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研究成果の概要（和文）：本研究では我々が新しく海洋性細菌より発見した、光駆動型の外向きナトリウムポンプであ
るナトリウムポンプ型ロドプシン（NaR) について、そのナトリウムイオン（Na+）輸送メカニズムについて研究を行っ
た。その中で、今回我々は特に「機能」、「ダイナミクス」、「構造」の３つの視点からメカニズムの解明に迫った。
その結果NaRは周辺の環境によってLi+やH+も輸送し、その輸送に関わる反応素過程の決定や、Na+結合サイトの同定に
成功した。その結果を含め本研究に関わる成果を８つの論文と３件の新聞報道、４２件の学会発表などで公表した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the sodium ion (Na+) transport mechanism by Na+-pum
ping rhodopsin (NaR) found from marine bacteria in our recent research. For that purpose, especially, we f
ocused the view point of "function", "dynamics" and "structure". As the result, we revealed that NaR pumps
 Li+ and H+ in addition to Na+ in according to the environment, the reaction process relating to the trans
port activity, and the place of Na+ binding site. The results relating this study were reported in eight p
apers and fourty-two presentation in conferences, and three newspaper reports were conducted.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
微生物型ロドプシンは真正細菌や古細菌

などの持つ光受容型の膜タンパク質であり、
７回膜貫通型の構造と、共通の発色団である
all-trans レチナールを持つ。微生物型ロドプ
シンのほとんどは光駆動型外向き水素イオ
ン（H+）ポンプであり、特に研究が進んでい
る古細菌の持つバクテリオロドプシン（BR）
や真正細菌の持つプロテオロドプシン（PR）
などがある。この他に光駆動型内向き塩化物
イオン（Cl-）ポンプや、細胞の走光性に関わ
るセンサー、もしくは光による遺伝子制御と
いった働きを持つロドプシンが知られてい
る。また最近では光ゲート型のカチオンチャ
ネルとして働くロドプシンが藻類から発見
されている（図 1）。 

 

図 1. 様々な微生物型ロドプシン 
 その中で我々は Krokinobacter eikastus や
Nonlabens dokdonensis などの海洋性細菌が、
既知の微生物型ロドプシンと大きく異なる
アミノ酸配列を有することを見いだした。そ
してそれらのロドプシンの機能を調べたと
ころ、これまで知られていなかった光駆動型
の外向きナトリウムイオン（Na+）ポンプ
（Na+-pumping rhodopsin、NaR）であること
が明らかとなった。しかしアミノ酸配列だけ
では、どの様にして NaR が Na+を輸送してい
るのか、そのメカニズムは全く不明である。
そこで本研究では NaR の輸送機構の解明を
目指し、物理化学的および生物物理学的な観
点から研究を実施した。 
 

２．研究の目的 
 「１．研究開始当初の背景」でも述べたと
おり、本研究の目的は我々が発見した NaR の
輸送機構の解明にある。Na+の輸送メカニズ
ムを明らかにすることは、基礎生物学的な観
点からだけでなく、より多様な光を使ったイ
オン輸送のための新規タンパク質デザイン
にも大きな知見を与えると期待される。特に
微生物型ロドプシンは、近年光遺伝学（オプ
トジェネティクス）分野で、動物の神経活動
を光で操作するツールとして幅広く使われ
ており、今後 NaR の使用も予想されることか
ら、その重要性は極めて大きい。しかしメカ
ニズムの解明のためには、アミノ酸レベルで
の NaR の構造情報を調べる必要がある一方
で、Na+の輸送に関わる光化学反応の素過程
を明らかにする必要があるため本研究では
それらに着目して研究のデザインを行った。 
 

３．研究の方法 
 本研究では NaR の Na+輸送メカニズムの解
明のため、「機能」・「ダイナミクス」・「構造」

の３つの観点から研究を行った（図 2）。その
ための手法として、まず機能については、Na+

を含むイオンの輸送活性を、それに伴って二
次的に細胞に取り込まれる H+の移動を pH メ
ーターを用いて捉えるポンプ活性測定法を
用いて評価した。 
 またダイナミクスについては主にフラッ
シュフォトリシス法を用いて研究を行った。
この手法ではイオン輸送に伴う光反応サイ
クル上で現れる中間体を捉えることができ、
その蓄積量や蓄積および減衰の速度から、ダ
イナミクスの詳細を明らかにすることを目
指した。さらにタンパク質の構造については
フーリエ変換赤外（FTIR）分光を用いて研究
を行った。FTIR 分光法にはいくつかの測定法
があるが、特に本研究では全反射型 FTIR
（ATR-FTIR）法と低温 FTIR 法を用い、前者
ではイオンの結合に伴うタンパク質の構造
変化を、後者では光反応に伴う構造変化を捉
えることができる。 

 
図 2. 本研究で用いる手法 

本研究では以上のような手法を用い、３つの
観点から NaR の機能解明を目指した。また実
験に用いるタンパク質は大腸菌による発現
系を用いて作製し、そのために必要な NaR の
遺伝子については保存機関から当該遺伝子
を有する海洋性細菌を購入しそこから遺伝
子をクローニングする方法と、人工的に遺伝
子 DNA を合成する２つの手法を用いた。 
 

４．研究成果 
 過去の研究より H+ポンプである BR や PR
は、H+の輸送にかかわる２つの保存性の高い
酸性残基をへリックス C 上に持つ。これらは
BR では Asp85 および Asp96 に対応するが、
NaR ではそれらが Asn および Gln に置換され、
さらにその中間に新たなAspが挿入された配
列を持っており、NDQ モチーフと呼ばれる。
そして本研究では主な研究対象として、東京
湾より発見された Krokinobacter eikastus 由来
のロドプシンに着目した。K. eikastus はゲノ
ム上に２つのロドプシン遺伝子を持ち、一つ
が2つの酸性残基を持つPR型のKR1であり、
もう一つが NDQ モチーフを持つ KR2 である。
そしてまずは、これらのロドプシンの機能を
pH メーターを用いたポンプ活性測定により
評価した。 
 まず KR1 については、これを発現する大腸
菌に光を照射したところ、pH の減少が見ら
れた。これは細胞外に H+が輸送したためであ
り、KR1 が外向き H+ポンプである PR として
働くという予想と一致する。 



 一方 KR2 については、大腸菌に光を照射す
ると pH の上昇が見られた。これは一見内向
きに H+が輸送されたように見えるが、H+の膜
透過性を増加させる CCCP を加えたところ、
その変化が増大し、さらに膜電位を解消する
TPP+を加えると pH 変化が無くなった。この
ことは KR2 に光を照射した時に起こる H+の
移動は、KR2 が H+そのものを輸送した結果
観測された物ではなく、H+以外の何らかのイ
オンを輸送した結果、その際に生じる膜電位
変化により、二次的に生じたものであること
を示している（図 2上）。 

 
図 3. KR2 の輸送活性 

そして KR2 が輸送するイオンを明らかに
するために、溶液中のイオンを測定したとこ
ろ、アニオンを変化させた実験では Cl-を Br-

や、ロドプシン中を通過するのが困難と思わ
れる SO4

2-に変化させても NaCl 中と同様の
pH 変化が見られた。一方でカチオンを変化
させた場合、Na+より大きなイオンの存在下
では、pH の上昇ではなく、pH の低下が見ら
れた（図 2 下）。さらにこの大きなカチオン
存在下での pHの変化はCCCPを加えた際に、
PR と同様に pH 変化が失われた。すなわちこ
の結果からKR2はNa+より大きなイオンしか
ない場合は外向き H+ポンプとして働き、生理
学的な条件下では Na+を輸送する Na+ポンプ
であることが明らかとなった。また Li+中で
の実験により、KR2 は Li+も Na+とほぼ同じ効
率で輸送することが示された。ここから KR2
は周辺のカチオンの大きさに応じて、輸送す
るものを変えるハイブリッド型の性質を持
つことが明らかとなったが、このような機能
を持つロドプシンはこの KR2 が最初である。 
次に KR2 がどの様にしてイオンを輸送す

るのか明らかにするため、その光反応ダイナ
ミクスについて研究を行った（図 4）。 

 

図 4. KR2 の過渡吸収スペクトル（左）と 
そこから決定された光反応サイクル（右） 
その結果 KR2 の光反応サイクルには K、L、

M、O の 4 種類の中間体が含まれており、Na+

輸送時にはおよそ 100 ms 程度の速さの光反

応サイクルを示した。一方で H+輸送時は光反
応サイクルに非常に大きな時間がかかり（ = 
7 s）、それほど効率的な H+の輸送が行われて
いないことがわかった。このことは生理学的
な機能である Na+の輸送にタンパク質の構造
が最適化されているという予想と合致する
ものである。また光反応サイクルの各過程の
速度の Na+濃度依存性を調べたところ、L/M
→O 中間体のステップにおいて反応速度が
Na+濃度に比例して速くなった。このことは
細胞質側からの Na+の取り込みが、この過程
で行われていることを示している。 
次に我々はKR2によるNa+の輸送経路を明

らかにするため、 Na+ の結合サイトを
ATR-FTIR 分光法を用いて調べた。ATR-FTIR
分光法では膜に再構成されたタンパク質を
ダイアモンドの基板上に貼り付け、さらに基
板の底面から全反射型で赤外光を入射する。
その時赤外光の一部が試料によって吸収さ
れ、さらにそこからタンパク質周辺の溶媒の
交換に伴う分子の赤外吸収変化を測定する
ことができる。そして KR2 の周辺のカチオン
をNa+から K+、Rb+、Cs+に変化させたところ、
全て同一の赤外吸収差スペクトルが得られ
た。もし K+、Rb+、Cs+の全てが KR2 に結合
する場合は、それぞれのイオンとタンパク質
の間の相互作用が異なるため、互いの赤外ス
ペクトルは異なるはずである。しかし今回得
られたスペクトルが全く同一であったこと
から、KR2 は Na+のみをタンパク質内部に結
合し、それ以外の輸送することができないカ
チオンは結合しないことが示された。 
そしてこの Na+のタンパク質中での結合場

所を明らかにするため、様々な箇所に変異を
導入したところ、細胞外側のヘリックス間ル
ープの内、最も N 末に位置する BC-ループの
酸性残基を変異したところ、Na+の結合が全
く失われた。そのような変化は膜貫通ヘリッ
クス状の H30、R109、N112、D251 などでも
見られ、KR2 の Na+結合サイトはこれらの残
基から形成される細胞措置側部分にあるこ
とが分かった。 

 

図 5. ATR-FTIR によって明らかになった 
KR2 の Na+結合サイト 

以上の事から、機能測定と分光研究を組み
合わせることにより、KR2 の輸送機能と Na+

輸送に関係する反応過程、さらにイオンの結
合位置とそれに関わるアミノ酸残基までを



明らかにすることができた。そしてこれらの
成果は 2013 年 4 月に Nature Communications
誌に発表を行った。またそれと同時に名古屋
工業大学よりプレスリリースを行った結果、
朝日新聞（35 面）、中日新聞（3 面）、科学新
聞（1 面）において新聞報道がなされた。 
その後さらに我々は試料を低温に冷却す

ることで、光反応中間体を安定にトラップし、
その赤外吸収を測定することができる低温
FTIR 法を用いて、KR2 の最も初期の中間体
である K 中間体について、その構造情報を調
べた。その結果 Na+輸送時においても K+輸送
時においても K 中間体生成に伴うスペクト
ル変化は同一であることが分かった。K 中間
体では光反応の初期過程であるレチナール
の異性化のみが起こると考えられるが、この
結果はそれに関わるレチナール周辺の構造
が Na+の結合の影響を受けないことを示して
いる。さらにレチナールのシッフ塩基の水素
結合は BR などの H+ポンプよりもやや強く、
さらに H+ポンプ機能を持つロドプシンのみ
で共通して観測される強い水素結合を行う
水分子が KR2 中にも存在することが明らか
となった。このことは KR2 が K+などの大き
なカチオンの存在下で、弱い H+ポンプ活性を
持つことと一致する。そして最終的にこれら
の成果を 2014年 5月に The Journal of Physical 
Chemistry B 誌に発表を行った。 
 以上の事より、本研究では輸送機能や輸送
ダイナミクス、結合サイト、レチナール周辺
の構造情報など、KR2 の輸送機能のかなりの
部分を解明することに成功し、目標の大部分
を達成することに成功した。今後はこれらの
成果を基礎として応用研究を含めたさらな
る NaR の研究への展開が期待される。 
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