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１, 研究のねらい 

細胞膜上に存在する様々な膜受容タンパク質は、光、電位等の外部信号を受けてその構

造を変化させながら細胞内へ情報を伝達すると同時に、この信号を複合的に判断し環境に応

じてその反応を自ら制御できる。この様なタンパク反応機構の解明は、生物の多様な機能の

本質的理解に迫ると同時に、この機能を模したインテリジェント分子のデザインにも寄与すると

期待される。本研究は電極表面上にタンパク質を固定化した"バイオ修飾電極″を構築し、そ

の反応を電位によって制御しタンパク質の持つ複雑で多様な機能を分子レベルで解明するこ

とを目標とする。具体的には、種々の古細菌ロドプシン類の光反応を主な研究対象とする。 

 

２, 研究成果 

この研究で要となるのは、単分子膜の状態を

高感度に観測できる表面増強赤外分光法

（ Surface Enhanced InfraRed Absorption 

Spectroscopy: SEIRAS）という計測法を用い

る事である。SEIRASは電極に吸着した分子

の赤外吸収スペクトルを数十～百倍に増強さ

せる。古細菌ロドプシン類の光反応時のシグ

ナルはタンパク質全体の吸収強度の約５％

程度と非常に小さい上に、単分子膜という極

微量（＜10-9mol/cm2）からのシグナルを捕ら

えるには、SEIRASの増強効果は不可欠となる。二つ目の

要は、電極表面上に規則的に配向しかつ脂質二分子膜

内に再構成された膜タンパク質の単分子膜を構築する事

である。これにはアフィニティークロマトグラフィーの原理

を応用した（図 1）。Ni-nitorilotriacetic acid(Ni-NTA)基を

末端に持つ自己集合単分子膜を電極上に形成し、これに

タンパク上に標識したヒスチジン・タグを特異的に相互作

用させて吸着させる。このタンパク質単分子膜をバイオビ

ーズ等を用いて脂質二分子膜内に再構築する。 

 

2.1 センサリーロドプシン単分子膜の光サイクル反応にお

ける膜間電位差の影響 

図 2 に様々な電位におけるセンサリーロドプシン II（SRII）
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単分子膜の光反応時における構造変化の SEIRA スペクトルを示す。-0.4 V を境にスペクトルが

大きく変化している。SRII は光反応時に幾つかの反応中間体を経るが、この実験条件下では最

も反応速度が遅い中間体がスペクトルとして捕らえられる。ここで＞-0.4V で見られるスペクトル

は O-中間体、＜-0.4V の領域の物は M-中間体に対応する。この変化は-0.4V を境に光反応律

速が O-から M-中間体に移行したことを示している。また電位の変化によって生じる電極表面の

局所的なｐH 変化を特定のアミノ酸残基（Asp193）が感知しプロトン化される事が明らかとなった。

これがシグナル伝達経路の水素結合ネットワークの再配列を誘引し、光センサー分子のレチナ

ール周りの構造を変化させて反応中間体の律速状態をコントロールしている事が示唆された。 

 

２．２ 自己集合タンパク質単分子膜のデザインと評価 

 Ni-NTA自己集合単分子膜をリンカ

ー分子としてタンパク質の単分子膜

を作成する方法は、タンパク質を精

製する為に標識したヒスチジン・タグ

を応用するため汎用性があるが、

反面、条件によってはタンパク質を

励起した際にNi-NTA SAMも同時に

反応して赤外吸収のバンドが重なり、

スペクトルの解析が煩雑になるとい

う欠点が生じる事がある。この欠点

を補う方法として、リンカー分子を介

さずに、直接高配向な単分子膜を作成できるようなタンパク質を作成した。このタンパク質はN末

端にメチオニン(Methionin: M)・アラニン(Alanin: A)・シスチン(Cystein: C)・ヒスチジン(Histidine: H)

の配列を持つためMACHと呼んでいる（図３）。MACHタンパク質を金属電極表面に露出するとヒ

スチジンのチオール基(-SH)を介して直接共有結合的に吸着させる事が出来る。図４に金属表面

に各々ヒスタグとMACHを用いて作成したハロロドプシン(HR)単分子膜のスペクトルの比較を示

す。ヒスタグを介してHRを吸着させると1400cm-1以下の波数領域にNi-NTAによるバンドが強く現

れている（図４a）。これはHRの吸着反応によってNi-NTA基の構造が変化した事に由来するが、

HRよりNi-NTA基がより電極表面に近い

ためSEIRASの性質で強く現れる。この状

態でタンパク質の機能計測を行うと１４０

０cm-1以下の波数領域はこの吸収によっ

て肝心なタンパク質のバンドが覆い隠さ

れてしまう。一方MACHを用いて吸着さ

せると、Ni-NTAのバンドは観測されずよ

り広い波数領域でタンパク質のスペクト

ルの計測が可能となる（図４b）。 

 

2.2 電位変調赤外分光法によるビオロゲンチオール単分子膜の電気化学的酸化還元反応 
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タンパク質単分子膜の反応時の微弱なシグナ

ルを SEIRAS に加えて更に増強しかつ反応のダ

イナミクスを捕らえる方法として「変調時間分解

赤外分光法」を提案した（図 5）。試料分子に対

し周期的に外部刺激を加え、この変調刺激に応

答するシグナルをロックインアンプを通して復

調・増幅する。この時、応答シグナルの変調刺

激に対する位相の遅れを解析することにより試

料の反応速度論的な知見を得る事が出来る。この手法をビオロゲンチオール（メルカプトベンン

ジルビピリジン：MBBP）単分子膜の酸化還元反応のダイナミクス計測に応用した。検出する位相

を変化させるに従いスペクトルの強度が変化し、分子の応答が変調（周波数=17Hz）に対して約

200°の位相角で遅れている（図６a）。これは約３５ｍｓとなり、他の方法で求めたビオロゲンチオ

ールの反応の遅れ時間と一致した。 

また、変調の中心電位を変化させて様々な電位でス

ペクトルを測定した結果、1639cm-1と 1596, 1510cm-1

のバンドでは極大となる電位が異なっていた（図６

b-d）。前者はMBBPラジカルカチオンのモノマーに、

後者はラジカルカチオンダイマーに帰属される。電位

変調したときの、極大電位は夫々の反応種の酸化還

元電位に相当する。各々の極大電位の違いは、モノ

マーとダイマーで酸化還元電位が異なっていることを

示唆している。この様に、電位変調赤外分光法を用

いることにより、電極表面上に混在する夫々の反応

種の酸化還元電位を個別に求める事が可能となる

事が示された。 

 

３, 今後の展開 

SEIRAS を用いて、電極上に固定した古細菌ロドプシン単分子膜の光反応のスペクトルを計

測することに成功した。また、モデル分子（MBBP）を用いて、変調赤外分光法による単分子膜の

反応ダイナミクスを計測することも可能となった。残る課題はこの二つを組み合わせて「古細菌ロ

ドプシン単分子膜の光反応ダイナミクスを計測する」ことであるが、これが未だに成功していない。

主な問題は（１）時間分解計測の際に原因不明のノイズによって生じるアーティファクトバンドが

期待されるシグナルよりも大きい（２）変調赤外分光法をタンパク質に応用したとたんに再現性が

悪くなることである。（１）に関してはハードウェアの問題でありノイズの原因（電源、ポンプ、振動

など）を一つ一つ検証して除去してゆく。また（２）に関しては、再現性の問題はおもにタンパクの

失活によるためであると考えられるので、失活しない実験条件（ｐH、イオン強度、レーザー照射

の強度など）を検証してゆく。 

 

４, 自己評価  

研究課題名が示すとおり、タンパク質単分子膜の時間分解赤外スペクトルを測定する事が
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この研究の第一の課題であった。しかし、現在までの所この目的を果たすまでには至っていな

い。研究初期の段階で、種々の実験条件におけるタンパク質単分子膜の定常状態の計測か

ら、膜タンパク質反応に対する膜間電位の影響を観測できた事は大きな成果であった。この成

果と、過去の時間分解赤外スペクトル計測の経験から、本研究はスムーズに進行できるもの

と多少楽観視していたが、ふたを開けてみると未解決の実験条件が多数残ってしまった。研究

実施場所の移動で、新しい海外研究機関との契約の調整や研究室の立ち上げに時間がかか

ってしまった事から、実質的な研究期間が１年半程度であった事も最終課題に至る事が出来

なかった一因として悔やまれる。これらの研究課題は現在も進行中であり、今後、この研究を

継続・発展させてゆくに十分な実験機材を揃える事が出来たことは大きな前進であったと考え

ている。 

 

５, 研究総括の見解 

微小シグナルを定量的に扱うことに積極的に挑戦し、たんぱく分子機能を振動分光から解

明しようとする大変挑戦的な課題であった。表面増強赤外分光法(SEIRAS）および変調時間分解

赤外分光法を計測手法に用いて、光受容たんぱく単分子膜の計測を可能にしたことは大いに評

価できる。研究環境を整備するための助走期間があったため計測したい対象について、必ずし

も完成度の高い成果は得られなったようであるが、これまでの成果を基礎にこれからの発展が

大いに期待される。動的な挙動を追跡しようとする野心的な研究を継続いただきたい。 
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