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研究成果の概要（和文）：イオン輸送性ロドプシンでは、光反応によって全トランス型のレチナール色素が
13-cis型に変換され、反応サイクルの最終段階で全トランス型への異性化が熱的に起こる。本研究では、光反応
サイクルの最終段階で生じるO中間体には異なる分光特性を持つ2つのサブ状態(O1とO2)が存在し、O1→O2転移で
レチナールの異性化が起こることを示した。また、酸性ｐHでの青色の全トランス型異性体がプロトン輸送サイ
クル中のO２中間体と類似の分光特性を持つことを観測し、O1→O２転移時にレチナール色素の周りの環境が酸性
ｐHでのものと同様になり、C13＝C15結合の周りの捩じれエネルギー障壁が下がるという可能性を論じた。

研究成果の概要（英文）：In bacteriorhodopsin (bR), the proton pumping cycle is initiated by the 
photo-isomerization of the retinal chromophore with the 13-trans configuration into the 13-cis 
configuration, and thermal re-isomerization into the initial trans configuration occurs in the final
 step of the reaction cycle. We have shown that the O intermediate formed during the photo cycle has
 two substates (O1 and O2) with different spectral characteristics, and thermally activated 
isomerization of retinal into the all-trans configurotion occurs at the O1→O2 transition. We also 
observed that the blue all-trans isomer at acidic pH has similar spectroscopic properties to the O2 
intermediate, and discussed the possibility that that the mechanism of the retinal re-isomerization 
taking place in the late stage of the proton pumping cycle is analogous to that of thermal 
isomerization during dark adaptation in bR, which involves red shifted intermediates (isomers of 
blue membrane).

研究分野： 生物物理学

キーワード： レチナール蛋白質　光駆動プロトンポンプ　光駆動塩素イオンポンプ

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
バクテリオロドプシン（BR)の発見以来、たくさんの微生物型ロドプシンが古細菌、真正細菌、真核生物に見出
されており、それらのいくつかはニューロン活動を光制御するのに利用されている。新しく発見された微生物ロ
ドプシンの機能・構造が精力的に調べられているが、多くの場合、微生物ロドプシンの反応スキームはBRの従来
の反応スキーム（＝レチナール再異性化の記述が曖昧）を参考にして組み上げられている。本研究ではO中間体
には2種類のサブ状態（O1とO2）が存在し、O1→O2 転移でレチナールの再異性化が起こることが示された。我々
が提唱した反応スキームは、より強力な光遺伝学的ツールを設計するのに役立つであろう。　

※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 

高度好塩菌の細胞膜からは２種類のイオン輸送性ロドプシン（プロトンを能動輸送するバクテリオロドプシンと塩

素イオンを能動輸送するハロロドプシン）が見いだされている。申請者の研究グループでは、5 種類の光駆動プロト

ンポンプ（アーキロドプシン-2（aR2）、バクテリオロドプシン(BR)、など）と 1種類の塩素イオンポンプ（好アルカ

リ細菌由来のハロロドプシン、pHR)の X 線結晶構造解析を行ってきた。特に HR については反応中間体の構造を詳し

く調べ（図１）、イオン輸送機構の解明に努めてきた。現時点までにイオン輸送サイクルについて分かってきたことを

要約すると次のようになる。 

① タンパク質部分では 3種類の構造変化が起こる（図２）。 

② 発色団レチナールも 3種類の異性化状態を経る（図３）。 

③ レチナールの異性化→タンパク質の構造変化→イオン移動→

レチナールの異性化、…、という具合に反応が進行すること

で、イオンの一方向の輸送が保証される。 

上述のイオン輸送機構の新規性は、イオン輸送サイクルの間に 3

種類のレチナールの異性化状態が出現するという点にあり、我々の

pHR の研究から明らかにされたものである。この反応機構は、BRの

長い研究の歴史の中で多くの研究者が信じ切ってきた反応機構（レ

チナール異性化状態は 2 種類のみ出現する）とは根本的に異なる。

pHRの塩素イオン輸送機構とBRのプロトン輸送機構を同列で論ずる

根拠は今のところ十分ではない。しかし、従来説では BRのプロトン

能動輸送を完全には説明できないのも事実である。具体的には、N中

間体（13-cis・15-anti 型レチナール）は O中間体（13-trans・15-

anti型レチナール）に直接的に遷移するというのが従来説であるが、

この遷移を駆動する力は何なのかを問うと解答に窮するという弱点

があった。この弱点は、N 中間体と O 中間体の間に 13-cis・１５-syn 型レチナールを含有する中間体（N’および

O’）が出現する、すなわち、レチナールの Schiff 塩基結合部分で異性化が起こる、と想定することにより解消する。

この異性化の駆動力については、イオンあるいはプロトンの移動により Schiff 塩基の周りの電荷分布が変わり、プ

ロトン化 Schiff 塩基と近傍のアスパラギン酸（BR では Asp212）との静電相互作用が顕著となる、とすれば説明で

きる。イオンの移動がレチナールの異性化を促し、これがタンパク質部分の構造変化、さらには次なるイオン移動

を引き起こす、と考えることにより、イオン能動輸送の作動機構を合理的に理解できるようになる。 

 

２．研究目的 

i) 光駆動プロトンポンプの反応状態の構造解析： プロトン輸送を担う微生物型ロドプシンの光反応においては、

光反応によって全トランス型のレチナール色素が 13-cis 型に変換され、反応サイクルの最終段階で、再び全トラン

ス型へと再生される異性化（熱的反応）がおこる。この再生機構を理解するため、本研究課題では、光駆動プロトン

ポンプの光反応サイクルの後半部分の事象を解明することを第一目標に掲げた。 

ii) 陰イオン輸送性ロドプシンの反応状態の構造解析： 好アルカリ好塩菌の塩素イオン輸送タンパク質（ハロロド

図１．pHR の光誘起構造変化 

図２ 図３ 



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通） 

プシン、pHR）は、ハライドイオン以外にも硝酸イオンを輸送することが報告されているものの、不思議なことに重炭

酸イオンを輸送するという報告は今までなかった。本研究課題では、「pHR は重炭酸イオンを結合でき、さらに、重炭

酸イオンを輸送できる」ことを実証することを企てる。 

iii）細菌型ロドプシンの高次構造の解析： 古細菌型光駆動プロトンポンプ（bRや aR）は細胞膜中で 2次元結晶を

作るが、センソリーロドプシン(sR2)の細胞膜中での集積状態は良く分かっていない。sR2 を高密度で含む細胞膜で形

成されていると思われる集積構造を解析することを試みる。 

３．研究方法 

i)微生物型ロドプシン（BRおよび AR2）の光誘起吸収スペクトル変化の測定：Nd:YAG レーザー (Quantel Ultra、3 

ns、532 nm) を備えたコンピューター制御の実験装置を使用した。測定光として 150W の Xe ランプからの発光をモノ

クロメータを通過させ試料セルに導き、その透過光をノッチフィルタと第２モノクロメータを通過させたのち光電子

増倍管で受光し、その出力信号をトランスインピーダンスアンプ（浜松ホトニクス、C13004-01）で増幅しデジタルオ

シロスコープ (LeCroy Wavesurfer 422) に記録・保存した。光誘起吸収変化は 10 nm の波長間隔で測定し、増幅信

号は各波長当たり 300-2000 回の平均化を行った。ii)ｐHジャンプに伴う BRの吸収変化の測定：図４に示したような

ストップド・フロー装置を製作した。測定光による明順応反応の

影響を軽減するため、タングステンランプからの発光をピンホー

ルを通し、回折格子で分光したのち、試料セルを透過させ、USA

ビジョンカメラ（オムロン STC-MBA5MUSB3）で検出した。iii）微

生物型ロドプシン（pHR と sR2）の X 線結晶構造：X 線回折デー

タは SPring8・BL38B にて収集した。 

４．研究成果 

１）光駆動プロトンポンプの光反応サイクルの解析 

i)バクテリオロドプシンのプロトン輸送サイクル：  

バクテリオロドプシンのプロトン輸送サイクルは、通常、K、L、M、N、および Oの 5つの反応中間体で記述される。

反応サイクルの前半部分で起こるタンパク質の構造変化については詳細な情報が蓄積されてきているが、反応サイク

ルの後半部分については構造情報が不足しており、N→O転移で起こるとされている 13-cis、15-anti型から 13-trans、

15-anti 型へのレチナールの異性化の機構が未解明のままである。我々は O 中間体の構造情報を得ることを目指して

おり、それに先立ち、O 中間体の振舞いを正しく理解する作業に取り組んだ。具体的には、バクテリオロドプシンの

光反応サイクルに及ぼすｐH 及びイオン強度の影響を詳細に調べた。フ

ラッシュ光誘起吸収スペクトルの時分割解析の結果、プロトン輸送サイ

クルの後半で生じる O中間体には、分光学的および速度論的に区別でき

る 2つのサブ・ステートが存在することを見出した。具体的には、１）

最初の O-中間体（O1）の吸収スペクトルは後期の O-中間体（O2）のもの

より 20－30nm 短波長側にシフトしており、2）O1 は N と動的平衡状態

にあり、pH を上げると、O1 は N よりも安定性が低くなり、N と O1 の間

の動的平衡にある O1の量に比例して O2の形成速度は低下し、３）対照

的に、O2の崩壊速度は、低塩膜懸濁液の pHを 5.5 から 7.5 に上げると、
図５．BR の光反応スキーム 

図４．ストップド・フロー装置（自作）の概念図 
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あるいは塩濃度を 2MKCl に増加したとき。約 100 倍速くなる、ことが明らかになった。O 中間体に関する以前の研究

結果と照らし合わせて、レチナール発色団のオール・トランス構造への熱的に活性化される変換は、O1 から O2 への

遷移で起こる、つまり、O1には歪んだ 13-cis 発色団が含まれていると推察された。 

ii)アーキロドプシンー２のプロトン輸送サイクル：  

アーキロドプシン-２(aR2)は高度好塩菌 Halorubrum Aus-2 の細胞膜に見出された光駆動プロトンポンプである。

aR2 の反応状態の X線構造解析に先立ち、aR2 の光反応サイクルを詳しく調べた。その結果の要約を図６に示した。バ

クテリオロドプシンで観察されたように、光反応サイクルの後半に 2種類の O中間体（O1,O2）が生じることが分かっ

た。基本的な反応機構は同じであるが、aR2 と BR との間の構造上の差異を反映して個々の反応中間体の振る舞いに違

いが認められた。例えば、１）aR2 の L中間体は K中間体に比べて短寿命で、観測できない。これはレチナール結合

部位の硬さ（近傍のトリプトファンの動き易さ）に起因する。２）Nと

O１が動的平衡状態になる点は同じであるが、その平衡のｐH依存性が

大きく異なる。ｂRでは Nに比べて O1が中性ｐH以上で相対的に不安

定になるのに対して、aR2 では高いｐH領域でも O１の相対的安定度は

高く維持される。これは、プロトン取り込みチャネルの重要な残基

（aR2-Asp101、bR-Asp96）の pKa 値が、bR の O1 状態と比較して aR2 

の O1 状態で高くなっていることに起因する。実際、ｂRの Asp96 の近

傍には正電荷を帯びた残基（Lys41）が存在するのに対して、aR2 の

Asp101 の近傍には負電荷を帯びた残基（Glu45）が存在する。 

iii）バクテリオロドプシンの酸性転移の解析 

これまでの分光学的研究から、複数のイオン輸送性ロドプシンにおいて、13－シス構造に光変換されたレチナール

が全トランス型の構造に再生される反応過程で現れる青色状態（Ｏ中間体）には二つのサブ状態（O1、O2 と 命名）

が存在することが見出され、O1→O2 転移でレチナールの異性化が起こることが示唆された。光駆動プロトンポンプで

あるバクテリオロドプシン（BR）においては、レチナールの異性化を伴う暗順応が酸性ｐH では非常に速くなること

が観測されていることから、「中性ｐHのプロトン輸送サイクルにおいても O中間体の生成に伴いレチナール色素の周

りの環境が酸性ｐH でのものと同様になり、C13＝C15 結合の周りの捩じれエネルギー障壁が下がる。」という可能性

が考えられる。この可能性を検証するため、ｐH ジャンプに伴う BR

の吸収変化を測定するためのストップド・フロー装置を製作し、酸

性ｐH域でのＢＲの状態変化を詳しく調べた。その結果、（ｉ）酸性

転移（紫色状態から青色状態への転移）が 2段階で起こること、（ii）

速い転移の速度（室温で～５0ミリ秒）がｐHに依存しないのに対し

て、遅い転移の速度（１～1000 秒）がｐHに強く依存すること、（iii）

紫色状態から青色状態への完全な変換は特別な条件でのみ起こり、

広い酸性ｐH 領域で紫膜中の一部（約 1/3）の BR は青色状態に変換

されず紫色状態に留まること（負の協同現象）、（iv）特殊な酸性ｐH

域では 13－シス型ＢＲに比べて全トランス型ＢＲがより安定とな

り、吸収極大波長が 625ｎｍまで赤方シフトすること（図７）、が観測

図６．aR２の光反応サイクル 

図７． BR の全トランス異性体の酸性ｐH で

の吸収スペクトル（赤色） 
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された。以上の観測結果から、１）酸性転移で生じる全トランス型 BRは中性ｐH域で光照射により生成される O２中

間体と分光学的に類似しており、レチナールおよびその結合部位の構造においても強い類似性があると推察された。

また、13-cis 異性体の青色状態は不安定で、酸性転移が起こりにくいことも推察される。この現象は、図５に示した

O1 から O3 への分岐反応が生理学的条件（紫膜中）では抑制されていることと密接に関係している可能性もあり、さ

らに詳しく調べる価値がある。 

２）ハロロドプシン（pHR）に重炭酸イオンに結合した状態の構造解析： 

pHR の結晶（空間群 C2)の結晶を重炭酸イオン（HCO3-）を含む液に浸したのち急速凍結を行い、2.0Å分解能の回折

データを収集し、重炭酸イオンを結合した状態の構造解析を試みた。解析の結果、レチナール・シッフ塩基近傍の結

合部位への重炭酸イオンの結合は弱く、今回用いた結晶凍結条件下では陰イオン非結合状態が共存（約 50%）してい

ることが明らかになった。陰イオン非存在下で急速凍結した回折データと比較することで重炭酸イオンの結合様式を

正確に求めることができ、先行研究で明らかにした硝酸イオンの結合様式と同じであることを確認した（図８）。ま

た、重炭酸イオンを含む液に浸した結晶にレーザー光（630nm)を

照射した状態で結晶を急速凍結し、2.1Å分解能の回折データを

収集し、重炭酸イオンを結合したｐHR の光反応状態の構造解析

を試みた。解析の結果、今回の光照射・凍結条件では重炭酸イオ

ンがタンパク質外に放出された後の反応状態(おそらく N'中間

体)が多く捕捉されるようであり、重炭酸イオンの輸送途上の状

態（N中間体）はほとんど捕捉できていない、ということが示さ

れた。ｐHR が重炭酸イオンを能動輸送することを実証するには

N中間体を高効率で低温トラップできる条件を探す必要があり、

これは今後の研究課題として残った。 

３）センサリーロドプシン―2(sR2)の構造解析 

sR2 は高度好塩菌の細胞膜に見出された光センサーで、光で活性化されると同じ膜に存在するトランスデュウシン

に結合し光信号を伝達する。ｓR2の結晶は Lipidic Cubic Phase（LPC）法ですでに作製されており、その単量体の構

造決定が他の研究グループにより行われている。本研究課題では、sR2 の高次構造（三量体構造）を解明すべく、sR2

の結晶を膜融合法により作製した。2.7Å分解能の X線回折データから、我々の作製した結晶は空間群 C222(1)（結晶

格子定数は a=87.4Å, b=127.0Å, c=98.5Å）に属することが示された。膜融合法を利用したにもかかわらず、得ら

れた結晶構造（タンパク質の充填具合）は他の結晶化法（LCP 法）で作製された結晶中のものとほとんど同一であっ

た。今のところ、三量体構造を保った状態の sR2 の結晶は

作製できていない。我々が求めた結晶構造の興味深い点は、

結晶化に用いた界面活性剤（オクチルチオグルコシド：OTG）

が sR2 の細胞質側の凹んだ部分に入り込んで結合している

ことである。また、他グループが求めた sR2 の構造と比較

すると、細胞外側からレチナール Schiff 塩基に至る領域の

水素結合ネットワークに差異が認められ、結晶化法の違い

を反映していると考えられる。 

図８．ｐHR に炭酸イオンが結合した状態の構造 

図９．ｓR２の結晶構造 
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