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研究成果の概要（和文）：本研究では、PRが受け取る太陽光エネルギーの定量化を目指した。計画当初は、海洋細菌の
持つロドプシンはPR（光駆動型H+輸送ロドプシン）しか見つかっておらず、PRの光エネルギー利用効率の測定のみを行
う予定であった。しながら、PR遺伝子を持つ海洋細菌株のゲノムを調べた結果、新しく光駆動型Na+輸送ロドプシン、
比較駆動型Cl-輸送ロドプシンが存在することが明らかになり、ロドプシンによる光エネルギー利用がこれまで考えら
れていた以上に多様であることが示された。今後は各ロドプシンの光エネルギー利用効率も解析し、海洋細菌の持つロ
ドプシンが受け取る太陽光ネルギーの定量化を目指す。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to evaluate the proteorhodopsin-mediated sunlight energy 
flow. In the beginning of the study, proteorhodopsin (PR) was the only type 1 rhodopsin found in marine 
bacteria. Therefore, the first research plan was designed only for the proteorhodopsin-mediated 
phototrophy. However, novel type 1 rhodopsins, such as sodium ion pumping rhodopsin (NaR) and chloride 
ion pumping rhodopsin (ClR), were discovered in marine flavobacteria by the genomic analysis and reported 
by our group during the research period. This result shows the ways of rhodopsin-mediated light 
utilization are more diverse than previously thought. In the future, investigating the light use 
efficiency of each rhodopsin is needed for the evaluation of the rhodopsin-mediated sunlight energy flow.

研究分野： 環境動態解析
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１．研究開始当初の背景 
海洋表層の光エネルギーの利用は従来
Cyanobacteria に代表される酸素発生型の光
合成生物に限定されて考えられてきた。しか
しながら、この常識は 2000 年以後の相次ぐ
発見により大きく揺らぎつつある。2000 年
に海水をターゲットとしたメタゲノム解析
から、ロドプシンが海洋細菌の間に広く分布
することが明らかになり(Beja et al., 2000)
プロテオロドプシン(以下、PR)と命名された。
PR はオプシンタンパクに発光団のレチナー
ルが結合した光受容タンパクで、光を受容す
ると細胞内からプロトンを排出して膜電位
を形成し、そのエネルギーで ATP 合成をす
る。言わば、“光駆動型プロトンポンプ”で
ある。 
 その後、海洋環境中で PR 遺伝子が続々と
見つかり、海洋細菌の数十％（多い海域で約
80%）がこの遺伝子を保持すると現在では見
積もられており、PR を通して海洋生態系に
流れ込む太陽光エネルギー量の推定は地球
規模エネルギー循環の理解に必要不可欠で
あると考えられている  (Fuhrman et al., 
2008)。しかしながら、この値は現在のとこ
ろ全く分かっていない。 
その理由は大きく 2 つある。 
1. PR 遺伝子を持つ細菌は“難培養性”で

あり、これまでに細菌分離株は 7 種、
10 株しかなく、培養株を用いた厳密な
生理生態学的な解析を行った研究例が
乏しい事。 

2. プロトンポンプ活性の定量的な解析に
世界中の誰もが成功していない事。 

 この様な背景をふまえ、培養法の改善と、
ポンプ活性の定量化実験系の開発を行った。
培養法を検討した結果、様々な海域から合計
74 株の PR 保持細菌の分離に成功した。この
保有数は世界一である。また、野生株のプロ
トンポンプ活性を測定かつ定量化できる実
験系を名古屋工業大学と共同で構築し、野生
株から直接ポンプ活性を測定することに世
界で初めて成功した。また、これまでに 1 株
でではあるが、ポンプ活性を定量化すること
に成功している。世界一の PR 保持菌株のス
トックと、新規に構築した実験系を統合的に
駆使することで、世界に先駆けて“PR を通
して海洋生態系へ流れ込む太陽エネルギー
量”を推定することが可能となった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、応募者が所有する PR 保持分離
株を用いた PR の機能・制御機構・ゲノム解
析を軸に、フィールド研究を組み合わせ、PR
を通して海洋生態系に流れ込む太陽光エネ
ルギー量を明らかにし、従来のクロロフィル
型の光合成プロセスのみを考慮して作り上
げられてきた海洋生態系におけるエネルギ
ー循環のパラダイムシフトを目指す。 
３．研究の方法 
 PR のプロトンポンプ活性の定量化 

 これまでの研究で分離培養に成功した PR
保持細菌および開発した測定系を用いて、
様々な培養条件下（貧栄養-富栄養条件、明-
暗条件、低-高温条件、低-高 pH 条件）での
ポンプ活性の定量化を行った。 
 PR 保持細菌の発現解析およびゲノム解

析 
 様々な培養条件で培養した分離株（20株を
予定）を用いて、PR の mRNA を定量 PCR で検
出し、PR 発現条件の解析を行った。ポンプ活
性の測定から、貧栄養培地でのみ PR を発現
するグループが見つかっており、mRNA を解析
する事により詳細な発現条件を明らかにす
ることができた。貧栄養培地の組成は、
Gomez-Consarnau et al. (2007)に従った。
また、PR 保持分離株 10 株のゲノム解析を実
施した。 
 新規ロドプシンの機能解析 
 ゲノム解析から得たゲノム情報およびデ
ータベース上に登録されているゲノム情報
を用いて、新規ロドプシンの探索を実施した。
機能未知ロドプシンは異種発現系を用いて
機能解析を行った。 
 海洋中の PR タンパク質の定量化 
 海水中における PR タンパク質量の定量化
の予備実験を実施した。具体的には、複数の
PR 保持細菌分離株を培養後、フィルター濾過、
それらのサンプルを用いて、PR タンパク質の
検出に最適な条件の検討を行った。 
 
４．研究成果 
様々な培養条件・測定条件下で PR のプロト
ンポンプ活性の定量化を行った結果、PRのプ
ロトン排出速度は温度（10—37℃）や pH
（pH5-9）の影響を顕著に受けないことがわ
かった。これまで精製したロドプシンタンパ
ク質を用いた物理化学的な測定からは、pH 変
化がプロトン排出に大きな影響を与えると
予想されていた。しかしながら、今回の測定
系では pH の影響を観察することができなか
った。生息環境の pH 変化は細胞生理に大き
な影響を与えると予想されることから、今後
網羅的 mRNA 等の詳細な解析を実施し、pH 変
化が遺伝子発現に与える影響も調べる予定
である。また、本結果から極域に生息する PR
保持細菌も低温環境下でプロトン排出する
ことが示された。また PR遺伝子の mRNA の検
出から、培地の栄養条件に関わらず光が PR
遺伝子発現を促進することが分かった。 
 ゲノム解析から得たゲノム情報およびデ
ータベース上に登録されているゲノム情報
を精査した結果、機能未知ロドプシンを２つ
見つけることに成功した。海洋性フラボバク
テリア Krokinobacter eikastusから光で Na+

を輸送するロドプシン（NaR と命名）、海洋性
フラボバクテリア Nonlabens marinusから光
で Cl-を輸送するロドプシン（ClR と命名）を
発見し、報告した。これらの新規ロドプシン
は遺伝子発現条件や細胞内生理に与える影
響等の基礎的な事柄もほとんど分かってい



ない、今後これらの事柄を解明することで海
洋細菌の光エネルギー利用に関する理解が
深まると考えられる。 
 ロドプシンタンパク質はクロロフィル色
素と異なり、蛍光能を持たない。そのため、
海水中に存在するロドプシンタンパク質の
定量が困難である。本研究では、大量の海水
を濾過したフィルターから分光学的な手法
を用いることでロドプシンタンパク質の定
量化を目指している。計画当初は、PR タンパ
ク質の定量化のみを想定していたが、これま
での研究から新たなロドプシンが見つかっ
たため、ゲノムデータが存在し、各ロドプシ
ン遺伝子を持つ培養株を用いて細胞内ロド
プシンタンパク質の定量化手法の最適化を
行った。今後、外洋海水濾過フィルターを用
いて各ロドプシンタンパク質の定量化を実
施する予定である。 
 本研究で、海洋細菌が持つロドプシンは H+

輸送型の PR の他にも、光エネルギーで Na+を
輸送する NaR や、Cl-を輸送する ClR が存在す
ることが分かった。海洋中に最も豊富に存在
するこれらのイオンを輸送するロドプシン
が見つかったことで、研究当初に想定してい
た以上に海洋細菌による光エネルギー利用
機構が多様であることが示された。また、ロ
ドプシンタンパク質が太陽光から受け取る
エネルギー量の算出に必要な、in vivo 活性
測定の基盤を構築することができた。今後は、
新規に見つかったロドプシンの光エネルギ
ー利用効率や外洋海水中における存在量を
正確に測定することで、太陽光からロドプシ
ンが受け取るエネルギー量の正確な見積も
りが期待できる。 
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