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研究成果の概要（和文）：光駆動型イオンポンプであるロドプシン分子によるイオン輸送を、今までにないマイ
クロ秒オーダーの時間分解で測定するため、本研究では電気生理学的手法にナノ秒フラッシュレーザーを組み合
わせた。これにより、サブマイクロ秒オーダーの高い時間分解能で、かつ電気化学ポテンシャル差を正確に制御
し、ロドプシンの光反応を１回のみ誘起した際のイオン輸送を測定することに成功した。そして輸送速度、輸送
量を定量的に解析することで、光反応サイクルにおける水素イオンや、ナトリウムイオン輸送機構の解析を行っ
た。そして、そのイオン輸送活性に対する細胞のpH環境やナトリウムイオンの影響を評価した。

研究成果の概要（英文）：Ion transport properties of various microbial rhodopsin were investigated 
under a high-time resolved condition by combining electrophysiology with a flash laser. Single 
turnover reaction of sodium ion transport by KR2, a sodium pumping rhodopsin was recorded. Kinetical
 analysis revealed that the turnover rate was 10 times faster than reported value obtained under 
multiple turnover conditions, suggesting two distinct reaction pathways in the KR2 photocycle. 
Moreover, ion transport of 9 different proton pumping rhodopsins were systematically tested in 
conventional patch-clamp recording. The pumping activity of those are pH- and membrane-voltage 
dependent. Data revealed that the pH at the proton exclusion side largely affect the proton 
transport.   

研究分野：生物物理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高い時間分解能におけるイオン輸送計測から、イオン輸送の詳細な機構が明らかになった。また、合計9種類の
イオンポンプロドプシンによるイオン輸送を初めて体系的に同条件で計測することで、イオン輸送に対する細胞
環境の効果を検証し、ポンプ間での特性の違いを見出すことに成功した。これらの知見は光遺伝学等における光
受容体を利用した生命の光操作技術や医療応用を技術応用への基盤となると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

生体膜に存在するイオンポンプ分子は化学エネルギー等を消費して膜内外のイオン濃

度勾配に逆らって一方向にイオンを能動輸送することで電気化学ポテンシャル差を作

り出す。その中でも光駆動型イオンポンプである微生物ロドプシンは、7回膜貫通型の

膜タンパク分子で発色団として all-trans 型レチナールを分子内に結合している。光吸

収に伴った一連の光サイクル反応によってイオンを能動輸送する。つまり光エネルギー

を電気化学ポテンシャルに変換する。これらポンプ型ロドプシンには、プロトンを輸送

するバクテリオロドプシン(以下 BR)や塩化物イオンを輸送するハロロドプシン、近年

発見されたナトリウムイオンを輸送する KR2等が知られている。 

このようなポンプ型ロドプシン分子のイオン輸送駆動力(電気化学ポテンシャル差に対

抗してイオン輸送する力)はどの程度か？BR やハロロドプシンの長年にわたる研究に

おいてもこの疑問に明確に答える研究は限られていた。 

また、生体膜内外の電気化学ポテンシャル差は、膜電位差とイオン濃度勾配の二成分か

ら構成され、これらは熱力学的には等価である。しかし、ポンプ型ロドプシンにとって

これら２成分は実際に等価なのか不明であった。 

 

２．研究の目的 

 

そこで上記課題を解決する事を目的に、本研究では、細胞内外イオン環境を正確にコン

トロールし、かつ膜電位固定により細胞膜電位も自在に制御した条件で、ポンプ型ロド

プシンの１サイクル当たりのイオン輸送測定を行うことで、エネルギー変換メカニズム

の理解に迫る。 

 

 

３．研究の方法 

 

イオンポンプ輸送活性測定には pH指示薬やイオン指示薬等を用いたアッセイが簡便で

あった。しかしこの系は時間分解能が秒～分オーダーと非常に低い。従って、数十ミリ

秒で１反応サイクルが完結するようなイオン輸送過程を精度よく観察する手法として

は歯が立たない。 

一方、既に試みられている電気生理学的手法を用いると、ミリ秒程度の比較的高い時間

分解での輸送測定が可能であり、かつ膜電位も正確に固定可能であるため電気化学ポテ

ンシャル差の制御も可能である。申請者本人がすでに報告した先行研究においては、数

百ミリ秒～数秒程度のパルス光に応答するイオン輸送電流を測定することに成功して

いる (Tsunoda et al. 2006, Biophys. J.)。しかしこの系の問題点は、細胞内のイオン濃度等

の溶液環境が不確実なことである。これはアフリカツメガエル卵母細胞の用いた 2電極

電位固定法を用いたためであった。 

 

本研究では哺乳類細胞での電気生理学計測を行った。これにより、細胞内外のイオン環

境、膜電位を正確に制御した条件でのイオン輸送測定が可能となる。さらにナノ秒フラ



ッシュレーザーをロドプシン分子の励起用光源として用いることで光反応１サイクル

のみの活性化を試みた。イオンポンプ測定においてこのような計測はいまだ行われてい

ない。 

 

４．研究成果 

 

系統的なイオンポンプ輸送の理解を目指し、外向きプロトンポンプ 6 種と内向きプロトン

ポンプ 3 種の電気生理学によるイオン輸送測定を試みた。各分子には輸送活性の pH 依存

性、膜電位依存性等に顕著な差が存在した。このことから、同じ外向きプロトンポンプであ

ったとしてもその輸送機構は異なり、タンパク質内部のプロトン移動の様式には多様性が

あることが示唆された。さらに各ロドプシン分子のアミノ酸配列比較から、pH依存性に寄

与しうるアミノ酸残基を予測し、変異体の活性計測から重要アミノ酸を同定した。本研究の

一部は Science Advances誌に報告した(Inoue et al. Sci. Adv. 6(15):eaaz2441, 2020) 

 

一方、ナトリウムポンプロドプシン KR2のシングルターンオーバーあたりの輸送測定を行

ったが、その結果をもとにイオンポンプとしてのポンプの駆動力を見積り、さらに速度論的

解析を試みた。ナトリウムイオン輸送の速度定数はナノ秒フラッシュレーザー光照射と定

常光照射とでは 10倍程度異なり、前者の方が速い反応をとらえていた。本研究により、KR2

のナトリウム輸送反応サイクルには、2種の経路が存在することが示唆された。この成果は

本年度 PlosOne誌に発表した(Hososhima et al. PLoS One. 16(9):e0256728. 2021)。  
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