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研究成果の概要（和文）：本研究では、研究代表者らが高度好熱菌から初めて発見した、光受容体タンパク質・
サーモフィリックロドプシン（TRと略）について、（1）TRの高い熱安定性を生み出す構造的要因を明らかにす
ること、（2）熱以外のさまざまな物理的・化学的刺激に対する構造安定性を調べることを目的として研究を行
った。
目的（1）について、可視吸収分光法、X線結晶構造解析法、分子動力学計算法を併用し、TRの構造は分子内部で
形成される疎水性相互作用によって高く安定化されていることを明らかにした。目的（2）について、種々の化
学物質による構造安定性への影響を網羅的に評価し、熱安定性との相関を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This research was carried out for a photoreceptor protein called 
thermophilic rhodopsin (abbreviated as TR), which we have discovered from a thermophilic bacterium 
for the first time in 2013, (1) to reveal the structural factor for the high thermal stability of 
TR, and (2) to evaluate the structural stability against some physical and chemical stimuli other 
than heat. For the purpose (1), it was revealed that TR was highly stabilized by hydrophobic 
interactions inside the protein by combining the analyses of UV-Vis absorption spectra, X-ray 
crystallography, and molecular dynamics simulation. For the purpose (2), the exhausted evaluation 
for the structural stability by using some chemical reagents revealed the correlation between the 
mechanism for stabilizing the TR structure against heat and that against some chemical stimuli.

研究分野：生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
近年のゲノム解析によって、レチナールを

発色団とする光受容膜タンパク質・ロドプシ
ンが、微生物から動物まで幅広く、数多く存
在することがわかってきた。2013 年、研究
代表者らは、約75℃の温泉に生息する高度好
熱菌（Thermus thermophilus JL-18 株）か
ら初めてロドプシンを発見し、サーモフィリ
ックロドプシン（thermophilic rhodopsin； 
TR と略）と命名した。TRは、既知のロドプ
シンと比べて 40℃以上も熱安定性が高く、
75℃で 4 時間熱してもほとんど失活しない
（Tsukamoto et al. (2013) J. Biol. Chem. 
288, 21581-21592.）。 
なぜ TRは熱に対して安定なのか、そのメ

カニズムは未解明であった。また、熱以外の
刺激に対する安定性についても未解明であっ
た。こうした性質を明らかにすることにより、
タンパク質構造を安定化する一般的な方法を
確立したいと考えた。さらに、TR の安定性
を利用し、通常のタンパク質では難しい過酷
な条件の下での計測や、材料応用に向けた研
究の発展が期待された。加えて、近年、脳神
経科学分野で汎用されている、細胞応答を光
で制御する技術（光遺伝学）に対して、TR
を利用することをめざした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、（1）TRの高い熱安定性を生

み出す構造的要因を明らかにすること、（2）
熱以外のさまざまな物理的・化学的刺激に対
する構造安定性を調べることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
研究試料は、大腸菌をホストとする組換え

タンパク質発現系を用いて発現・精製したも
のを用いた。活性型の TR 試料は、530 nm
の緑色光を吸収するため、見た目には赤色に
呈色する。一方、不活性型の TR は、緑色光
の吸収を失うため、見た目の色は透明に近づ
く。この性質を利用し、刺激を加えた前後の

吸収の変化、あるいは加えた後の吸収の減衰
を、紫外可視吸収分光法を用いて観測するこ
とにより、安定性を評価した。 
 
４．研究成果 
（1）高い熱安定性を生む構造的要因の解明 
高い熱安定性を生み出す構造的要因を探

るため、X 線結晶構造解析法により TR の立
体構造を行った。良好な結晶およびX線回折
データを取得することができ、2.8Åの分解能
でTRの立体構造を決定した（下図）。得られ
た立体構造から、TR は細胞外側領域に疎水
性アミノ酸が密集するコア構造を形成するこ
とがわかった。さらに、構造データを利用し、
分子動力学計算によって、高温環境における
TR の構造変化をシミュレーションした。そ
の結果、過渡的な疎水性コア構造の形成が確
認された。一方、これまでに実施した可視吸
収を用いて測定した熱安定性評価の実験から、
TR は疎水性相互作用に代表されるエントロ
ピー的な作用により、構造が安定化されてい
ることが示されている（Tsukamoto et al. 
(2013) J. Biol. Chem. 288, 21581-21592.）。
以上の結果より、TR の高い熱安定性を生み
出す構造的要因は、分子内の疎水性コア構造
が作り出す疎水性相互作用であると結論した
（Tsukamoto et al. (2016) J. Biol. Chem. 
291, 12223-12232.）。 
 

 

図. TRの立体構造（左；PDB ID 5AZD）と
精製TR試料（右） 
 



TRのような高い安定性を示すロドプシン
分子を探索した。その中で、熱水処理施設よ
り単離された Rubrobacter xylanophilus 
DSM 9941T株より、新規プロトンポンプ型ロ
ドプシン RxR を発見した。RxR は、細菌の
プロトンポンプ型ロドプシンであるにも関わ
らず、進化系統的に古細菌のものと類似して
いる特徴を持っていた。RxR の熱安定性を
TRと同じ方法で計測したところ、RxRはTR
の約 16 倍も安定であることがわかった
（Kanehara et al. (2017) Sci. Rep. 7, 
44427.）。 
 
（2）化学的刺激に対する構造安定性の調査 
熱以外の刺激に対する TR の安定性を評

価するため、ヒドロキシルアミン（HA）、ド
デシル硫酸ナトリウム（SDS）、エタノールを
添加した後の可視吸収の変化を計測した。
HA は疎水性の TR 分子内部へ侵入し、レチ
ナールを脱離させる試薬として、SDSはタン
パク質構造を崩壊させる試薬として、エタノ
ールは TR 内部の水分子の影響を調べる試薬
として使用した。さらに、TR に加えて 4 種
類の微生物型ロドプシンを用いて、網羅的な
解析を行った。 
それぞれの試薬を加えた後の吸収変化の

解析から、熱に対する安定性とSDSに対する
安定性に正の相関が見られた。このことは、
TR が疎水性相互作用によって強く安定化さ
れていることを反映するものであると結論し
た。一方、HA やエタノールに対する安定性
と、熱に対する安定性との間には、有意な相
関は見られなかった。このことから、個別の
刺激に対しては安定性が異なっていることが
示唆された（Honda et al. (2017) Chem. 
Phys. Lett. 682, 6-14.）。 
 
（3）その他 
本研究課題に付随して、新規ロドプシンの

探索・物性研究を実施した（Nakajima et al. 

(2018) Microbes. Environ. 33, 89-97；Inoue 
et al. (2017) Phys. Chem. Chem. Phys. 20, 
3172-3183；Niho et al. (2017) J. Am. Chem. 
Soc. 139, 4376-4389；Tsukamoto* et al. 
(2017) J. Phys. Chem. B 121, 2027-2038；
Doi et al. (2017) Sci. Rep. 7, 41879.） 
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