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3H－1H交換反応による視物質

　　　　　　　　　高次構造の研究

世古口 雄

Co貧f◎rma乞ional　S撫dy　of　Rhodopsin　by

Means　of　3H－1H　Exchange　Technique

Yuzo　SEKOGUTI

　　Cattle　and　spuid　rhodopsin－dig圭ton沁complexes（τhodopsin　micells），　which

had　been　incubated　with　tritiated　water，　were　passed　through　a　column　of

Sephadex　G　25　for　removing　free£ritiated　water．　The　tr圭t至ated　r｝iodopsin

micells　were　mixed　w三£h　free　water　to　estimate　the　rate　of　3正｛一王H　exchange．

out　react圭on．　The　cattle　rhodopsin　micell　displayed　slower　exchange．out

reaction　at　acidic　pH　tha簸　at　alkaline　pH，　and　also　the　reactions　were

accelera£ed　w圭th　irradiation　at　both　pHs，　王n　the　case　of　squi（董rhodopsin

m呈cell，　the　promo£ive　effect　of　l圭9ht　was　observed　in　the　early　perio（玉of

irradiatiQn．

　　Assum熱g　that　the　preparations　used　in　the　prese就experime臓ts　contain

oitly　rhodops　in　molecules，　the　numbers　o｛exchanged　hyδrogen　atoms　per

arhodops沁molecule　were　calculated　a£81－101　according　to　the　formula

deseribed　by　Englander．　It　was　a茎so　suggested　that　two　to　three　exchangeable

hydrogens　are　exposed　by　light　in　the　ca枕1e　preparation　and　the　numbers

of　s貸ch　hydrogen　atoms　are出ree　in　the　squid　one．　Furthermore，　compared

w呈th　the　data　describe（玉by王）owner＆£ng王an（まer　a瓢i　Osborne，　the　results

obtained　in　this　experiment　were　discussed　in　some　deta呈ls　abo就℃he　orig呈r主s

of　exchangeable　hydroge登s　exposed　by　light．

　　脊椎動物の視物質・onドプシンは網膜の軒体外節（ROS）内沼板膜中に局在して，円板膜タ

ンパク質の85％以上を占め1）・2），この視物質としての糖タンパク質が，円板膜のラメラを貫通

して存在していると考えられている3）－10）．視物質は光を吸収することにより，光エネルギーを

電気現象に転換するミ引金作用。として視覚初期過程に直接関与するζいわれている．さて
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視物質が光退色するに伴い，まず早期受容電位（ERP）が発生し1D，次いで晩期受容器電位

（LRP）が誘導される．これは暗状態では視細胞の外節部分にNa－currentが流入しているのが．

照射で外節の形質膜の電気抵抗が増すことで過分極性電位を発生するに至る12）。これが細胞外

からはERP及びLRPとなって誘導されるに至るものと考えられる．上記の細胞内電位が過

分極を生ずる機構として，Ca一仮説が提鵬され，視細胞外簾で照射をうけると円板膜に存在す

る視物質の構造変化から膜透過性の変化を生じ，円板膜中に含まれていたCa一イオンが細胞

質中に放出され，これがTransδucerとして，形質膜に存在し，暗状態で閥放されていたN寂一

Channelを閉じるに至ると仮定した13）．このCa一モデルの実証として，視細胞のうちROS

が光で脱分極を生じ，Ca一イオンを放出するとの主張14＞をはじめ，多くの糞験が行なわれてい

るcf．！5）．しかし45Ca－40Ca交換系をウシ網膜のROSで調べた結果からは，　Ca一モデルを旗接

実証できないで，なお検討を要するとしているぴ6），また，光退色ロドプシンの燐酸化蹴！8）や

ウシ網膜のROS中に含まれるcGMPを開裂するフォスフォディエステラーゼ（PDE）が光

で活性化される19）ことが知られ，これらの代謝系の役翻がCa一モデルと関連して注竸されてき

たがcf・　15）・20＞，最近では網膜ROS中に光誘導で生ずる30Kタンパク質（あるいは30K／3◎K－P

の増大）がTransduct圭onとして役立つ21）とか，“Negative　CG　Transmitter”の系を考える22＞

などの仮説が提出されて，何れもCa一モデルの考えより優れていると主張している．従って

ROS中に禽まれる視物質・mドプシンの光化学反岱に由来する引金作用に端を発する現象を

閥題にしていることは闘違いないので，光退色に伴うmドプシンの高次構造変化が注目される，

mドプシンの高次構造の研究については，すでにUV域での差吸双23）・24＞，　ORD（旋光分散）25），

CD（円二色性）26）・27）などの灘定による検討など多くの実験が行なわれてきた‘∫’15）’28）．著者ら

は研究グループ活動の一部として，3H」H交換技術に注灘し，ウシewドブシンのジキトxン娘

出液（ロドプシン液）に3Hを含む水（THO）を加え，ロドプシン・ジキトニン錯化合物（u

ドプシン・ミセル）を3H一ラベルし，主に交換放出（Exchange－out）反癒からロドプシンの蕎

次構造を追究する実験を試みてきた．この3H一交換反応は高分子化会物（霊合体）やタンパク

質などの構造硬究に有力な道具として使われ29）一’31），特にベプタイド鎖中の水素の状態の検患

に役立つ31）とされている．この立場から光退色に伴うnFプシンの構造，特にオプシンの高次

構造変化に注Kして，ラベルしたmドプシン・ミセルにみられる交換放患反癒とその速度に対

する光効果を調べてきた．実験結果の一部は既に報告されている32）・28）．ところが，最近，

Downer＆Englander33｝，Osborne，　H．　B．34）が相次いで，3H一交換法を粥いて，　mドプシンの構

造，とくにROS中のこの視物質の高次構造を追究した実験結果を発表した．両者で膜申での

Oドプシンの荏在状態に対する考察が異なり，われわれがえた光効果の結果とも必ずしも一致

していない様である．本論文では，ウシmドプシン液だけでなく，イカmaドプシン液でも問様

な実験を行なったので，それもとり上げ，先述の異なった結果とわれわれの結果とを検討する

ことにした．
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　なお水研究実験は吉沢透博士（現京大。埋・生物物理・教授）と協同で行なわれたものであ

り，実験結果は昭和50年8月（1975）13本学術審議会援助による1ヨ米交流シンポシウムとして

米国イリノイ大学で行なわれた際発表したものを引用したことを特にことわっておきたい．敦

た本研究は1紹文離省科学研究費をうけ実施されたものである．

§案験材料と方油

　動物材料：ウシの場合はと殺場から死後10分以内の新鮮な摘出眼をえて氷箱に暗保し，研究

室に運んだ．網膜はく離は氷冷しながら，暗室，赤ランプのもとで行なわれた．

　イカの場合は，山陰島根半島の漁港で主としてケンサキイカ（Dorytenthos　Kensaki）を購

入，新鮮な材料から暗室で眼球摘出を行ない，マホウ瓶申にドライアイスで冷凍保存して研究

室に運び，ディープ・フリーザーに貯え，必要に応じて使嗣した．

　ロドプシンの抽出：ウシロドプシンの調製には，はく離網膜50枚を集め，普通に用いられる

砂糖の比重差を用いた勾配沈澱法2のを少し改良し，出来るだけ純度を高くする方法で，ROSを

調製した．操作はすべて暗室赤ランプのもとで氷冷しながら行なわれている．分離したROS

は明バン固定と石油工一テル処理を行なった後，2％ジキ1・ニン液（M／i5燐酸緩衝液，　pH

6。46）でwドプシンを抽出した．

　イカmドプシン抽出の場合には，明バン固定と石油X一テル処埋とは共に行なわず，ウシの

場合以」二によく水洗してから2％ジキトニン液（M／10燐酸緩衝液，pH　6．1）を用いた．イカ

の試料は実験7のみに使用された．

　3H－IH交換反応に用いたロドプシン液は予めコロジオンバッグ（Pharmachia製）で濃縮し

た．ウシmドプシンの場合でAAsoo。mは3～5，イカではAA4ss。mが7．2～7．8であった．　ま

た分光学的純度は，ウシmドプシンでは，P40e／sooが0．　23～0．31，　P27e！500が2．8～3．5であり，

イカではP39014s5が0．28～0．35，　P27sAs5が3．0～3．5であった，

　3H一交換販込み（Exchange・in）反応：ロドプシン液中にTHOを加え（37～100mc），暗保

のまま3°Cで4～7臼間インキュヴェ　一一トした．次いでこの液をセファデックス（Sephadex）

G25を10cmの高さにつめたカラム（直経1．2cm）に通し，溶出するロドプシン分画を集めて

ラベルされたロドプシン・ミセルを調製した．ラベルされたmドプシン液は0°Cで氷冷し約1

時間暗保した後，次の実験に用いられた。

　ラベルされた臼ドプシン・ミセルからの3H一交換放出反応：ラベルされたnvドプシン液を試

験管に分注し（各0．5m1つつ），照射実験群と対照群とに分け，0°Cで560nm以±の燈色光

で実験側を照射し，一定時間毎に各アリコートを両群から同時にとり出して液体窒素で凍結固

定した。その後，液体窒素をトラップにしたガラスの特製凍結乾燥機で十分に脱水乾燥した。

　放射能測定：乾燥標品を0．3m1のテトラエチルアンモン・ハイドロオキサイドと8mlのエ

タノールに溶かし，　DPO（2，5－d圭phenyloxazole，49／toluene，11）　とPOP　OP　〔P－bis－2（－5一
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phenyloxazolyl）benzene，0．lg／toluene，11〕とを含むシンチレーション混液10mlを加え，液

体シンチレーション・スペクトurメー一ター（Packard製のTri－Carb並びにNuclear　Cicago

製）で標晶中の3H一放射能を測定した．

§実験結桑

　実験1．suドプシン分画から遊離THOの分離

　wドプシン液にT班0を混ぜた後，直ちにセファデックス・カラムにこの混液を通し，

M／ヱ5燐酸緩衝液（pH　6．46）で溶出させ，1mlつつの分画に分けて，それぞれのesドプシン

量（A27s。mのオプシン量で示す）と3H一放射能とを測定した．結果は図1に示す．この実験

には3Hの全放射能が50憩cであったから，ロドプシン分蘭のうち（10～14ml）後から出る1

部分（金体の約1／4容位）を除表すると，遊離THOに由来する3Hの混入は僅少であること

が判明した．

Fig。1．　Separati◎n　of　Rhodopsin　Micell　from　Free　T鷺O　by　Sephadex　C◎1unm
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　案験2．ロドプシン・ミセルへの3H一交換取込みの晴間経過

　ロドプシン液とTHOとを混合した反応液を3°Cで16日間暗保し，一定隣闘後アリコート

を取り出し，Y・ドプシン・ミセルへの3慧の交換取込みを調べた．結果は図2に示す．

Fig．2．　Exchange・ln　Reaction　in　Cattle　Rllodo隻）sin　Micel｝

　Rhodops三n：（）D500舞m；3．6，］E）agG1500；0．26，　P278／500；2。8

　1ncubation：THO；50磁c，3°C，　pH　6．46，　i漁the　darlく
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　この結果，約4日までに，1）1縛間以内に終る速い取込み，2）数隣間で交換される取込み，

3）それ以上の時間を経て交換されるおそい取込みの，少くとも3過程が存在することが分っ

た．そこで交換放出反応の実験では，交換取込みに引ヨ乃至7麟間を費すことにした．

　実験3．vドプシン・ミセルへの3H一交換取込みに対する光効果

　wドプシン液（AAso。。m：3．0，3m1）にTHO（100mc）を加え，　pH　6．46，3QCで4β間交換

取込み反癒をさせた後，標鮎を照射側と対照（暗保）側とに等分し，照射側を560nm以上の

澄色光で20分間照射した．その後両群とも3°Cで暗保してlH後と2N後にそれぞれアリコー

トを取出し，ロドプシン・ミセルへの3H一交換取込み量を測定した．結果は表1に示す．

Table　1．　Effect　of　irradiation　on　the　rate　of　3H　exchange・in

　　　　reaCtiOn　tO　Cattle　rhOdOpS三n　miCell

Time

1）ark

王rradiated

0 　After　irradiation
l　day　　　　　　　2　days

（cpm／A27Sttm／ml）

690

699 1，　058

1，076 1，061

表中0時間の数値は，光照射を行なう直前の放射能測定値である．この結果は，2日迄の間
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に，一時的に交換取込み速度が保進される様な光効果を示したが，操作上均一性がえにくく，

十分検討を要することが考えられたので，光の影響を観察するには，交換放出反応速度に対し

て行なう方が望談しいと判断された．以後の実験条件にはこの交換放出反応を選んでいる．

　実験4．ロドプシン・ミセルの覗一交換放出速度に対するpHの影響

　ラベルされたmドプシン・ミセルから3H一交換放出される速度が反応液のpHで異なるか

どうかを観察した．3H一ラベルの条件は他の実験と岡様であったが，ラベルされたロドプシン

液の分爾は三等分して後，一定蟹のアルカリでpHを調整した（約20分間を要した）．各アリ

1一トには等濃度のmドプシンを含むような一定容量に保った．この場合のロドプシン量は

dA500。mが0．44であった．さらに調整されたpHは5．05，5．95，7。20で，8以上の試料は

えられていない。

　結果を示す図3をみると，蒋間と共にロドプシン・ミセルにラベルされた3Hは急速に失な

われるが，酸性に傾く程緩徐になる傾陶を示した．恐らく酸性に傾く程，交換可能な水素原子

を含む基が溶媒効果（水への接近度）をうけにくい様に埋没する（タンパク分子の疎水性領域

に入り込む）様な結果を示した．

Fig．3．班fect　of　pH　o職exchange・out　Reaction　in　Catlie　Rhodopsin　Mlcei1

　　　　Rhodopsin：P400／5co；0．26，　P278／5Go；3．5

　　　£xchange・in；THO；50mc，3°C，　pH　6．46，4days，魚the　dark

　　　Exchange－out：3QC，　ln　the　dark

　　　　Qβ
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この傾向は後述の実験6－ii）での暗翻の試料を比較しても観察された．すなわち，標昆の反
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応液のpHをみると，酸性試料は6．46で，図5－bに示す方のpHは9，2であり，ラベルして

から交換放出実験を始める1暗間後では，アルカリ側が酸性側に比し，放射能が約1／3に減少

しているのが観察された．

　異験5．ラベルされたロドプシン・ミセルの交換放出速度に対する光の影響

　ラベルされたmドプシン液を折半し，1半を交換放出の実験を行なう直tw　20分間，10°Cで

560nm以上の可視光で照鮒した．その閥他半を対照として暗置した，照射後は試料を3°Cで

暗置し，テスト側と対照側の両方から，アリコート0．5m1つつを取り出し液体窒素で置定し

た．取り出す時間間隔は10分，1時間，2，3，5．5，7．5の各時闘毎である．各アリコートは

醐時に凍結乾燥してロドプシン・ミセルに残存する放射能を測定した．結果は図4Aに示され

る32）・28）．放射能を示す縦軸をログ目盛で表現すると図4Bの（a）のようになった．これらの図を観

Fig．4A．　Exchange・out　Rea（，tion　in　Cattle　Rhodopsin　Micell

Rhodopsin：6．　Om！，　OD500m騒；4．2，　pmo／5Do；0．23，　P278／δoo；2．6

Exchange・in：THO；100mc，3°C，　pH　6．46，7　days

Irradiation：Orange　1三ght（＞560nm），　IOQC，20rn玉n．

王ncubation：3°C，　in　the　dark
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察すると，照射後2時聞位までの間に，テスMftijが交換放出の初速度を増加し，少くとも5．5

時間2｛後はテスト側も対照側も交換放出速度が殆ど等しくなることが判断された．これを確か

める為に，等速度の傾斜を考慮して（図4B－（a）の点線が縦軸と交叉する値を差引く操作を行な

って）初期の数勝間を改めて図示すると，図4Bの（b）のようになり，明らかにテスト側では，

光によって初期速度（約2時闇後まで）が促進されたことを示す直線がえられた．
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　実験6．照射中にみられるラベルされたwドプシン・ミセルからの3H一交換放磁速獲

　3H一交換反応に対する照射の直接効果をみる為に，　OQCで交換反磨させている間檀色可撹光

で照射した．反応液のpHは6．1と9，2とであった．

Fig．5－a．　Effect　of　pH　o・・Exchange－out　Reaction　in　Cattle

　　　　Rhodops量n　Micell　during　Continueing　lrradiation
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　i）反応液のpHが6．1で光効果をみた場禽：照射開始後，1分，10分，20分，30分，60分

間隔にアリコートを取り出した．その後の操作は前実験と同様である．結果は図5－aに示され，

照射側が20分後まで交換放轟速度が増大し，以後は照射されているに拘らず暗鑓と殆ど等速度

で交換反応の進むことが分った．

　ii）pH　9．2の場会：ラベルされたwドプシン液はアルカリ性で光影響をみる薗に予め二部

分に分け，一部分をpH　6．46に調整しおき，アルカリ鰯と比較する目的で同じ条件で照射し

た．結果としては30分照射の標品のみがえられている．然しi）の実験結果と同傾向を示し，

テスト側が対照側に比し，約10タ6放射能を減少していた．なお，次に示すアルカリ性での標品

と実験開始蘭の条件で比較すると酸性側が約3倍放射能が高く，アルカリ側がより交換され易

い水素を含む基の多くなることが判明した，

　アルカリ性での実験は，アリコートをとり出す縛間間隔として酸姓の場合より1条件多く，

45分閣隔を加えた．光効果をみた結果は図5－bに示す．照射側の速度勾配をみるとi）の酸性

の場合と似た傾向を示し，特に増大するようなパターンは観察されなかった．

Fig．5－b．懸ect　Qf脚on　Exchange・out　Reaction　in　Cattle

　　　　RhodGps量n　Micell　dur1ng　Continueing　lrradiation
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　実験7．イカのWドプシン・ミセルを使った場合の光効果

　イカロドプシン液もウシの場合と岡様条件で3H一ラベルを行なった．照射の影響をみる場合

は，分光学的な測定も考慮して，ラベルされたイカmドプシン液をpH　9．2に調整した。照鋭

実験はラベルしたロドプシン液を取り出してから約1暗間後に醐始した．照射光には570nm

以上の可視光を用い，5，10，20，30，45，60の各分毎にアリコートのテスト鰯と対照翻とを

同時に取り出し，それぞれの分画に含まれるロドプシン・ミセルの残葎放射能を測建した．結

果は図6－aに示される．ウシの場合隅様に，イカでも光による3H一交換放出速度が促進される

ことが分った．しかしこの捉進効果はウシの場合と異なり，照射5分までは大きく，以後速度

を示す曲線は傾斜を緩め，約20分以後は殆ど暗側と等速度の直線になることを示した．

　この実験に用いた試料の別のアリコ・一一トで実験条件と岡様に暗保したものを用いて対照とし

実験と同じ照射条件でmuドプシンを退色させて分光学的に調べてみると，騒ひbに示すような

スペクトルがえられた．図から，照射5分後にA485㎜が25．5霧減少し（スベクトルの1）10

分後にはその度合が29％（スペクトルの2）になり，以後吸収は見かけ上増加するようなスベ

クトルを示しながら，30分後はスベクトルの2（10分後）と岡じ吸収スベクトルをとり，変化

Fig．6－a．££fect　of　L重ght　on　Exchange－out｝〈eacヒiolコin　Squ三d　Rhoclol）sl韮1　Mlce重l

　　　　　　　　Rhodops量n；P3go／485；0．238，　P278／485；3。45

　　　　　　　　Exchange・｝n：THO；85mc，0°C，6days
　　　　　　　　Exchange・out：pH　9，2，0°C

　　　　　　　　王rradiation；　＞570nm．
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　　　　　　　　Fig．6－b．　Spectral　Changes　of　SqUid　Rhodopsin

An　aliquot　of　the　preparation　was　irradiated　under　the　same　cond三tions　as　in　F三9．6－a．

　　　　　　　　Curve　A：Before　irracliation

　　　　　　　　Curve　1　：5min．　after　lrrad．

　　　　　　　　Curve　2：After　10min．

　　　　　　　　Curve　3：After　20min．
　　　　　　　　Curve　B：Bleached　by　heating　at　90°C　for　2min．
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しなくなった．みかけ上約70％もoドプシンが残存したような結果であった．

　ロドプシン・ミセル中に含まれる交換可能な水素原子の数の計算について

　mドプシン巾の交換可能な水素原子の数をNとして，標品（urドプシン・ミセル）中のタン

パク質はすべてmドプシン分子のみとみなすと，NはEnglanderにより記載された次式で計

算される30）．

　　N（恥・1ec…）一黒…1…

Co：Tr玉tium　activity　in　the　preparation－tritium　equil三bration　mixture

C：Tritium　activity漁the　rhodops量n　micell

D：Absorbance　Qf　rhedopsin　in　the　aliquot　of　the　preparation

111二Gram　atoms◎f　hy（lrogen　per　liter　of　water

〈1）

ερ：Molar　extinction　coef丑cient　of　cattle　ancl　squid　rhoclopsin　as　40，600　0r　35，000

　本実験では，技術的な誤りが趨て，この計算に使える標品が少なかったが，実験2で用いた

ウシの試料を用い4日後の標品からえられた数値で計算してみるとN＝＝81の値をえた．また

爽験6－i呈）に使った標晶で，ラベルされた薩後のものを用いて計算するとN＝101になった．
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しかしこの試料も実験に移る際には，約1時問経て，pH調整の操作を行なっているが，　pH

6，46側でN・＝72，pH　9．2ではN＝23におちていた（約1／3になることは前述した）．

　次に，ウシのvaドプシン・ミセルから放出される3Hの放射能から交換される水素原子の数

を計算してみると，実験6のデータから，反癒液がpH　6．1の場合，光効果でより交換され易

くなった水素原子の数は，照射20分後で2ケとなり，pH　9．2では30分以上経てからであるが

3ケとなった．なお，実験7で観察したイカの試料では，光効果で交換され易くなった水素原

子の数は照射5分経過して2ケになり，20分後になると3ケになる計算値がえられた．

§考　察

　交換販込み反応について

　セファデックスG25を用いたクmマトグラフィでは遊離THOを分離することは大変有効

な方法である30）ことが図1に示す結果から判明したが，ホ実験では欠点としてその操作に5～

15分間を要し，急速に失われる交換可能な水素を含む基は検出されなかった．特に交換放出の

実験には上記カラムから取り出した試料は1時間暗保してから使用しているのでむしろおそく

交換する水素を含む基を焦点において実験したことになる．従って，Englanderら31｝が考えた

様に，本実験では，主としてペプタイド鎖中の水素を対象に交換反応を観察していたことにな

るかも知れない．

　実験2から本実験条件では3H一交換取込みに約4Bを要しているが，　Osbome34）は窒温1＄

前後で行なっている．われわれはTKOの放射能を考え，低纒を考えて実施したのでよりおそ

く交換される基の水素はラベルされにくかったかも知れない．しかし紬出条件などその弛の実

験条件の差に由来するとも考えられる．

　計算されたロドプシンー分子当りの交換される水素原子の数は実験2から81，実験6からは

101の値をえた．　ウシロドプシンのアミノ酸分析の結果35）・36＞や最近検討されている分子量の

値37）・38）から分子量を35，000～40，000とみてみると，アミノ酸は296乃至322の数値になり，平

均値をとれば，mドプシンのタンパク質オプシンには約308のペプタイド結含手をもつことに

なる。前述のように，本実験でえた交換された3H一放射能からえた水素原子数が，すべてペプ

タイド鎖に由来するとすると，26～33％が緩徐に交換される基になる。大きい値をとると，

Azuma　and　Kito39）がウシドロプシンに含まれるヘリックス量が34．6％とする億に遊い．　と

ころでDowner　and　Englander33）の結果では交換された水素の全量はペプタイド結合手当り

1．05の値でベプタイド結合手300中約200のベプタイドプロトンが遊離しているとしたが，

Osborne34｝が調べた結果では，必ずしもそのように判断されないとして，　IH－2H交換反応法

を使い赤外スベクトロメーターで調べた結果も考慮し4e），ペプタイド鎖中の交換しにくい水素

が約40％であると主張して，この部分は恐らく溶媒が透づきにくい疎水牲領域を形成し，ヘリ

ックス構造をなしていると考えている．ROSの円板中に葎在する場合には，このヘリックス
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構造の紹分がそのまま，リピド2分子層に埋没していると考えられるcf・9）・1ω．またロドプシン

のヘリックス構造金量は50～60傷に達するが41＞一’43｝，表面活性斉1で抽出するとその252e（はヘリ

ックスを失う43）ので，本実験で計算された交換可能な水素数26％は，そうしたペプタイド鎖の

状態の差違に由来するともいえる．また前述の交換水素数81～101と嫡が一定しなかったのも，

実験条件の差だけでなく，抽出ロドプシンのヘリックス量に差異を生じていた為かも知れない．

なお，Wドプシンにはβ一常薄造が検患されないとのことa4）なので，恐らく他のペプタイド鎖の

部分は早く交換されるものと思われる．

　なおイカロドプシン液では，p｝1調整に棚酸塩を使いアルカヴ性にしたが，ウシの場合に比

し，3H一ラベルされた時の放射能が大変低い値を示した．　Osborneの知晃では34），燐酸塩を含

む反応液では3Hの交換取込みが大きく反癒速度が捉進されることを示しているが，ウシとイ

カとで異なったのはこの燐酸塩の場合とその濃度の薄まった場合の差で，醐じ傾向を観察した

ものと考えられる．

　交換反応における光効果について

　実験3で，3H一交換取込み反応速度IC対する光の影響をみて，一時的にその速度を促進する

結果をえたが，なお，検討を要するのでむしろ技術的に儒頼度の高い交換放出反応系を使用す

ることにした．ところで，Downerらが33）ウシでみた繕果退色mドプシン即ちオプシンでは

3H一交換放患反塔が抑制される傾向を示し，実験3の場合に類似している．　しかしカエルの試

料で照射初期の交換放出反亦（メタロドプシンH生成過程）の結果は本実験5～7と岡傾向を

示している．従って光効果は，aの様に3H一交換放出反応の速度を促進するとみる方が信頼出

来る結果と判断し考察を進めたい．

　さて実験5では，図4Aに示す光照射の影響は，　Pグ囲盛で表現し直した図4B－（a）からみて，

照射し終ったi後から3H一交換放出反応速度が速められたことを示唆し，後半でテスト側が

対照の暗側と等速度になることからそれを考慮した光照射直後の初速度をみた図4B－（b）から確

められると考えた．ただし，この実験は暗保一光照射一暗保と実験条件を変えている．そこで

後半の暗保を止め，照射側と対照の暗側で比較する条件にして調べ，さらに，反応液のp班を

酸幡側とアルカリ側と条件を変えて観察することにした．実験6がその結果で，条件を変えて

も光効果は同傾向を示すことが分った．ところで，光照射で交換され易く溶媒に露出するよう

になった基の水素原子数はmドプシン1分子当り酸性側で2，アルカリ側で3であった．実験

4から酸性の方がアルカリ性より交換されにくいこと，光退色過程での酸姓とアルカリ性とで

中間産物のできる段階の差がみられることなどに由来して前記の交換水素数の差が出たのであ

ろう．すなわち0°Cでロドプシンが光退色すると，酸性ではメタ・PドプシンHの中間産物が

多く生成（以後の変化が抑綱）するし，アルカリ性ではメタ・ロドプシン1からN一レチニリ

デン・オプシンへの変化をたどるとされているcf・　28）．このような中間過程の差に対応するオプ

シン高次構造の変化の差を示唆しているのかも知れない．また実験7でみたイカ標熱では，交
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換水素原子数が時間的に2の段階をへて3へ増大する経過を承した（図6－a）．Kカmドプシン

の光退色過程は複雑で，メタ・ロドプシン1とffの圏係，さらにそれらより光で再生する過程

などについて，いろいろの中間産物が検討されているようであるし，Y〈　6－bからも，スベクト

ル変化が時間的に対応して複雑化していることを示唆しているので，多くの検討が必要である

が，恐らくオプシンの高次構造が変化するにつれ，交換される基の水素が工段階にわたり光で

露出することだけは確められたと考える．

　さて，光効果で新たに交換され易くなった（溶媒に露出し易くなった）基の水素数2乃至3

の由来として，ペプタイド鎖に由来するとすれぱ，ヘリックス鍛が減少したことになる．これ

は量が少なすぎるようにも考えられる．Osborneら40｝は赤外スベクyルからえた知見と，3H一

交換実験34）の結果から，ロドプシンでは，おそく交換される水素は，ペプタイド鎖（恐らく

H一結合）中のものよりもむしろ交換されにくい側鎖を考えることが重要であると主張してい

る．最近，ロドプシンに愈まれるSH基に関する知見からcf・　15）・45＞・46），タンパク質部分の6ケ

のSH基のうち，2ケが埋没していて，光で1ケが露出し，他の1ケはメタ・vaドプシン1以

後の退色過程に関与することを考察している．このような薪生の欝出基の水素が本実験で検患

されたと考えるか，ロドプシンの発色団レチナールがオプシシンと結合するシッフ塩基のプcr

トン化の水素が露出することが関与すると考える方が合理的であるかも知れない．一応ペプタ

イド鎖，とくに水素結合を含むヘリックス構造を考えるより新たに光で露出する側鎖が考え易

いとする立場をとるが，なお多くの条件の検討が必要であろう．しかし要約して，本実験でえ

た結果は，mドプシンとくにオプシンの高次構造を考察する上にある程度の情報を提供しえた

ものと考える．

§総　抵

　視物質としてウシとイカのcrドプシンをとりあげ，ジキトxン抽出にTHOを混ぜてロドプ

シン・ミセルに3H一ラベルを行なった．その結果，反応液のpHが6．46，3°Cで4Hないし

7温間交換取込みを行なわせたとaろ，Englanderの式3°）からおそく交換される水素の数は，

試料のタンパク質をすべてロドプシンとすれぱ，81～IO1の値がえられた．またこの取り込み

は3°C，pH　6。46で暗保して行なわれると約4Rで平衡に近く到達することが分った．

　次に3H一交換放出については，反応液のpHがより酸性の方がその速度がおそくなると分っ

たが，光の影響をみた場合には，照射後の初期の間に放出速度が促進され，ウシの試料では，

反応液がpH　6．1で新たに交換されるようになった墓の水素の数はロドプシン当り2ケと計算

され，pH　9．2では3ケになった．イカではこの光効果は始め2ケ次いで3ケと2段階に交換

される水素を生ずる結果をえた．

　eれらの交換された水素の由来について，Downerら33》とOsborne34｝のえた知見を弓鵬して

考察を試みた．
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