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１． 微生物型ロドプシンと細菌の走光性

微生物型ロドプシンは真正細菌や古細菌などの主に単細
胞微生物のもつ光受容型の膜タンパク質である．すべての
微生物型ロドプシンは７回の膜貫通ヘリックスからなる共
通構造を持ち，さらに共通の発色団として all-trans 型のレ
チナールをその内部に結合する．そしてこのレチナールが
光を吸収すると all-trans 型から１３-cis 型への異性化が起こ
り，それをきっかけとしてタンパク質の構造が大きく変化
し，さまざまな機能が光によって発現する．そしてこのよ
うな微生物型ロドプシンの大部分は光駆動型の外向きプロ
トン（H＋）ポンプであり，高度好塩古細菌 Halobacterium
salinarum の持つバクテリオロドプシン（BR）１）のほか，海
洋性細菌の持つプロテオロドプシン（PR）２）などが知られ
ている３）．これまで微生物型ロドプシンは高度好塩古細菌
など，一部の生物種にしかないと考えられてきたが，近年

環境メタゲノム解析の発達などにより，真正細菌，古細菌
そして真核生物にわたる非常に広範な生物種から微生物型
ロドプシンが発見されており，今ではその数は５，０００種類
以上に及ぶ．
その一方で H. salinarum などは BR以外のロドプシンも

持つことがわかっており，それには細胞の内側へ塩化物イ
オン（Cl―）をポンプするハロロドプシン（HR）４，５）や細胞
の走光性のセンサーとして機能するセンサリーロドプシン
（SR）がある．このうち SRについてはセンサリーロドプ
シンⅠ（SRI）とセンサリーロドプシンⅡ（SRII）の２種
類が存在し，前者は緑色～赤色の比較的長波長の光に向
かって遊泳する正の走光性のセンサーとして働くのに対
し，SRIIは青色光に対して細胞が回避行動をとる，負の
走光性に関与することがわかっている６）．さらに長波長側
の可視光で活性状態になった SRIは，紫外光に対して負
の走光性を示すことも知られている（図１）．
SRIと SRIIはそれぞれトランスデューサータンパク質

（Htr）と呼ばれる，巨大な細胞質領域を持った膜タンパク
質と細胞膜中で結合し，SR二つ，Htr二つのヘテロ四量
体型複合体を形成する．SRI，SRIIはそれぞれ別の種類の
Htr（HtrIおよび HtrII）と結合し，光励起された SRから
のシグナルをタンパク質の構造変化を介して Htrが受け取
り，さらに Htrは細胞質中で結合している CheA／CheW複
合体へとシグナルをリレーする（図１）．このとき SRI／HtrI
を可視光で活性化した場合は，正の走光性のためのシグナ
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センサリーロドプシン（SR）は真正細菌や古細菌などの走光性に関わる，光受容型膜タンパ
ク質である．細胞内にはおよそ４，０００個の SRが存在し，そのわずか１％が光によって活性化
するだけで，細胞の遊泳をコントロールすることができるといわれている．この高感度な光セ
ンシング機能は，細菌が微弱な光に応答するために重要である．そしてこれを可能にするため
に，同じ膜中にあるトランスデューサータンパク質や細胞内に存在する Cheタンパク質から
なる，細胞内シグナル増幅機構が関わっていると考えられているが，その詳細は明らかになっ
ていない．本研究で我々はフェルスターエネルギー移動（FRET）法を用いて，１分子の解離
や結合を直接可視化することができる全反射１分子蛍光顕微鏡を新たに構築し，SRの信号伝
達機能の解明に向け，ロドプシンの観察に応用した．
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ル伝達が行われ，CheAは CheYのリン酸化を阻害するこ
とで，最終的にべん毛モーターの反転頻度を下げ，正の走
光性を達成する．逆に活性型の SRIが紫外光を吸収する
場合や，SRIIが青色光を吸収した場合には，CheYのリン
酸化を促進し，べん毛の反転頻度を上昇させ，負の走光性
へとつながる．この Cheタンパク質を介したべん毛モー
ターの回転制御は，大腸菌などでよく調べられている，走
化性受容体による走化性制御のものと同一である．そして
リガンドの添加などが必要な走化性受容体と比べ，SR／
Htrの系は光による容易な制御が可能であり，それを用い
てシグナル伝達メカニズムを調べることで，微生物の走性
全般に関連した重要な知見が得られると期待され，さまざ
まな研究が行われている．
これまで SRI，SRIIともに in vitro における光反応ダイ

ナミクスは非常に広範な研究が行われてきたが，その一方
で細胞内における振動伝達過程についての研究はほとんど
行われていない．過去の研究から H. salinarum の菌体中に
は約４，０００個の SRIと４００個の SRIIが存在すると見積も
られている７）が，たとえば SRIのうち，わずか１％という
非常に少数の分子が活性化されるだけで，細胞の遊泳パ
ターンに変化が現れるといわれている．これは SRI約４０
個分に相当するが，これほど少数ではべん毛の回転パター
ンを変えるには不十分である．そこで一般的には受容器か
らの信号は微弱な光シグナルを捉えるため，Cheタンパク
質に伝達される段階でシグナルの増幅が行われると考えら
れている．たとえば大腸菌の走化性受容器では一つの受容
体が３６個の CheAキナーゼを活性化するという報告もあ
る８）．しかしこれは最も典型的な大腸菌の走化性受容器の
場合であり，HtrIが同様に信号増幅を行っているのかは明
らかになっていない．しかし少数の活性化分子がどのよう
にして細胞の運動を制御するのかを理解するためには，信
号増幅機構の解明が鍵となる．そこで我々は分子の数を直
接カウントすることができる１分子観察法を用いて，光励

起された SR／Htr複合体が何分子の CheYと相互作用し，
どれぐらいの効率で信号を増幅するのか，その解明を目指
して研究を行っている．

２． 走光性のシグナル伝達過程の１分子観察

SR／Htr／CheW／CheA複合体から CheYに信号を伝達する
際には，必ず両者の間に分子の結合が起こることが必須で
あり，１回の結合ごとに１分子の CheYが活性化されると
考えられる．すなわち SR／Htrを活性化した後，CheAが
何分子の CheYと結合し，活性化するのかをカウントする
ことができれば，この過程での光シグナルの増幅率を求め
ることができる．この二つの分子の結合と解離を観察する
代表的な手法に，蛍光励起エネルギー移動（FRET：För-
ester resonance energy transfer）観察法がある．FRET観察
法は二つの色素の間のフェルスター型共鳴エネルギー移動
（電子の交換を必要とするデクスター型のエネルギー移動
と異なり，二つの色素の間で分子衝突を必要としないエネ
ルギー移動）を利用したもので，これはある蛍光色素
（Donor）を光励起した際に，もう一方の色素（Acceptor）
の吸収スペクトルと Donorの蛍光スペクトルの波長域が
十分に重なり，かつ二つの色素の分子間距離が数 nm以下
にまで接近している際に生じる現象であり，このとき Do-
nor色素からその励起エネルギーが Acceptor色素に移動
し，Acceptorからの発光が観察される．この励起エネル
ギーの移動効率は色素間の距離の６乗に反比例するため，
二つの色素間の距離が小さくなるほど，FRET効率が上昇
する（図２A）．したがって，Donorと Aceptorそれぞれの
蛍光強度から，二つの色素間で移動するエネルギーの割合
を求めることで，互いの色素間の距離情報を得ることがで
きる．
この FRETを１分子観察に応用したものが，１分子

FRET観察法であり，蛍光顕微鏡を用いて Donorと Accep-

図１ SR／Htrおよび Cheタンパク質群による，走光性のためのべん毛の回転制御
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tor色素それぞれの１分子蛍光と，それらの間のエネル
ギーの移動効率をみることによって，単一の分子の結合や
解離をリアルタイムで観察することができる手法である．
そして FRETの起こる時間を計測することで，分子の結合
に要する結合時間や，結合の頻度が求められる（図２B）．
またタンパク質のような巨大分子では，さまざまな分子的
な性質が均一なものにならず，分子ごとに差が生じること
が一般的である．１分子測定ではこのような分子の個性と
もいえる性質の差についても調べることができ，多数の分
子を対象としたマクロな実験からは得られない，さまざま
な知見を得ることができる．
本研究では一方の蛍光色素で標識した SR／Htr／CheW／

CheA複合体をガラス基板上に固定し，さらに溶液中に存
在するもう一方の色素で標識された CheYとの間の FRET
を１分子測定することで，互いの結合をリアルタイムで観
察する．このときロドプシンを光励起した際に何分子の
CheYが活性型の CheAと相互作用するかを計測すること

で，信号増幅率を決定することが可能であり，目的とする
信号増幅率の定量的な研究を行うことができる．

３． 分子観察法

蛍光１分子観察を行う上で，光受容タンパク質である，
ロドプシン特有の問題として，通常の蛍光観察に用いる観
察光では，ロドプシン自体が不必要に活性化されてしまう
ということがあげられる．我々の研究では SRの光活性化
に伴って，どの程度 CheAと CheYの結合が変化するのか
をみるため，常時観察光によって SRが活性化されること
を避ける必要がある．そのために我々はロドプシンのもつ
吸収（図３，～６００nm）より，十分に長波長側に吸収を持
つ蛍光色素を用いることで，観察光によるロドプシンの光
励起が回避できると考えた．その一方で Donorおよび Ac-
ceptorとして用いる色素の間には，十分に FRETを起こす
だけの Donorの蛍光スペクトルと Acceptorの吸収スペク

図２ FRETを用いた１分子観察
（A）FRETを用いることで，分子間の距離が求められる．（B）二つのタン
パク質をそれぞれ蛍光色素で標識し，その間の FRETを１分子観察するこ
とで，タンパク質の結合・解離をリアルタイムで観察し，さらにその頻度
や結合時間などを分子ごとの違いも含めて明らかにすることができる．

図３ SRIの可視吸収スペクトル
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トルの重なりが必要とされる．このような条件を満たす蛍
光色素の組み合わせは非常に限られているが，最も適して
いると考えられるのが，Thermoscientific社製の色素であ
る Dylight６５０と６８０の組み合わせである．それぞれロド
プシンの吸収のない長波長の光で励起することが可能であ
り，なおかつ Dylight６５０の蛍光スペクトルと Dylight６８０
の重なりも大きいことから，十分な FRETが起こると期待
される．
SR／Htr／CheW／CheA複合体の基板への固定には図４の

ようにビオチンとストレプトアビジンの結合を利用して行
う．SRの N末端には Hisタグを導入することが可能であ
り，Ni-NTAを結合させたビオチンを介して，ガラス基板
上のストレプトアビジンに結合させることができる．また
ストレプトアビジン自体もビオチンを結合させた PEGを
介して基板に強固に固定することができる．これによって
SR／Htr／CheW／CheA複合体がガラスと直接相互作用する
ことなく，溶液中の CheYタンパク質と相互作用すること
が可能であり，互いの間のシグナル伝達に伴う FRET効率
の変化を観察することができる．
一方，観察系である顕微鏡の構築について，１分子観察

では微弱な蛍光を捉えるため，なるべく背景光による影響
を少なくすることが求められる．そのためによく用いられ
るのが全反射型の照明法である（図５A）．これはガラスと
水の屈折率の差を利用したものであり，対物レンズから観
察のためのレーザー光を臨界角より浅い角度でガラスに入
射させることで，ガラスと試料界面の間に全反射が起き，
入射光はそこで反射される．しかし，その反射面におい

て，光の一部が試料側へしみ出す形で近接場光の一種であ
る Evanescent光が生じる．この Evanescent光はガラス界
面からおよそ１００nm程度の領域までを照射することが可
能であり，ガラス近傍の非常に狭い領域に存在する分子か
らの蛍光のみを選択的に観察することができ，溶液中の背
景光を極力抑えた測定を行うことができる．
そのため本研究ではオリンパス社製の倒立型顕微鏡の背

面から６４７nmの半導体レーザー光を導入し，対物レンズ
（×６０，油浸）内で全反射させ，試料内に Evanescent光を
生じさせることで，カバーガラス近傍の分子からの蛍光の
みを観察することができる系を構築した（図５B，C）．分
子からの蛍光は同じ対物レンズを用いて集光し，ダイクロ
イックミラーを用いて励起光と分離した後に，観察用のカ
メラへと導入した．本研究では二つの蛍光色素の強度を同
時モニターすることで，その間の FRET効率を求めるが，
そのために浜松ホトニクスより販売されている二つの受光
面を有する Dual型の CCDカメラ（ORCA-D２）を用いた
（図５C）．ORCA-D２カメラは内部に一部の波長の光を反射
し，残りの光を透過する光学ブロックを内蔵しており，新
たに専用の光学ブロックを特注することで，Dylight６５０
と６８０それぞれの蛍光を別々の受光面で観察することを可
能とした．なお ORCA-D２の光学ブロックは容易に取り出
すことが可能であり，Dylight６５０と６８０以外の蛍光色素
の組み合わせであっても，それに応じた光学ブロックを用
いることで，FRET観察が可能である．次節では実際に本
測定系を用いて行ったロドプシンの１分子観察の結果につ
いて述べる．

４． ロドプシンの１分子観察

ロドプシンの１分子観察が前述の顕微鏡で可能であるこ
とを実証するため，まず我々は手順が複雑となる，図４の
ような化学的に分子を基板に結合させる形ではなく，ロド
プシンを脂質二重膜中に再構成し，それを非特異的結合を
用いてガラス表面に吸着させ，さらに全反射型の照明を行
うことで，脂質二重膜中に含まれる分子からの蛍光観察を
行う手法を用いた．
まず測定に用いるロドプシンとして，最終的な目標であ

る SRは比較的安定度が低いため，より安定度が高く，試
料調製が容易な blue-proteorhodopsin（BPR）９）を用いた．蛍
光観察用の色素はタンパク質を標識する際に，マレイミド
反応を用いてシステイン（Cys）残基に結合させる必要が
ある．しかし BPRは表面に露出した Cysを持っていない
ため，そのままでは標識を行うことができない．そこで膜
貫通ヘリックス間をつなぐループ部分に Cysを導入した
変異体を新たに構築した．そしてロドプシンの発現は大腸
菌 C４１（DE３）株を用いて行い，n-dodecyl-β-D-maltoside
（DDM）に可溶化後，C末端に付加された Hisタグ配列を利
用した，Ni-NTAアフィニティーカラムによる精製を行っ
た．精製後の試料はタンパク質と脂質のモル比が１：２００

図４ 全反射照明を用いた CheAから CheYへの信号伝達過程
の１分子観察法
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～５００程度になるように，脂質二重膜中に再構成した．こ
の際の脂質には１，２-dioleoyl-sn-glycero-３-phosphocholine
（DOPC）を用いた．なお可溶化から再構成の過程におい
ては Cysの酸化を防ぐため，すべて DDT存在下で調製を
行った．そして二重膜への再構成後，試料を遠心すること
で，膜を沈殿させ，さらに上清を交換することで，溶媒か
ら DDTを取り除いた．その後タンパク質のおよそ２倍の
モル量になるように蛍光色素を加え，１時間程度マレイミ
ド反応を進行させた後，再び遠心することでロドプシンに
結合していない蛍光色素を取り除いた．
カバーガラス上への脂質二重膜の固定は，間に両面テー

プをはさみ込むことでわずかに隙間を作ったカバーガラス
の間に，ロドプシンを含んだ脂質二重膜の懸濁液を毛管現
象を利用して流し込み，自重でガラス表面上に吸着させる
ことで行った．さらにガラス表面に結合しなかった余分な
試料を，バッファーのみを流すことで洗い出したのちに，
水の蒸発による試料の乾燥を防ぐため，スライドガラスの
四方をマニキュアを用いて封じた．そのようにして作製し

た試料の蛍光像を観察したところ，脂質二重膜が数十 μm
以上の非常に大きな塊として存在していることがわかっ
た．これは通常のピペッティングでは，それ以上の破砕が
難しいためであり，新たに脂質二重膜を断片化することの
できるミニエクストルーダーを用いて，スライドガラス添
加前に試料の小片化処理を試みた．ミニエクストルーダー
は二つの対向するシリンジの間にサブ μm～μmサイズの
径のポアが開いたメンブレンフィルターをはさんだ構造を
しており，そのフィルターを通して溶液を行き来させるこ
とで，溶液中に含まれる脂質二重膜のサイズをメンブレン
のポアと同程度の大きさまで小さくすることができる．こ
のようにして処理した試料の蛍光像を観察したところ，確
かに膜の小片化に成功し，数 μm以下の小さなスポット上
の輝点として蛍光が観察されるようになった（図６A）．
これらの輝点のうち強く光るものについては，レーザー

光を照射し続けると，蛍光色素のブリーチングによる強度
の減少が指数関数的なものとなり，ここからこのような強
い発光を持つ輝点は，多数の蛍光標識されたロドプシンが

図５ 本研究で用いている全反射型１分子蛍光顕微鏡
（A）全反射照明法を用いることで，ガラス近傍に結合した分子からの蛍光を選
択的に捉えることができる．（B）本研究で用いた顕微鏡の概略図および（C）顕
微鏡本体，（D）Dual CCDカメラの装置写真．

１６４

生化学 第８６巻第２号（２０１４）



密集したものからなることが示唆された．その一方で図６
Bに示したような，非常に明るさが低く，顕微鏡の空間分
解能に近い大きさの輝点については，指数関数型ではな
く，ステップ型の消光を示した．またその消光のタイミン
グは隣り合う輝点どうしであっても異なっており，これら
弱い輝点からの蛍光は，まさに１分子の蛍光ラベルされた
ロドプシン由来のものであると考えられる．
以上のことから，今回構築した我々の顕微鏡は十分にロ

ドプシンの１分子観察に用いることができる感度を有する
ことが実証された．図６に示した蛍光は単一の色素で標識
されたロドプシン単体のものであるが，今後は蛍光標識し
た SR／Htr／CheW／CheAを膜に固定し，それと CheYとの
結合・解離過程を１分子 FRET法で観察することで，そこ
から光信号の増幅過程について詳細な知見を得ることを目
指す．

５． 今後の展望

近年メタゲノム解析の発達などにより，数千種類の微生
物型ロドプシンの存在が明らかになっており，生物学にお
けるその重要性が非常に大きくなっている．その中にはカ
チオンチャネルや遺伝子発現制御，外向きナトリウムポン
プなど２０００年以前には予想もされていなかった機能を持
つロドプシンも存在し１０～１３），一方でそれらを神経細胞など
の光操作に用いた，オプトジェネティクス分野の発展な

ど１４，１５），微生物型ロドプシンを取りまく研究は多方面に大
きな拡がりを見せている．そしてこれまで日本を含む各国
の研究により，ロドプシンそのものの光反応ダイナミクス
については，レーザー分光などを用いることで，非常に詳
細に明らかにされてきた１６）．その一方で細胞生物学的な観
点から微生物型ロドプシンの関与する細胞内プロセスにつ
いて調べた研究例は非常に限られている．中でも SR／Htr
が関与する Cheタンパク質を介した細胞の走光性のため
の信号伝達過程については，ほとんど何も解明されておら
ず，光受容体であるロドプシンとべん毛モーターの回転が
どのようにつながっているのか，発見から３０年以上が経
過した今なお，その詳細は不明である．
これに対し我々が今回新たに構築した全反射型１分子蛍

光観察用顕微鏡は，通常の１分子蛍光顕微鏡よりも長波長
の蛍光色素や励起レーザーを用いることで，不必要な分子
の活性化に邪魔されずに，ガラス基板に固定されたロドプ
シン分子に対する１分子 FRET観察を行うことができる．
そして今後は SR／Htrからのシグナルが CheYに受け渡さ
れるまでの間にどの程度の信号増幅が行われるのを，直接
的に明らかにすることができると期待される．これはわず
か数十分子の活性化によって，細胞の遊泳方向が決定され
るという長年の疑問に答えをもたらすものであり，細胞内
におけるロドプシンの役割について新たな観点から調べる
ことを可能にするものである．
これまでロドプシンについて１分子観察を行った研究例

図６ ロドプシンの１分子蛍光像と，その強度の時間変化
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は非常に限られている１７）．しかし１分子観察はモルオー
ダーの試料を対象とした実験では調べることができない，
少数の分子の関連する生理現象や，それぞれのタンパク質
分子のもつ構造揺らぎやさまざまな物理量の分布などを明
らかにすることができる唯一の手法である．そして今後は
我々の構築した顕微鏡を用いることで，SR／Htr／Cheタン
パク質の間の信号伝達過程だけでなく，ロドプシンが関わ
るさまざまな生命現象の研究に応用することで，光生物学
における少数性というこれまでまったく調べられていな
かった問題について，その詳細な解明を目指していく．
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