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研究成果の概要（和文）： 
高度好塩性好アルカリ性古細菌 Natronomonas pharaonisの細胞膜上には、光駆動性塩素イオ
ンポンプであるハロロドプシン（pHR）が存在する。この pHR を膜の状態で精製して結晶化
し、２.0 Åの分解能で構造解析する事に成功した。また、塩素イオンが結合していない O中間
体様の構造解析にも成功した。これらの２つの構造を比較する事で、塩素イオン輸送過程にお
いて、Cヘリックが Gヘリックス側に移動すること、シッフ塩基と水素結合を形成していた水
分子が移動することが、明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
An extremely haloalkaliphilic archaon Natronomonas pharaonis possesses the light-driven 
chloride ion pump, halorhodopsin (pHR) on its membrane.  We purified pHR in the form of 
native membrane, crystallized, and solved its structure at 2.0Å resolution. Furthermore we 
succeeded to solve the structure of chloride ion free blue form of pHR, which is considered 
to be O-like intermediate. From the structure comparison between chloride-boud and 
chloride-free forms of pHR, it was shown that the removal of the chloride ion, which is 
located between the retinal Schiff base and Thr126, is accompanied by such a deformation 
of helix C that the side chain of Thr126 moves toward helix G, leading to a significant 
shrinkage of the chloride ion binding site and the water molecule, which was hydrogen 
boded with the chloride ion, had moved. 
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１．研究開始当初の背景 
光プロトンポンプであるバクテリオロド
プシン(BR)は、最もよく理解されている膜
タンパク質の一つである。BR の構造は、
その光化学中間体の構造も含めて、既に 50

種類以上pdbに登録されている。神山らは、
膜融合法による結晶化―構造解析を行い、
BR の基底状態、K,L,M 各中間体の構造を
解いて、BR のプロトン輸送のためには、
水分子が BR分子内で移動する“BR が水ポ
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ンプである”とする仮説を立てた。水分子
が一方向に移動しているとするなら、BR
はいわば、水―プロトン対向輸送ポンプと
して理解しなおす必要が生じる。一方、ド
イツやアメリカのグループは、水の動きは
重要であるものの、最初のレチナール異性
化の段階では水の移動は見られず、主にタ
ンパク質部分の構造のひずみが駆動力にな
っていると主張している。我々は、BR と
60%のアミノ酸一致度を示す別のプロトン
ポンプであるアーキロドプシン(AR)を用
いて、結晶構造解析を行い、BR と同じ結
論に達した。ハロロドプシン(HR)は、BR
とアミノ酸一致度が 25%程度の、同じく７
回膜貫通領域を持つ膜タンパク質であるが、
輸送するイオン種はプロトンでは無くて塩
素イオン（ハロゲン）である。輸送するイ
オンの電荷が逆であり、分子サイズもはる
かに大きく、輸送方向も正反対である。ド
イツのグループは、基底状態の HRの構造
を決定して、塩素イオンの結合部位を１カ
所決めた(Kolbe et al., 2000 Science 288 
1390)。また、最近になって L 中間体の構
造も報告されたが、基底状態と大きな変化
はなく、塩素イオンの位置がほとんど変化
していなかった。彼らの用いた HRは、明
順応状態でも、レチナールの異性体の割合
が、all-trans 型 が約 60%（残り 40%が
13-cis型）と均一からはほど遠い値にある。
また、all-trans型、13-cis型がそれぞれの
光化学反応を示す事が、構造解析をより難
しいものにしていると予想している。我々
は、最近 Natronomonas pharaonis株にお
いて、pHR（前述した Halobacterium 由
来 の HR を sHR, Natronomonas 
pharaonis由来のHRを pHRと表記する）
の大量発現株の作成に成功した。この pHR
は、暗状態でも明状態でも、約 85%が
all-trans型レチナールであり、13-cis型の
pHRの光サイクルは報告されていない。そ
こで、この大量発現株から、ネィティブな
脂質を保持した膜の状態のままで pHR を
結晶化し、光化学反応中間体における塩素
イオンの移動を観察する本研究を開始した。 
２．研究の目的 

pHRは、光照射に伴って、図 1に示した
光化学反応サイクルを経て、塩素イオンを

細胞外側（EC側）から細胞質側（CP側）
へと輸送する。pHRの光化学反応サイクル
では、BR の光サイクルとは異なり、レチ
ナールのシッフ塩基が脱プロトン化した

M 中間体を欠いている。BR の場合、プロ
トンの移動をいくつかの解離性アミノ酸

（Asp85と Asp96）とシッフ塩基の順序だ
ったプロトン着脱として説明できた。塩素

イオン結合という点では、pHRではプロト

ン化シッフ塩基の近傍に１カ所のイオン結

合部位がある事しかわかっていない。本研

究では、pHRの立体構造を、基底状態をは
じめとした光照射後の各種中間体を含めて、

すべて解いて、その構造情報に基づいて、

塩素イオン輸送機能の詳細を理解する事を

目的としている。さらに、pHRは、アジ化
物イオンやシアン酸イオン存在下では、プ

ロトンを輸送するようになることが知られ

ており、これらの陰イオンはハロゲンイオ

ンと競争的に結合する。BRと pHRという
非常に構造が似たタンパク質が、プロトン、

塩素イオンという電荷の異なるイオンを違

う方向に輸送するという仕組みを統一的に

理解する事を目指して、アジ化物添加の

pHRの結晶を作成し、同様な中間体構造解
析を行う。 

 
図１ pHRの光化学反応サイクル 
 
３．研究の方法 
pHR の単離・精製：  pHR の大量発現株
Natronomonas pharaonis KM-1株を JCM 
#167 培 地 （ 1L: 200g NaCl, 1g KCl,        
1g NH4Cl, 1g KH2PO4, 0.2 g MgSO4 •7H2O, 
10g casamino acids (Becton–Dickinson, 
USA), 5 g Na2CO3, and trace metals (0.1 
mg ZnSO4 •7H2O, 0.03 mg MnCl2•4-H2O, 
0.3 mg H3BO3, 0.2 mg CoCl2•6H2O, 0.01 
mg CuCl2•2H2O, 0.02 mg NiCl2•6H2O, and 
0.03 mg Na2MoO4•2H2O), pH 9）で 10日間、
40℃で培養し、遠心操作（7,000 x g, 15min）
により菌体を回収する。solution A (3 M 
NaCl, 50 mM HEPES– NaOH, pH 7.0)に懸
濁して、-80 ℃で凍結後、室温で融解をくり
返して菌体破砕後、蒸留水で膜断片を洗い
（90,000 x g, 60min）、0.2%(w/v) Tween-20
溶液で 1回洗ってから蒸留水に懸濁して、凍
結しておく。 
pHRの結晶化：精製 pHRを 0.5% Tween20, 
0.1M NaCl 溶液で洗い部分的に脂質を取り
除く。2mg/ml pHRになるように、1.0M 硫
酸アンモニウム、0.16M NaCl, 0.04% NaN3, 
0.04M Na-citrate pH 8.0, 5mg/ml 
nonylglucoside の溶液に懸濁して、室温で１
時間静置した後に、4,000 x g, 10minの遠心



操作により不溶性不溶性画分を除去した上
清を用いて、2.2-2.9M 硫酸アンモニウムを
母液とした蒸気拡散法により結晶作成を行
った。 
データ収集：Spring8-BL38B1, BL41XUで X
線回折データを集めた。100K に保持しとい
た結晶試料に 1Åの波長の X 線を ~2 x 1012 

光子／mm2/s の流速で照射し、CCD 検出器
（Mar）で回折データを集めた。Auto 
Indexingと積分は、Mosflm6.1で行った。デ
ータのスケーリングは、CCP4プログラムの
SCALAを用いて行った。 
構造の精密化：モデル構築は pdb 1ed2 を
sHR のモデル分子として分子置換法により
行った。構造の精密化は CNS ver1.1, 
XtalView ver. 4.0 を持ちいて行った。空間
群は C2とした。 
アクセッション番号：結晶構造は、すべて
Protein Data Bankに登録した。そのアクセ
ッション番号は、基底状態の phR が ID: 
3FEB, アニオンフリーの青色型、黄色型、
Br 結合紫型がそれぞれ、3QBG, 3QBI, 
3QBKである。 
 
４．研究成果
(１)pHR の基底状態の立体構造
pHR は、単斜晶系の空間群 C2 の結晶を形成し
た。2Åの分解能の回折データから、３量体を
形成する pHR 同士の間隙にバクテリオルベリ
ンが 1分子入っている事がわかった（図２）。

図２ pHR ３量体の立体構造

単量体の pHR 分子は、他の古細菌型ロドプシ
ンとほぼ同じ 7 本のα̶ヘリックス構造をと
り、オールトランス型のレチーナールが Gヘ
リックスの中程にある Lys256 と結合してい
た。レチナールのポリエン鎖は、Trp127,
Tyr180, Phe187, Trp222, Tyr225, Trp229 の
６個の芳香族側鎖を持つアミノ酸により囲
まれていた。シッフ塩基の NH 基は細胞外側
を向き、水分子の一つ（Water502）、Asp252
のカルボキシル基側鎖、塩素イオンと水素結
合を形成していた。塩素イオンは Thr126,

Ser130 の OH と水素結合を形成していた。こ
の塩素イオンの結合位置は、shR の場合と同
じであったが、水分子 504 の位置と T126(shR
では T111)の側鎖の向きが異なっていた。
T111(shR)は塩素イオンと水素結合を作って
おらず、パルミチン酸のカルボキシル基と水
素結合を作っていた。塩素イオンに対する Km
値が、pHR(1.7mM)と shR(10mM)と異なってい
る理由がこの構造の違いに起因しているの
かもしれない。

図３ pHR の塩素イオン結合部位の構造

pHR の特徴的な構造として、ヘリックス A
の前方にある短いヘリックスA’とBCループ
部分で作られる蓋構造を挙げることができ
る。この構造は shR にはみられず、シッフ塩
基近傍に結合している塩素イオンが細胞外
液とアクセスしにくいことが想像される。こ
の構造の違いは、塩素イオンの Km の違いを
生みだす一つの理由として考えられる。
（２）pHR の新奇な蓋構造の役割
pHR は大腸菌で機能的に発現して、レチナー
ルの添加により青く色づく。吸収スペクトル
は、この pHR が塩素イオンを結合していない
状態にあることを示している。ここに 300mM
程度の NaCl を添加する事で紫色に変化し、
塩素イオンが結合する事が分かった。面白い
ことに、pHR を発現している大腸菌に脂溶性
カチオン TPMP (最終濃度 30mM)を加える事で
も、紫色に変化して、塩素イオン結合型の pHR
になる。これは、内側負の膜電位によって、
A’ヘリックスと BCループからなる蓋構造が
閉じることで、塩素イオンが入り込むのを防
ぐ仕組みがあることを示唆している。この BC
ループの一部を欠失した pHR を大腸菌で発現
させると、塩素イオンを結合型の紫色の状態
で発現した。

図４ pHR と sHR の細胞外側からみた構造



(3)塩素イオン非結合型 pHR の構造
pHR の結晶を塩素イオンを含まないアルカ

リ性緩衝液に置くことで、シッフ塩基のプロ
トンが解離し、塩素イオンを外した黄色型の
いわゆる M中間体型の pHR 結晶を作成する事
ができた。これを中性に戻してシッフ塩基を
プロトン化すると、青色型のいわゆる O中間
体型の pHR 結晶ができた。黄色型、青色型共
に、主鎖の構造はほとんど同じであったが、
塩素イオン結合型 pHR と比べた場合、C ヘリ
ックスにおいて大きな構造変化が見られた。
塩素イオンと水素結合を形成していた T126
の側鎖が、塩素イオンが解離することで Gヘ
リックス方向に移動して、塩素イオンが占め
ていた空間が狭まった（図５）。また塩素イ
オンと水素結合を作っていた水分子
（Water502）が消失していた（図５）。近傍
の 2分子（Water 503, 504）は、ほとんど位
置を変えていないので、塩素イオンの移動に
伴って移動したものと推測された。

図５ 塩素イオン結合型 pHR と塩素イオン非
結合型 pHRの構造比較（塩素イオン結合部位）

HR の場合も BR と同様に、水分子の移動によ
って塩素イオンを移動させる水／塩素イオ
ン共輸送体として機能している可能性が高
まった。
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