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研究成果の概要（和文）：高度好塩菌がもつハロロドプシン（HR）は、光駆動型のCl-ポンプ膜蛋白質である。光を吸
収すると複数の中間体を経由する光反応サイクルをまわり、この間に１個のCl-を細胞の外側から内側へ輸送する。本
研究では、Cl-輸送素過程の解析を行い、以下の成果を得た。１）Cl－の細胞質側への放出と細胞外側からの取り込み
は、O中間体の生成と崩壊に同期して起こる。後続のNpHR’中間体の崩壊時には、取り込まれたCl－の初期結合サイト
への移動が起こる。２）Cl－放出時に起こる過渡的なCl－への親和性低下は、細胞膜電位が存在する生理的環境におい
ても、Cl－輸送活性を高く維持するために必要である。

研究成果の概要（英文）：Halorhodopsin (HR) is an inward light-driven Cl- pump in the membrane of halophili
c archaea. Illumination triggers the photoreaction of HR called photocycle where the intermediates of K, L
1, L2, N, O, NpHR' form and decay sequentially. During this cyclic reaction, HR releases Cl- to the cytopl
asmic (CP) medium and captures another Cl- from the extracellular medium. To examine the elementary proces
ses for Cl- translocation, we analyzed the photocycle using the flash-photolysis technique and obtained th
e following results: 1) Cl- release and uptake occur during N to O and O to NpHR' transitions, respectivel
y. The subsequent NpHR' to original NpHR transition involves Cl- displacement inside the protein. 2) The C
l- binding affinity decreases at the Cl- releasing step. This decreased binding affinity contributes to ma
intain the Cl- pumping activity even in the presence of the interior negative membrane potential. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）分子ポンプやイオンチャネルなどの輸
送担体は、それぞれ構造の異なる複数の輸送
中間体を経由することで、膜輸送を行ってい
る。通常の輸送担体では、輸送中間体を実験
的に捉えることは困難であり、詳細な分子機
構の解明は難しい。このような分子機構の研
究において、好塩性古細菌の細胞膜に存在す
るハロロドプシン（HR）は、最も有利な研究
材料である。 
 
（２）HR は、内包した色素レチナールの光異
性化をきっかけとして、種々の輸送中間体を
経由する光反応サイクルをまわり、この間に
１個の Cl-を細胞の外から内へ運ぶイオンポ
ンプとして機能する。光で瞬間的に活性化可
能であるため、各輸送中間体が順に生成・崩
壊する様子を時間的に追跡できる。 
 
（３）輸送中間体は互いに色が異なる。この
ことを利用して、申請者らを含む複数のグル
ープが、パルスレーザを励起光に用いたフラ
ッシュフォトリシス測定を行い、輸送中間体
の生成順序を規定した光反応サイクルスキ
ームを提案してきている。輸送中間体で起こ
る分子内イベントも予想されているが、まだ
確定的でない。同様の時間分解測定によって、
分子内イベントを明らかにする必要がある。 
 
（４）HR は暗状態において、既に Cl-を蛋白
質内部に結合している。光反応サイクル中に、
この Cl-が放出され、新たな Cl-を反対側から
取込む事で Cl-輸送を完了させる。初期の Cl-

結合に重要なアミノ酸残基は明らかとされ
ている。一方、過渡的な Cl-移動に重要な残
基は、複数、報告されているが、その役割や
分子機構は十分に検討されていない。 
 
２．研究の目的 
膜輸送には複数の素過程が含まれるはずで
ある。本研究ではHRをモデル蛋白質として
用いて、その Cl-輸送に含まれる素過程を理
解することを目的とした。HR が内包するレ
チナールは、特定のリジン残基とシッフ塩基
結合を形成している。暗状態では、このシッ
フ塩基近傍にCl-が結合している。そのため、
最も重要と考えられる素過程は、1.Cl-の初期
の結合サイトから、細胞質側チャネルへの分
子内移動過程、2.細胞質側への放出過程、3.
細胞外側からの取込み過程である。これらは、
他の膜輸送担体でも、重要と考えられている
過程である。これらの素過程が起こる輸送中
間体を確定させ、さらに素過程に重要なアミ
ノ酸残基についての知見を得る事を目指し
た。 
 
３．研究の方法 
（１）フラッシュフォトリシス 
中間体の吸収スペクトルが互いに異なる事
を利用して、中間体の吸収スペクトルと出現

順序を決定する手法である。本研究では、530 
nm、5 nsecのパルスレーザを励起光に用いて、
400〜700 nm の範囲で起こる吸光度変化を測
定し、解析に用いた。 
 
（２）HR 大量発現変異株 KM-1 
Natronomonas pharaonis の HR（NpHR）大量
発現変異株 KM-1 の細胞膜には、NpHR と色素
バクテリオルベリン（Brub）が、3:3 の複合
体を形成して発現する。Brub のようなカロテ
ノイドは、近傍の静電環境変化を反映して、
吸収スペクトルシフトを起こす事が知られ
ている。そこで、NpHR の光反応サイクル中に
起こるBrubの吸収スペクトル変化を検出し、
NpHR の Cl-輸送素過程を調べる事を試みた。
このために、KM-1 の細胞膜から、NpHR と Brub
を含む膜片を調製した。 
 
また、KM−１は大量に NpHR を発現するため、
細胞膜ベシクルの状態で、良好なフラッシュ
フォトリシスデータを取得できる。そこで、
膜ベシクルを用いて、膜電位が光反応サイク
ルに与える影響を調べた。Cl-の放出や取込み
など、Cl-の移動が起こる素過程は、起電力を
伴うので膜電位の影響を受けると予想され
る。膜電位は、カリウムのイオノフォアであ
るvalinomycinが誘発するカリウムの拡散電
位によって付与した。 
 
（３）Cl-輸送活性の測定 
NpHR を発現した大腸菌細胞を用い、Cl-輸送
によって二次的に生じる細胞外液の pH 変化
を測定し、pHの変化分を輸送活性として評価
した。 
 
４．研究成果 
（１）NpHR の光反応サイクルの解析 
NpHR については、以下の光反応サイクルが提
案されている。 
NpHR→K→L1→L2→N→O→NpHR’→NpHR 
光反応の Cl-濃度依存性から、N→O が細胞質
側への Cl-放出過程、O→NpHR’が細胞外側か
らの Cl-取込み過程と予想されているが、一
部の研究グループからは、中間体の出現順序
自体が異なるモデルも提案されている。上述
した N. pharaonis KM-1 株を用いた二種類の
測定によって、このモデルを検証した。 
 
①輸送素過程に同期したカロテノイドの吸
収変化の検出 
KM−１から調製した膜片を用いた。暗状態に
おける NpHR への Cl-結合と、Brub の吸収変化
の関係を明らかにするため、膜懸濁液の Cl-

濃度依存的な吸収スペクトル変化を測定し
た。その結果、Cl-結合に伴う NpHR の吸収ス
ペクトルシフトに加えて、カロテノイド特有
の振動構造の変化も検出された。これは、
Brub の吸収スペクトルの短波長シフトに起
因すると考えられた。それぞれの吸収変化か
ら求めたCl-の解離定数は良く一致しており、



Brub は、NpHR が Cl-を結合することによる静
電的な環境変化を感じて吸収スペクトルを
変化させている事が確認された。次に、フラ
ッシュフォトリシス測定によって、光反応サ
イクル中のBrubの吸収変化の検出を試みた。
その結果、O 中間体の生成に同期して、Brub
の吸収スペクトル変化も起こることが判っ
た。さらに、この時の Brub の変化は、吸収
スペクトルの長波長シフトに対応していた。
一方、暗状態で観測されたのは短波長シフト
である。そのため、光反応サイクル中の Brub
の変化は、NpHR の Cl-放出による静電的な環
境変化を反映していると考えられる。以上よ
り、O中間体時に Cl-が放出されることが確認
された。さらに、Brub の吸収変化は、規模は
小さくなるものの、NpHR’中間体の崩壊まで
持続していた。このことから、NpHR’中間体
時に取り込まれた Cl-は、未だ暗状態での結
合位置には達しておらず、NpHR’→ NpHR に
おいて、Cl-が蛋白質内を移動することが示唆
された。 
 
②光反応サイクルの膜電位依存性の検出 
KM-1 から膜ベシクルを作成し、valinomycin
が誘発するカリウムの拡散によって、細胞内
負の膜電位を付与した。この膜電位によって
生じる光反応サイクルの変化を検証した。そ
の結果、過渡的に生じる Nと O中間体の平衡
状態が、負の膜電位によって、N 中間体側に
シフトした。また、崩壊速度の明らかな遅延
が O中間体に、僅かな遅延が NpHR’中間体に
見られた。これらの光反応サイクルの変化は、
トリフェニルスズとプロトノフォアを添加
して膜電位をゼロ電位に復帰させると消失
した。これらの結果は、O 中間体の生成と崩
壊に同期して、Cl-の放出と取込みが起こり、
その後、NpHR’中間体の崩壊時に、Cl-の蛋白
質内部での移動が起こるという上述のモデ
ルを支持している。 
 
以上の結果より、「研究目的」で述べた 3 つ
の素過程のうち、2.細胞質側への Cl-の放出
過程、3.細胞外側からの Cl-の取込み過程、
が起こる輸送中間体についての知見が得ら
れた。しかし、1. Cl-の初期の結合サイトか
ら、細胞質側チャネルへの分子内移動過程、
についての知見は得られなかった。この過程
も、他の過程と同様に、静電的な環境変化と
起電力を伴う過程のはずだが、それらの規模
が小さく検出されなかったものと考えられ
る。この過程の同定は今後の研究課題である。 
 
（２）細胞質側への Cl-放出機構の解明 
暗状態の NpHR は、約 1 mM の解離定数で Cl-

を結合しているが、細胞質側への Cl-放出時
には、この解離定数は約 1 M まで上昇する。
この解離定数の上昇には、細胞質側チャネル
に位置する Thr218 が重要であり、この機構
に、細胞質側チャネルの水和が関係している
と考えられていた。この分子機構を明らかと

するため、Thr218 の種々の点変異体を用いて、
①Cl-放出時の解離定数、②チャネルの水和、
③Cl-輸送活性、の関係を調べた。その結果、
Cl-放出時の解離定数とチャネルの水和量は、
218 の位置が Thr の時に最大となることが明
らかと成った。一方、野生型と変異体の輸送
活性には、意外にも、明確な差が見られなか
った。HR の輸送活性は、通常、測定を容易に
するために、プロトノフォアを添加して、細
胞膜電位を打ち消した状態で行うが、プロト
ノフォアを加えず、したがって、細胞内負の
膜電位存在下で測定した場合には、野生型と
変異体間に活性の違いが観測された。活性は、
解離定数が最大である野生型で最大となり、
解離定数が低い変異体ほど、活性も低い事が
確認された。以上の結果から、放出時の解離
定数の上昇は、細胞膜電位が存在する生理的
な環境においても、輸送活性を高く維持する
ために必要であることが明らかとなった。ま
た、解離定数の上昇には、細胞質側チャネル
に流入した水分子と Thr の OH 基の相互作用
が必須であると示唆された。 
 
（３）H. salinarum 由来の HR の大腸菌発現
系を用いた調製法の確立 
HR の研究には、NpHR と H.salinarum 由来の
HR（HsHR）が主に用いられてきた。両者には、
輸送基質の種類や光反応サイクルなど、興
味深い違いがあることが知られており、これ
らを比較することで、Cl-輸送機構をより詳細
に検討できるものと期待される。NpHR は、大
腸菌における機能的大量発現系が確 立 して
いるが、HsHR では、これがなかった。そこで、
HsHR の大腸菌発現系を用いた調製を試みた。
その結果、HsHR は、不活性な状態で大腸菌膜
に発現するが、可溶化時にレチナールを添加
することで、活性型のHsHRを得られることが
明らかとなった。この手法によって、HsHR 変
異体を容易に調製できるようになった。 
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