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研究成果の概要（和文）：多くの生体分子は共通の構造をもとに多彩な機能を演出している。本課題で我々は、
ロドプシンやフラビンタンパク質などを対象として機能の発見・転換・創成をテーマに柔らかさと機能との関わ
りを研究した。その結果、内向きプロトンポンプや新規チャネルロドプシン、環状ヌクレオチドを光で分解する
酵素ロドプシンなどの発見を報告した。一方、機能転換については、ロドプシンやDNA光回復酵素に対して限ら
れた変異導入により機能転換に成功したが逆方向は成功せず、非対称な機能転換が明らかになった。機能の創成
に関しては、光駆動ナトリウムポンプの構造基盤に基づき、カリウムやセシウムをポンプするタンパク質を創成
することができた。

研究成果の概要（英文）：In this project, we studied photoreceptive proteins such as rhodopsins and 
flavoproteins in view of discovery, conversion, and creation of functions. Through collaborations, 
we liked to know functional flexibility in these proteins. Consequently, we discovered light-driven 
inward proton pump, new channelrhodopsin, and an enzyme rhodopsin functioning as phosphodiesterase. 
We achieved several functional conversions for light-driven ion pumps and photolyases, while each 
functional conversion was asymmetric, and related to evolution. Based on the structure of a 
light-driven sodium pump KR2, we engineered light-driven potassium and cesium pumps. We published 
about 80 articles in Nature, Nat. Commun., Chem. Rev., JACS, Angew., PNAS, JPC Letters and JBC 
during the project period.

研究分野：生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
 進化の中で特有の機能のために最適化さ
れたタンパク質の変異は、多くの場合、機能
の欠損や機能の低減をもたらし、新たな機能
が生じることは稀である。しかしながら、新
たな機能を獲得した「生物の進化」とは、数
億年の時間スケールの間で、まさにこのよう
な稀な出来事が起こったことに他ならない。
別の言い方をすると、タンパク質の柔らかさ
が新たな機能獲得へのチャネルを開いてい
ることになる。「新しいタンパク質機能を創
成する」ことはタンパク質に関わる研究者の
『夢』であるが、数億年という進化のための
時間と研究者が持っている時間を考えると
ほとんど成功例がないのが現実である。 
 私はこれまでロドプシンなど光応答性の
タンパク質の分光学的研究を一貫して行っ
てきた。特に、タンパク質内部の水分子１個
を捉えることのできる世界最高の赤外分光
計測系を構築し、強い水素結合を形成した水
分子が光駆動プロトンポンプの機能を決定
することを明らかにした（Chem. Rev. 2014）。
私たちは自然が創りあげてきたタンパク質
という分子機械の精妙なはたらきを深く知
るため、いつ、どこで、何が起こっているか
を明らかにすべくアミノ酸の変異も行う中、
ごく稀に機能の改変や機能の創成と呼べる
ような結果も得ている。例えば 1995 年、プ
ロトンポンプであるバクテリオロドプシン
を 1アミノ酸の置換によりクロライドポンプ
に転換させた研究は、ロドプシンの機能転換
の最初の例となった（Science 1995）。また自
然界に存在しない内向きのプロトン輸送を
行うロドプシンの創成に成功した（J. Am. 
Chem. Soc. 2009）。このような機能転換や機能
創成に加えて、我々はこれまで全く知られて
いなかったナトリウムポンプが自然界に存
在することを 2013 年に報告している（Nat. 
Commun. 2013）。 
 
２．研究の目的 
 進化の中で最適化されたタンパク質の機
能は固有の構造によるものと考えられがち
であるが、多彩な機能が共通の構造から生ま
れる例は多い。ロドプシンは共通の構造構築
から光センサー、ポンプ、チャネル機能が発
現する。フラビンを発色団とするタンパク質
は共通の構造構築から、光センサー、地磁気
センサー、生物時計、DNA 修復と驚くほど
多様な機能が発現する。この事実はタンパク
質の構造と機能が柔軟に共役していること
を強く示唆している。 
本研究課題において我々は、機能の創造を
テーマとしてロドプシンやフラビンタンパ
ク質など光応答性タンパク質を対象とした
研究を行う。新たな機能をもった分子を自然
界から見出すとともに、遺伝子工学等を駆使
したタンパク質の機能転換を実現すること
で、構造と機能を結ぶ生体分子の「柔らかさ」
の本質に迫る。 

 
３．研究の方法 
 本研究では、光応答性タンパク質である
（１）ロドプシン、（２）フラビンタンパク
質を対象として、共通の構造構築から多彩な
機能が生じるメカニズムを実験的に明らか
にすることを目指した。その手法としては、
遺伝子工学技術を駆使したタンパク質の変
異体作製により、機能の転換や機能の創成を
実現することで、構造と機能を結ぶタンパク
質の「柔らかさ」の起源を解明することを試
みたのである。 
 
４．研究成果 
  
(1) ロドプシンの機能転換と柔らかさの起源 
 光駆動イオンポンプは古細菌だけに見つ
かっていたが、今世紀に入ってから真正細菌
にも H+ポンプが発見された。さらに我々は
Na+ポンプ（Nat. Commun. 2013）と Cl-ポンプ
（J. Phys. Chem. B 2014）を見出した。そこで
本研究では、真正細菌の H+、Na+、Cl-の三種
類のイオンポンプロドプシンについて、互い
の重要なアミノ酸残基を入れ換えることで
機能の転換が可能かどうか試みた。 
ロドプシン機能に重要なアミノ酸残基が
多い三番目のヘリックス上の「モチーフ配
列」を中心に変異導入をした結果、Na+→H+、
Na+→Cl-、Cl-→H+の三つについては、「モチー
フ＋１残基」で機能転換を達成することがで
きた。ところが、それらの逆方向はより多く
のアミノ酸を変異しても機能転換されなか
った（図）。非対称な機能転換が明らかにな
ったのである（J. Biol. Chem. 2016）。興味深い
ことに、機能転換の成否をロドプシンの系統
樹と比較したところ、機能転換が可能なのは
分子進化に逆行するものであり、進化軸に沿
った機能転換は非常に困難であることがわ
かった。この事実は祖先の分子の機能に重要
な構造要因は子孫でも保存されている一方
で、新規機能の獲得には多くの変異が必要な
事を示唆している。 
次に構造要因に関して赤外分光を用いて
解析したところ、プロトンポンプに必須であ
る水素結合の強い水分子が真正細菌の Na+ポ
ンプにも Cl-ポンプにも存在することが明ら
かになり、これが構造要因の１つであること
が示唆された（Phys. Chem. Chem. Phys. 2018）。 



 
(2) フラビンタンパク質の機能転換と柔らか
さの起源 
 紫外線により我々の DNA 中のチミンは、
CPD 型または(6-4)型というダイマーを形成
し、これがガンなどの原因となる。生物は光
で修復する DNA 光回復酵素を持っており、
それぞれの基質に対応した酵素が知られて
いる。本研究では、CPD光回復酵素と(6-4) 光
回復酵素について、互いの重要なアミノ酸残
基を入れ換えることで機能の転換が可能か
どうか試みた。最初に(6-4)光回復酵素に対し
て結合サイト周辺のいくつかのアミノ酸を
CPD 型へと置き換えた変異酵素を作製した
ところ、最低 3個のアミノ酸を変異させれば、
CPDを修復できることがわかった。一方、逆
方向の変異では CPD 光回復酵素は(6-4)光産
物を修復できず、結合サイトを構成する全て
のアミノ酸（11個）を置き換えても、機能の
転換は起こらなかった。光回復酵素間の非対
称な機能転換が明らかになったのである
（図）（Biochemistry 2016）。進化的には CPD
光回復酵素の方が古いと考えられるので、イ
オンポンプと同様、進化を遡る機能転換は可
能だが、進化軸に沿った機能転換はきわめて
困難であることがわかった。 

これらの実験結果に対して、計算機上で機
能転換に成功した変異酵素の構造を構築し
たところ、CPD との結合状態が再現され、
CPD の修復を実験及び計算の両面から明ら
かにすることができた。一方、機能転換が成
功しなかった変異酵素については (6-4)光産
物との結合状態が天然型の構造とは異なる
結果となった。これが機能転換に成功しなか
った原因だと考えられ、(6-4)光産物の修復は
より複雑な反応機構により実現されている
ことがわかった（ACS Catal. 2017）。 
 
(3) ロドプシンにおける機能の発見 
イオン輸送性微生物型ロドプシンとして、
イオンを能動輸送する光駆動イオンポンプ
と受動輸送するチャネルロドプシンが知ら
れている。イオンポンプの場合、陽イオンは
外向きに、陰イオンは内向きに輸送する結果、
光を電気化学エネルギーへと変換する。例え
ば H+を内向きに輸送してしまうと ATP 合成
と競合してしまうため、ロドプシンに限らず
内向き H+ポンプは存在しない、というのが常

識であった。ところが我々は深さ 800 mの深
海に存在する細菌である Parvularcula oceani
がそのゲノム中に有する三つの微生物型ロ
ドプシンのうち一つが内向きプロトンポン
プとして機能することを明らかにした（図）
（Nat. Commun. 2016）。 

この細菌が何のために内向きプロトンポ
ンプを持っているのか不明であるが、論文中
では種々の分光学的手法や高速原子間力顕
微鏡などを駆使して分子特性を徹底的に解
析した。その結果、内向きプロトンポンプは
外向きプロトンポンプと類似の構造や反応
性を示しながら、わずかな部位の違いにより
逆転する方向性をつくりだしていることが
明らかになった。まさに活性部位の柔軟性が
機能の多様性を生み出していたのである。 
さらに我々は新規のチャネルロドプシン
（Biophys. Physicobiol. 2017）や光で PDE活性
をもたらす酵素ロドプシン（J. Biol. Chem. 
2017）の発見を報告したが、これらのタンパ
ク質は光遺伝学ツールとしても期待されて
いる。 

 
(4) ロドプシンにおける機能の創成 
 ポンプとして機能する微生物型ロドプシ
ンのうち、陰イオンポンプは Cl-の他にも Br-, 
I-, NO3

-などを輸送するのに対して、陽イオン
ポンプは H+ポンプしか知られていなかった。
光を吸収するレチナールがプロトン化して
正電荷を持っているため、プロトン以外の陽
イオンはレチナールの近傍に結合できない
し、結合できなければ輸送されないという考
えが常識だったのである。ところが我々は
2013 年に光駆動ナトリウムポンプとして機
能するロドプシンが海洋性細菌の中に存在
することを発表した（Nat. Commun. 2013）。 
このロドプシン KR2 は、Na+の他にも Li+

を輸送する一方、K+以上の大きさの陽イオン
をポンプすることはできず、このときは H+

ポンプになることがわかった。そこで我々は
イオン選択性を決定する部位を調べると同
時に、サイズの大きなイオンをポンプできる
ロドプシンの創成を試みた。このためには
KR2の構造情報が必須となる。そこで東大・
濡木研との共同研究により KR2 の結晶構造
を決定した。その構造においてイオン取込口
付近にボトルネック構造を見出したため、こ
の部位に変異を導入することで、自然界に存
在しない K+ポンプ（Nature 2015）や Cs+ポン
プ（J. Phys. Chem. Lett. 2016）を作製すること
に成功した。 



 
本研究では、機能の転換、機能の発見、機
能の創成に着目して研究を推進したが、上記
以外にも様々な手法を用いて、ロドプシンな
ど光応答性タンパク質の研究を行った。 
例えば、色覚視物質の構造研究は世界で他
に行われていないオリジナルな研究である
が、低温赤外分光法を用いて霊長類赤視物質
と緑視物質の違いを明らかにするとともに（J. 
Phys. Chem. Lett. 2015）、初めて青視物質の構
造解析を実現した（Sci. Rep. 2017）。 
 
 以上の研究成果は 2013.7.-2018.3. の 5年間
で、79報の学術論文、486件の学会発表、10
件の図書として発表し、高い評価を得ること
ができた。 
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