jf;が逆転するpHとプロトン取り

込み速度の低下に関する情報を与えうることを示した。そこで、本意ではそれ

をbRのプロトンポンプのメカニズム研究へ応mすることを試みた。 bRのプロ
トン輸送に対する金属イオンの役割を明らかにすることを最終目的として、金

属イオン交換bRの光電流応答のpH依存性を翻ぺ、金属イオンがbRのプロトン

輸送に与える影響を考祭した。

90 



4.2 実験方法

常?去に従い精製した紫!践を|場イオン交換カラム (BioRad、AG-50W)に通し、

金属イオンを除去した。得られた背)慌を純水に懸濁させ、 35000rpm、4"C、 30

分の超遠心操作を2回行い、洗浄を行った。その育l撲にさまさーまな金属塩の水

溶液を少量添加し、金属イオンを交換したbRを作製した。金属イオン交換bR

の懸濁液の568nmでの吸光度が1(光路長 Icm)になるよう調整し、その50μ

LをSnO，電額上IXIcmに広げ乾燥させた。

光電流測定は2:1)言と同僚である。金属イオンの交換を|幼ぐため、支持i1;解質

にはbRIこ含まれている金属イオンと同種の金属底を用いた。

4.3. 結果

PufDle-bRとBluトbR

Fig. 4-2にPurple-bRとBlue-bRの吸収スペクトルを示す。 Purple-bRは568nn1に

吸収極大を持つのに対し、 Blue-bRは603nm!:::吸収価大を持つ。

Fig. 4-3に、 Blue-bRにCaCI，を添加したときの吸収スペクトル変化を示す。 bR

の濃度は完全に紫に戻ったときのモル政光係数 E=63000から求めたところ、

4.8μMであった。Ca"濃度の地加にしたがって、吸収極大は短波長似1)にシフト

し、 Ca"濃度がbRi11Hi{の2倍で=ある10μMになると完全に紫になった。乙の吸収

スペクトル変化の過程で、 574nmに等吸収点の存在が1確認できた。Blue-bRに

CaCl，を添加したときの差スペクトル (Fig.4-4)では、 Ca"濃度の地加とともに

630 nm付近の吸収の減少と530nm付近の I~収の上旬加が向 11寺に j並行した。

[bRl : [Ca"J = 1 : 2でbRが完全に戻ることは、 bR分子の金属イオン結合位置

のなかで2番目に結合定数が高いサイト (Secondhigh affini.ly site)がbRのColor

regulationを行っていることを示す過去の報告叩を支持する結果である。また、

このような実験を通して、金属イオン交換bRを作製するときに必要な金属塩の

盆を明らかにすることができた。
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--町一

4i予属イオン交機bRのう'tm流応終
金属イオンを交換したbR をSnO ，~tl憾に問定化し定常光を照射すると、前主主

までと同様に光照射の瞬間と光照射をやめた瞬間にのみ一過性の光電流が発生

した。 そのpH依存性も基本的には前掌と同様、電~"質溶液が中性のときは

しighl-on光電流はカソード方向であり、酸1'11:になるとアノード方向となって光

電統の級性が逆転した。以下に金属イオン交換bRのpH依存性のうち、前事で

示した2つのポイント

ObRのプロトン放出と取り込みが逆転するpHに関する情報

0アルカ リ性でのbRのプロ トン取り込み速度の低下に関する情報

について述べる。

光官I'i.疏応答の概件が1問去するoH

Fig.4-5に金属イオンを交換したbRのLight-on光電流のpH依存性そ示す。どの

金属イオン交換bRにおいても、 tS解質溶液のpHが中性のときには一過性のカ

ソード光電流が観測され、 pHが般性になると一過性のアノード光電流が観測さ

れた。しかし、光mi.況の傾性が逆転するpHは金属イオンにより異なった。その

pHは、一価の金属イオンでは5. 1 ~5.3程度、 ニイdfiのMg" ， Ca"イオンでは4.7程

度、 Zn" 、 Ba " では4.3程度、 三価のLaJ •イオ ンでは3.9程度であり、一般的な傾

向として金属イオンの価数の鳩加にしたがって酸性側1)にシフトする傾向が見ら

れた。

Light-of伶閉ま慌の減衰挙副l

Fig. 4-61こ金属イオンを交換したbRのアルカリ性でのLighl-o汀光電流の減衰挙

!l!JJを示す。前章のように、Light-off光電流は「司CpHでのLight-on光電流で規格

化した。

一価、 二仰の金属イオンではその減衰挙動はほぼ同じrJll線となったのに対し

て、 LaJ •イオンは明らかに違う挙動を示した。 pH 5~7付近でその比はo 3~0.4 
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程度と他のイオンに比べて明らかに小さ く、 pH7以上で急激に減少し0となっ

た。すなわち、過去の分光学的結果と同級に光沼気化学的のもLa"はプロトン

取り込み速度を著しく遅くすることが示された。

4.4. 考察

光電琉の将性がi削去するnHに令属イオンが与える影糾

金属イオンがbRの光電疏応答に大きな影響を与えることが示された。とく

に光電疏の極性が逆転するpHは金属イオンに大きく依存した。3主主で述べたよ

うに光電流の極性が逆転するpHはbRのプロトン政出と取り込みのl順序が逆転

するpHを反映していることから、金属イオンがそのpHに大きな影轡を与えて

いることが示された。

現在提案されているbRのプロトン放出のメカニズムは、タンパク質の構造

変化により鍵となる駿性アミノ般残基のpK.が微妙に調節されることで説明さ

れる。 Fig.4-7にプロトン放出にE重要な役割を果たしているAsp-85とClu-204の

pK過の相互依存性を示す。Lrpllfl体→M中間体の過程でシッフJ塩基からAsp-85に

プロトンが移動する。 Asp-85とプロトン放出口付近に存在するClu-204のpK，は

相互に依存しており、このAsp-85のプロトン化によって基底状態では9.4である

Clu-204のpKaが4.7まで低下する山}。 その結果としてClu-204のプロトンが解縦

し、 Clu-194を経由して拡散的にプロトンを外部に放出する機機が提唱されて

いる。このメカニズムに従うと、酸性 (pHが約5以下)ではCJu-204のプロトン

が解縦できないため、 L→M過程の正常なタイミングでプロトン放出が起こら

ないと惟測される。このため、光反応サイクルの最後にAsp-85から直擁プロト

ンが放出され、結果的にプロトン放出と取り込みの順序がj逆転すると解釈され

ている。すなわち、プロトン放出と取り込みの順序が逆転するpHは、プロトン

放出基であるClu-204のplくaによって決定されると考えることができる。

金属イオンの正確な結合位置は明らかではないが、 highaffinily siLeのひとつ

がプロトン放出口付近に存在することが示唆されている。このような位世に存
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ー『司r

有する金属イオンがプロトン放

出に関与するGlu-204と静電的

相互作用をすることにより‘こ

れらのアミノ酸残基のpK績を変

化させることが考えられる。一

般に、金属イオンの正電荷はプ

ロトン性配位子の駿アニオン

(共役邸基)を安定化する。そ

の静電相互作用による安定化に

より、殴アニオンのpK，は低下

すると考えられる。

そこで、 Fig.4-8に金J毘イオンによるbRのプロトン放出基のpK)'JlJ節機械を新

たに提案した。プロトン政出口付近に存在する金属イオンがプロトン放出基・で
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Fig.4-7 pK， interaction betwe巴n

Asp-85 and Glu-204. 

あるGlu-204またはGlu-194と除電的に相互作用することによって、その解向11状

態を安定化する。金属イオンのf回数が大きいほど、あるいは金属イオンとカル

ボキシル基の相互作用がより強いほど、グルタミン盟主残基のj瞬間t状態がより安

定化され、そのpK，が低下する。したがって、光電流応答がi逆転するpHも金属

イオンの価数のj曽加にしたがって低下する。

また‘静m:的効果のみではなく、金属イオンが結合することによるタンパク

質のコンフォメーシヨン変化(微細構造変化)がプロトン放出基のpK.へ影響S

する可能性も現状では否定できない。今後、金属イオンの結合位置とその周間

環境の分子レベルでの理解ーを進めることで、金属イオンのプロトン輸送に対す

る役割を明確にすることが期待される。

現在、 bRのプロトンポンプ機椛において金属イオンの効果は考慮されてい

ない。しかし、本主主の結果は、金属イオンがプロトンポンプにおいてプロトン

政出基のpK.rtilJ御という重要な役割を来たしている可能性を示した。さらに分

光学測定などを過して、金属イオンの役割についてZ型解を深めることが必要で
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あろう。

LiQht-off派諮涜の減衰挙初JI~<#1属イオンが与える影轡

La"は他の金属イオンと異なり、Liゆt-o汀光電流を著しく減少させた。前主主

で述べたように、Light-olT光電流の減衰はbRのプロトン取り込み速度が遅くな

ることに由来する。

過去の時間分解分光法の結果から、 La'はMr!"間体の減衰を著しく遅くする

ことが示されている。 La-bRのM中間体の寿命はpH8でwild-typeの1000倍程度、

すなわち、秒オーダーにまで延びる。これは、 wLld-lypeでは高アルカリ性

(pHll程度)に対応する寿命であり.Light-orr光電統が観測されないことと矛

盾しない。このようにM"!コ間体減衰が著しい遅くなるのは、プロトン取り込み

側表而にLa"が非特異的に吸着することによってプロトン取り込みを遅らせる

ことによるとの推測が行われている。

La"のυght-orr光電流に対する影轡は、このようなLa"に特徴的なプロトン取

り込みの遅れに由来すると考えられる。この結果からも、Li帥トorf光電流の減

衰挙動はプロトン取り込み速度のよい指桜になることが示された。

主童旦盆量

光電気化学的方法により、 bRのプロトン輸送に金属イオンが大きな影轡を

与えていることを示した。得られた結果から、金属イオンがbRのプロトン放出

基のpK， を巾IJl~Vするメカニズムを新たに提案した。今後、 bRの 11音JiI員応速度測定

によるGlu-204のpK，同定や1時間分解分光、赤外分光1去などの分光学的手段によ

ってプロトン放出に対する金属イオンの関与をより明確にしていくことが望ま

れる。
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第 5章

バクテリオロドプシンの配向制御

固定化と光電流応答
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5，1 緒言

前主主までbRの悶定化法はキャスト法であり、その分子配向はランダムであ

ると考えられる。実際、小山らはbRのN末端、 C末端をそれぞれ認識する抗体

を作製し、電子顕微鏡観察により抗体ラベリングでbRのLB膜の配向を調べた

ところ、細胞11英外側11が基板に向いた配向をとるbRと細胞11英内側11が基板を向いた

配向をとるbRがほぼ半分ずつ存托することを示した"0すなわち、コインをば

らまいたときに表と裂になるものがほぼ半分ずつ存在するように、 bR悶定化の

際に特別な工夫をしなければその配向はランダムとなる。 bRのプロトン輸送は

細胞膜内側から外似IJという方向性を持っている。そのため、配向制御はbR間定

化電極の高機能化.高感度化に対して重要であると考えられる。

bRは、懸濁il~のpHが巾伎の場合にはプロトンl取り込み似IJ (制胞内側1])がプ

ロトン放出似IJ(細胞外側)よりも負に帯電するにそれに対して懸・樹液のp卜lが

酸性になると荷電状態が逆になり、プロトン放出側がより負に手停電する。従来

のbRの配向制御国定化のほとんどが、このようなbRを含む紫l撲の表裏の電荷

分布の差を利用してきた。例えば、1TI若法:1mでは、 2枚の電廠の間にbR懸湖il主

を押入しf立場印加を行うことによって負極似11に配向を:I;IJ御したj亭い!艇が形成す

る。また、ポリアクリルアミドゲル中にbRを封入し、その両端に?草場を印加す

る方法で配向膜が剥製できる19)。また、あらかじめ基板表面をポリカチオンで

被認し.その上にbR懸 i~Qt夜を展開することによって配向指IJj;rpbR単分子l撲を作

製されている川1九

Fisherらは基板をポリリジンで被覆することにより、その上に展開するbR懸

濁液のpHを変化させることによって、プロトン放出側、プロトン取り込み側が

それぞれ電僚に向いたbR単分子!換を作製し、その評価を電子顕微鏡観察で行っ

た川電子顕微鏡による紫l撲の裏表の識別はbR発見当11寺から行われており、処

理方法によってどのような形態に見えるかは明らかにされている。この研究で

は、 pH7のbR懸濁i夜をポリリジン被覆ガラスに展開して得られた!艮を空気乾燥、

釜素乾燥、フェリチンラベリング、フリーズエッチング法によって処理し、電
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子顕微鏡観察を行った。 4i湿りの方法での観察の結果、いずれも80-95%の高い

割合でプロトン取り込み側が基板を向いた配向をとっていることが明らかにな

った。

このポリリジンを用いたbR自己向制御固定化は、レチナールの膜内での位置

を決定する場合のbR配向制御単分子JI.突の作製に広く用いられてきたほ川。bR分

子内のレチナールを還元し蛍光性誘導体にした紫l肢から基板へのエネルギー移

動によってその位置が見積もられる。しかし、 この場合では配向制御固定化が

重要になってくるが、その固定化法としてポリリジンを利用したFisherの方法山

が用いられた。そのような研究のなかで大友らは、独自にパパインを用いてbR

配向制移v単分子JI英の配向評価を行った川。 パパインはbRのカルボキシル末古端;向担

(フプ。ロトンI取収り込み側)のlげ7残基を特寂異-白が的4句jに切断することが知られている

ロトン取り込み側およびプロトン欣出側が込基宇板を向いているbR配向j膜B際zをパパイ
ン処理したところ、プロトン取り込み側が基板を向いているbR単分子IWfはカル

ポキシル末端がほとんど切断されなかったが、プロトン放出側が基板を向いて

いるbRlji分子11際の大半がカルボキシル末端を切断された。このことからも、

Fishcrの方法によってbRの配IriJが高い割合で制御されていることがわかる。

さらにごく最近、 Heらはポリカチオンとしてポリジメチルジアリルアンモ

ニウムを刈いて作製したbR積層肢をSHG(second harmonic generaLion)により

測定したところ、 i屯諸法によって作製された膜より高い配|向を取っていること

を報告している山。このように、ポリカチオンを利用したbRの配向fljlJ御悶定化

はbRft)f究では認められ広く使用されてきた。

本章では、配向制御悶定化とその配向評価がすでに確立されている、ポリリ

ジンによる静電的相互作用を利)llしたbR配向艇の光電流応答を調べ、 bRの分

子配向が光電流応答に与える影響を検討した。



5.2. 実験方法

ポリリジンを介したbR配向制御単分子JI莫の作製は過去の報告にしたがって

行った]1)。前主主までと同線に熱メタノール、熱波硫酸で処理したSnO，電極l之、

5mMポリーL-リジン水溶液を10μLI cm'となるよう展開し1分間放位した後、純

水でよく洗浄し主主索ガスで乾燥させた.SnO，電極表而は負に手p;mしているので

ポリリジンは電極に静電的に強く吸着する。このように作製したポリリジンコ

ート電甑に、吸収極大でのl汲光度が2になるよう 10mMクエン駿パッファー

(pH=4)、または10mMリン般バッファー (pト1=7)に懸濁させた紫膜を10μLI

cm2となるよう展開しl分間放澄した後、超音波洗浄も含めて純水で=洗浄するこ

とにより余分なbRを洗い流し、主主素ガスで乾燥させた。

光電流の淑11定方法は前主主までと間際である。官底解質溶液には5mM卜IEPESを

含む0.1M Na，SO.溶液 (pH=7.4)を用いた。ノイズを除去するため、ローパス

フィルター (NE回路、 E-320IS)を使用した。



5.3 結果

hR~i分子j慌の也子顕微鍬観察

作製したbR(正確には然朕)単分子膜 (A，B)およびbRを被覆していない

5nO，電極 (C)を電子顕微鏡 (5日叫)で観察した結果をFig.5・lに示す。 bR単分

子I1英では黒い影がまばらにひろがっているのがわかる。それに対して5nO;il!!憾

では、そのような黒い彩は見あたらなかった。したがって、黒い部分が紫!撲の

|析片であることが推測される。実際にキャスト法で悶定したbR膜を亀子顕微鏡

で観察すると、紫l践で磁われた部分はFig.5-Jのように黒く見え、 5nO，電極部分

と明確に違うことから、この推測lは妥当であるといえる。

Fig.5-Jから明らかなように、単分子l換といってもアルカンチオール自己組

織化膜のように密にパッキングしているわけではなく、紫l瑛断片が烏状に分布

している。この状態は過去の報告則。と一致する。また、ポリリジンコート電

極上に展開するbR懸濁被のpHが異なることによって、電極上の紫脱の量に違

いが見られた。すなわち‘ 懸濁液のpトlが7の場合は、 4の場合よりも紫膜が多く

存在する傾向があった。これは、最近報告された懸濁液のpHによる紫膜被複率

の傾向m と矛盾しない。本章では、懸?樹液pHの違いによる紫!撲の被磁率につい

ては詳細な検討を行っておらず、今後の課題としたい。
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Fig. 5-1 SEM Lmag巴sof monolayer of purple membrane (PM) 

(A) The pH of PM suspension: 4. (s) The pH of PM suspens.ion: 

7. (C) SnOz electrode. 
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bR配向制御単分子肢のう¥':'m:i箭応答

Fig. 5-2に西日|古]を制御したbR単分子!撲の光電流応答を示す。どちらの配向を

とっていても、光照射のl瞬間にはカソード方向に一過性の光電流が、光照射を

やめた瞬間にはアノード方向に一過性の光電統が発生した。bRの分子配1向にか

かわらず光電流の極性が同じであることは、発生する光電1mがbR分子内部の電

荷移動に由来するものではないことを示している。もし、 bR分子内部の官官術移

動によって光電流が発生しているとすれば、 bRの分子配向が反転すると光電流

の極性も逆転するからである。それに対して、 2章で提案したように光電流が

bRのプロトン放出 ・取り込みに依存した屯鑑近傍のpH変化に闘来するならば、

配向のいかんにかかわらず、光照射の|瞬間にまず電梅近傍の空間にプロトンが

放出されるためpHが低下し、カソードの一過性光電流を発生する。光照射をや

めた燐聞も同様に、配向に関係なくアノード光電流を発生する。したがって、

この結果は2章で提案したメカニズムを支持する結楽であるといえる。

光電流の大きさは、プ口トン放出側が電磁に向いたbR単分子膜からのほう

がプロトン取り込み側が電俸を向いた場合より大きくなった。これは、抗体で

ほの西日向を制御した単分子膜ではプロトン取り込み側を電磁に向けたほうが光

電疏強度が大きくなった結果附とは反対になった。本論文の結果と過去の報告

の比較は考察で述べる。

Fig. 5-3にプロトン放出仰1)が電極を向いた単分子!肢からのLight-on光電疏の作

用スペクトルを示す。作用スペクトルは、溶液中のbRの吸収スペクトルとほぼ

一致した。本研究室の紫外・可視分光光度計(日本分光、 Ubest-50)ではbR単

分子脱の吸収スペクトルは観測できなかったが、この結果からbRが確かに固定

されており光電流応答発生の原因となっていることが示された。光電気化学的

方法が分光法より感度良く電線表面の吸着種の同定を行える場合もあるが、こ

の結果もそのような例であると考えられる。
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ポリリジンによるf官級被覆の影響

また、ポリリジンで電極を被覆した影響を調べるため、 bRの配向がそろっ

ていない擬単分子l撲をキャスト法で作製し、光電流応答の比較を試みた。 bR単

分子膜の吸収極大での吸光度は、宮坂のLB法によるbR積層膜の傾き0.0017/

monolayer，9)とHeらのポリカチオンを用いたbR積層膜の傾き0.0015/monolayer川

を参考にして、 0.0015とした.bRの吸光係数 e=63000を用いて、この値から電

極表面のbR密度、 2.3X10" mol cm'を求め、これとbR量が等しくなる量を、吸

収極大での吸光度が0.029のbR懸濁液50μL/cm2と計算した。 bR分子の表面密度

から、 bR単分子膜の分子専有面積は約700入/moleculeと見積もられた。bRは紫

膜中で3量体を基本機造とした2次元結晶を形成していることを考えると、 bR単

分子膜とはいっても密にパッキングしたイメージではなく、紫膜が鳥状に電犠

の上に分布していると考えられる。この状態はLB法によって作製されたbR単

分子膜の電子顕微鏡観察"からも示されている。実際の測定では吸収極大での

吸光度が0.038のbR懸樹液50μLを5nO，電極上lXlcmに展開し乾燥させた燦単

分子膜を用いた。

bRキャスト擬単分子膜とbR配向制御単分子燥のLight-on光電流の大きさを比

較した結果をFig5-4に示す。bRキャスト擬単分子膜の光電派強度はどちらの

bR配向膜よりも大きくなった。この結果は、電極を被覆しているポリ リジンが

応答感度を低下させている可能性を示している。2章で述べたように、 bRの光

電琉応答には般化物電極表面の水酸基のプロトン解離平衡が重要な役割を果た

していると考えられる。正に荷電したポリリジンは.電綴表面へのプロトン拡

散と吸着を静電的かつ物理的に阻害することが示唆される。
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5.4. 考察

配向を制御したbR単分子l換の光電担任応答は、極性はbRの分子配向に関係し

なかったが、大きさは配向によって変化した。

得られた結栄を、過去の屯何一溶液界 1(Jiの bR配|旬Jl英の光#f，~im応答の報告と比

較した。これまで、 2つのグループが地樋一院i伎界而のbRのYt1'底流応答をbRの分

子配向の観点から検討しているt問、 報告されている光電流応答のパターンを

Fig.5-5に示し、その結果を本章で得られた結果とあわせてTable5-1にまとめた。

過去の報告でも、本主主の結巣と|青]様に発生する一過性光電流の極性はbRの配向

に依存せず、電解質溶液がlド性の場合には光照射の瞬間にカソード方向に一過

性の電流が、光照射をやめたl瞬間にはアノード方向に一過性の光電流が発生し

た。光電流の大きさに関しては、小山らの報告18)ではプロトン取り込み似IJが電

樹を向いたほうが光電流強度が大きくなったのに対し、 Wangらの結果加、なら

びに本主主の結果ではプロトン放出仮Ijが電極に向いたほうが光電流強度が大きく

なった.

bRの分子自己向が逆転しても光電涜応答の極性が逆転しないことは、これま

で多くの研究例がある分子内m桁移動による光電応答(JR~配向m英では応答は観

測されない、もしくは観測されたとしても配向!撲の2桁以上小さい応答になる)

ではないことを示し、 2~詳で提案した光電疏発生のメカニズムを支持する。

bRの問向を揃えることにより光市流強度がWI加し、配向fliH前l固定化がbR陪l

定化電極の向感度化に寄与することが示された。しかし、本論文とWangらの

結果ではプロトン放出似IJが電級に向いているほうが光電流強度が大きくなるの

に対し、小山らの結果ではプロトン取り込み側が電磁を向いているほうが光電

流強度が大きくなった。これに関しては闇定化法が異なるため単純な比較は今

のところできない。また、福惚表面を修館liすることによる電気二重層の変化

(特に本主主のようなカチオン性ポリマーで被縦した場合)も光電流強度に影轡

を与えることが考えられる。今後、このような彩轡の理解も含めて、回定化法

と光'm流応答の対応を明確にする必裂があるだろう。
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M巴Ihod Polarily lnlcnsily 

iくoyamael al抗体を利用したlii分子11英 配向に関係せず取り込み1J!!1-1'削必が大

Wallg!'1 al. ，也治法 (J弔い11史) 配向に1ll:1係せず政IL¥1ll!卜危械が大

本主主の結果 ポリカチオンを利用した単分子l限 配向に関係せず 放出側ー電極が大
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ポリリジンを使用せずキャスト法によって作製した擬単分子膜の光電流応答

は、配向l践で大きな応答が得られる場合よりもさらに大きくなる傾向がみられ

た。光電流発生が2章で提案したメカニズムに従えば、ポリリジンによる電極

被磁が電極とプロトンとの相互作用を物理的または併合電的に阻答することは予

想、できる。小山らの報告では、リン脂質による電極被覆の彩轡について検討を

おこなっていないが、この影-t-!!については再考慮されるべきかもしれない。

bR分子の西日向 n~J官p固定化がbR回定化m織の高感度化に大きく寄与するとと

が示された.しかし同時に.固定化する際の電樋の表而修飾が逆に光司主流応答

の感度を低減する可能性があることも向時に示された。これらの結果から、 bR

固定化電憾の高感度化の設計指針が得られた。すなわち、理主目的に高感度化を

はかるには、 bRの分子配li~ïJ を制御して‘かつ電極表而のプロトン拡散を阻害し

ないような電極界聞の設計が望まれる。今後、 bRの自己向IWH卸固定化に対するさ

らなる研究が進むことを期待する。
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第 6章

ハロロドプシン固定化電極の

光電流応答



6.1 緒言

自iJ章までbRの光電流応答を検討し、観測される光電流応答がbRのフロトン

放出 ・取り込みに依存した電緬近傍のpHに由来することを明らかにするととも

に、この光電流応答がbRのプロトン輸送に関する有用な情報を与えうることを

示した。

hRは高度好塩菌の細胞JI良に存在するもうひとつのイオンポンプであり、光

を吸収することにより境化物イオンを細胞膜外側から内側に輸送する機能を持

つ山。 hRはbRと構造上の共通点や類似点が多く、イオン輸送機構も共通であ

る可能性が示唆されている。実際、に、 bRの85番目のアスパラギン椴 (Asp-8S)

をhRと同様に非解離性のトレオニンに償換した変異bRは織化物イオンを輸送

し、との可能刊を支持するに

プロトンポンプであるbRがアミノ般をl倒変えただけで塩化物イオンを輸送

するのに対して、権化物イオンを輸送するhRがアジドイオン存在下でプロトン

を輸送することが最近報告されている4・ヘ アジドイオンがレチナールシッフ庖

基のプロトンドナーやアクセプターとなり得ることは、 96若干自のアスパラギン

酸 (Asp-96)を置換したbR変異一体などで報告が行われている刊。 hRでも、アジ

ドイオンがチャネル内でプロトン輸送を担っていると考えられる。

Fig.6-1にbRとhRのプロトン!I輸送メカニス‘ムの模式図を示す。 bRではレチナ

ールの上下に85番目のアスパラギン酸 (Asp-85)と96番目のアスパラギン員長

(Asp-96)が位置し、それぞれシッフJ.tx1主からのプロトンアクセプタ一、シツ

フ権基へのプロトンドナーとして機能している。これらのアミノ般を含めた水

素結合ネットワークがプロトン輸送には必須である。しかし、hRには輸送経路

にシッフ瓜基からプロトンを受け取る、または受けi践す役割の敵性アミノ酸が

存在しない。そのため、 h.Rではシッフ寝基のプロトンが光反応過程で解離せず、

プロトン輸送も起こらない。しかし、アジドイオンが存在すると、輸送経路で

Asp-85とAsp-96の役割を演じると考えられ、その紡巣としてhRもプロトンを輸

送する。



|Mechanism of P附 nTranspo同|
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Extracellular 

Bacteriorhodopsin Halorhodopsin with azide 

Fig. 6-1 Proton trunsport mechanism 01' bact巴riorodopsin

and Halorhodopsin with azide. 

ll9 



このようにhRがプロトン輸送を行うとすれば、本論文でj建築している光電

流発生機構に従って、新たにhRからもbRと同様の光電流応答が観測できるこ

とが期待される.これは、本論文で解析している光f電気化学的方法の適用がbR

のみに限定されるのではなく、他のタンパク質のプロトン愉送に関する研究に

応用できる可能性を探る意味でも重要である。本主主では、 2底解質i和皮にアジド

イオンを共存させることにより、 hRからの光電流応答を観測することを試みた。

6.2. 実験方法

H. salinarium由来のhR(shR)は北海道大学加茂研究室から燈供していただ

き、使用前まで庖濃度の，UIい溶液中に懸濁させ冷!被保存した。使用直前に純水

に懸測させ、 35000rpm、4't:、 30分!日lの組遠心操作を 2t!'il行い、 hRを洗浄して

から、吸収極大での政光度が約1.5になるよう純水に懸泌させ、その50μLを

SnO，電甑」二JX1cmに広げ乾燥させた。

光電流の測定方法は、市I草までと同織である。アジドイオン濃度依存性を調

べるときは、支持f電解質として1MのNa，SO，を、バッファーとしてHEPESを用

い、必要に応じてアジ化ナトリウム CNaN1) を添加した。

光電流応答に対するバッファーの影響を制べるため、 2-[4‘(2-Hydroxyethy!)ー

トpiperazinyl)ethanesulfonic acid (I-IEPES) / NaOH、2-ん11凶o-2-hydroxymcthyト1，3-

propanediol (Tris) / HCI， KH，PO‘(Phosphat巴，)/ NaOHを用いた。 mf47f.質溶液のpH
を一定に保ちながらパッファー濃度を変化させた。このとき、電解質溶液には

0.5MのNaN，を含む1MのNa，SO‘溶液を用いた。、



6.3‘ 結果

hRのう干:m疏応答

子医解質j筑波にアジ化ナトリウムか前生しないj場合は、光!被射を行っても応答

は観測することができなかった。また、アジ化ナトリウムが存在せずに庖化物

イオンが存在しでも (NaCIを添M日)、光電流応答は観測できなかった。すなわ

ち、通常の条件でhRが行う塩化物イオンの輸送によっては、光電流が発生しな

い。これは、 SnO，電極が庖化物イオンに対して応答性を持たないからだと考え

られる。

一方、電解質溶液にアジドイオン (N，)が存在すると、光照射によって応

答を観iJ'!IJすることができた。Fig.6-2にアジドイオン存在下でのhRの光電流応

答を示す。応答パターンは、 bRと同綴に光照射の!瞬間にカソード方向に一過性

の官主流が観測された。また、光照射をやめたi瞬間にはアノード方向に一過性の

光電流が発生したが、その強度は小さく Lighl-on光電流に対するLight-of[光電流

の比は0.2-0.3程度であった。これは、アルカリ性でのbRの光電流応答のように、

プロトン取り込み速度が遅いことに由来すると考えられる。これは、アジド存

在下でのhRの410nmの吸収変化では、その減衰(シツフ塩基の再プロトン化に

相当)は数10ms のオーダーであることによって支持される。

hRう'f.'iR涜応答のアジドI段階依存件

Fig.6引とhRからの光電流応曜の大きさのアジド濃度依存性を示す。アジド

イオンの泊jJ[Iに従って光電流強度は鳩大し、 0.5M程度で飽和する傾向が見ら

れた。光i電流強度がhRのプロトン輸送に必要なアジドイオン濃度に依存するこ

とは、観測している光電涜応答がhRのプロ トン愉送による電磁近傍のpH変化

に由来することを示している。
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hRう'f. iì~i市応答に対するバソファーの影轡

Fig.6-4に光を照射した瞬間のhRの光電琉応答の大きさのバッファー濃度依

存性を示す.hRの光電流応答は、 bRの光電流応答と同様にバッファー濃度の

鳩加に伴い減少する傾向が見られた。これは、 2.2で述べたように溶液の緩衝

能の泊}JIlにしたがってhRのプロトン放出による沼崎近傍のpH変化が抑えられ

る結果であると考えられる。

光電流強度の逆数(l/l)のバッファー濃度依存性をFig.6-5に示す。用いた3

種類のバッファーで、 1!1はバッファー濃度に対して直線関係にあり、 2.2で

述べたように緩衝能がバッファー濃度に比例する結果である.しかし、 bRの場

合とは異なり原点を通らない。これは、電解質溶液中に0.5M存在するアジド

イオンがバッファーとしての役割を来たしている可能性を示唆する。すなわち、

俗械の緩衝能が次式のようにバッファーの緩衝能と溶液(主にアジドイオン)

の緩衝能。剖の足し合わせになるためであると考えられる。Fig.6-5の切片がpH

d[B] n ~M cK;rH1__L U 
一一一=2.303ァで一一一一十てτ+仏川
dpH (K“+[W]) 

(6ー 1)

の低下(アジドイオンのpK，である4.7に近づく)によって小さくなることも、

バッファーとして機能する化学積のpK，と溶液のp]-[が近いほど緩衝能が大きく

なる結果であると解釈することもできる。

また、バッファー濃度が小さい純聞の挙!日jもbRの場合と異なる。bRの光電

流応答では、溶液に少量のバッファーを存在させるとプロトンのバルク拡散が

促進されるため、バッファー濃度が小さい範囲で光電流強度が増加した。本章

のhRの光電流応答で、は、バッファーが存在しなくてもアジドイオンが少量のバ

ッファーの役者lを演じプロトンのバルク拡散を促進するため、バッファー濃度

が小さい飽闘での光電流強度の増加がみられなかったと考えられる。
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6.4. 考祭

hR単独では光電流応答を観測することはできなかったが、アジドイオン

(N
3
) が共存することによりbRと同級に光照射のl瞬間と光照射をやめた|瞬間に

のみ一過性の光電流が発生した。この光f底流応答はアジドイオン濃度の精力日と

ともに大きくなった。

アジドイオンが存在しないときに一過性の光電流応答が発生しないことか

ら、まず光電流応答の発生源がレチナールタンパク質分子内部の電荷移動では

ないことが裏付けられる。もし、 一過性の光電慌が、 (bRの、あるいはアジド

イオン存在下のhRの)プロトン放出・取り込みによる電極近傍のpH変化によ

るものではなく、分子内1511の'忍荷移動に由来するのであれば、プロトンではな

く邸化物イオンを輸送するhRからも光電流応答が観測されるはずである。実際、

パルス光励起によってhRからも分子内部の電荷移動に由来する光電応答は観測

されているe したがって、本論文で観測している微分型光電流応答はこれまで

述べてきたように分子内部の電荷移動に由来するものではなく、そのような応

答とは区別して考えることが必要である。

hRはアジドイオン存在下でbRのようにプロトン輸送を行うことが報告され

ている。hRからの光包疏応答は.そのプロトン輸送に必要なアジ!とイオン濃度

に依存することから、 hRとアジドイオンの協同作用によるプロトン輸送である

ことが示された。

また、 hRの光電疏応答は、 bRの光電流応答と同様にバッファ一波皮のJ首加

に従い小さくなる傾向がみられ、光電流強度の逆数はbRの場合と同級にバッフ

ァー濃度に対して直線関係を示した。このことは、 2詣で示したように観測し

ている光泡統応答が電磁近傍のpH変化に由来するととの直接的証拠となる。こ

れらの結果から、新たに観測されたhRの光電総応答はhRとアジドイオンの協

同作用によるプロトン輸送に由来することが明らかになった。今後、乙の応答

の特性を詳細lに調べる必要がある。

hRのプロ トン愉送にrLl来する光1也流応終が新たに1iQdDIできたことによって、



bRよりも研究が遅れているhRのプロトン輸送機椛に迫る手段として大きな威

力を発探することが期待される。それとともに、本論文で示した光電気化学的

方法がbRに限定されるものではなく、ほかのタンパク質のプロトン輸送の研究

手段として用いるととができる可能性が示された。
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第 7章

総括



高l愛好鹿繭 HalobaCleriumsalinariumのレチナールタンパク質であるパクテリ

オロドプシン (bR) とハロロ ドプシン (hR) の光電気化学特性はタンパク質

の動的挙動や光デバイス応用の観点から多くの興味を集めているが、その光電

応答のメカニズムは明らかではない。本論文は、レチナールタンパク質の光電

流発生機構の解明とそれに基づいた光f底抗応答の利用を目的とし、物理化学的

にその光電気化学特性を解析した。

第1章は序論で、研究の背景と目的を述べた白 bR、hRの基本特性と光電応

答に関する研究を概観したのち、光電流応答の発生機桝が明確でなく、その解

I~'I には物迎化学的なアプローチが必裂であることを主張した。

第 2~では、tJRの光 i'ú i.m応答;の発生機構について検討した.第 1 節では、

従来tJRの固定化に使用されてきた駿化物電極の代わりに金電極を用い、その電

位を制御することによりp卜l変化に応答する電磁表而の酸化被11英量を厳密に制御

し、 bRの光電rm応答との対応を制べた。その車古来、光電涜応答は金電極表面の

酸化被j庚形成とともに士制日し、bR分子のフ。ロ トン放出 ・取り込みに依存した電

極近傍のpトi変化に由来することを新たに示した。

第2節ではbRの光電流応答に対するパッファーの影響を検討した。バッフ

ァー濃度依存性、バッファ一存在下でのpH依存性から、緩衝能のI首加によって

光電流強度は小さくなることを明らかにし、その結果を詳細に解析することに

より発生する光電流の大きさはpH変化量と直接対応することを示した。また、

従来の報告で光電流応答がbRのプロトンポンプ活性と必ず、しも対応しない理由

として、バッファーが大きな要因を占めていることを新たに示した。

第3i;iでは、 bRの光電流応答のpH依存性を検討し、 bRの光反応サイクルと

の対応を明らかにした。椴性でその紙性が逆転し、アルカリ性では光照射をや

めた瞬間の光電流が著しく小さくなる特徴的な光電流応答がbRの光反応サイク

ルでのプロトン放出 ・取り込みの過程から解釈できることを示すとともに、光

電流応答がbRのプロトンポンプ活性に|射する有mな情報を与えうることを示し
た。また、本論文で研究を進めている光'屯気化学的方法が新しいプロ トンボン
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プ活性測定法となる可能性そ提案した。

第 4重量では、 bRに結合している金属イオンの役割を了解明するために、前主主

の解析結果をもとに金属イオン交換bRの光?底流応答のpH依存性について検討

した。光電流応答が逆転するpl-lは金属イオンの何li数の増加にしたがって殴性側

にシフトするととを明らかにした。この結果から、金属イオンがbR分子のプロ

トン放出口付近に存在するアミノ般残基の解縦定数を調節している可能性を新

たに示した。また、アルカリ性での光電流応答の挙動から、ランタンイオンが

bRのプロトン取り込み速度を遅くすることを光泡気化学的に直接示した。

第 5主主では、 bRを用いたデバイス作製で重要なポイントとなる配向指IJ御国

定化と光電流応答との関係を検討した。光電流応答の感性はbR分子の配向には

依存せず、発生する光電流はbR分子内部の包帯7移動過程に由来ーするものではな

いことを示した。また、配向市IJ御がbRの光電流応答;の高感度化に大きく寄与す

ることを明らかにした。さらに、配向制御を行うための電極の表而修飾が光電

流応答を抑えることが明らかになり、 bR固定化電極の高感度化の指針が得られ

た。

第 6llきでは、前主主までに得られた知見に基づき、通常はクロライドポンプと

して機能するハロロドプシン (hR) に対し、電ftJ!平質溶液中にアジドイオンを存

在させることにより、新たにhRの光電流応答を観測した。この応答は、hRの

プロトン輸送を促進するアジドイオン濃度に依存して大きくなること、'it解質

溶液中のバッファー濃度の憎jJ日によって小さくなることから‘アジドイオンの

共存効果によるhRのプロトン輸送に由来することを明らかにした。これによっ

て、本論文での光電気化学的方法論がbRのみに限定されるわけではないことを

示した。

以上の結果から、電繊ー溶液界而のbRから発生する微分型光電流応答は、 bR

のプロトン放出 ・取り込みに依存した電極近傍のpH変化に由来し、従来の研究

で推測されているbR分子内部の電荷移動による応答と明確に区別する必要があ

る。また、この光電気化学特性が、レチナールタンパク質のプロトン輸送に関



する有用な情報を与えうるとの結論を得た。

今後の研究の方向性として、 (1)パルス光励起で発生するシグナル成分の物

浬化学的または電気化学的方法による正確な同定、 (2)光電気化学的アプロー

チによるbRプロトンメカニズム解明、 (3)bRのデバイス化への応用、が考え

られる。以下に、これらについて簡単に述べる。

(1)パルス光励起で発生するシク'ナル成分の物理化学的または電気化学的方法

による正確な同定

bR配向!撲にパルス光を照射したときに発生するシグナルのうち、マイクロ

秒成分 (82) とミリ秒成分(83)の起源は明らかではない。 82は11寺定数とし

てはL→M中間体の過程に対応しており、主にシッフ忠義から85番目のアスパ

ラギン酸 CAsp-85)へのプロトン移動に由来すると考えられてきたが、近年、

bR分子からのプロトン放出による電荷移動の関与も示唆されている。これら分

子内の電荷移動と分子外へのプロ トン放出の寄与を明確に区別する必要性は本

論文でたびたび述べてきた。本論文、特1::::2輩、 3主主で述べた手法をB2成分、

83成分に適用していくことにより、分子内i'I'i:{'iIi移動と分子外へのプロトン放

出 ・取り込みの寄与を明確に分離できることが期待される。

(2)光電気化学的アプローチによるbRプロトンメカニズム解明

本論文ではbRの光電1m応答がbRのプロトンポンプ活性に関する有用な情報

を与えることを示した。今後、 bRの光電気化学的方法はリボゾームを用いる方

法、 pH感受性色素を用いる方法と並び、 bRのプロトンポンプ活性測定におい

て重要な位置を占めると思われる。また、 bR変異体や金属イオンを交換した

bRの光電流応答を解析することによって、 bRのプロトンポンプメカニズムに

せまることが期待される。分光学との併用も大きな威力を発1111する可能性があ

る固
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(3) bRのバイオデバイスへの応用

bRの光電気化学特性はデバイスへの応mを考えるうえで非常に興味深い。

今後、 bRを川いたデバイス設言卜で重要となるのは(配向制御)回定化と感度の

向上であろう。

固定化法では、 5主主でも試みた配向指IJ御とその評価が大きなポイントとなる。

本論文で試みたm，電的相互作用を利用した両日向制御国定化の他にも、リンカー
を利用した共有結合による回定化、自己組織化による固定化などの研究を進め

るべきである。

iI1li感度化を考える上では、まず電極材料の探察が必要となるだろう。 21訟で

も示したとおり、酸化物電極は金属電極を用いる場合より感度の商で優れてい

る。仙の般化物電極に対する研究も行うべきであろう E また、電極界市の分子

設計による光応答の泊編、いわば「分子アンプ」の械念や仙の情報への変換も

興味深い。

分子デバイスとしての応用を考えると、究極的には単一bRからの応答を目

指すことになるが、そのためには2次元結晶を形成している然膜から脂質を取

り除き、 bRl分子を安定に闘定化する方法を実現する必要がある。そのために

はナノポーラス界面の利用などが考えられる。

本論文は、 bRの光電統応答を物理化学的に翻べ、まとめた初めてのもので

あろう。今後、本論文を基にして、幅広く面白い研究に展開していくことを期

待する。
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Appendix 

高度好塩菌の培養と

バクテリオロドプシンの精製

高度好塩菌 HaJobacteriumsaJinarium S-9のI古養とbRを含む紫)J呉の精製は、基本

的1;::Oesterhel tとStoeckeniusの方法"に従って行った。高度好Jni簡は、窃'士写真

フィルムの小山氏、宮坂氏より頂いた。なお、理化学研究所微生物系統保存胞

設 (JCM)には、ほとんどすべての高度好庖菌が保存されており、分譲を依頼

することができる。

高度好j事菌の踏ま車

培養液の組成

培養液 1Lの組成を以下に示す。

NaCI 250 g 

KCI 2g 

MgSO， 20 g 

CaCI， 0.2g 

Na，Citrate 3g 

Oxoid Bactcriorogical. Peptone 10 g 

培養の手順は以下のとおりである。
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(1)楽天地地のコロニーを10011のIl!?養液にいれ、 39"Cで5日1m空気を通入する。

(2 )倍養液を300011にして、 39"Cで約7日間空気を通入する。

(3 )培養液を2Lにして、 39"Cで約7日間空気を通入する。

(4) 39"Cで3日間主主素を通入する。

高度。了嬬衡のう+斑ftと紫膜の精製

H.sali即日umの集凶と緊l慌の持製を以下のように行った。

( 1)培養液を4"Cで7000X g (7000rp01)、30分間違心にかけ、集菌する。

(2 )沈殿物をBasalSa lt lこ賑1~ìi させ、 4"Cで7000 X g、 30分間遠心を 21fi]行い、集

めた菌を洗浄する。

(3 )沈殿物をBasalSallに懸濁させDNase1を加え、 4"Cで純水に対して11挽透析

を行う。

(4) 4"Cで3000X g (3000rp01)、5分間違心を行い、上澄みをとる。

(5) 4"Cで35000rp01，20分間趨遠心を行う。

(6 )沈殿物を純水に懸濁させ、上澄みが無色になるまで4"Cで35000rp01、20分

間趨遠心を行い洗浄する。

( 7) 4"Cで32000rpm、1811寺問ショ総密度勾配遠心 (30%、35%、40%、45

%、 50%、60%)を行い‘ Purplernembrane (PM)とRedme01braneを分離する。

(8) PM四分をとり、 4"Cで純水に対して 11~~透析を行 う。

( 9) 4"Cで35000rpm、20分間iill遠心を行い、紫)肢を集める。

ショ秘密度勾配遠心j去によって、 PM回分はシヨ総濃度45%のところにバン

ドを作り、 RMiilli分は35%のところにバン ドを作った。シヨ精密度勾配達心の

行程は省いても、本研究では問題はなかった。

このようにして精製したbRの吸収スペクトルをFigureにしめす。明順応状態

では568nmに吸収極大をもっ (ε~63000M 1 co1 1) 0 bRはl瑛タンパク質であるた



め、 71<に不両手である。この吸収スペクトルはパクテリオロドプシンが水に脳、制

した状態である。

280 nm 

568 nm 

。oc
ω
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750 650 450 550 
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350 

Figur巴 Absorptionsp巴ctrumof light-adapted bR susp巴nsion.
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