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研究成果の概要（和文）：海洋性細菌から発見されたプロテオロドプシン（PR）は光駆動H+ポンプである。本研
究では、PRの構造解析を目指した。当初の計画通り、大腸菌無細胞合成系からの精製・LCP法結晶化により、①
490 nmと530 nmの光を吸収する2種類のPRの構造、②SACLAでの放射線損傷のない構造、③PRの光吸収に関するア
ミノ酸変異体の構造を得た。特に光吸収に関するアミノ酸と水分子が、レチナールの構造変化を引き起こすこと
を、構造から明らかとした。
また当所計画に加え、SACLAにおけるBRの中間体構造解析に参加し、PRの類縁体である光駆動型Cl-輸送ロドプシ
ンの構造解析にも、世界に先駆けて報告した。

研究成果の概要（英文）：Proteorhodopsin (PR) is one of microbial-type rhodopsins such as 
bacteriorhodopsin (BR) and functions as a light-driven proton pump. PR-bearing bacteria are widely 
found among microorganisms in the sea and fresh water. In this study, we aimed for structural 
analysis of these PRs. PRs were prepared and purified from E. coli cell-free synthesis system and 
crystallized by LCP method. I presented here (1) two types of PR crystal structure that absorb light
 at 490 nm and 530 nm, (2) radiation damage-free PR structure, and (3) light absorption-mutant 
structure of PR. In particular, the structure revealed that the interaction of the amino acid and a 
water molecule which related to light absorption causes structural changes of retinal.
I participated in the structural analysis of BR intermediate at SACLA and also reported structural 
analysis of light-driven Cl--pumping rhodopsin that is a homolog of PRs.

研究分野：生物学、生物科学、生物物理学
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１．研究開始当初の背景 

2000 年にバクテリア型ロドプシンが海洋
性細菌の間に広く分布することが明らかに
なり、プロテオロドプシンと命名された。プ
ロテオロドプシンはオプシンタンパク質に
発光団のレチナールが結合した光受容タン
パク質で、光を受容すると細胞内からプロト
ンを排出する光駆動型プロトンポンプであ
る。 

 光駆動型プロトンポンプとして広く研究
されているバクテリオロドプシンとの比較
では、プロトン輸送に関与するアミノ酸が保
存されており、光反応サイクルも類似してい
ると考えられていた。しかしながら、全体の
アミノ酸配列の相同性は約 30%と低く、プロ
トン排出部位近傍のアミノ酸配置の保存性
が低いなどの違いも認められる。 

最初に発見され機能や分光学的な研究が
進められてきた gamma-proteobacterial SAR86

由来のプロテオロドプシンは結晶化の成功
例（Wang N., et al. (2012) Acta Cryst. F）はあっ
たものの、構造についての報告は出されてい
なかった。2013 年になって初めて、このプロ
テオロドプシンとは別種であるハワイ沖由
来菌株と地中海由来菌株から単離された 3種
のプロテオロドプシンの構造が明らかとな
った（Gushchin I., et al. (2013) PNAS; Ran T., et 

al. (2013) Acta Cryst. D）。このように、プロテ
オロドプシンの機能と構造に関する知見は
徐々に増えてきているが、バクテリオロドプ
シンと比べると、その構造面の研究は遅れて
いた。 

 我々は大腸菌無細胞合成系による膜タン
パク質の発現と精製系を開発してきた。この
系を用いることで、X 線結晶構造解析を行う
のに十分な量と精製度を持つプロテオロド
プシンを合成・精製することができることを
明らかにした。また、近年の膜タンパク質の
結晶化に汎用されている脂質メソフェーズ
法（LCP 法）に関する装置や脂質の開発も行
っており、これらの系を用いることでプロテ
オロドプシンの構造解析を進め、機能と構造
との相関に関する知見を充実させることを
目指した。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、プロテオロドプシンの光駆動
ポンプ機構解明には構造情報を知ることが
重要であるという観点から、数種類の野生型
プロテオロドプシンタンパク質について、大
腸菌無細胞系からの合成、精製、結晶化を行
っていく。また、構造が得られたプロテオロ
ドプシンの各種変異体の構造解析や、X 線自
由電子レーザー（XFEL）を用いた構造解析
を行うことで、様々な構造情報を得ることで
プロテオロドプシンの機能に対する統合的
な理解向上を目的とする。 

 

 

３．研究の方法 

（１）野生型プロテオロドプシンタンパク質
の合成・精製・結晶化・構造解析 

 

脂質と界面活性剤を添加した大腸菌無細胞
合成系により、4 種類のプロテオロドプシン
タンパク質の合成を行った。このうち、3 種
類の精製と LCP 法による結晶化、X 線結晶構
造解析を行った。 

 

 

（２）光吸収に関する変異体の結晶化・構造
解析 

 

構造解析に成功した 490 nm の光を吸収する
野生型プロテオロドプシンタンパク質につ
いて、光吸収に関与すると考えられたレチナ
ール周辺の Glnを Leuにする変異を導入した。
これにより、光吸収波長が 30 nm 赤色シフト
する変異体の取得に成功し、このサンプルを
用いた構造解析を行った。 

 

（３）XFEL における構造解析 

 

構造解析に成功した 490 nm の光を吸収する
プロテオロドプシンタンパク質を用いて、
SACLA にて 20℃で X 線回折実験を行い、構
造解析を行った。実験方法としては、モノオ
レインを LCP 法の脂質として用いて、スポン
ジフェーズとなった結晶サンプルを用いた。 

 

 

４．研究成果 

大腸菌無細胞合成系による合成・精製・LCP

法での結晶化により得られた 3種類のプロテ

オロドプシン結晶を用い、 SPring-8 の

BL32XU にて回折データ収集を行った（下記

図）。そのうち青色の光（約 490 nm）を吸収

するプロテオロドプシンは 2.0 Å での構造解

析に成功した。この構造とバクテリオロドプ

シンや他の類似タンパク質の構造との比較

を行ったところ、青色の光を吸収に関与して

いるアミノ酸の推定、プロトンの流入から排

出するまでに関与しているアミノ酸を推定

することが出来た。残りの 2 種類のうちの 1

つは、緑色の光（約 520 nm）を吸収するプロ

テオロドプシンで、最高で 3.0 Å の反射が得

られ、3.5 Å での構造解析に成功した。最後

の 1 つは、3.0 Å を超える反射が得られてい

るが、完全データを取得できず、構造は得ら

れていない。 

 

 
 



 

2.0 Å で構造解析に成功したプロテオロド

プシンについて、その構造とアミノ酸配列デ

ータ、他のバクテリア型ロドプシン類の知見

から、レチナールのシッフ塩基に近いアミノ

酸である Glnがプロテオロドプシンの吸収波

長に対して影響を与えることが示唆された。

このため、Gln を Leu に変異させたプロテオ

ロドプシンの合成・精製を行ったところ、狙

い通りに、最大吸収波長が490 nmから520 nm

に長波長シフトしたサンプルが得られた。こ

のサンプルを用いて結晶化を行ったところ、

3.0 Å での構造解析に成功した。野生型と光

吸収変異体との構造比較を行った結果、全体

構造の類似性を示す RMSD は 0.45 Å とほと

んど同じであったが、変異を導入したアミノ

酸周辺の構造は、Gln の側鎖は水分子と相互

作用し、レチナールを結合する Lys の一つ前

の Asn の主鎖と相互作用していた。一方、変

異体の Leuの側鎖は水分子と相互作用はして

おらず、水分子が単独で、Asn の主鎖と相互

作用していた。この水分子は、他に保存性の

高い Trp の側鎖とも相互作用していた。結果

として、Gln は、Asn—水分子—Trp—Gln の 4 者

の相互作用様式だが、Leu の方は、Asn—水分

子—Trpの 3者による相互作用様式となってい

た。これが、レチナール、それとレチナール

周辺の構造、特にレチナールのイオノン環

の角度を変えるような作用を起こすことで、

吸収波長が変わったものと考えられた（下記

図）。 
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X 線自由電子レーザー施設 SACLA にて、1

結晶に対して、X 線レーザーを 1 回照射して

データを収集する方法を用いて、プロテオロ

ドプシンの結晶構造解析を行った。これによ

り、放射線損傷のないプロテオロドプシンの

構造情報が得られた。また、中間体構造を得

るために、バクテリオロドプシンでの時分割

シリアルフェムト秒構造解析実験に参加し、

その技術ノウハウの習得を行った。 

 このほか、プロトン輸送型プロテオロドプ

シンと近縁にある Cl
-輸送型ロドプシンにつ

いても、プロテオロドプシンと同様の手法を

駆使して構造解析を行った。この結果、1.5 Å

という高解像度で、世界に先駆けて構造解析

に成功し、その成果を報告した。 
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