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研究成果の概要（和文）： ハロロドプシン（HR）は高度好塩菌の膜に発現している光エネル

ギーで駆動される Cl イオンポンプである。Xenopus オーサイトに発現させ、光照射による膜

電流の測定より、活性を測定する新しい方法を開発した。非常に定量性優れていた。大腸菌の

発現系を用い、種々の HR の変異体を作成し、活性と光化学反応を調べた。Arg123 が輸送に

重要であることを明らかにした。N から O 中間体への変化の際に、Cl イオンが HR 内部から

細胞内部へ放出され、O→HR’の過程で Cl が細胞外から HR へ取り込まれることを明らかにし

た。HR は界面活性剤中でも３量体を形成していることを明らかにした。３量体はモノマーよ

り安定であった。 
 
研究成果の概要（英文）： Halorhodopsin (HR) is a light-driven Cl- pump expressed in the 
membrane of Halobacteria. We succeeded in developing a new method: HR was expressed 
in Xenopus laevis Oocytes, and photo-induced membrane current was measured due to the 
Cl- transport. This method is highly quantitative. We prepared various HR mutants using 
E. coli expression system. Careful investigation on both the photochemistry and transport 
activities of the mutants has been done. We found Arg123 that is an essentially important 
amino acid residue. During the transition from N to O intermediate, Cl is released to 
cytoplasm while Cl is uptaken from extracellular space during O to HR’ transition. We 
showed that HR forms trimer even in the presence of detergents, and that the trimer is 
more robust than the monomer.  
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１．研究開始当初の背景 
HR は光駆動 Cl―ポンプであることは明らか
にされていた。しかし、高度好塩菌の発現系
では変異体の作製の効率が悪かった。大腸菌
での発現系が報告され、変異体の作製が容易
になった。そこで、Cl－輸送機構の研究が容
易になった。ただし、輸送活性の測定法を開
発する必要があった。 
 
２．研究の目的 
（１）HR の変異体を作製して、輸送活性と
光化学反応を測定し、Cl－輸送機構を明らか
にする。 
（２）新しい定量的な輸送活性の測定法を開
発する。 
（３）X 線による結晶構造の解析では、３量
体が形成されていることが示唆される。そこ
で、HR は膜中または界面活性剤中で３量体
を形成しているか、３量体の形成の意義は何
かを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）大腸菌の HR の発現系を用いて、種々
の変異体を作成する。 
（２）レーザー閃光光分解法で、種々の HR
の変異体の光化学反応を明らかにし、輸送機
構を考察する。 
（３）HRの活性の定量的測定法の開発が必要
である。次の方法を考える。アフリカツメガ
エルのオーサイトに HRを発現させ、光照射
で輸送される Clイオンに由来する膜電流を
測定することによって、HRの活性を推定する
方法を確立する。 
 
４．研究成果 
（１）Natronomonas pharaonisという高度好
塩好アルカリ性菌に存在する HR の遺伝子を
クローニングし、大腸菌での発現系で、多量
の HR を作製する方法を確立した。これら高
度好塩菌のレチナールタンパク質を大腸菌
で発現させる方法の開発は国際的に高く評
価されており、この分野の進展に貢献した。 
（２）ところが、最も一般的な Halobacterium 
salinarumからの HRは（１）の方法では作製
出来なかった。しかし、ある工夫をすること
で成功した（現在論文作製中） 
（３）HRをアフリカツメガエルのオオサイト
に発現させ、Cl輸送による電荷の移動を膜電
流として測定する方法を確立した。この方法
は、膜電位を変化させて、電流を測定するこ
とが出来る。いま、Clが細胞外から内へ移動
するならば、細胞内を負の電位をかけると、
Cl の輸送の速度は低下するはずである。Cl

を輸送させようとする力と外からかけた電
位差が釣り合うところがあるはずでる。実験
の結果はその通りであり、この電流＝０にな
るときの、外から掛けた電圧が活性となるこ
とを示した。 
（４）同じ高度好塩菌の細胞膜には、センソ
リーロドプシン（SR）が存在している。SRは
細胞膜中でトランスジューサ（Htr）と呼ば
れている膜タンパクと複合体を形成されて
いる。SR単独では光照射で水素イオンを輸送
するが、SR-Htr複合体では輸送しない。これ
をヒントに、Htr と結合できる HR変異体を作
製した。この HR 変異体は Cl を輸送したが、
HR-Htr複合体では輸送しなかった。光化学反
応を、レーザー閃光光分解法で測定したとｋ
ろ、Cl 輸送に重要な光化学中間体を見つけた。 
（５）１２３番目のアルギニンを変異させる
と、Cl輸送の活性が消失した。 
（６）HRをはじめとする高度好塩菌のレチナ
ールタンパクは、フォトサイクルを持ってい
る。このフォトサイクルとは、HRを例にする
と、次のようなものである。 

 
すなわち、HR に光が当たると、HR 分子は励
起されエネルギーの高い状態になるが、光が
ない状態で、種々の中間体（上の図では、K, 
L1,L2,N,O等）を経て、元の HR に戻る。すな
わち、定常光のもとでは、このサイクルがク
ルグルとまわっている。N から O へ変化する
ときに、Cl を細胞内に放出し、O から HR に
戻るときに、細胞外から Cl を HR内に取り込
むことを明らかにした。これは、ホトサイク
ルの速度の Cl 依存性からそのように推定さ
れていたが、今回、別の方法で、これを証明
したものである。 



（７）体積は、N＜O であることを明らかにし
た。O で体積が大きいのは、外部からタンパ
ク質内部への水の流入によると推測した。ま
た、この水の流入によって、Cｌが結合サイ
トから離れ、細胞内部へ放出されるのであろ
うと推定した。 
（８）大腸菌で発現した HR をゲル濾過カラ
ムにかけた。このカラムから分子量を推定す
ると、HRの分子量よりもはるかに大きなもの
であった。界面活性剤で可溶化しているので、
吸着している界面活性剤の量を推定して、HR
の分子量を算出した。すると、界面活性剤存
在下の水溶液中でも、３量体を形成している
ことが分かった。 
（９）X 線の結晶構造は３量体であるので、
同じ構造であろうと検討をつけた。その構造
をよく見ると、異なる HR 分子のリジン残基
が近くに存在するのではないかと考えられ
た。そこで、グルタルアルデヒドで架橋した。
そして、それをマススペクトルにかけると、
質量数は３量体と等しかった。 
（１０）３量体は、モノマーに比べて、高温
とか塩濃度の変化に対して、安定であった。 
（１１）その他に、我々が発見した pharaonis 
phoborhodopsin (ppR,または NpSRII)の研究
を行った。 
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