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研究成果の概要（和文）：高度好塩菌の細胞膜に存在するハロロドプシンは、光エネルギーを用

いて、Cl-イオンを細胞外から細胞内へ輸送するイオンポンプ膜タンパク質である。その分子機

構解明に寄与するため、野生型、及び、アミノ酸置換した複数の変異体を用いた解析を行い、

以下の知見を得た。(1)活性中心近傍の酸性及び芳香族アミノ酸残基は、輸送の初期過程におい

て重要な役割を果たす。(2)輸送サイクル中に現れる、Cl-濃度依存的な二つの中間体の平衡状

態は、Cl-放出過程を反映している。(3)Cl-放出時には、蛋白質の細胞質側チャネルが水和し、

Cl-放出状態が安定化する。

研究成果の概要（英文）：Halorhodopsin in the cytoplasmic membrane of highly halophilic
archaea functions as an inward-directed light-driven Cl- pump. To address the pump
mechanism, we performed analyses using the wild-type and single amino acid mutants. The
results can be summarized as follows: (1) acidic and aromatic residues in the vicinity
of the active site play an essential roll in early step of the Cl- transport, (2) Cl-
dependent equilibrium of photo-intermediates after flash excitation represents the Cl-
releasing process at the cytoplasmic side, (3) transient hydration of the cytoplasmic
channel stabilizes the Cl- releasing state.
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１．研究開始当初の背景
(1)高等動物の網膜に存在する光受容体
（ロドプシン）と同じく、レチナールを発

色団とする膜タンパク質が、微生物界にも
広く分布することが近年明らかとなって
きた。これらの機能は，光を利用したエネ
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ルギー産生に係わる光駆動型イオンポン
プと，光を情報として利用するためのセン
サーに２分される．本研究では，高度好塩
菌 Natronomonas pharaonis の光駆動型イ
オンポンプ、ハロロドプシン（NpHR）のイ
オン輸送機構に着目した。

(2)近年、光によってイオンを輸送する微
生物型ロドプシンを、神経細胞の興奮/抑
制制御に応用する試みが報告されてきた。
2007 年には、NpHR が、興奮抑制に有効で
あることが示され、以後、このような試み
が大きな注目を集めてきている。したがっ
て、NpHR の分子機構の解明は、分子科学の
面だけでなく、光スイッチング素子として
の応用の面からも重要である。

(3)NpHR は、他の微生物型ロドプシンと同
様に、内包するレチナールの光異性化をき
っかけとして、吸収スペクトルと構造の異
なる複数の中間体を経由して元に戻るサ
イクリックな光反応（フォトサイクル）を
示す。この間に１個の Cl-を細胞外から細
胞内へ輸送する。パルスレーザを励起光に
用いた過渡吸収分光測定（フラッシュフォ
トリシス）によって、我々を含めた３つの
グループが、フォトサイクルモデルを提出
してきているが、まだ確定されていない。

(4)フォトサイクルモデルが未成熟である
ことが示すように、NpHR の分子機構の研究
は、H+ポンプであるバクテリオロドプシン
と比較すると、大きく遅れている。しかし、
近年、結晶構造が高解像度で明らかにされ
たこと、さらに我々の研究グループによっ
て、大腸菌発現系と、アフリカツメガエル
卵母細胞を用いた活性測定系が確立され
たことにより、今後の研究進展の基盤が形
成されてきた。

２．研究の目的
NpHR の分子機構の解明に寄与するため、以下
の３点を具体的な目標とした。

(1)フォトサイクルモデルの精密化
分子機構を考察する上で、正しいフォトサ

イクルモデルを得ることは重要である。我々
のモデルをより確かなものとするため、変異
体を用いた解析を行った。

(2)輸送に係わる重要アミノ酸残基の同定と
その役割の決定

レチナールは、NpHR のほぼ中央付近に存在
する Lys残基にプロトン化シッフ塩基を介し
て結合している。暗状態の NpHR は、このプ
ロトン化シッフ塩基の細胞外側近傍に結合
している。この付近に存在し、Cl-と静電的

な相互作用をしている残基は、輸送機能の重
要な役割を担っている可能性が高い。そのよ
うな残基の同定とその役割の推定を目指し
た。

(3)フォトサイクル中に起こる構造変化の検
出

フォトサイクル中に、実際に起こっている
構造変化を明らかにすることは、イオン輸送
機構を考える上で、非常に重要である。本研
究では、その最初のステップとして、蛋白質
の体積変化を伴うような比較的大きな構造
変化の検出を目指した。

３．研究の方法
(1)フラッシュフォトリシス
上述したとおり、フォトサイクル中に出現

する中間体は、吸収スペクトルがそれぞれ異
なる。したがって、フラッシュ光を用いて
NpHR を励起し、その後に起こる吸光度変化を
経時的に測定することで、各中間体の吸収ス
ペクトルと出現タイミングを解析できる。本
研究では、530 nm, 約 5 nsec の時間幅をも
つパルスレーザを励起光に用い、400～700 nm
の範囲で起こる吸光度変化を測定した。野生
型及び変異体 NpHR は、大腸菌発現系を用い
て作成した。

(2)Cl-輸送活性の測定
アフリカツメガエル卵母細胞発現系と高

度好塩菌発現系を用いる二つの方法で輸送
活性を評価した。前者は、NpHR を発現した卵
母細胞に電極を刺入し、膜を横切って流れる
光電流を測定する方法である。後者は、NpHR
を発現した膜ベシクルを調製し、Cl-輸送に
よって二次的に生じるベシクル外液の pH 変
化を測定する方法である。前者は、測定精度
に優れた方法であるが、外液の NaCl 濃度は
約 100 mM までに制限される。一方、後者で
は、約 4 M までの高濃度 NaCl 存在下で測定
可能である。

(3)フォトサイクル中の蛋白質体積変化の検
出
中間体間の遷移が、大きな構造変化を伴う

場合、同時に、蛋白質の体積変化が起こるこ
とが期待される。このような場合、中間体の
遷移速度と中間体間の平衡状態に圧力依存
性が現れる。このような過程を検出するため、
本研究では、高圧力下のフラッシュフォトリ
シス測定を行った。

４．研究成果
(1)フォトサイクルモデルの精密化

我々が、野生型 NpHR のフラッシュフォト
リシスによる解析から得たモデルは、

NpHR⇒K→L1→L2→N⇔O→NpHR'→NpHR



であり、N→Oにおいて、Cl-の細胞質側への
放出が、O→NpHR'において、細胞外側からの
取込みが起こるというものである。Nと O中
間体は、Cl-濃度依存的な速い平衡状態とし
て同時に観測されることから、O中間体が Cl-
を解離した状態であること、さらに、この過
渡的な平衡状態の Cl-に対する解離定数は、
約 1 M と見積もられている。しかし、Nと O
中間体が同時に観測されるために、これらの
出現順序を明確に規定する実験事実は得ら
れていない。この問題を解決するため、細胞
質側での Cl-放出過程を修飾するアミノ酸残
基の探索と、その変異がフォトサイクルに及
ぼす影響を調べた。

NpHR の細胞質側チャネルと考えられる領
域は、非常に疎水性が高く、親水的な残基は、
僅か 2残基の Thr であると考えられる。これ
らが、Cl-放出過程に深く関与していること
を予想し、疎水的な残基への変異の影響を調
べた。これらの変異体の暗状態における Cl-
結合強度は野生型と同様であった。しかし、
N⇔O 平衡の Cl-濃度依存性は大きく変化し、
Cl-の解離定数は、いずれも疎水的な残基へ
の変異によって、野生型の約 1/3～1/10 程度
へと減少した。このことから、細胞質側チャ
ネルの Thr 残基は、細胞質側での Cl-放出時
に、Cl-への結合強度を弱める機構に関与す
ること。さらに、中間体は N→Oの順序で生
成し、この間に、細胞質側への放出が起こる
ことが明らかとなった。

(2)輸送に係わる重要アミノ酸残基の同定と
その役割の決定
暗状態で結合している Cl-近傍には、複数

の親水的な残基が存在し、水分子も含めた水
素結合ネットワークを形成している。アフリ
カツメガエル卵母細胞を用いた解析によっ
て、Tyr82, Asp252 が特に輸送活性に重要で
あることが明らかとなった。これらの残基の
変異によって、Cl-輸送活性は完全に消失し
た。また、変異体のフォトサイクルは、いず
れも、長波長側に吸収を持つ中間体が形成し、
その後、他の中間体に移行することなく、初
期状態に復帰していた。この長波長側中間体
は、初期 K中間体であると考えられる。した
がって、これらの残基は、K→L1 遷移に重要
であることが予想される。一方、好塩菌膜ベ
シクルを用いた解析によって、これらの変異
体の輸送活性は、高 Cl-濃度下で、一部、回
復することが明らかとなった。この結果から、
NpHR の暗状態には、シッフ塩基近傍以外の部
位にも、比較的高い解離定数をもつ Cl-結合
サイトが存在すること。ここへの Cl-の結合
によって、シッフ塩基近傍の水素結合ネット
ワークが最適化され、輸送活性が復活するこ
とが予想される。しかし、この Cl-結合サイ
トの決定、及び、これらの残基の具体的な役

割の決定は、今後の課題である。

(3) フォトサイクル中に起こる構造変化の
検出

本研究では、蛋白質の体積変化を伴うよう
な、比較的、大きな構造変化を、フォトサイ
クルの圧力依存性から検出することを試み
た。その結果、上述した N⇔O 平衡状態には、
圧力依存性があり、圧力上昇と伴に、平衡が
N 側へ偏ること、すなわち、O中間体は、N中
間体に比べ、体積が大きいことが明らかとな
った。暗状態の NpHR は、Cl-を約 1 mM の解
離定数で結合するが、Cl-の細胞質側への放
出時（N→O）には、この解離定数が約 1 M ま
で上昇すること。一方、細胞質側チャネルは
疎水性が高く、暗状態の細胞質側チャネルに
は、水分子が殆ど存在しないこと。これらの
事実を踏まえると、O中間体時の体積増加は、
細胞質側チャネルへの水分子の流入を反映
していると予想される。H+ポンプであるバク
テリオロドプシンでは、フォトサイクル中に
６番目のヘリックスが外側へ開き、細胞質側
チャネルに水分子が流入することが報告さ
れている。NpHR でも同様の構造変化が O中間
体時に起こり、この場合に流入する水分子は、
Cl-を放出した状態（O中間体）を安定化する
ように働いていると予想される。構造変化の
タイミングと規模は、本研究により明らかと
なった。しかし、構造変化部位などの詳細の
解明は、今後の研究課題である。
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