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概要 

多くの膜タンパク質は複合体を形成しており、その構造と機能は密接にかかわ

っている。従って、膜タンパク質複合体形成のメカニズムおよび生物学的意味を

理解することは物理的にも生物的にも非常に重要である。バクテリオロドプシン

（bR）は高度好塩菌 Halobacterium Salinarum の細胞膜に発現する光駆動型プロ

トンポンプタンパク質で、細胞膜で三量体をユニットとした二次元結晶（紫膜）

を自発的に形成する。紫膜に含まれる唯一のタンパク質である bR は、自発的な

二次元結晶形成という興味深い性質に加え、アミノ酸配列、三次元構造、光サイ

クルと bR 分子の構造変化といった基本的な情報がすでに得られていることなど

から、膜タンパク質複合体形成のメカニズムを調べるための非常によいモデルと

なっている。この bR の二次元結晶を膜タンパク質複合体のモデルとみなし、二

次元結晶の形成・融解とこれに伴う bR の構造安定性変化を調べることで、膜タ

ンパク質の複合体形成のメカニズムおよび生物学的意味を調べることができる。 

そこで本研究では、bR の持つ以下の 3 つの性質を利用した。まず第 1 に bR は

内部に発色団レチナールを含むため、bR 特有の二次元結晶を形成した際、可視領

域に独特な円二色性スペクトルを示す。この性質を利用することで、円二色性測

定により bR の複合体形成をモニターすることができた。第 2 に bR は

Halobacterium Salinarum の細胞膜では自発的に二次元結晶を形成するが、人工脂

質膜に再構成すると、脂質膜のゲル‐液晶相転移と相関して、二次元結晶形成・

融解が起こることが知られている。そこで、人工脂質膜に再構成した bR を用い、

複合体形成に関して詳細に調べた。第 3 に先行研究により二次元結晶が融解する

ことで、bR は光照射による不可逆な変性（光退色）を示すことが知られている。

また光退色現象の速度論解析を行うと、可溶化 bR では 1 成分、紫膜 bR では 2 成

分の退色成分が観察される。そこで二次元結晶融解条件下での光退色現象につい

て詳細に調べた。 

本研究では bR はどのようにして二次元結晶を形成しているか？そして二次元

結晶の形成は bR が機能するのにどのような意味を持つのか？を調べることを目
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的とした。まず二次元結晶形成機構について（１）脂質膜ゲル相における相分離

の効果を調べるために相転移温度の異なる脂質膜に bR を再構成し、また（２）

水-膜界面にはたらく静電相互作用の影響を調べるために溶媒塩濃度を変えて、人

工脂質膜中の bR 二次元結晶の形成と融解の挙動を調べた。次に bR の機能におけ

るタンパク質間相互作用の重要性を調べるために（３）人工脂質膜に再構成した

bR の二次元結晶融解に伴う光照射下での熱安定性変化を調べた。 

 

（１）再構成 bR の構造安定性における脂質膜相転移の効果（原著論文 1） 

再構成 bR の二次元結晶形成・融解が脂質膜相転移と相関をもって起こること

を確かめるため、相転移温度の異なる三種の中性リン脂質、ジミリストイルフォ

スファチヂルコリン（DMPC）、ジパルミトイルフォスファチジルコリン（DPPC）、

ジステアロイルフォスファチジルコリン（DSPC）のそれぞれについて、bR を再

構成した。ゲル-液晶相転移温度は DMPC：24°C、DPPC：41°C、DSPC：55°C で

ある。各サンプルについて再構成膜の相転移（DSC 測定）と二次元結晶融解（CD

測定）をモニターしたところ、その温度依存性がよく一致した。また脂質の種類

によらず、ゲル相で二次元結晶形成が確認されたことから、再構成 bR は脂質膜

ゲル相中の相分離の作用によって集積することがわかった。また、光照射下での

bR の構造安定性におけるタンパク質間相互作用の重要性を調べるため、二次元結

晶融解と bR 分子の熱安定性（光照射下）の関係を調べた。DMPC、DPPC、DSPC

すべての再構成膜中の bR において光照射下の退色温度と二次元結晶融解温度が

よく一致し、一方、暗中での熱退色温度は再構成脂質の種類（二次元結晶融解温

度）によらず約 60°C であった。この結果から、光照射下における bR の熱安定性、

つまり機能中の構造安定性における二次元結晶の重要性が示された。 

 

（２）バクテリオロドプシン二次元結晶形成に与える静電相互作用の影響 

（原著論文 2） 
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バクテリオロドプシンの二次元結晶形成機構を調べるにあたり、紫膜中には負

電荷を持った脂質が特異的に存在することから、私は膜界面での分子間静電相互

作用に着目した。そこで溶媒塩濃度上昇による静電遮蔽効果を利用し、DMPC 膜

に再構成した bR の二次元結晶形成・融解をモニターすることで静電相互作用の

重要性を調べた。二次元結晶形成と Debye 定数（κ）の間には強い相関があり、

これより再構成膜中の bR 間には静電斥力が作用していることが明らかになった。

さらに先行研究における構造解析の結果を踏まえると、この静電斥力は細胞質側

膜界面に集中している bR の負電荷残基に起因するものであること、また紫膜中

では bR 間の斥力を負電荷脂質が静電的に中和することで二次元結晶の高い安定

性を維持していることが示唆された。 

 

（３）バクテリオロドプシンの動的構造（機能）におけるタンパク質間相互作

用の重要性（原著論文３） 

光照射下で起こる退色現象（光退色）を調べるために、光退色が起こる温度領

域の長い DMPC 再構成膜中の bR について光退色の反応速度解析を行った。この

結果、異なる反応速度を持つ 2 種類の退色成分の存在が明らかになった。一方、

bR は暗中で光サイクルの基底状態にあり 560 nm 付近に吸収を持つことが知られ

ている。二次元結晶融解条件下の DMPC 再構成 bR の吸収スペクトルを光照射下

と暗中で比較すると、光照射下でのみ 560 nm の現象に伴う 400 nm 付近の顕著

な吸収増大が確認された。またこの 400 nm に吸収を持つ bR は、光照射を中止

し、4°C、暗中で 12 時間静置することで一部が 560 nm に戻ることがわかった。

バクテリオロドプシンの光中間体である M 中間体は最大吸収波長が 410 nm であ

ることから、私たちはこの 400 nm に吸収を持つ可逆な bR を新たに M-like 中間

体と定義した。さらに、この bR の異なる 2 種類の安定性を取り得ることを意味

する。一方、Shibata らは光照射下での高速原子間力顕微鏡観察を行い、反応周期

の異なる bR が混在することと、三量体の外での bR-bR 間相互作用の存在を示し

ている。こうした報告も合わせると、bR は二次元結晶による機能維持だけでなく、
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二次元結晶よりも局所的な構造単位で機能活性を維持している可能性が示唆され

た。 

 本研究の最後に、再構成 bR の実験により得られた結果に基づき、膜タンパク

質の複合体形成のメカニズムおよび生物学的意味について考察した。本研究から

bR-bR 間の静電相互作用は斥力が支配的であることが示された。bR の細胞質側ル

ープ領域には負電荷残基が多く存在するため、二次元結晶を形成することで膜表

面の負電荷密度が高くなり、結果的に膜の細胞質側表面で低 pH 条件となる。こ

れによって bR の二次元結晶領域では膜表面でプロトン濃度が高くなり、bR のプ

ロトンポンプ機能が上昇する。また二次元結晶融解条件下で光退色速度論解析を

行った結果、bR のオリゴマー形成が示唆された。そして bR のオリゴマーは非対

称で、機能を維持するものと、その動的構造の安定化に貢献するものが共存して

いる可能性が示された。二次元結晶を形成する全ての bR 分子が光駆動プロトン

ポンプに参加できるため、bR は二次元結晶を形成することでプロトンポンプ効率

を向上させていると考えられる。 
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第 1 章 序 

 

1.1 背景 

多くの膜タンパク質は複合体を形成しており、その構造と機能は密接にかかわ

っている［1］。従って、膜タンパク質の複合体形成を理解することは物理学的に

も生物学的にも非常に重要である。本論文で扱ったバクテリオロドプシン（bR）

は高度好塩菌である Halobacterium salinarum の細胞膜から単離・精製される膜タ

ンパク質で、光駆動プロトンポンプの機能を持つことが知られており［2, 3］、ま

た、最もよく研究されている膜タンパク質の一つである。 

図１-1AにbRの立体構造をリボンモデルで示した。この図からもわかるように、

bR は 7 本の膜貫通αヘリックスがほぼ平行に配置した構造であり、内部に発色団

レチナールを持つ。発色団レチナールは Lys216 とシッフ塩基結合（C=N-）を形

成し、そのシッフ塩基はプロトン化（C=NH+-）している。またプロトンチャネル

はヘリックスまた bR は、「紫膜」（図１-１；原子間力顕微鏡画像）［4］として知

られる二次元結晶を自発的に形成する［5, 6］。bR は紫膜に含まれる唯一のタン

パク質であり自発的に二次元結晶を形成することに加え、アミノ酸配列［7, 8］、

三次元構造［6, 9-11］、光サイクルと bR 分子の構造変化［3, 12］といった基本

的な情報がすでに得られていることなどから、膜タンパク質複合体形成のメカニ

ズムを調べるための非常によいモデルである［13-15］。 

そこで本研究では bR の複合体形成の機構および複合体形成の生物学的意味を

調べるために、bR の持つ以下の 3 つの性質を利用した。まず第 1 に bR は内部に

発色団レチナールを含むため、bR 特有の二次元結晶を形成した際、可視領域に独

特な円二色性スペクトルを示す［16-19］。この性質を利用し、bR の複合体形成

の過程を円二色性測定によりモニターした。第 2 に bR は Halobacterium Salinarum

の細胞膜では自発的に二次元結晶を形成するが、人工脂質膜に再構成すると、脂

質膜のゲル‐液晶相転移と相関して、二次元結晶形成・融解が起こることが知ら

れている［20-29］。そこで、人工脂質膜に再構成した bR を用い、bR の構造安定 



 - 10 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

性における複合体形成の効果を調べた。第 3 に先行研究により、bR は二次元結晶

の融解に伴い光照射による不可逆な変性（光退色）を起こすことが知られている

［30, 31］。また光退色現象の速度論的解析を行うと、可溶化 bR では 1 成分［32, 

33］、紫膜 bR では 2 成分の時間変化が観察される。そこで二次元結晶融解条件下

での光退色現象について詳細に調べた。これらの現象に関する先行研究について、

以下に記述する。 

紫膜の原子間力顕微鏡像

Müller et al. 2000

A

C

B

図 1 -1：バクテリオロドプシンの構造

（A）bRの立体構造（13-cisレチナールを含む）を示す。上図：細胞質側から見たαヘリックス
の配置。AからGの7本のヘリックスを持つ。下図：レチナールを含んだbRのX線結晶構造。
青色に塩基性（正電荷）残基、赤色に酸性（負電荷）残基を示す。
（B）bRのアミノ酸配列を膜面に対して配置した図。各アミノ酸配置はい文字表記で示した。
（C）紫膜bRの二次元結晶の原子間力顕微鏡（AFM）画像。図中の矢印はAFMプローブを
用いた一本釣り実験による欠陥。

細胞質から見た
bRの断面

レチナール

Cytoplasmic

Extracellular

PDB ID: 1X0S
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1.1.1 バクテリオロドプシンの吸収スペクトルと円二色性スペクトル 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-2［34］に示したように bR は異なる吸収スペクトルを持つ光中間体（J、

K、L、M、N、O）を経て基底状態に戻る光サイクルとして機能し［35］、この反

応は bR 内部にシッフ塩基結合した発色団レチナールの可視光吸収による異性化

が引き金となって起こる［2, 3］。光中間体と基底状態の分子構造の比較から、M

Birge et.al 1999

各光中間体の吸収スペクトル

図 1-2：bRの光サイクルと吸収スペクトル
（A）bRは構造の異なる光中間体を経由して基底状態に戻る「光サイクル」によっ
てプロトン輸送を担っている。bR中のオールトランス型レチナールは568 nmに吸収
極大を示し、これが光励起されると中性pH・室温で10ミリ秒オーダーのサイクリッ
クな光反応が起きる。この間にプロトンが1個、細胞膜の内側から外側へ輸送される。
（B）光サイクルにおけるbRの構造変化はその吸収スペクトルの違いによって定義
されており、いくつかの中間体はその結晶構造も決定されている。

bRの光サイクル

bR555

bR568

K590

J625

M412

L550

N560

M412

O640

H+

H+

A

B

hν
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中間体および N 中間体における細胞質側チャネルの開放がプロトン輸送に必須で

ある（図 1-3）ことが報告されている［11, 36, 37］。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

同様に、bR は可視領域での円二色性測定においてレチナールに起因する独特の光

学活性を示す。図１-４［21］に示したように、二次元結晶構造中での隣り合うレ

チナールの励起子相互作用により［16-19］、560 nm を中心とした二極型のスペ

クトルが観察される。この可視領域での bR の円二色性スペクトルは、脂質膜中

図 1-3：bRのプロトンポンプ機能
光駆動型プロトンポンプであるbRは、その構造変化についてもよく研究されている。
光照射によって起こるタンパク質内に結合しているレチナールの異性化をきっかけに一
連の構造変化が起こり、ポンプ機能を果たす。
（A）bRプロトンポンプの模式図
（B）プロトンポンプにおける細胞質側チャネルの開閉の模式図

細胞外側

細胞質側

open

cp

ec

cp

ec

基底状態
のbR

光中間体

close

open
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H+

H+
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で分散させたり可溶化することで 560 nm に極大を持つ単極型になり、三次構造

を維持したままレチナールを除去した際にはシグナル自体が消失する［38］。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

R.J.Cherry et al. 1978

DPPC再構成bRの
可視CDスペクトル

55˚C

25˚C

二次元結晶を形成したbR

分散したbR分子

図 1-4：人工脂質膜への再構成によるbR二次元結晶形成の制御
人工脂質であるDPPC膜に再構成したbRの25˚Cおよび55˚Cでの可視領
域円二色性（CD）スペクトルと凍結割断電子顕微鏡画像を示す。bR
の可視領域CD測定では、bRが二次元結晶を形成しているときに二極
型、二次元結晶が融解しているときに単極型のスペクトルが観察され
る。
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1.1.2 バクテリオロドプシンの人工脂質膜への再構成 

前述の通り、bR を中性リン脂質二重膜小胞に再構成した実験系は、脂質二重層

のゲル‐液晶相転移によって bR の二次元結晶を融解させ脱会合を引き起こすこ

とが知られていることから［20-28］、人工脂質膜への再構成系は bR の二次元結

晶形成の機構・生物学的意味を調べるのに非常に適した系と言える（図 1-5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1.3 バクテリオロドプシンの光退色現象 

近年、ヒドロキシルアミンなどの加水分解試薬を加えなくても、bR への可視光

連続照射によって起こる不可逆な光退色現象が報告されている［30-33, 39］。こ

の光退色現象は光強度に依存性すること［39］、また bR のポリペプチド鎖の不可

逆な構造変化によって起こること［40］から、この不可逆な光退色現象は bR の

光反応に起因する一種の変性であることがわかっている（図 1-6）。この紫膜 bR

の不可逆な光退色現象は高温もしくは高 pH 条件下で見られ［30,31, 39-41］、さ

らに非イオン性界面活性剤であるオクチルグルコシド、Triton X-100 に可溶化し

た bR では室温においても光退色が起こる［32, 33］。こうした変性実験の結果は

ゲル‐液晶相転移

bRを再構成した
リポソーム二次元結晶 融解

脂質膜
ゲル相

脂質膜
液晶相

図 1-5：再構成脂質膜とbRの二次元結晶形成・融解の関係

人工脂質膜に再構成したbRではゲル‐液晶相転移温度以下で二次元結晶を形成し、
相転移温度以上で二次元結晶が融解していることが知られている。この性質を利
用しbRの二次元結晶形成・融解を制御することで、bRの二次元結晶形成の生物学
的意味を調べることができる。
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二次元結晶中の bR 分子間にはたらく分子間相互作用が、光励起状態・光中間体

から基底状態への復元力の、少なくとも一部を担っていることを示唆している。 

 

 

 

 

 

 

 

そこで本研究では、膜タンパク質の複合体形成の機構および生物学的意味を調

べるために、再構成系を用いて bR の二次元結晶形成機構を調べること、および

bR の動的構造（機能中の構造）安定性における二次元結晶形成の役割を調べるこ

とを目的とした。 

 

1.2 第３章への問題提起：再構成膜相転移が再構成 bR の構造安定性に及ぼす影

響 

人工脂質膜二重層はたびたび生体膜のモデルとして用いられており［42］、bR

を人工脂質膜へ再構成する方法は既に確立されている［43］。生体膜のモデルと

して用いられることの多い三種類の人工脂質（飽和脂肪酸）、ジミリストイルホス

ファチジルコリン（DMPC）、ジパルミトイルホスファチジルコリン（DPPC）、ジ

ステアロイルホスファチジルコリン（DSPC）について、相転移温度を図 1-7［44］

に示す。 

 

 

基底状態
のbR

不可逆な退色 ×
光中間体

図 1-6：bRの光退色現象

bRはある温度領域において、暗中では安定だが光照射下でのみ不可逆
な退色を起こす。
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ここで挙げた三種類の飽和脂肪酸は炭化水素鎖長が異なり、DMPC で 14、DPPC

で 16、DSPC では 18 である。各脂質につき三種類の相転移温度を記載したが、

低温のものから副転移、前転移、主転移と呼ばれている［44, 45］。この図から、

炭化水素鎖長が長いほど相転移温度が高くなることがわかる。これらの相転移と

bR の二次元結晶融解がどのような関係になっているかは興味深い問題である。図

1-7 で示したとおり、飽和脂肪酸二重膜の相転移温度は脂質のアシル鎖長に依存

するため、異なるアシル鎖長のジアシルホスファチジルコリンにそれぞれ bR を

再構成することで、分子間相互作用と分子構造および構造変化の関係を温度変化

の実験から調べることができる。第 3 章では、アシル鎖長の異なる三種類のホス

ファチジルコリンを用いた再構成 bR の性質を調べた。可視領域における円二色

性（CD）測定および DSC 測定で bR の二次元結晶形成・融解および人工脂質二重

層の相転移をモニターした。また、暗中および可視光連続照射下での吸収スペク

トル測定により再構成膜中の bR の構造安定性とその温度依存性を調べ、二次元

結晶融解との関係を考察した。 

 

Liquid crystalRippled gelGelSub gel

R. Koynova et.al 1998

DMPC (C14 : 0) 11.4˚C 14˚C 24˚C

DPPC (C16 :0) 19˚C 34˚C 41˚C

DSPC (C18 : 0) 26˚C 49˚C 55˚C

図 1-7：脂質二重層の状態変化と相転移温度
本研究では再構成する脂質に飽和脂肪酸かつ中性リン脂質である、DMPC、DPPC、
DSPCを用いた。純粋な脂質からなる脂質二重層では、図に示すように低温からサブ
ゲル相、ゲル相、リップル相、液晶相の4種類の状態間を可逆的に行き来することがで
きる。各脂質の相転移温度を表に示す。

→ → →
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1.3 第４章への問題提起：bR 二次元結晶形成における静電相互作用の重要性 

これまで述べてきたように、bR の再構成実験はその二次元結晶化のメカニズム

を調べるために非常に有用である［21-29］。再構成膜中の bR 二次元結晶化に関

する過去の報告は主に以下の 2 つに分類できる。 

（i）再構成 bR の自己会合における脂質二重層の相転移の効果に着目したもの 

（ii）再構成 bR の自己会合におけるハロ脂質の電荷の効果に着目したもの 

 前者では可視 CD 測定［21, 22］、X 線回折［21］、電子顕微鏡［21, 22, 26］、

回転拡散測定［22, 23］など、さまざまな手法を用いられているが、いずれも再

構成膜中の bR 分子は脂質二重層がゲル相のときに二次元結晶を形成し、脂質膜

が液晶相のときに二次元結晶が融解していることを示した。しかし脂質二重層の

相転移が観察できなくなるほどタンパク質濃度が極端に高い場合は、高温でも bR

の二次元結晶形成が観察されている［28, 29］。一方、紫膜中には負に帯電したハ

ロ脂質が特異的に発現しており［46-48］、紫膜中での bR と脂質分子間にはたら

く特異的な相互作用について Krebs と Isenbarger によって議論されている（図 1-8）

［49］。実際に再構成 bR を用いた研究では、紫膜由来のハロ脂質層のゲル液晶相

転移温度以下でも二次元結晶を形成しないこと［26-28］や、脱脂質処理した bR

を各ハロ脂質と共に再構成した場合、負電荷極性頭部を持つ脂質を加えることで

bR 二次元結晶形成が起こること［27］から、bR 二次元結晶形成における負電荷

極性頭部を持つ脂質分子が重要な役割を担っていることが示唆されている。こう

した先行研究の結果を踏まえると、bR の二次元結晶形成には分子間の静電相互作

用が重要なのではないか？という疑問が浮かぶ。また、再構成によって bR の膜

環境を中性脂質リッチにすることで、bR-bR 間の静電相互作用の効果が見えると

予想されるため、脂質/タンパク質比、再構成条件をそろえた上で、タンパク質‐

脂質間の静電相互作用に着目した実験を行う必要があった。そこで第４章では、

中性リン脂質に再構成した bR を用い、脂質膜がゲル相である低温領域での可視

領域 CD 測定によって、塩化ナトリウム（NaCl）濃度の異なる溶液中で DMPC 再
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構成 bR の二次元結晶形成過程をモニターし、静電相互作用に着目して議論を行

った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M.P. Krebs 1999

A 紫膜（左）とbRの二次元結晶（右）

図 1-8：紫膜中に特異的に発現している脂質

（A）紫膜（左図）およびbRの二次元結晶（右図）の原子間力顕微鏡画像。紫膜はbR
と脂質から構成されており、その構成割合は1分子のbRに対して脂質分子が約10分子で
あることが知られている。
（B）紫膜中の脂質は主にアーキオルと呼ばれる脂質骨格を持ち、その極性頭部の種類
は多様である。特にPGP-Meの発現量が多い。bR1分子に対して、リン脂質が6-7分子、
硫酸糖脂質が2-3分子、スクワランが1分子で、負電荷脂質の割合が高いことが知られて
いる。

B 紫膜に含まれる脂質
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1.4 第 5 章への問題提起： 

  bR の動的構造（機能中の構造）安定性における分子間相互作用の重要性 

第 3 章で行った光退色実験の結果から、bR の動的構造安定性におけるタンパク

質‐タンパク質間相互作用の重要性が示唆された。Dencher らの行った DMPC 再

構成 bR の実験では、二次元結晶融解条件下での bR のプロトンポンプ活性［50］

および紫膜と同様の中間体を経由する光サイクルが確認されている［51］が、光

照射によって異性化した 13-cis レチナールを含む bR の割合は紫膜に比べて約半

分に減少したことから、再構成 bR は二次元結晶融解条件下で機能活性は持つが

効率は劣る［51］と考えられている。このとき、Dencher らは二次元結晶融解条

件下で再構成 bR は単量体であるとして議論しているが、Gulik-Krzywicki らの報

告（DMPC 再構成 bR 表面における粒子径分布）によると、Dencher らの行った脂

質/タンパク質比=94 および 106 という条件では、その粒子径分布は 4.5 nm と

7.5 nm に 2 つのピークを持つことがわかっている［25］。一方、紫膜 bR の光退

色現象について反応速度論解析を行うと、そこには速度定数が 2 桁ほど異なる二

つの退色成分が含まれる［52］。前述の通り、bR は紫膜中の唯一のタンパク質で

あり、二次元結晶融解条件下では局所的に複合体形成でもしていない限り bR を

とりまく環境は均一であるため、この紫膜 bR の安定性における不均一性を説明

するのは難しい。条件を変えて bR の光退色現象の退色速度論解析を行った結果

から、可溶化 bR（pH 7.0、室温以上）［32, 33］、pH 10.0 以上のアルカリ条件下

［40, 41］では、2 成分ではなく 1 成分での光退色現象が報告されており、2 成

分で起こる光退色現象と bR-bR 間相互作用との間の関連が示唆される。上記の先

行研究から以下のような疑問が発生する。まず Dencher らの出した結論に対して、

bR の二次元結晶形成は融解条件に比べてどのような利点を持つのか？という疑

問が残る。次に、Gulik-Krzywicki らの出した結論および光退色速度論解析の結果

から、二次元結晶融解条件下での再構成 bR が本当に単量体なのか？光退色現象

が 2 成分で起こる原因は二次元結晶融解条件下での bR-bR 間相互作用ではない

か？という疑問が残る。いずれも二次元結晶融解条件下での bR-bR 間相互作用に

関する疑問であるため、第 5 章では DMPC 膜に再構成した bR の二次元結晶融解
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条件下における光退色の反応速度論解析を行った。 
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第 2 章 試料と方法 

 

本研究においてバクテリオロドプシンの立体構造安定化因子を探るために、合

成リポソームに再構成を行うことで存在環境を変化させ、多量体形成を調整し安

定性を評価した。 

今回、安定性の評価は分光測定にて行った。本章では、実験方法、および分光

器による測定方法について述べる。 

 

 

2.1 試料の調整 

2.1.1 紫膜（バクテリオロドプシン）の精製 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

バクテリオロドプシンの精製方法は Oesterhelt、Stoeckenius らによって示され

たものを参考にした［53］。高度好塩菌 Halobacterium Salinarum R１M１株の単

Halobacterium
salinarum

Purple membrane
（原子間力顕微鏡像）

図 2-1：紫膜の精製方法

培養した高度好塩菌Halobacterium Salinarumを回収した後、透析・ショ糖密度勾配遠心
分離により紫膜懸濁液（紫膜bR）を得る。

前培養中の好塩菌

精製した紫膜試料
（写真は290 µMのbR）
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一コロニーを 200 ml の液体好塩ペプトン培地に殖菌し、37°C、130 rpm、光照

射下で 3 日間振とう培養した。前培養菌液を 3000 ml の液体好塩ペプトン培地に

注ぎ、さらに 37°C、130 rpm、光照射下で７～１０日間振とう培養した。大量培

養液を 4°C、8000 rpm、30 分間の遠心分離（SCR20B、HITACHI）により

Halobacterium Salinarum R１M１を集菌した。遠心分離後の上清を除去したあと、

ペレットを 100 ml の Basal Salt に再懸濁した。この溶液に DNAse(DnaseⅠ、

SIGMA)を 0.5 %となるように添加し、4°C、12 時間攪拌した。DNAse を加えたこ

とで DNA を切断して、菌の増殖を止めることができる。 

その後、セルロース系透析膜（UNION CARBIDE CORP）を用い、0.1 M NaCl（NaCl、

和光純薬）溶液中で 4°C、２４時間の透析を行った。この透析により菌は破裂し、

細胞質成分が流出すると共に、形質膜は断片化する。透析後、4°C、35000 rpm、

30 分間の超遠心分離（L-60、BECKMAN）と 0.1 M の NaCl 溶液による洗浄を 4

回、純水による洗浄を 6 回、繰り返し行った。 

遠心管中で 60 ％ショ糖溶液（Sucrose、和光純薬）の上に 50～30 ％ショ糖溶

液の連続勾配を作成し、洗浄後の懸濁液のショ糖密度勾配による超遠心を 4°C、

35000 rpm、１７時間で行った。紫膜はバクテリオロドプシンが六方格子状に密

に配置しているため、他の形質膜部分と密度が大きく異なり、ショ糖密度勾配遠

心法により純度よく精製される。この処理でバクテリオルベリンと呼ばれるカロ

チノイド系色素を含む赤膜も分離することができる。遠心後、35％ショ糖溶液付

近に現れた紫膜成分を回収し、4°C、40000 rpm、30 分間の超遠心分離と純水に

よる洗浄を 4 回繰り返し行った。紫膜を 100 mＭリン酸緩衝液（pH 7.0）に再懸

濁し、バス型ソニケータを用いて 30 分間のソニケーションを行った。これを紫

膜試料とし、4°C で保存した。 
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2.1.2 バクテリオロドプシンの人工脂質膜小胞への再構成 

以下に DMPC 膜への bR 再構成方法を記述する。室温に戻した人工脂質を電子

天秤（高精度直視天秤）でアルミホイル上に秤量し、クロロホルムで溶解しなが

らナス型フラスコに流し込む。これを 40°C の湯浴で温めながらロータリーエバ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ポレーター（Rotary Vacuum Evaporator、東京理化機械）を用いて回転数 3 で、

脂質を二重層に成膜した。このとき、0.05～0.10 MPa の窒素ガスを装置内に流し

て、さらに、大気圧より 200 mHg 低い窒素雰囲気を保つよう真空ポンプ

（Circulating Aspirator WJ-20、SIBATA）で調節しながら還流した。クロロホルム

が蒸発したのを確認し、真空で１時間以上乾燥させた。こうして DMPC が成膜さ

れたナス型フラスコに、数個のガラスビーズとバッファーを 10 mg/ml になるよ

うに加え、タッチミキサーで懸濁。この作業により、脂質分子は多重層リポソー

ムを形成する。 

Triton X-100 の最終濃度が 25 mＭ、バクテリオロドプシンの最終濃度が 25 μ

M となるように、100 mＭリン酸バッファーに混合し、軽く振とう攪拌してから

Liposome

Removal of detergent

Dialysis Bio-beads

Solubilized bR

Mix and incubation

Reconstituted
bR

図 2-2：bRの人工脂質膜への再構成手法
先述の方法で得られた紫膜bRは界面活性剤で可溶化し、別に調整した人工脂質小胞
（リポソーム）と混合。bR・界面活性剤・脂質の混合懸濁液はインキュベーション
の後、透析・バイオビーズにより界面活性剤を除去することで再構成bRサンプルを
得た。
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30°C、180 分間、暗中にてバクテリオロドプシンの可溶化を行った。その後、4°C、

30000 rpm、60 分の超遠心分離を行い可溶化 bR を含む上清部分のみを回収した。

Triton X-100 での可溶化 bR は 50°C 以上での光照射による退色が報告されている

ので、この後の手順では遮光して行うこととする。 

DMPC 懸濁液と可溶化 bR 溶液は、DMPC と bR のモル比が 150：１となるよう

に 30°C で混合し、30～35°C、暗中で 180 分間振とう培養をした。可溶化 bR、

DMPC リポソームの混合懸濁液は界面活性剤である Triton X-100 の除去のため、

29°C の純水 3 リットルで４時間、透析を行った。この間、１時間ごとに純水を交

換した。さらに、室温で１２時間、4°C で 7 日間透析を続けた。低温での透析中

も適宜、純水の交換を行った。サンプル中に残存する Triton X-100 を完全に除去

するため、透析を完了した混合懸濁液にバイオビーズ（SM２、BIORAD）を加え、

遮光条件でゆっくりとスターラーを回転させる（1 時間）。最後に、紫色の溶液だ

けをパスツールピペットで丁寧に回収し、再構成 bR 試料とした。 

 

 

2.2 測定方法 

2.2.1 紫外・可視吸収測定法 

物質による紫外・可視の吸収は、基底状態にある分子が光エネルギー（E=hν）

を吸収して励起状態に遷移（電子遷移）することによって起こる。その吸収の強

さは波長によって異なり、吸収スペクトルは物質特有のものである。可視光吸収

スペクトルの試料は色がついているものに限られる。一般に呈色した有機化合物

は共役二重結合系を持つ。このような、物質に色を与える構造単位は発色団と呼

ばれ、典型的な例として C=C、C=O、N=N を含む。 

紫外光は波長が 200～380 nm にある（厳密には 200～380 nm は近紫外、100

～200 nm を遠紫外と呼ぶ。）ので、肉眼で確認することはできない。可視・紫外

の吸収は原子もしくは分子の基底電子状態から励起状態への遷移を促す。原子に
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比べて分子のエネルギー準位では、電子状態に分子固有の振動、回転準位が重な

って複雑になる。このため分子の吸収スペクトルは原子に比べてバンド幅が広い。 

バクテリオロドプシンにおいては補欠分子団であるレチナールとシッフ塩基結

合しており、発色団となっている。このレチナールの紫外・可視部の光を吸収し

て見られる吸収スペクトルはレチナール周囲のアミノ酸によって決まる。ネイテ

ィブな状態のバクテリオロドプシンは紫色を呈し、560 nm 付近に吸収を持って

いる。これは構造の変化に伴い、さらに変性すると紫色から黄色へと変化し、レ

チナール自体の特定吸収である 380 nm 付近に吸収が現れる。この吸収スペクト

ルの変化を利用して、バクテリオロドプシンからのレチナールの遊離を評価した。 

ちなみに、均一な吸収層を単色光が通過するとき Lambert-Beer の法則が成立し、

その吸光度は溶液層の厚さ l（cm）に比例し、溶液の濃度 c（M）にも比例する。 

A = log ( I0 / I ) = ε・ l ・ c 

A：吸光度 I0:入射光強度 I：透過光強度 ε：モル吸光係数（M-1cm-1） 

 ｌ：光路長（cm） ｃ：モル濃度（M） 

ここで、モル吸光係数は、１ mol/ｌ の溶液 1 cm を透過するときの吸光度をあ

らわし、各分子に固有の定数である。バクテリオロドプシンでは全トランスレチ

ナールを持つ明順応型で、570 nm におけるモル吸光係数は 

ε =  (62700 ± 700) M-1cm-1 

とわかっている。 

 

2.2.2 円偏光二色性スペクトル 

前項で述べたように、発色団を含んだタンパク質では紫外・可視吸収測定で研

究が進んでいるが、これと同じ波長領域で用いられる円偏光二色性スペクトルは

光学活性化合物の立体構造を研究する上で非常に有効な測定法として用いられて
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いる。円二色性スペクトル法によって、絶対構造、立体配座、反応機構などにつ

いての情報が得られる。 

測定は通常、溶液状態で行われ、このスペクトルは光の電磁場と単独の分子と

の相互作用を反映すると考えられ、よって近傍に存在する分子の影響は無視する

ことができる。たとえば、モル吸光係数 ε= 104 M-1cm-1 の化合物の吸収測定に用

いられる条件である 10-4 mol/dm3 程度の濃度の試料の場合、近隣の分子間距離は

平均 100 Å以上になる。つまり、通常の分子の大きさよりも十分に大きいので、

溶質‐溶質間の相互作用は無視することが可能である。また、溶液中において分

子は回転し、ランダムに配向しているので双極子‐双極子相互作用に起因するよ

うな影響も無視することができる。 

これに対し、発色団‐発色団相互作用が大きな影響を与えている今回のような

系（二量体、三量体、オリゴマー、ポリマー、分子結晶が光と相互作用する場合）

では励起子相互作用の影響を無視できない。例として２個の等価な発色団（i と j）

がσ結合によって、ある方向に結合しているような分子を考えてみる。光の電磁

場の中でそれぞれの発色団は等しい確率で励起状態へ持ち上げられる。このとき、

i が励起された状態の確率は j が励起された状態の確率と等しいため、系全体の励

起状態はこれら２つの励起状態の組み合わせによって、つまり、発色団の励起状

態は２個の発色団（i と j）にわたって非局在化する。この非局在化した励起状態

を「励起子」と呼ぶ。また、各発色団は近接した発色団と励起エネルギーを共有

することで相互作用しており、これが「励起子相互作用」である。 

光学活性物質を平面偏光が通過するとき、その偏光面が回転する性質を「旋光

性」、その回転角度を「旋光度」という。平面偏光は振幅の等しい左右の円偏光が

重なり合うことで成立している。そのため、光学活性物質中ではこの左右円偏光

の屈折率が異なり、通過中に位相差を生じて偏光面の回転が起こる。直行するそ

れぞれの平面偏光を１/４波長ずらして重ね合わせて得られた円偏光を試料溶液

に通じ、それぞれの吸収率の差を測定したものが円二色性である。左右の円偏光

に対するモル吸光係数をεL、εR とすると、円二色性は 
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⊿ε = εL－εR 

であらわせる。 

実際の吸光度を AL、AR とすると、モル吸光係数との関係は以下のように書ける。 

AL - AR = (εL－εR) ・c・l 

A：吸光度 ε：吸光係数 ｌ：光路長（cm） ｃ：濃度（M） 

円二色性測定の結果はモル楕円率[θ]であらわされる。 

[θ] = 3300⊿ε= H・ S / 1000 / c  (deg cm2 dmol-1) 

H：波長λ（nm）におけるピークの高さ（cm） S：sensitivity（mdeg） 

 

タンパク質の光学活性については３つの機構が考えられる。 

１： 二次構造（αヘリックス、βシートなど）に起因する円二色性 

２： 吸収を持つ芳香族アミノ酸の特定配置による円二色性 

３： タンパク質に共有結合、非共有結合した補欠分子の配置に起因する 

円二色性 

タンパク質はこのように質の異なる工学活性を持つため、円二色性測定により

その構造に関する情報を得ることができる。天然型のバクテリオロドプシンでは、

二次構造（αヘリックス）を示す 222 nm に負の極大、トリプトファン側鎖の特

定配置を示す 290 nm に正の極大、レチナールの吸収を示す 260 nm に正、315 nm

に負の極大と 560 nm を中心とした励起子型の波形が観測されることがわかって

いる。 
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2.2.3 紫外・可視吸収測定による bR の構造安定性評価 

紫外・可視吸収測定のプロトコルを図 2-3 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-3：光退色実験および退色速度論解析のための吸収スペクトル測定方法

（上図）ある温度、ある時間でのbRの可逆性評価方法を示す。光退色現象を調べる場合
は温度ジャンプ直後からｂ点までの間、可視光を連続照射する。温度ジャンプからb点ま
での間以外は常に遮光して実験を行った。逆に熱安定性を調べる暗中での退色実験の際
は、温度ジャンプからb点までの間だけでなく、全ての工程を遮光して行った。
（中図）上図のa、ｂ、ｃ点におけるAbs560の変化
（下図）インキュベーション時間（ｔ）を変化させて得られた可逆性の値を時間に対し
てプロットすることで退色曲線を得た。
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熱退色および光退色を評価するにあたり、私たちは実際に退色した成分の割合

を調べるために以下の 3 つの吸収スペクトル測定を行った。まず、再構成 bR サ

ンプルの暗中・10°C での吸収スペクトルを測定した（図 2-3、a）。その後、温度

を上げて暗中もしくは光照射下でインキュベーションする（暗中；熱退色、光照

射下；光退色）。光照射下での実験の場合は、温度ジャンプと同時に可視光の連続

照射を開始する。特定時間（t）インキュベーションしたサンプルは吸収スペクト

ル測定（図 2-3、b）の後、氷上（4°C）で急冷する。次にこのサンプルを 4°C 暗

中におき、約 12 時間後に暗中・10°C で再度吸収スペクトルを測定する（図 2-3、

c）。 

bR の熱安定性（暗中・光照射下）はここで得られた 560 nm の値から評価した。 

Reversibility= Abs560（スペクトル a）/Abs560（スペクトル c） 

スペクトル c における Abs560 をスペクトル a の Abs560 で規格化することで退色

しなかった bR の割合が求まる。これを「可逆性（Reversibility）」と定義した。こ

の bR の Reversibility 評価を 10～70°C の温度領域について、暗中･光照射下の２

条件でそれぞれ同様に行った。 

また、異なる実験条件から得られた Reversibility の値をインキュベーション時

間に対してプロットしたものを退色曲線とし、退色速度論解析を行った。得られ

た退色曲線は最小二乗法によりフィッティングを行った。 
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第 3 章 

  アシル鎖長の違うホスファチヂルコリンベシクルに再構成した 

  バクテリオロドプシンの分子集合に与える脂質膜相転移の影響 

 

3.1 背景 

［1.2 第 3 章への問題提起］で述べたように、人工脂質二重層は生体膜のモデ

ルとして用いられることがあり［42］、bR においてもその二次元結晶形成機構を

調べるために人工脂質膜に再構成したサンプルが使用されている。bR の場合、経

験的に再構成膜のゲル-液晶相転移温度付近で二次元結晶融解が起こることが多

いため、脂質膜相転移によって bR 二次元結晶形成・融解が誘発されると考えら

れている反面、C10:0 や C24:0 といった炭素鎖長が極端に異なる脂質にそれぞれ再構

成した bR では相転移温度以上でも自己会合（二次元結晶形成）することから「再

構成膜 bR の二次元結晶形成は脂質膜の相転移に誘発されるものではない」と結

論づけているグループもある［29］。再構成膜の相転移と bR の二次元結晶融解が

どのような関係になっているかは興味深い問題であり、上記のような矛盾を解決

するため、異なるゲル‐液晶相転移温度を持つ三種のジアシルホスファチジルコ

リン小胞に bR を再構成し、脂質/タンパク質比、再構成方法、バッファー条件を

そろえた上で、再構成膜の相転移温度と二次元結晶形成・融解温度の関係を調べ

た。 

また、紫膜 bR の二次元結晶と光退色現象に関する Etoh、Yokoyama らの報告

から、bR 間相互作用が弱まることで光退色が起こることが示唆されている（図

3-1）［30, 31］。そこで、異なるゲル‐液晶相転移温度を持つ三種のジアシルホス

ファチジルコリン小胞に再構成した bR サンプルを用いて、二次元結晶融解温度

と光退色開始温度の関係を調べた。 
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○： 暗中
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Y.Yokoyama et al. 2002

図 3-1：紫膜bRの光退色現象と二次元結晶融解の関係

上図：紫膜bRの暗中・光照射下での熱安定性。暗中・光照射下で1時間の退色実験を行い、
Abs560からbR の退色度合いを評価した（○；暗中、●光照射下）。60˚Cから70˚Cの温度領域
では暗中では退色せず安定だが、光照射下ではある割合のbRは退色してしまう（図中のピンク
色領域）。この現象を光退色現象と呼ぶ。
下図：紫膜bRの暗中での二次元結晶融解を可視領域CDスペクトル測定によって調べた。二極
型スペクトルの負の極大である600 nmのモル楕円率変化を温度に対してプロットすることで二
次元結晶の融解曲線を得た。この結果から60˚C以上で二次元結晶融解が開始することがわかる。
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3.2 結果 

まず DMPC、DPPC、DSPC 二重膜に再構成した bR サンプルの DSC 測定結果を

図 3-2 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

bR を再構成した DMPC 膜、DPPC 膜、DSPC 膜の主転移のピークはそれぞれ、20°C、

38°C、53°C で観察された。図中の表に示したように各脂質の純粋な二重層から

得られた主転移温度と対応させると、全てのサンプルにおいて、bR を再構成した

各再構成bRサンプルの吸熱ピーク

DMPC DPPC DSPC

純粋な脂質二重層の
主転移点 24˚C 41˚C 55˚C

再構成膜の
最大吸熱ピーク
（今回の結果）

20˚C 38˚C 53˚C

図 3-2：各再構成bRサンプルのDSC測定結果

（A）DMPC、DPPC、DSPC小胞にそれぞれ脂質/タンパク質比 = 150でbRを再
構成したサンプルのDSC測定を行った。
（B）純粋なDMPC二重層のDSC測定結果。
（C）各脂質の主転移点と、本研究で得られた再構成膜の最大吸熱ピーク温度の
関係。すべてのサンプルにおいて、純粋な脂質二重層の主転移温度に比べて再
構成膜の最大吸熱ピークの方が低温へシフトしていた。このことから、bRが混
在することで脂質膜二重層の融解点が低下したことがわかる。

H.Chang et al. 2006

A DMPC小胞のDSC測定結果B

C
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ことで脂質膜の主転移温度が低温側にシフトし、ピークもブロード化していた。

この原因としては脂質‐タンパク質間相互作用によって脂質の物性が不均一にな

っている可能性［23］などが考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

600 nmにおけるモル楕円率変化の温度依存性
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図 3-3：各再構成bRサンプルの二次元結晶融解

（A）脂質膜相転移温度におけるDPPC再構成bRの可視領域CDスペクトル変化。図
3-2より、bRを再構成したDPPC膜の相転移（主転移）は38˚C付近で起こることが
わかった。そこで25˚Cと45˚CでCDスペクトル測定を行い、脂質膜相転移がおよぼ
す二次元結晶構造への影響を調べた。25˚Cで測定したスペクトルでは明らかな二極
型が観察され、再構成bRが二次元結晶を形成していることがわかった。一方、
45˚Cで測定したCDスペクトルでは二極型が消滅していることから二次元結晶が融
解していることがわかった。
（B）各再構成bRサンプルにおける600 nm（二極型CDスペクトルの負の極大）で
のモル楕円率の温度変化を示す。図中の点線は、各サンプルにおいてモル楕円率が
変化する温度領域の中心温度を表し、その温度を赤字で示した。

Wavelength (nm)

DPPC膜に再構成したbRの可視領域CDスペクトル
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次に、再構成脂質膜のゲル‐液晶相転移を含む広い温度領域で可視領域 CD ス

ペクトル測定を行った。図 3-3A に DPPC 膜に再構成した bR の可視領域 CD スペ

クトルを示す（DPPC 二重層のゲル‐液晶相転移点は 42°C）。以前の報告と同様

［20-22］、DPPC 膜がゲル相の際の可視領域 CD スペクトルは 560 nm を中心と

した非対称の二極型を示し、液晶相の際は単極型を示した。液晶相への脂質相転

移温度における、この CD スペクトル変化は bR 分子の脱会合および単量体化を意

味する［16-20］ことは既に記述した。また、DPPC 再構成 bR と同様の可視領域

CD スペクトル変化が DMPC および DSPC 膜中の bR でも観察された。また、二極

型から単極型への転移の温度依存性を調べるため、二極型スペクトルの負の極大

にあたる 600 nm でのモル楕円率の値を温度に対してプロットした（図 3-3B）。

この図からわかるように、可視領域 CD 変化の中心にあたる温度は DMPC 膜中の

bR で 17°C、DPPC 膜中の bR で 35°C、DSPC 膜中の bR で 50°C であった。 

得られた結果をもとに、再構成膜の相転移温度と再構成 bR 二次元結晶形成・

融解温度の関係を調べた。 
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図 3-4：再構成膜の吸熱ピークとbR二次元結晶融解の温度依存性

図中の実線はDSC測定から得られた吸熱ピークで、それぞれを正規分布の和になるように
ピークを分割したものが図中の点線である。また、二次元結晶融解の温度領域をピンク色
の帯で、その中心温度（17、35、50˚C）を赤色直線で示した。
いずれも再構成膜相転移の大きなピークとbR二次元結晶融解の温度領域はよく対応してい
た。特に、DPPC、DSPC膜に再構成したbRでは二次元結晶融解開始温度と再構成膜の二
番目の吸熱ピークの立ち上がりが一致した。DPPC、DSPCの正規分布で分割した吸熱
ピークと純粋な脂質二重層の吸熱ピークの形状はよく似ているため、仮に分割した再構成
膜脂質の吸熱ピークを低温側から副転移、前転移、主転移と帰属できたとすると、bR二次
元結晶融解は再構成膜の前転移と同時に起こったとも考えられる。

再構成膜の吸熱ピークと再構成bRの二次元結晶融解の関係
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図 3-4 に、得られた DSC プロファイルのピークを正規分布でフィッティングした

結果（点線）と CD 測定結果からわかった bR の二次元結晶融解温度（ピンク色）

を示した。この結果が示すように、各サンプルで再構成膜の相転移と bR 二次元

結晶融解はよく対応しており、特に DPPC、DSPC を用いたサンプルでは特に前転

移の開始と二次元結晶融解開始温度がよく一致した。 

次に脂質のゲル‐液晶相転移によって誘発された bR 二次元結晶融解の影響を

調べるために、暗中での吸収スペクトル測定を行った。一般に bR の吸収スペク

トルはレチナールのコンフォメーションおよびレチナールポケットの構造を反映

するものと考えられている［54］。図 3-５A に異なる温度（10°C～60°C）で測定

した DPPC 膜に再構成した bR の紫外・可視吸収スペクトル（上図）および各温

度における 10°C との差スペクトル（下図）を示した。温度ジャンプ後 5 分でサ

ンプル温度が上昇して均一になることを確認しており、退色の影響を小さくでき

る。この結果が示すように、最大吸収波長が 20°C での 560 nm から 60°C では

530 nm まで短波長シフトしており、さらにこの吸収極大の変化に伴ってその吸

収の値も減少した。差スペクトルは温度上昇に伴う 570 nm の吸収の減少を示し

ており、同時に 460 nm が増加していることを示した。同様の吸収スペクトル変

化は、DMPC、DPPC、DSPC 再構成 bR の全てに共通して観察された現象であり、

さらに紫膜中の bR の 60°C 以上でも同様の吸収スペクトル変化が確認されている

［32］。図 3-５B には DMPC、DPPC、DSPC 再構成 bR の 460 nm および 570 nm

における吸収変化の温度依存性を示した。三種類すべての再構成 bR サンプルに

おいて、先述の可視 CD スペクトル変化の臨界温度付近から、460 nm および 570 

nm における吸光度の変化が加速した。この結果から、脂質相転移に誘発された

bR 二次元結晶融解によって、人工脂質膜に再構成した bR の分子構造（特にレチ

ナール周辺の構造）が変化したことを強く示唆した。ただし、DPPC、DSPC 膜に

再構成した bR の場合は、その主転移温度以下でも小さな変化が確認された。 
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図 3-5：再構成bRの暗中での構造変化における二次元結晶融解の影響

（A）上図は暗中・各温度・温度ジャンプ後5分で測定したDPPC再構成bRの吸収スペクトル
で、下図に10˚Cのスペクトルとの差スペクトルを示した。温度ジャンプから5分経過すること
でセル内の温度が一定になるため、この条件では熱変性の影響を最小に抑えて構造変化を評
価できると考えられる。570 nmの吸収減少に伴い、460 nmの吸収が増加した。
（B）各再構成bRサンプルについて（A）と同様に10˚Cとの差スペクトルを作成し、得られた
460 nmおよび570 nmの吸収変化を温度に対してプロットした。図中点線はCD測定により得
られたbR二次元結晶融解温度領域の中点。

DPPC再構成bRの吸収スペクトル変化
（暗中・5分）
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同様に、二次元結晶融解が bR の機能中の構造におよぼす影響を調べるために、

光照射下での再構成 bR の吸収スペクトル変化を調べた。光照射・温度ジャンプ

後 5 分で測定した DMPC 再構成 bR の吸収スペクトルを図 3-6A に示す。光照射

下では 20°C で特に 410 nm の吸収が顕著であり、30°C 以上でも 400 nm 付近に

小さなピークが確認できる。この 400 nm 付近の吸収は光照射を中止することで 
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図 3-6：再構成bRの機能中（光照射下）の構造変化における二次元結晶融解の影響

（A）光照射下・各温度で測定したDMPC再構成bRの吸収スペクトル。暗中の吸収スペ
クトル変化（図 3-5）と異なり、20˚C以下の温度領域で410 nm付近に顕著な吸収ピーク
が確認された。
（B）各再構成bRサンプルの光照射下・温度ジャンプ後5分での410 nm付近における最大
吸収波長変化の温度依存性。図中の点線はCD測定により得られた二次元結晶融解温度の
中点。

DMPC再構成bRの吸収スペクトル変化
（光照射下・5分）
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消失する。DMPC 再構成 bR ではゲル相・液晶相に関わらず光中間体である M 中

間体の寿命が顕著に長くなることが報告されている［51］。また、私たちが測定

に用いている光ダイオードアレイ吸光光度計の時間分解能は 0.1 秒であることも

合わせて考慮すると、今回光照射下で確認された 400 nm 周辺の吸収は光サイク

ルの M 中間体の蓄積である可能性が高い。図 3-6B に光照射によって 400 nm 付

近に蓄積した吸収ピークの最大吸収波長の温度依存性を示した。この M 中間体と

見られる吸収は、各サンプルの二次元結晶融解温度以上で短波長側へシフトした。

DMPC 再構成 bR の時間分解分光測定の結果では、液晶相で M 中間体の吸収の短

波長シフトが報告されている［55］。M 中間体は bR のプロトンポンプ機能に重要

な役割を果たしている（プロトン放出からプロトン取り込みのスイッチングを担

っている）と考えられている［36］。今回得られた結果は、bR の二次元結晶融解

によって bR 間相互作用が弱まったことで、暗中での bR の構造だけでなく、光照

射下における機能中の構造（コンフォメーション変化のスイッチング）の安定性

にも強く影響していることを示唆した。 

続いて、bR 二次元結晶融解が bR の構造安定性に与える影響を調べるために、

各再構成 bR サンプルで光退色実験を行った。図 3-7A に異なる温度（10°C～70°C）

で測定した DPPC 膜に再構成した bR の紫外・可視吸収スペクトル（上図：暗中、

下図：光照射下）を示す。高温では試料の吸収極大が 560 nm 付近から短波長側

へシフトするが、サンプル温度を下げ、暗中で一晩インキュベーションすること

で試料の吸収極大は 560 nm に戻る。ここでの吸収は退色しなかった bR の量を

示す。図３-7B は各再構成 bR サンプルの暗中および光照射下における退色の温度

依存性を示した。暗中で退色実験を行った再構成 bR サンプルは 60°C 以下では

Abs560 はほぼ完全に回復したが、光照射下での結果では二次元結晶融解の温度（図

中の点線）領域付近から回復できる成分の減少が開始した。これらの結果から、

脂質の相転移によって二次元結晶融解が誘発されたときに、人工脂質二重層に再

構成した bR が光退色現象を起こすことを示唆している。しかし、DPPC、DSPC

二重層の再構成 bR に関しては、光退色の開始温度が脂質の主転移温度よりも少

し低い温度から開始していた。 
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図 3-7：二次元結晶融解によるbR構造安定性（暗中・光照射下）への影響

（A）5～70˚Cの温度領域でDPPC再構成bRの退色実験を行った。上図には暗中での、下図に
は光照射下での吸収スペクトルを示す。ある温度領域では光照射下でのみbRの退色が起こっ
ていた。
（B）各再構成bRサンプルの暗中（●）・および光照射下（○）における退色の温度依存性
を示す。図中の点線はCD測定により得られた二次元結晶融解温度の中点。

暗中・光照射下で行った
DPPC再構成bRの退色実験結果（1 h）
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3.3 考察 

本研究では異なる相転移温度を持つ三種類の脂質に bR を再構成し、相転移、

二次元結晶融解、光退色の温度を調べた。まず最初に、再構成脂質の相転移が、

bR の二次元結晶構造および bR 分子構造の安定性とどのような関係になっている

かを考察する。再構成膜がゲル相のとき、bR 分子は自己会合し紫膜 bR と同様の

二次元結晶を形成していた。また暗中で再構成 bR の吸収測定を行った結果、ゲ

ル相では紫膜 bR と同様の吸収スペクトルを示したが、再構成膜のゲル-液晶相転

移に誘発された二次元結晶融解に伴って短波長シフトした。光照射下で再構成 bR

の吸収スペクトル測定を行った結果、M 中間体と考えられる化学種が蓄積した。

また全ての再構成 bR サンプルで、二次元結晶融解に伴う光退色現象が観察され

た。これらの結果から、再構成膜のゲル‐液晶相転移によって bR の二次元結晶

融解が誘発され、さらに二次元結晶融解によって bR‐bR 間相互作用が弱まり、

その結果、再構成 bR の分子構造だけでなく機能中の構造安定性（光照射下）が

顕著に低下する、という関係が考察された。 

次に再構成 bR の再構成膜相転移と二次元結晶構造の関係について考察する。

再構成 bR の二次元結晶融解は、脂質膜のゲル-液晶相転移に誘発されることがわ

かった。脂質二重層の相転移およびゲル相（脂質分子の炭化水素鎖が非常に強く

パッキングしている状態）では、炭化水素鎖間の van der Waals 引力によって脂

質以外の分子が排斥されて自己会合することはよく知られている［56-59］。脂質

二重層がゲル相のときに bR が二次元結晶を形成したことから、再構成 bR の自発

的な二次元結晶形成は、van der Waals 相互作用に起因する脂質分子同士の引力的

なはたらき（脂質二重層の相分離）によるものと考察される。一方、全てのサン

プルにおいて、bR を再構成した脂質二重層の相転移温度が、各脂質のみからなる

純粋な脂質二重層の相転移温度に比べて低かった。この理由を説明するために、

私たちは溶液系で見られる凝固点降下をもとに図３-8 のモデルを考察した。 
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脂質膜相転移での化学ポテンシャル変化を考えると 

μ(gel) = μ(lq) 

μ(gel)：ゲル相での化学ポテンシャル μ(lq)：液晶相での化学ポテンシャル 

1：ゲル相（相分離） 2：液晶相（相溶）

μ

Temp.

(1)
ゲル相

純粋な脂質
の液晶相(2) 液晶相

（相溶） RTxbR？
水平圧力の減少？

図 3-8：再構成膜の相転移とbR二次元結晶融解の関係（モデル）

（A）再構成膜bRの脂質膜相転移に伴う会合状態の変化。相転移温度の異なる三種類
の脂質二重層にbRを再構成したことで、再構成膜のゲル-液晶相転移によってbRの二
次元結晶融解が誘発されることがわかった。
（B）純粋な脂質二重層の相転移温度との比較により、bRを再構成することで脂質膜
の相転移温度が低下することがわかった。（A）のモデルから考察される、再構成膜
におけるゲル相（相分離）・液晶相（相溶）の状態変化を示す。再構成膜では純粋な
脂質二重層に比べて液晶相（相溶）の化学ポテンシャルが低下したために、相転移温
度が低温側にシフトしたと考察できる。

再構成膜
脂質二重層；ゲル相

再構成膜
脂質二重層；液晶相

bRの二次元結晶 分散したbR分子

A

B
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を満たすとき相転移が起こるが、bR が混在することで相転移は 

μ(gel) = μ(lq)˚‐RT xbR  

μ(lq)˚：標準状態での液晶相化学ポテンシャル xbR：bR のモル分率 

 

となり、RT xbR の効果によって転移温度が低下したと考えられる。しかし、こ

の化学ポテンシャル低下の原因は溶液系で言うところの分圧の低下のほかに、bR

混在による脂質分子間にはたらく水平圧力低下の効果［60］の可能性も考えられ

る。 

続いて、再構成 bR の二次元結晶融解と bR 構造安定性の関係について考察する。

暗中で再構成 bR の吸収スペクトル測定を行った結果、温度を上げることで 570 

nm の吸収減少と 460 nm の吸収増大が確認された。この再構成 bR の暗中での吸

収スペクトル変化と似た挙動が、紫膜 bR でも観察されている［31］。紫膜 bR で

は二次元結晶融解時に、αII からαI ヘリックスへの変化、13-cis レチナールの増加、

シッフ塩基への水分子の接触性の増加が起こる［61, 62］ことから、bR-bR 間相

互作用の弱まっている二次元結晶融解条件下では、紫膜中に比べて bR 分子が緩

んだようなコンフォメーションを取っていると推測される。また本研究の結果と

して、光照射下で、二次元結晶融解に伴う蓄積した M 中間体の短波長シフト

（DMPC：410 nm→405 nm、DPPC：410 nm→395 nm、DSPC：410 nm→390 nm）

が確認された。DMPC 再構成 bR の時間分解分光測定や、Triton X-100 に可溶化

した bR でも、二次元結晶融解条件下での M 中間体の短波長シフトが報告されて

いる［63］。従って、二次元結晶融解に伴う bR の光照射下での構造安定性低下は、

この M 中間体の構造のゆらぎに起因すると考えるのが妥当であろう。bR の M 中

間体はプロトンの取り込み・排出の切り替えを担っており［35］、プロトンポン

プ機能において重要な中間体であると考えられる。この機能に重要な中間体にお

ける構造ゆらぎが基底状態への復元を妨げ、不可逆な光退色の原因となっている

と考えられる。この光退色現象と二次元結晶融解の関係については、第５章で詳

しく議論する。 
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最後に、DPPC および DSPC に再構成した bR において、再構成膜の主転移より

低温であるにも関わらず、暗中での吸収スペクトル変化および光退色が観察され

たことについて考察する。DPPC および DSPC 再構成 bR の DSC 測定結果（図 3-2）

では、それぞれ約 25°C と約 30°C に小さなピークが観察された。本研究では、こ

のピークの起源を厳密に帰属することはできないが、ゲル相からリップル相への

前転移を反映するものと推測できる。この推測に基づくと、純粋な DPPC もしく

は DSPC 二重層の前転移温度に比べて再構成膜の前転移温度の方が低いと言える。

これは先述の bR 混在による主転移温度の低下の原因と同様な説明が可能である。

一方、固体 NMR や電子スピン共鳴（ESR）の結果から、DPPC のリップル相のス

ペクトルはゲル相および液晶相のスペクトルの足し合わせとして表せることが報

告されている［64, 65］。ステアリン酸スピンプローブの ESR 測定の結果はリップ

ル相中のアシル鎖の約 20 %が液晶相と同様の状態（ディスオーダー）をとること

を示しているため、リップル相ではゲル相と液晶相の両方の構造を併せ持つ可能

性が強く示唆されている（図 1-7）［65］。さらに、人工脂質二重膜の超音波速度

測定では前転移が起こると、膜が軟化することを示している［66］。こうした人

工脂質膜二重層に関する実験的事実は、DPPC および DSPC 再構成 bR においては、

bR の部分的な構造変化と光退色現象が再構成膜の物性が変化する 30°C 付近で起

きた、という可能性を示唆している。 
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3.1 第 3 章の総論 

本章では、アシル鎖長の異なる三種類のホスファチジルコリン、DMPC、DPPC、

DSPC に再構成した bR を用い、再構成膜の相転移温度、bR の二次元結晶形成・

融解温度、bR の光退色開始温度の関係を調べた。再構成膜の相転移は DSC 測定、

bR の二次元結晶形成・融解は可視領域における円二色性（CD）測定によりモニ

ターした。また暗中および可視光連続照射下での吸収スペクトル測定により再構

成膜中の bR の光退色挙動を調べ、二次元結晶融解との関係を考察した。DSC 測

定の結果から、すべてのサンプルにおいて再構成膜の相転移は bR を再構成して

いない純粋な脂質二重層の相転移に比べてピークがブロードになっており、主転

移に対応すると考えられるピークの温度（DMPC；20°C、DPPC；38°C、DSPC；

53°C）が数度低下していた。bR の二次元結晶融解を意味する可視領域 CD スペク

トルの二極型‐単極型への転移は DMPC で 17°C、DPPC で 35°C、DSPC で 50°C

周辺で起こった。DSC の結果と CD の結果を合わせると、再構成膜の相転移温度

と bR の二次元結晶融解温度はよく対応しており、この結果は脂質膜の相転移に

よって bR 分子の脱会合が引き起こされたことを強く示唆している。さらにそれ

ぞれの光退色現象も同様の温度領域以上で起こった。先行研究の結果も合わせる

と、二次元結晶の融解によって bR の光退色現象が誘発されることが決定づけら

れた。 
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第４章 

 DMPC 膜に再構成したバクテリオロドプシンの二次元結晶化に 

 与える静電相互作用の影響 

 

4.1 背景 

第３章の結果から、人工中性リン脂質二重層中での bR 自己会合（二次元結晶

形成）が、少なくとも部分的には脂質二重層の相分離の効果によって誘発される

ことが示唆された。しかし、この考察では再構成膜中での bR 自己会合は説明で

きるが、紫膜 bR の二次元結晶形成機構を説明することはできない。［1.3 第 4

章への問題提起］で述べたように、先行研究［26-28］によって示唆されている

紫膜 bR の二次元結晶形成における脂質極性頭部の負電荷の効果から、bR の二次

元結晶形成における分子間の静電相互作用の重要性が示唆される。実際にアミノ

酸配列情報から bR 分子における荷電アミノ酸残基の分布を調べたところ、その

電荷分布には偏りがあり、特に細胞質側に荷電残基が多いことがわかった（図

4-1）。このことからも、やはり bR-脂質間および bR-bR 間の静電相互作用の重要

性が示唆される。 

静電相互作用の影響は溶液の塩濃度を変えることで、Debye の遮蔽効果によっ

て制御することができる（図４-2）。誘電率の大きな液体中に分散した粒子の表面

は、通常、表面基のイオン化・解離や、もともと帯電していない表面への溶液か

らのイオン吸着によって帯電している。しかしこうした帯電機構に依らず、最終

的に表面電荷はカウンターイオンの雰囲気とつりあう。このとき、帯電表面近傍

におけるカウンターイオンの雰囲気は拡散電気二重層と呼ばれ、これは表面電荷

と大きさが等しく符号が逆の領域である。表面電荷密度と表面電位の関係は

Grahame の式で表される。電荷密度σの孤立表面における全イオン濃度は 

∑ ρoi=i ∑ ρ∞i+σ2
2εε0kT�i   

ρxi；任意の点 x におけるイオン i の濃度、σ；表面電荷密度 
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図 4-1：bR電荷分布

（A）bRのアミノ酸配列および立体構造情報からアミノ酸（一文字表記）を膜面に
対して配置した図。塩基性（正電荷）残基を青色、酸性（負電荷）残基を赤色で示
した。またオレンジ色の領域は膜-水界面領域を意味する。
（B）各領域における塩基性・酸性残基の数。この表から、bRの持つ荷電残基は特
に細胞質側に集中しており、電荷分布に偏りがあることがわかる。

Cytoplasmic loop

Cytoplasmic
interface

Inner membrane

Extracellular 
interface

Extracellular 
loop
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B
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と書ける。 

当然、帯電表面に存在するイオンは主にカウンターイオン（負に帯電した表面の

場合は正電荷イオン）となる。この Grahame の式より、帯電表面付近のイオン濃
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図 4-2：溶媒NaCl濃度と電気二重層の厚さ（Debye長）との関係

拡散電気二重層の厚さをDebye長と呼び、1/κで表される。表面電荷密度一定の場合、バ
ルクの電解質濃度上昇に伴い表面電荷が減少することはGrahameの式によって示される。
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度はバルク濃度に比べて高くなることがわかる。さらにこの式から表面電荷密度

と表面電位の関係は 

σ２ = 2εε0kT(∑ρ0i − ∑ρ∞i )  

と表せる。 

この関係式から、表面電荷密度が一定ならば、バルク電解質濃度上昇に伴い表面

電位が次第に減少することがわかる。 

Grahame の式を簡略化するために、 

κ = �∑ ρ∞i e2zi 2i
εε0kT

 m-1 

とおくと、表面電荷密度σと表面電位ψの関係は 

σ = εε0κψ0  

と書け、電位が表面電荷密度に依存することがわかる。この式は極板間距離 1/κ、

電荷密度σ、電位差ψ0 のコンデンサの式と同じである。上述の「拡散電気二重層」

という呼び方はこの帯電コンデンサと類推から生まれたもので、この拡散電気二

重層の厚さはデバイ長 = 1/κで表される。κの定義から、電解質の種類、濃度（バ

ルク）、温度、誘電率が決まるとκおよび 1/κは決まる。ちなみに 25°C における

Debye 長（1/κ）は、 

1：1 電解質溶液（NaCl など）； = 0.304
�[NaCl]�  nm 

2：1 および 1：2 電解質溶液（CaCl2、Na2SO4）； = 0.176
�[CaCl2]�  nm 

2：2 電解質溶液（MgSO4）； = 0.176
�[CaCl2]�  nm 

である。この関係式から、溶媒中の電解質濃度が高くなると Debye 長が短くなる、

つまり拡散電気二重層の厚さが薄くなることが定性的にも理解できるであろう。 
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そこで本章では、DMPC 再構成 bR を用い、脂質膜がゲル相である低温領域での

可視領域 CD 測定によって、塩化ナトリウム（NaCl）濃度の異なる溶液中での二

次元結晶形成の過程をモニターした。  
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4.2 結果 

中性脂質（DMPC）膜に再構成した bR の二次元結晶化に与える静電相互作用の

寄与を調べるため、私たちは異なる三種類の実験を行った。 

（i）吸収スペクトル測定：塩濃度変化によって bR が変性しないことを確認 

（ii）可視領域 CD スペクトル測定：bR の二次元結晶形成をモニター 

（iii）脂質二重層ゲル相における CD スペクトル変化の塩濃度依存性評価： 

bR 二次元結晶化における静電相互作用の寄与を調べる 

 まず、NaCl を含まないバッファーおよび NaCl 1.0 M を含むバッファー中で

再構成 bR の吸収スペクトル測定を行い、その熱安定性を吸収スペクトル変化の

温度依存性から評価した（図 4-3A）。また、図 4-3B には DMPC 再構成 bR の熱安

定性（10～70°C・60 分間・暗中）における NaCl の影響を示した。この結果から、

60°C 以上において DMPC 再構成 bR の暗中での熱安定性が低下するが、これは溶

媒中の塩濃度には依存しないことがわかった。 

次に私たちは DMPC 再構成 bR の可視領域 CD スペクトル測定を DMPC のゲル

液晶相転移温度 24°C［44］を含む 10～30°C・暗中で行った。NaCl なし、NaCl

濃度 0.1 M、0.5 M、1.0 M における DMPC 再構成 bR の可視領域 CD スペクトル

を図 4-4A に示す。可視領域 CD スペクトルにおいて二極性のパターンは紫膜中の

bR 測定時に観察され、これは bR の二次元結晶構造を反映している。一方、560 nm

を中心とした単極のパターンは界面活性剤に可溶化した bR で観察され、これは

bR の二次元結晶が融解していることを意味することが知られている［16-20］。

図 4-4A に示したように、0.0 ～ 1.0 M の範囲では 30°C での DMPC 再構成 bR

の可視領域 CD スペクトルは全て単極型を示し、さらにその極大である 560 nm

でのモル楕円率に塩濃度の影響がほとんどない。この結果は、塩濃度に依らず

30°C 以上で DMPC 再構成 bR の二次元結晶は融解していることを意味し、この

bR の二次元結晶融解は再構成膜のゲル液晶相転移によって引き起こされたこと

を強く示唆した。一方、10°C での可視領域 CD スペクトルはいずれも二極性パタ 
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ーンを示し、塩濃度を上げることで二極性パターン NaCl を含まない（0.0 M）場

合の CD スペクトルは二極型と単極型を組み合わせたような形状であった。そこ

で、この二極型の振幅を評価するために、全てのスペクトルに対して、各塩濃度

における 30°C でのスペクトルとの差スペクトルを作成した（図４-4B）。この後

塩なし 1.0 M NaCl

●；塩なし
○；1.0 M NaCl

A

B

図 4-3：再構成bRの構造安定性に対するNaClの影響

（A）暗中・1時間行ったDMPC再構成bRの退色実験結果。NaClを含まないバッファー
および1.0 M NaClを含むバッファを用い、DMPC再構成bRの熱安定性を比較した。
（B）暗中・各温度におけるAbs 560の可逆性の温度依存性を示す（●；NaClを含まない
バッファー、○；1.0 M NaClを含むバッファー）。いずれも暗中の熱変性は60˚C以上
で起こり、この結果から、バッファー中のNaCl濃度を1.0 Mまで上げても、bRの構造安
定性には顕著な影響を与えないことがわかった。

DMPC再構成bRの吸収スペクトルに対するNaClの影響
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の解析にはすべて図 4-4B のデータを用いることとする。 

 

  A B

図 4-4：異なる塩濃度条件下のDMPC再構成bRの可視領域CDスペクトル（10-35˚C）

（A）DMPC再構成bRが二次元結晶を形成する温度領域（10～35˚C）で可視領域CDス
ペクトル測定を行い、その塩濃度依存性を調べた。上図からバッファーにNaClを含ま
ないサンプル、0.1 M、 0.5M、 1.0 MのNaClを含んだバッファー中のサンプル。特に
低温で塩濃度増加に伴い二極性の増大が確認された。一方、30˚C以上では塩濃度に関
わらず560 nm付近に正の極大を持つ単極型であり、二次元結晶構造を形成していない
と考えられる。
（B）得られたCDスペクトルの二極性の変化を抽出するため、（A）で得られた全ス
ペクトルに対して各塩濃度での30˚C（A、赤色線）との差スペクトルを作成した。
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可視領域 CD スペクトルの二極性は、得られた差スペクトルにおけるモル楕円

率（400～700 nm）の極大値と極小値の差で評価した。ここで算出された二極性

を温度に対してプロットしたものが図４-5 である。DMPC のゲル液晶相転移温度

である 24°C から温度が下がるにつれ二極性が上昇する。 
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図 4-5：可視CDスペクトルにおける二極性強度変化の温度依存性

（A）bRの可視領域CDスペクトルの二極性は正負の極大におけるモル楕円率の差と
定義した（図中、赤色矢印）。
（B）得られた二極性強度を温度に対してプロットすることで二次元結晶融解曲線と
した（図中、青色文字は塩濃度）。塩濃度増加に伴い、二極性強度が0になる温度も
高温側へシフトしており、さらに低温側では高塩濃度で二極性強度が高くなる。

A

B

可視CDスペクトル二極性の評価方法

各塩濃度における二極性変化の温度依存性
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また、bR の二次元結晶融解温度から 10°C に下がるまで、CD の二極性は着実に

上がり続けていた。こうした温度依存性は塩濃度に依らず同様の挙動を示したに

も関わらず、二極性の変化開始温度や、10°C での二極性の値は NaCl 濃度上昇に

伴って増大した。NaCl 濃度 1.0 M・10°C での DMPC 再構成 bR の二極性の値は紫

膜 bR での値とおよそ同じであった［31］。 

 溶媒中のイオン強度が二極性パターンにどれだけ影響を与えるかを調べるた

めに、図４-5 の結果より、全ての NaCl 濃度において CD スペクトルの二極型が確

認された温度領域（10、12、14、16°C）について、二極性の値を Debye 定数に

対してプロットした（図 4-6）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

本研究では DMPC 再構成 bR サンプルは 100 mM の Tris-HCl バッファー（pH 7.0）

に懸濁してあるため、各 NaCl 濃度に 0.1 M を加えた値を使い、Debye 定数を計

算した。 

10˚C

12˚C
14˚C

16˚C

図 4-6：可視CD二極性強度のDebye定数依存性（ 10-16˚C ）

すべての塩濃度条件において二極性が観察された温度領域（10‐16˚C）について、
得られた二極性強度をDebye定数に対してプロットした。二極性強度とDebye定数と
の間の強い相関から、静電相互作用の遮蔽によってbR二次元結晶形成が促進された
ことがわかった。
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ここで、CNaCl 、Cbuffer はそれぞれ NaCl 濃度、Buffer 濃度を意味する。図４-6 では、

各 Debye 定数に対応する NaCl 濃度を上側の横軸に示した。Debye 定数は Debye

長の逆数であり、Debye 長は粒子の表面電位 ψ0 が 1/e になる距離である。図４-6

からわかるように 10～16°C の温度領域において、二極性の値と Debye 定数の間

に高い正の相関が見られた。最も顕著な二極性が見られる 10°C において、簡単

のために一次関数でフィッティングすると y 切片（Debye 定数が 0 のときの二極

性の値）は約 10000 deg･cm2･dmol-1 であり、1.0 M での値および紫膜 bR での二

極性に比べて一桁小さかった。この結果は、DMPC 二重膜に再構成した bR の二

次元結晶形成に Debye の静電遮蔽効果が必要であることを示唆しており、この静

電相互作用による斥力的効果は、膜脂質での相分離による引力的効果と正反対の

役割を持つ。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

304.0
bufferNaCl CC +

=κ

図 4-7：塩濃度ジャンプでの可視CDスペクトル変化（10˚C）

NaClを含まないバッファーに懸濁したDMPC再構成bRを10˚Cで測定した後に、
高塩濃度バッファー添加によりバッファー塩濃度を1.0 Mへジャンプさせて再測定
した。図はいずれも30˚Cとの差スペクトル（縦軸はモル楕円率）。この結果から
も、塩濃度上昇による二極性強度の増大が確認された。
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私たちはさらに、NaCl を含まない再構成 bR サンプルに高い NaCl 濃度のバッ

ファーを加え、NaCl 濃度上昇時の CD スペクトル変化を測定した。NaCl 濃度が

0.0 から 1.0 M に上昇すると可視領域 CD スペクトルの二極型がより顕著になった

（図４-7）。この結果からも DMPC 再構成 bR の二次元結晶形成における静電遮蔽

効果の重要性が確認された。 
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4.3 考察 

 本研究の結果をもとに、bR の二次元結晶化に関して以下の点について考察を

行った。 

（i）DMPC 膜に再構成した bR の分子間相互作用を決定する構造基盤 

（ii）紫膜中の bR 二次元結晶化における分子間相互作用のバランス 

脂質膜のゲル‐液晶相転移温度と bR 二次元結晶融解温度との相関［関連論文 1］

は、脂質の炭化水素鎖に起因する相分離がもたらす bR 間の引力的効果によって

再構成 bR の二次元結晶化が起こることを強く示唆している。脂質二重層の相転

移およびゲル相（脂質分子の炭化水素鎖が非常に強くパッキングしている状態）

では、炭化水素鎖間の van der Waals 引力によって脂質以外の分子が排斥されて

自己会合することはよく知られている［56-59 ］。しかし Sternberg らは

Halobacteria 特有の膜脂質を完全に除去することで人工脂質再構成膜中でbR の二

次元結晶形成が観察されなくなることを報告している［27］。このように本研究

との間に差異がある原因として、Sternberg らに報告された実験では溶媒に含まれ

る塩濃度が低いという点が挙げられる。本研究との違いの原因は静電遮蔽効果の

違いにあると言える。実際、Sternberg らは他に、Halobacteria 特有の脂質を含ん

だ再構成 bR が溶媒塩濃度４ M の条件下で、二次元結晶を形成することも報告し

ている［28］。図４-４に示したように、溶媒塩濃度が低いとき、再構成膜がゲル

相での二次元結晶形成の度合いも小さい。私たちは二次元結晶形成の系統的な変

化を調べており、そのため静電遮蔽効果の影響のみを議論することができる。従

って、低塩濃度条件下での実験により得られた結果だけから、弱い二次元結晶形

成の原因が脂質の種類によるものであると結論づけるのは正確性に欠く［27, 28］。 

本研究での結果は NaCl 濃度（つまり電解質イオン濃度）の変化が bR の二次元

結晶化に強く影響することを示した。膜中での bR 二次元結晶形成の度合いを示

す可視領域 CD スペクトルの二極型は、脂質膜のゲル液晶相転移温度以下で、NaCl

濃度上昇に伴い明らかに顕著になった。CD スペクトルの二極性の度合いと Debye

定数の間の非常に強い線形の相関は、中性リン脂質膜に bR 分子を再構成した系
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において静電相互作用が非常に重要な役割を果たしていることを意味している。

さらに、bR の二次元結晶化の度合いは静電遮蔽効果によって増幅されたことから、

DMPC 再構成膜中で bR 間にはたらく静電相互作用は斥力である。この静電斥力

と脂質の相分離に起因する引力とのバランスによって、bR 二次元結晶形成におけ

る溶媒 NaCl 濃度依存性を説明できる。 

 最後に、紫膜中 bR における二次元結晶の強い安定性について考察する。本

研究では再構成脂質に中性リン脂質である DMPC を用いているが、実際に紫膜に

特異的に発現している Halobacteria 特有の脂質は極性頭部が負に帯電した負電荷

脂質がほとんどである。このことから、bR 分子中の正電荷アミノ酸が Halobacteria

脂質の負電荷頭部と塩橋を形成している可能性がある。紫膜における bR のアミ

ノ酸の位置を図４-8A に模式的に示した。この模式図は Mitsuoka らの報告したモ

デル［67］および Swiss-Prot に記載されたアミノ酸配列（P02945 BACR_HALSA）

をもとに作成した。また、図中の灰色部分は膜の疎水性領域と水の界面領域を表

し、この領域は Mitsuoka らのモデルに描かれている Halobacteria 脂質の極性頭部

の位置をもとに、内外に三残基ずつ増やすことで決定した。図 4-8A から、特に

bR 分子の細胞質側界面に荷電アミノ酸が多く存在することがわかった。さらに電

荷分布には偏りがあり、細胞質領域に負電荷脂質が多く、細胞質側界面に正電荷

脂質が多いということもわかった。この細胞質側界面およびループ領域における

荷電残基の数は、今回用いた Mitsuoka らのモデルとは異なる構造モデルを用いて

もほぼ同じであった［68］。従って、細胞質側の界面領域に存在する正電荷アミ

ノ酸が脂質の負電荷頭部のカウンターパートの役割を果たしていると考えられる。

実際に bR の立体構造解析により正電荷アミノ酸残基と脂質との特異的な結合が

観察されるとの報告もいくつかある［69, 70］。Grigorieff らは脂質分子の役割を

調べた電子線回折の結果から、二次元結晶中の bR 三量体の配向および三量体間

距離が長距離静電相互作用の影響を強く受けることを示唆している［71］。図４

-8B に、図 4-8A で決定した bR の細胞質側界面領域の分子構造を示す（PDB ID; 

1M0L）［72］。細胞質側界面領域に正電荷アミノ酸残基が集中していることは、

この図からも明らかである。DMPC 分子の正味の電荷は中性なので、脂質二重層 
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の物性は溶媒塩濃度とはほぼ独立であり［44, 73, 74］、溶媒中の塩が再構成膜に

およぼす影響はここでは無視できる。従って今回得られた結果から、bR の正電荷

アミノ酸残基間にはたらく静電斥力によって二次元結晶形成が阻害されたと結論

づけられる。さらに紫膜 bR については、負電荷頭部を持つ Halobacteria 脂質が

図 4-8：bRの電荷分布と細胞質側界面における荷電側鎖の配置

（A）bRのアミノ酸が膜にどのように配置しているかを、立体構造情報をもと
に配置した。各アミノ酸を一文字表記で示しており、青色は塩基性（正電荷）
残基、赤色は酸性（負電荷）残基を表す。
（B）bRのX線結晶構造（PDB ID；1M0L）をもとに、細胞質側から見た（A）
の「Cytoplasmic interface」領域におけるアミノ酸残基、側鎖、および脂質分
子を描画した。青色は塩基性（正電荷）残基を、また黄色は脂質分子を表す。

A

B
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bR の細胞質側界面に存在する正電荷アミノ酸残基と相互作用していると考察さ

れる。従って、紫膜 bR の二次元結晶の高い安定性は静電相互作用による引力に

よって説明できる。 

上記のことを踏まえて、再構成膜中での bR 二次元結晶形成のモデルを検討し

た。まず、溶媒塩濃度を高くすることで二次元結晶融解点が上昇したことから、

静電遮蔽によってゲル相での自由エネルギーが低下したと考えられる。脂質がゲ

ル相の際の再構成膜の自由エネルギーは、 

NAAμAA + NBBμBB （A；bR B；脂質） 

NAA；分離した結晶に含まれる bR 分子の数 µAA；結晶中の bR のポテンシャル

エネルギー  

NBB；脂質相に含まれる脂質分子の数 µBB；脂質相中の脂質分子のポテンシャ

ルエネルギー  

と表せる。また、二次元結晶が融解しているとき、 

NAAμAA+NBBμBB > NABμAB 

NAB；bR および脂質の全分子数 µAB；相溶状態のポテンシャルエネルギー 

が成立する。bR 間にはたらく静電相互作用は斥力であるため、静電遮蔽によって

μAA は小さくなり、二次元結晶融解が起こりにくくなったと考えられる。次に二

次元結晶形成とデバイ定数の関係について図 4-9 のようなモデルを考えた。N 個

の負電荷を持つ直径 d の会合体を考える。ここで d は 2 つの会合体が近付くこと

のできる最小距離でもある。２つの会合体が接触する際のポテンシャルエネルギ

ーは以下のように書ける。 

 

 

静電遮蔽の効果はκで表され、N はΔ[θ]と正の相関を持つと考えられる。2 つの

dd
eNU

κε +
=

1
122
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会合体が接触した際の距離 d はほぼ一定であるとすると、会合体間にはたらく斥

力のポテンシャルエネルギーは N とκの関数であると近似できる。（d が十分大き

ければ斥力は無視できる。）今回得られた結果はこのモデルでよく説明できる。な

お、ここではほぼ同じ N を持つ会合体同士の斥力を考えたが、大きな会合体に小

さな粒子が接触する場合（N1>>N2）では図 4-9 における斥力ポテンシャルエネル

ギーの N2 が N1 となり、影響の大きさは変わるがκに対する傾向はほぼ変わらない

ため、どちらのモデルがより妥当かについては、本研究の結果からは決定するこ

とができない。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ゲル相（相分離 ） ゲル相（相分離）

N- N- 2N-

d

図 4-9：二次元結晶形成とデバイ定数の関係のモデル
本研究の結果から静電遮蔽効果によって二次元結晶形成が促進されることがわかった。
この結果からbRの二次元結晶形成に関するモデルを考察した。

・塩濃度（κ）が上がるとポテンシャルエネルギーが下がる → Nが大きくなる。
・Nが大きくなるとポテンシャルエネルギーが上がる → 会合体同士が接近できなくなる。
→二次元結晶の大きさには限界がある。

再構成膜がゲル相であっても、静電遮蔽によってそのbRの二次元結晶の度合いが変化す
ることから、二次元結晶形成は膜中のbR会合体間のポテンシャルエネルギー（イオン半
径）に依存すると考察される。

膜を上から見た図

膜を断面方向
から見た図

CDスペクトル
二極性強度

弱い 強い

静電遮蔽
（塩濃度・κ）

低い 高い
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4.4 第 4 章の総論 

本章では溶媒中の塩化ナトリウム濃度を変化させ、DMPC 再構成膜における bR

二次元結晶形成への静電遮蔽の影響を調べた。DMPC 膜がゲル相のときに形成さ

れる bR の二次元結晶形成は可視領域の円二色性測定（560 nm 付近）の二極性パ

ターンによって評価できる。本研究結果において、二極性パターンの振幅は塩化

ナトリウム濃度の増加に伴い系統的に増幅された。この可視 CD スペクトル振幅

の増加と Debye 定数の強い相関から、静電遮蔽によって静電斥力が弱まることで

DMPC 再構成 bR の二次元結晶の度合いが抑制されることが示された。bR のアミ

ノ酸配列と立体構造に基づき、私たちは DMPC 再構成膜中では脂質相分離に起因

する引力と bR 分子間の静電斥力との相互作用バランスによって二次元結晶を形

成しているというモデルを提案した。また、分子間の静電相互作用に着目した実

験を行い、中性脂質膜中では bR 分子間にはたらく静電相互作用は斥力支配的で、

紫膜中では負に帯電した脂質を介して静電的に中和し bR の自己会合に寄与して

いる可能性を示した。  
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第 5 章 

 DMPC 膜に再構成したバクテリオロドプシンの二次元結晶融解 

  条件下での不均一な構造安定性 

 

5.1 背景 

［1.4 第 5 章への問題提起］で述べたように、二次元結晶融解条件下でも bR

はプロトンポンプ活性を持つ［50］が、その活性効率は紫膜 bR の半分以下にな

っている［51］ことが知られている。では二次元結晶形成は bR の光照射下の構

造安定性に、どのような効果を与えているのだろうか？第 3 章の結果として二次

元結晶が融解することで bR の光退色現象が誘発されたことから、bR-bR 間相互作

用による構造安定化が示唆された。光退色現象について詳しく調べると、紫膜中

の bR（pH 7.0）では速度定数の異なる 2 つの退色成分を持つ［52］が、可溶化

bR（pH 7.0）［32, 33］、アルカリ条件下の bR（pH 10.0 以上）［40, 41］では 1

成分で起こることが報告されており、これらの結果から光退色現象における 2 種

類の速度定数と bR-bR 間相互作用との関連が示唆されている。しかし二次元結晶

融解条件下で、どのような bR-bR 間相互作用の効果があるのだろうか？一般に bR

は二次元結晶融解条件下では均一に分散していると考えられているが、それが正

しいとすると、光照射下での不均一な bR 構造安定性を説明するのは難しい。そ

こで第 5 章では DMPC 再構成 bR の二次元結晶融解条件下での光退色の反応速度

論解析を行い、構造安定性の側面から bR-bR 間相互作用について考察した。 
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5.2 結果 

まず最初に本章で用いた DMPC 再構成 bR の二次元結晶融解温度を調べるため

に、200 から 700 nm で CD スペクトル測定を行った（図 5-1A）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

二次元結晶の融解 (CD at 580 nm)

DMPC再構成bRの可視領域CDスペクトル
（10-70˚C・100 mM リン酸バッファー・NaClなし）

図 5-1：DMPC再構成bRの二次元結晶融解

（A）DMPCのゲル-液晶相転移温度を含む10-70˚Cの温度領域で測定した
DMPC再構成bRのCDスペクトル（暗中）。
（B）580 nmにおけるモル楕円率の温度変化。この図から、DMPCの主転
移温度付近（15-27.5˚C）の温度領域で二次元結晶が融解したことがわかる。

A

B
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第 3 章の結果と同様、10°C での CD スペクトルは 560 nm を中心とした顕著な二

極型を示したが、DMPC の相転移温度付近から温度上昇に伴いその二極型は消失

した。二次元結晶の融解曲線を作成するために可視 CD スペクトル二極型におけ

る負の極大である 580 nm でのモル楕円率を温度（10-70°C）に対してプロット

したのが図５-1B である。この結果から本研究に用いた DMPC 再構成 bR サンプ

ルの二次元結晶融解は 15-27°C 以上で起こることがわかった。しかし注目すべき

点は、30°C から 60°C という暗中での熱退色がほとんど観察されない温度領域に

おいて、580 nmでのモル楕円率が少しずつ現象しているように見える点である。

この 30°C 以上での変化については後に議論する。 

次に熱退色および光退色における bR の熱安定性を調べるため、私たちは暗中

および光照射下での 1 時間における退色の温度依存性（10～70°C）を調べた。bR

の吸収スペクトルにおいて、Lambert-Beer の法則より（［第 2 章］参照）Abs560

は bR の濃度と吸光係数の積である。従って、退色実験後（図 2-3A、スペクトル

c）の Abs560 を実験前のスペクトル（図 2-3A、スペクトル a）の Abs560 で規格化

することで、実験によって退色しなかった bR の割合が得られる。これを可逆性

と定義する（［2.2.3 紫外・可視吸収測定による bR の構造安定性評価］参照）。

DMPC/bR 比 = 150 で再構成した bR を 100 mM リン酸バッファー（NaCl を含ま

ない）に懸濁したサンプルの熱退色および光退色の結果（吸収スペクトル）を図

５-2A に示す。この図は光照射下の bR は暗中の bR よりも退色しやすいことを意

味しているため、光サイクルの励起状態にある bR の構造安定性が基底状態の bR

よりも低いことがわかった。図５-2B に、異なる DMPC/bR 比（150 および 285）

で作成した再構成 bR の熱退色・光退色挙動を示した（100 mM リン酸バッファ

ー・pH 7.0）。熱退色実験（暗中）では、DMPC 再構成 bR は 60°C 以下では不可

逆な退色を起こさず（安定）、一方光退色実験（可視光照射下）では 30°C 以上で

不可逆な退色が起こった。つまり、DMPC 再構成 bR では 30～60°C という広い

温度領域において光退色現象が観察された。また再構成膜中の脂質/タンパク質は

暗中・光照射下に関わらず、bR の構造安定性にほとんど影響しなかったことから、

bR の熱退色・光退色開始温度は bR と DMPC 脂質二重層の性質によって決まるこ 
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L/P比=150、NaClなしでの退色実験結果

図 5-2：DMPC再構成bRの暗中・光照射下で行った退色実験結果

（A）L/P比=150、NaClを含まないバッファー中のDMPC再構成bRの退色実験より
得られた吸収スペクトル変化を示す（インキュベーション時間60分、急冷・暗中
インキュベーションの後10˚C・暗中にて再測定）。
（B）熱安定性におけるDMPC/bR比の影響を調べた。図中ピンク色の帯は図5-1より
得られた二次元結晶融解温度領域。（●；L/P=150・暗中、○； L/P=150・光照射
下、▲； L/P=285・暗中、△； L/P=285・光照射下）
（C）熱安定性における塩濃度の影響を調べた。図中ピンク色の帯は図5-1より得ら
れた二次元結晶融解温度領域。 （●；NaClなし・暗中、○； NaClなし・光照射下、
▲； NaCl 1.0 M・暗中、△； NaCl 1.0 M・光照射下）

A

退色挙動におけるL/P比の影響 退色挙動における塩濃度の影響
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とがわかった。同様の方法で、バッファー中の塩濃度（NaCl なし、NaCl 1.0 M）

の影響を調べた（DMPC/bR 比 = 150、100 ｍM リン酸バッファー・pH 7.0）結

果を図５-2C に示す。ゲル相の再構成膜中における bR の二次元結晶形成における

バッファー塩濃度の影響について第４章に記述した［関連論文 2］が、これとは

対称的に熱退色および光退色挙動への高塩濃度の影響は確認されなかった。 

次に、インキュベーション時間を変えた際の可逆性（Reversibility）の変化（5

分～16 時間）を各温度で調べ、不可逆な退色の速度解析を行った。一例として

30°C・光照射下における相対的 Abs560 のインキュベーション時間依存性を図 5-3

に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5-3：DMPC再構成bRの退色曲線（30˚C・光照射下）
インキュベーション時間を変えて光退色実験を行い、各実験より得られた可逆性の
値をインキュベーション時間に対してプロットした（5分-16時間）。X軸はインキュ
ベーション時間（上軸；秒、下軸；分）、Y軸は可逆性を対数で表示した。
得られた退色曲線は最小二乗法（本文参照）によりフィッティングし、反応速度論
解析を行った。

30˚C・光照射下でのDMPC再構成bRの退色曲線
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退色曲線は最小二乗法を用いて double-exponential での減衰としてフィッティン

グした。フィッティング式は以下の通り。 

 

 

このとき、a1、a2 は各退色成分の割合を意味し、k1、k2 は各退色成分の退色速度

定数を意味する。退色曲線が single-exponential で表される場合、その反応は A→

B という二状態間の遷移反応であることを意味し、一方 double-exponential で表

される場合はいくつかの反応（退色）経路が考えられる。紫膜 bR の光退色現象

は double-exponential での退色であることが Yokoyama らによって既に示されて

いる［22, 23］が、図 5-3 に示したように DMPC 再構成 bR の光退色の時間変化

（退色曲線）も double-exponential の関数で表すことができた。今回得られた

DMPC 再構成 bR の退色速度論解析の詳細は後述（［5.3 考察］参照）する。 

異なるインキュベーション時間で測定した DMPC 再構成 bR の可逆性から各温

度、暗中・光照射下での退色曲線を作成した（図 5-4）。また、この速度論解析か

ら得られた各パラメータを表５-1 に示す。この退色速度論解析で用いた全てのデ

ータポイントは各条件における DMPC 再構成 bR の可逆性（完全に基底状態に戻

った際の Abs560 の値から算出した、退色（変性）していない bR の割合）を意味

するため、光照射や高温インキュベーションに起因する遷移状態の影響は無視で

きる。また、速度論解析に用いたデータ数は多くないが、各データポイントはす

べて独立の測定によって得られることから、各データポイントの信頼性は十分高

い。本研究では 16 時間という長時間の実験を行っているため、表 5-1 に示した

ように 60°C 以下・暗中でもゆっくりとした single-exponential の退色が観察され

ており、また 70°C 以上では暗中でも速い退色成分が観察されることがわかった。

Double-exponential decay で起こる退色現象は膜中の bR 特有の現象［40, 41］で

あり、非イオン性界面活性剤であるオクチルグルコシド、Triton X-100 に可溶化

した bR の光退色は single-exponential の減衰で起こることが既に報告されている

［32, 33］。 
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70˚C

60˚C
50˚C
40˚C

暗中でのDMPC再構成bRの退色曲線

光退色でのDMPC再構成bRの退色曲線

70˚C

60˚C

45˚C
50˚C

40˚C
30˚C

25˚C20˚C

15˚C

図 5-4：各温度（暗中・光照射下）の退色曲線

DMPC再構成bRの退色速度論解析を暗中・光照射下、15-20˚Cで行った。各条
件での退色曲線を図に示す（上図；暗中・各温度、下図；光照射下・各温度）。
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暗中および光照射下での退色速度論解析により得られた DMPC 再構成 bR の光退

色の 2 つの速度定数の温度依存性を図 5-5A に、熱退色および光退色の速い速度

成分の割合を図５-5B に示す。いずれもピンク色領域は図 5-1 より得られた bR 二

次元結晶融解の温度領域を表す。表 5-1 および図５-5A からわかるように、DMPC

再構成 bR の光退色における速い退色成分の速度は遅い退色成分の速度に比べて

約 2 桁以上速かった。一方、速い退色成分の割合は 30°C での 0.5 から 60°C で

0.7 へ段階的に増加しており、2 つの速度成分の割合が温度依存的に変化している

ことがわかった。先述の通り、この温度領域では bR の二次元結晶が融解してい

ることは既に確認した（図 5-1 および図 5-5・ピンク色領域）。これらの結果から

DMPC 再構成 bR の光退色現象は、二次元結晶が完全に融解しているにも関わら

ず、2 成分の退色成分からなることがわかった。膜中で bR の二次元結晶が融解し

ていることから、bR 分子の存在する環境が基本的に均一であると考えられる。従

って、本研究結果で確認された二次元結晶融解条件下での「2 種類の退色成分」

は、構造安定性の異なる 2 種類の bR が混在することを強く示唆している。 

表5-1：暗中および光照射下での退色実験から得られた減衰曲線の解析結果
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速い退色成分

遅い退色成分

光退色

熱退色
（暗中）

図 5-5：DMPC再構成bRの退色速度論解析より得られたパラメータ

（A）光退色における速い退色成分および遅い退色成分の速度定数を温度に対してプ
ロットした。
（B）暗中・光照射下で調べた退色曲線より得られた、速い退色成分の割合を温度に
対してプロットした。
DMPC再構成bRの光退色でも、紫膜と同様、明らかに二成分での退色が起こることが
わかった。また、速い退色成分の速度定数上昇と割合が増加する温度領域がほぼ一致
した。

A

B

DMPC再構成bRの退色成分の速度定数

DMPC再構成bRの速い退色成分の割合
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この bR の構造安定性における不均一性の原因を調べるために、高温・光照射

下での bR の構造変化に着目した。 
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図 5-6：DMPC再構成bRの光退色実験における吸収スペクトル変化

（A）吸収スペクトルの測定方法。「暗中」では測定中・インキュベーション中に関わら
ず常にサンプルを暗中におき、「光照射下」では高温インキュベーション中の時間 t の間
（図中b）のみサンプルを光照射下におく（［2.2.3 紫外・可視吸収測定によるbRの構造
安定性評価］参照）。
（B）光退色実験時のスペクトル変化を示す。a は実験前のスペクトル（10˚C・暗中）、
b は光を連続照射１時間後に測定したスペクトル（30˚C・光照射）、cは光照射中止と同
時に急冷したサンプルを暗順応に戻した後で測定したスペクトル（10˚C・暗中）。560 
nmの吸収が光照射により減少し、これに対応して400 nm付近の吸収が増大することから、
光照射によって、基底状態とは異なる状態が蓄積していることがわかる。しかしこの400 
nmの吸収は、bRを暗順応状態に戻すことで消失し、基底状態（560 nm）に戻った。

（C）暗中（左図）・光照射下（右図）における50˚C・60分での吸収スペクトル変化。カ
ラーのスペクトルは図（A）におけるb点で測定したもの、点線のスペクトルは図（A）の
c点で測定したスペクトルである。400 nm付近のピークの出現は光照射下で特異的に観察
された。

暗中・50˚C・60分での
吸収スペクトル変化

c

光照射下・50˚C・60分で
の吸収スペクトル変化

c

光照射下・30˚Cでの吸収
スペクトル変化（b；60分）

bおよびcでの
吸収スペクトル

A
B

C
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図 5-6A および B に示すように、bR の暗中・光照射下での退色を評価する指標で

ある「可逆性」は、図 5-6B におけるスペクトル a とスペクトル c の Abs560 から

算出した。これは 10°C・暗順応状態で比較することで、bR の状態変化によって

Abs560 が減少する影響を排除するためである。実際に、図 5-6B のスペクトル b か

らもわかるように、高温インキュベーション中には bR の状態変化によって Abs560

が減少し 400 nm 付近に吸収極大が現れた。この 400 nm に吸収を持つ bR への

変化は可逆で、暗中・4°C インキュベーションによって 560 nm に戻った（図 5-6、

スペクトル c）。この結果から、高温インキュベーションに対して比較的安定な bR

の存在が示された。ここで、私たちはこの 400 nm に吸収極大を持つ化学種を（光

サイクルの中間体 M が 410 nm に吸収極大を持つことから［34-36］）「M-like 中

間体」と呼ぶことにする。図 5-6C に暗中・光照射下での、50°C・60 分での吸収

スペクトル変化（b）と 10°C・暗順応で再測定したスペクトル（c）を示す。図中

の赤色囲み領域からわかるように、この M-like 中間体は光照射下でのみ確認でき

た。 

そこで光照射下での 560 nm および 400 nm における吸収変化を調べた。特に

本研究では、遊離したレチナールに起因する 370 nm の吸収増加の影響を排除す

るために、400 nm の吸収の出現・消失を図 5-6 におけるスペクトル b とスペク

トルｃを比較を行うこととした。光照射・高温インキュベーション中から 10°C・

暗順応状態に戻した際の 560 nm および 400 nm の吸収変化（スペクトル c‐b）

を図 5-7 に示す。吸収スペクトル測定では、一般的に短波長ほど光散乱による誤

差の影響が大きくなるが、再構成膜の分光測定では波長依存性だけでなく、高温

でも光散乱が大きくなる。このため、Abs400 については（特に高温で）S/N 比が

低くなり、その結果、図 5-7 の 30°C 以上に見られるように高温でのデータはば

らつきが大きくなる。400 nm での吸収変化に対して、一方、560 nm では全ての

測定条件において散乱の影響が十分小さいため、信頼性の高いデータを得ること

ができた。DMPC 二重層がゲル相であり、なおかつ bR が二次元結晶を形成して

いる 20°C 以下では光退色は起こらないことがわかっているが［関連論文 1］、こ

の温度領域での Abs560 の変化は比較的大きかった（0.035～0.030）。そして DMPC
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二重層の相転移温度付近では、Abs560 は 0.015 付近まで回復しており、20°C 以下

の場合に比べて約半分にまで減少した。一方、光退色現象の起こる 30°C～60°C

の温度領域では Abs560 の変化値はほぼ一定であった。図５-7 において特に興味深

いのは、Abs560 と Abs400 の変化の温度依存性が対称的な点であり、M-like 中間体

の出現と 10°C・暗順応による bR 基底状態への回復度合いがカップルしているこ

とがわかった。M-like 中間体は光照射・高温条件で一時的に蓄積するが、不可逆

な退色に対しては比較的安定で 10°C・暗順応に戻すことで bR 基底状態（Abs560）

に戻ったと考えられる。今回示された比較的安定な M-like 中間体の存在から、光

退色の際に見られる構造安定性の異なる二種類の bR は、速い退色速度定数を持

つすぐに退色する bR と、遅い退色速度定数を持つ M-like 中間体を経由して退色

する bR の二種類に起因する可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

560 nmの回復

400 nmの減少

図 5-7：DMPC再構成bRのM-like中間体から基底状態への回復の温度依存性

光照射下から暗順応へ戻した際のAbs560とAbs400の変化を示した。Abs560と
Abs400の変化の温度に対する挙動は対照的であることから、Abs560の回復と
Abs400の減少はカップルしていることがわかる。

DMPC再構成bRのM-like中間体から
基底状態への回復
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図 5-6C に示したように、暗中では光照射下のような顕著な吸収ピークの出現

は観察されないが、高温インキュベーションによって明らかにスペクトルが変化

した。そこで DMPC 再構成 bR の暗中・各温度における吸収スペクトル変化の温

度依存性を調べた（図 5-8A）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5-8：DMPC再構成bRの暗中・温度ジャンプ後5分における吸収スペクトル変化

（A）暗中・各温度・温度ジャンプ後5分で測定したDMPC再構成bRの吸収スペクトルを示
す。温度ジャンプから5分経過することでセル内の温度が一定になるため、この条件では
熱変性の影響を最小に抑えて構造変化を評価できると考えられる。
（B）各スペクトルから得られた最大吸収波長変化の温度依存性。10˚Cでは560 nmにあっ
た吸収極大が、温度上昇に伴い短波長側にシフトしていることがわかった。図5-2より暗
中・60˚C以下ではDMPC再構成bRは退色しないことがわかっているため、60˚C以下で観
察された吸収波長変化はbRが基底状態以外の状態が出現していることを意味する。

A

B

DMPC再構成bRの吸収スペクトル変化
の温度依存性（暗中）

暗中での最大吸収波長変化の温度依存性
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図 5-8A には暗中・温度ジャンプ後 5 分（サンプル温度が均一になるための時間）

で測定した吸収スペクトルを示した。温度上昇に伴い、Abs560 の減少と、これに

伴う極大の短波長シフトが観察された。先述の DMPC 再構成 bR の暗中における

可逆性評価（図 5-2）および退色速度論解析（表 5-1）により、本実験で用いた

DMPC 再構成 bR は暗中では 60°C 以下では不可逆な退色を起こさないことが既に

確認されている。従って、60°C 以下の温度領域で観察される吸収変化は遊離レチ

ナールには起因しない。このことから、DMPC 再構成 bR は高温条件下では暗中

であるにも関わらず基底状態とは異なる構造をとっていることがわかった。さら

に、各スペクトルがブロード化していることから、構造の異なるいくつかの bR

が混在している可能性も示唆された。そこでこの吸収スペクトル変化の温度依存

性を調べるために、図 5-8A の各吸収スペクトルの極大吸収波長（λmax）を温度

に対してプロットした（図 5-8B）。DMPC 再構成 bR が二次元結晶を形成している

10°C 付近でのλmax は 560 nm で、これは紫膜中の bR の暗順応状態とよく一致し

た。二次元結晶の融解温度領域である 15°C から 20°C にかけてλmax は少しずつ

短波長シフトし、27°C では 555 nm であった。そして 27°C から 60°C にかけて、

λmax は 554 nm から 533 nm まで短波長シフトした。 
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5.3 考察 

本研究では DMPC 膜に再構成した bR の特性を調べ、二次元結晶が融解してい

る 30°C から 60°C における bR の構造安定性に着目した。30°C から 60°C という

温度領域では、DMPC 再構成 bR は暗中では退色せず安定だが、可視光連続照射

下では退色してしまう［関連論文 1］。本研究ではこの温度領域において、いくつ

かの興味深い現象を発見した。 

DMPC 再構成 bR の光退色速度論解析の結果、速度定数が約 100 倍以上異なる

2 種類の退色成分が確認された。また 30°C から 60°C の温度領域で、この速い退

色成分の割合は温度上昇に伴い 0.5 から 0.7 へ増加した。従って、この 2 種類の

bR は潜在的に分類されているのではなく、いずれも基底状態から何らかのプロセ

スを経て派生した状態であると考えられる。一方、光照射下での吸収スペクトル

から M-like 中間体の存在が明らかになった。この M-like 中間体は低温（4-10°C）・

暗順応状態に戻すことで基底状態の bR に戻ることから、光照射・高温インキュ

ベーションによる退色に対して比較的安定であることがわかった。速い退色成分

の割合の増加（すなわち遅い退色成分の割合の減少）に伴い、M-like 中間体から

基底状態へ復元する割合が減少した。このことから、遅い退色成分は M-like 中間

体に起因することが示唆された。上記の考察に基づき、本研究では bR の光退色

現象における 2 種類の退色成分は、すぐに退色する bR（速い退色速度定数）と、

M-like 中間体を経由して退色する bR（遅い退色速度定数）に起因する、というモ

デルを作成した。 

次にこの M-like 中間体について、光退色の速度論解析結果をもとに考察したい。

上述のように、すぐ退色する bR も M-like 中間体を経由して退色 bR も、どちらも

基底状態から派生する状態であった。また、M-like 中間体は光照射下でのみ出現

することから、光反応によって生成される状態であると考えられる。この場合光

退色現象が Double-exponential で表されるような反応プロセスには二通りの可能

性が考えられる（図 5-9）。 
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本研究における光退色の速度論解析から、k1 は k2 より 100 倍速いという結果

が得られているため、図 5-9A の「安定性の異なる光中間体に起因する場合」の

退色プロセスが正しいとすると、その退色曲線は Single-exponential になる可能性

が高く、本研究の結果と矛盾する。従って、DMPC 再構成 bR の光退色現象のモ

bRGS

PI1PI2

Bleach Bleach
k1k2

k3 = R1×k1+R2×k2

bRGS

PI1

Bleach
k1

bR??

Bleach
k2

安定性の異なる光中間体（光サイクル）に起因する場合

光中間体と、光サイクルに属さない状態に起因する場合

図5-9：Double-exponentialの減衰で表される光退色現象のモデル

bRGS；基底状態のbR
PI；光サイクルに属する光中間体
bR？？；光サイクルに属さない状態
BLEACH；退色したbR
k；速度定数

光サイクル

光サイクル

※ k1 » k2の場合、光退色現象は以下に
表されるk3を持つsingle-exponentialで
の減衰として表される。

Rは光サイクルにおける素反応の速度
定数およびk1、k2のバランスよって決
定する重み。

退色成分は一成分になる。

退色成分は二成分になる。

A

B
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デルとして図 5-9B に示した「光中間体と、光サイクルに属さない状態に起因する

場合」がより妥当である。光サイクルに参加している bR は速い速度定数 k1 で不

可逆に退色し、光サイクルとは独立の状態である M-like 中間体（図 5-9B 中の

「bR？？」に対応）は遅い速度定数 k2 で退色する。二次元結晶融解温度以下でイン

キュベーション時の温度が低いほど Abs560 の減少幅および Abs400 の増加幅が大き

かった。この結果から、基底状態の bR から M-like 中間体を生成する反応は光照

射によって進行し、逆に、M-like 中間体から基底状態の bR へ戻る反応は温度に

よって進行することが考察される。このモデルは、Abs410 の減衰速度が温度上昇

に伴って速くなるという Dencher らの結果とも矛盾しない［51］。一方、退色速

度定数 k1 から速く退色する bR の寿命を算出できる。DMPC 再構成 bR の光退色

において、速く退色する bR の寿命は 60°C で約 30 分、30°C で 3.5 時間であり、

これは bR の光サイクルに含まれるどの素反応よりも遥かに長い［63, 75-77］。従

って、サンプルを光照射下から暗中・4°C に移すことで、光サイクルに参加して

いたすべての bR は瞬時に基底状態へ戻ることができる。Dencher らは pH 5.0 で

の DMPC 再構成 bR（L/P 比 = 106）の暗順応の速度論解析結果に基づき、30°C

では k = 7.9×10-4、5°C では k = 9.1×10-5 であること、さらに温度を下げた場合

や酸性にした場合だけでなく、二次元結晶を形成することでも暗順応の速度が遅

くなることも示している［51］。Dencher らの報告している結果と本研究の結果

は実験条件が異なるため（pH 5.0 と pH7.0、L/P 比 = 106 と 150）厳密に比較す

ることはできないが、仮に pH が 7.0 から 5.0 に下がることで速度定数が約 1.6

倍になり［51］、L/P 比の影響がほぼ無視できるとする（図 5-2B）と、30°C では

遅い退色反応の速度定数が 5.0×10-7（表 1）で暗順応の速度定数は 2.4×10-4 と

概算できる［51］。同様に、Dencher らのアレニウスプロットを参考に再構成 bR

の暗順応の速度定数を 50°C まで概算することができ、その結果、30°C から 50°C

までの温度領域では光退色の k2 よりも暗順応の速度定数の方が 103 から 104 倍速

いことがわかった。従って、サンプルに照射していた可視光を遮断することで、

光サイクルに参加していた bR だけでなく、M-like 中間体についても優先的に基

底状態へ戻ることができることがわかった。以上の考察から、本研究で提唱した

モデル（図 5-9B）は、光退色、光サイクル、暗順応における各速度定数から見て
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も矛盾しないことが示された。 

上述の通り、M-like 中間体は光サイクルとは独立の状態であり、かつ、基底状

態から光反応によって生成し、熱反応によって基底状態に戻る bR であることが

示唆された。続いて、この M-like 中間体と二次元結晶の関係について考察する。

光退色の速度論解析によって得られる退色曲線が 2 種類の退色成分で表されるの

は既に報告されている紫膜中の bR（pH 7.0）［40, 52］と本研究で調べた DMPC

再構成 bR（pH 7.0）である。紫膜 bR の光退色現象では、速い退色成分割合の増

加と二次元結晶融解度合いは対応しており、80°C で速い退色成分・遅い退色成分

の割合は約半分ずつとなる［52］。この結果は本実験で得られた DMPC 再構成 bR

の二次元結晶融解および速い退色成分の増加の温度依存性とも一致した。この結

果から、M-like 中間体は bR の二次元結晶融解によって生成される種類であるこ

とが示唆された。M-like 中間体は光照射・二次元結晶融解の両方の条件がそろっ

た場合にのみ生成することがわかったが、次に暗中・二次元結晶融解条件下の bR

の状態に着目したい。図 5-8B に示したように、二次元結晶融解条件下の DMPC

再構成 bR は暗中であるにも関わらず基底状態とは異なる構造をとることが示唆

された。この原因として熱揺動による基底状態の構造のゆらぎが考えられる。図

5-1B で見られた 30°C 以上でのモル楕円率の低下は、この bR の構造揺らぎによ

る吸収極大の変化に起因すると考えられる。しかし、30°C 以上では吸収極大の短

波長シフトだけでなくスペクトルのブロードニングも起こっていたため、構造の

異なるいくつかの bR が混在していることが示唆された。この構造の異なる bR の

混在が M-like 中間体出現の原因である可能性も考えられる。つまり、二次元結晶

融解・高温という条件下で既に複数の構造を持つ bR が混在しており、ここに光

が照射されることで、ある bR は光サイクルに参加し、またある bR は M-like 中間

体になる、といった構造変化の可能性も考えられる。 

続いて二次元結晶融解条件下で、どのようにして M-like 中間体が生成されるか

について考察したい。光退色現象において M-like 中間体の寄与がない、すなわち

1 成分の減衰曲線を描く場合として、可溶化 bR（pH 7.0）［32, 33］および紫膜

中の bR（pH 10.0 以上）［41］が挙げられる。M-like 中間体は二次元結晶が融解
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しているだけでなく、bR が膜に存在し、かつ、溶媒 pH が中性のときに出現する

種類であると考えられる。この 3 つの条件から、M-like 中間体が出現するために

は膜界面領域および水溶性ドメインの電荷が重要であることがわかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

pH 10.0 以上で光退色の減衰曲線が 1 成分になった［41］ことから、M-like 中間

体の出現に塩基性アミノ酸が重要な役割を果たしていることがわかった。図 5-10

に示したように、bR の細胞質側ループに塩基性残基であるリジンとアルギニンが

存在する。このループは一般に「EF ループ」と呼ばれる領域である。C 末端のル

ープ領域をパパイン処理によって切除した紫膜 bR を用いて光退色実験を行った

場合、光退色の減衰曲線は 2 成分で表されること、さらに bR の光退色挙動にほ

等電点
K；9.75

R；10.76

図5-10：bRの電荷分布

M-like中間体が出現するためには、bRが膜に貫通する際の方向（配向）
と溶媒pHが中性であることが重要であった。紫膜bRにおいてpH 10.0以
上の溶媒中での光退色実験では、退色曲線がSingle-exponentialで表され
る（M-like中間体が出現しない）ことがわかっている。このことから塩基
性残基であるリジン、アルギニン（図中・赤色領域）の存在の重要性が
示唆された。
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とんど影響を与えないことが、Yokoyama らによって既に報告されている［52］

が、EF ループの重要性を示す直接的な報告はまだない。しかし、EF ループはプ

ロトンポンプの際に、隣の三量体中の bR と相互作用することが Shibata らによっ

て報告されている［78］。第 3 章で記述したように、膜界面および水溶性ドメイ

ンにおける bR-bR 間静電相互作用が bR の自己会合に寄与していること［関連論

文 2］を踏まえると、おそらくこの EF ループを介した bR-bR 間相互作用は荷電ア

ミノ酸による静電相互作用であろう。こうした事実を踏まえると、M-like 中間体

が出現する条件として、EF ループを介した bR-bR 間の静電相互作用が重要である

と言えるかもしれない。ここで、本章の背景で示した疑問「二次元結晶融解条件

下で、どのような bR-bR 間相互作用の効果があるのだろうか？」を検証したい。

本研究で用いた DMPC 再構成 bR 試料には、タンパク質成分は bR しか含まれてい

ない。背景にも記述したように、一般に bR は二次元結晶融解条件下では均一に

分散していると考えられている。しかし、EF ループを介した静電相互作用によっ

て M-like 中間体が出現しているとすると、二次元結晶融解条件における bR の複

合体形成を考慮する必要がある。 

最後に、二次元結晶融解条件下での bR の複合体形成の可能性を検証したい。

まず Gulik-Krzywicki らは DMPC 再構成 bR の電子顕微鏡観察を行い、脂質/タン

パク質比（モル比）が約 120 から 800 という条件では、二次元結晶融解条件下

でその粒子径分布は 4.5 nm と 7.5 nm に 2 つのピークを持つと報告している［25］。

彼らはこの 4.5 nm 径の粒子は bR の単量体であり、7.5 nm 径の粒子については

正確には判断できないとした上で 4 分子以下の bR に起因するものであると結論

づけている。また Yokoyama らの報告によると、光退色した紫膜 bR において分

子間βシート構造がフーリエ変換赤外分光測定で観察され、このβシート構造は bR

の水溶性ドメインにあるループ間で形成されていることが示唆されている［40］。

さらに、このような機能の異なる単量体からなる複合体形成は、bR のアナログで

ある G タンパク質共役受容体（GPCR）においても報告されている。GPCR におけ

る非対称な複合体形成に関する研究から、GPCR が二量体を形成してコンフォメ

ーション変化を起こすことで、一方の GPCR のリガンド結合活性を変えるシステ
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ムが明らかになっている［78］。こうした機能的に非対称な複合体形成は bR や

GPCR のような膜タンパク質では一般的なシステムなのかもしれない。
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5.4 第 5 章の総論 

本章では DMPC 膜に再構成した bR の二次元結晶融解下における光退色の反応

速度論解析を行った。二次元結晶融解条件下での DMPC 再構成 bR の光退色速度

論解析を行った結果、30°C から 60°C という温度領域で 2 種類の速度定数で表せ

る光退色現象が観察された。この結果は二次元結晶が融解している広い温度領域

において、光退色に対する構造安定性の観点から複数種類の bR が混在している

ことを示した。次に高温インキュベーション中の bR の吸収スペクトル変化から、

光照射下でのみ 560 nm における bR の吸収の減少に伴って 400 nm に吸収ピー

クが出現・増大することがわかった。この 400 nm に現われたピークは光照射に

より一時的に蓄積するが、４°C・暗順応状態で再測定を行うと、400 nm から 560 

nm に戻った。本研究ではこの 400 nm に吸収極大を持つ化学種を「M-like 中間

体」と呼ぶこととした。基底状態（560 nm）および M-like 中間体（400 nm）の

増減の温度依存性を調べた結果、基底状態へ回復する M-like 中間体の減少と光退

色における遅い退色成分の増加が対応していた。また、DMPC 再構成 bR の M-like

中間体は、暗中での高温インキュベーションでは観察されなかったため、光反応

で生成する種類であることが示された。これらの結果から、二次元結晶融解条件

下で顕著に観察された 2 種類の光退色成分は、光サイクルを経由して退色する bR

（速い速度定数を持つ）と、光サイクルとは独立の状態「M-like 中間体」を経由

して退色する bR（遅い速度定数を持つ）の 2 種類に起因することが示唆された。

さらに、1 種類および 2 種類の退色速度定数を持つ光退色現象の比較から、M-like

中間体の出現には、二次元結晶融解・光照射・bR が膜に存在すること・表面電荷

が維持されること、の 4 つの条件が重要であることがわかった。これらの条件は、

bR が膜上で平面拡散した上で、お互いに相互作用（静電相互作用）するための条

件であると推測できる。この推測に基づくと、二次元結晶融解条件下での、bR-bR

間相互作用による複合体形成の可能性が示唆された。 
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第６章 総論 

 

本博士論文では、膜タンパク質複合体形成に重要な物理化学的相互作用の解

明、およびそのタンパク質の動的構造安定性（機能中の構造変化）における分子

間相互作用の重要性を調べるために、バクテリオロドプシン（bR）を人工脂質膜

に再構成した系を用い、bR の二次元結晶形成機構および bR の複合体形成の持つ

生理学的意味について議論した。この結果、以下の結論を得ることができた。 

（1）再構成 bR の二次元結晶融解は再構成膜の相転移に誘発された。また、bR

の光退色現象は二次元結晶融解によって誘発された。 

（２）再構成 bR の二次元結晶形成は相分離と静電斥力のバランスによるもので

あった。また、紫膜中の bR の二次元結晶形成には、脂質－bR 間にはたらく静電

相互作用が重要であることが示唆された。 

（３）二次元結晶融解条件下でも、光退色現象は 2 種類の退色成分によって起

こった。また、2 種類の退色成分はすぐに退色する bR（速い）と M-like 中間体

bR（遅い）であることが示唆された。 

今回得られた結論から bR の二次元結晶形成およびタンパク質間相互作用の生

物学的意味について考察する。 

まず第 4 章より、再構成膜中では bR 膜界面領域における静電斥力の効果によっ

て bR の二次元結晶形成が阻害されることがわかった。このモデルは紫膜 bR にお

ける二次元結晶形成の生物学的意味も示唆している（図 6-1）。bR の細胞質側膜

界面領域の正電荷アミノ酸残基が負電荷を持つ脂質極性頭部によって中性化され

ていると、bR の細胞質側ループ領域には負電荷残基が多く存在するため、bR 二

次元結晶の細胞質側表面における負電荷密度が高くなり、結果的に膜の細胞質側

表面で低 pH 条件が実現する。つまり bR の二次元結晶領域では膜表面でプロトン

濃度が高くなると予想できる。従って、bR が二次元結晶を形成していることでプ

ロトンポンプ機能をより高めることになり、二次元結晶形成は高度好塩菌にとっ
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て大きな利点をもたらしていると考えられる。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 5 章では二次元結晶融解条件下の bR 動的構造安定化における bR-bR 間相互

作用の可能性が示唆された。bR は二次元結晶を形成することで全ての bR 分子が

機能に参加できるが、二次元結晶融解条件下では bR が複合体を形成し、機能を

維持する種と、その動的構造の安定化に貢献する種が混在するというシステムが

考察される。従って、bR は二次元結晶形成によって、より多くの bR 分子の動的
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bRが二次元結晶を形成している場合（pH 7.0）
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図 6-1：bRが二次元結晶を形成することの生物学的意味１
（A）bRが二次元結晶を形成しているときの、膜表面のイオン雰囲気の模式図を示す。
（B）bRが二次元結晶を形成していないときの、膜表面のイオン雰囲気の模式図を示す。
帯電表面におけるカウンターイオン濃度は表面電荷密度と正の相関がある。bRの膜表面
（水溶性領域）には負電荷残基が多く存在するため、会合によって表面電荷密度が上が
る。これにより紫膜表面にはカウンターイオンであるプロトンが集まりやすくなり、結
果的にプロトンポンプ活性を促進できるシステムであることが考察される。

bR

細胞質側

細胞外側

細胞質側

細胞外側 bR

+ +
- - -

+ +
- - -

bRが二次元結晶を形成していない場合（pH 7.0）

A

B
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構造安定性を確保していると言えるであろう。 

本博士論文では膜タンパク質のモデルとして bR を人工脂質膜へ再構成するこ

とにより、その複合体形成機構および複合体形成の生物学的意味について考察し

た。 
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