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研究成果の概要（和文）：ハロロドプシンの陰イオン輸送サイクルは、タンパク質中のレチナール色素が
all-trans/15-antiから 13-cis/15-antiに光異性化することで開始される。先行研究から、13-cis/15-syn異性
体（N')が塩素イオンイオン放出過程に出現することが示唆されていた。本研究では、ハライドイオンの濃度が
高い時には、吸収スペクトルがトランス異性体に比べて8nm短波長にシフトした13-cis/15-syn異性体が光照射下
で蓄積することを見出し、トランス異性体から13-シス異性体への分岐反応が13-csi/15-synレチナールを有する
O’中間体の減衰過程で起こることを示した。

研究成果の概要（英文）：The anion pumping cycle of halorhodopsin is initiated when the 
all-trans/15-anti isomer of retinal is photo-isomerized into the 13-cis/15-anti configuration.  A 
previous study suggested that a reaction state with 13-cis/15-syn retinal occurred during the anion 
release process, i.e., after the N state with the 13-cis/15-anti retinal and before the O state with
 all-trans/15-anti retinal.  In this study, we found that the 13-cis isomer (HR'), in which the 
absorption spectrum was blue-shifted by 8 nm as compared with that of the trans isomer (HR), 
accumulated significantly when  pHR-rich claret membranes in 4 M NaBr was illuminated with 
continuous light.  It was suggested that the branching of the trans photocycle into the 13-cis 
isomer (HR’) occurs during the decay of an O-like state (O’) with 13-cis/15-syn retinal.  At a 
high bromide ion concentration, the anion pumping cycle is described by the scheme: HR -(hν)-> K ->
 L1 -> N -> N’ -> O’ -> HR’-> HR.  

研究分野： 生物物理

キーワード： イオン能動輸送　光駆動塩素イオンポンプ　光駆動プロトンポンプ　レチナールタンパク質　レチナー
ル異性体　X線結晶構造解析　ハロロドプシン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ハロロドプシンの陰イオン輸送サイクル中に3段階のレチナール異性化反応（13-trans/15-anti―→
13-cis/15-anti―→13-cis/15-syn―→13-trans/15-anti）が起こることを明らかにした。タンパク質部分も反
応サイクルの間に3種類の構造変化を起こすことが示されており、これらの結果を基に、レチナールの異性化→
タンパク質の構造変化→イオン移動→レチナールの異性化、…、という具合に反応が進行することで、イオンの
一方向の輸送が保証される、という作業仮説を提唱した。これは、ロドプシン群タンパク質の光反応機構に関す
る従来の基本的な考えを大きく変えることになる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

研究代表者らは、ロドプシン群タンパク質の静的な構造を求めるとともに、光照射により惹起

されるタンパク質の構造変化について調べてきた。バクテリオロドプシン（BR） など光駆動プ

ロトンポンプについての一連の研究成果を基に、プロトン輸送は水分子輸送とカップルして起

こる、とする「プロトン/水分子・対輸送体説」を提唱し、また、タンパク質内の空隙の形態変

化に着目することも重要であるとの認識に至った。これらの構造解析から導き出された概念（空

隙の形態変化水分子の移動機能発現）の普遍性を調べるため、光駆動イオンポンプおよび光

情報レセプターとして働くロドプシン群タンパク質の構造解析に取り組んだ。具体的には、光駆

動塩素イオンポンプ・ハロロドプシン（pHR）を大量発現する好アルカリ性好塩菌の変異体を見

出し、膜融合法により pHR の結晶（空間群 C2）を作製し、陰イオン（Cl-, Br-, NO3
-, N3

-）結合

状態および非結合状態の構造を 1.7-2.0Å の分解能で求めてきた。また、臭素イオン存在下で

形成される主要な光反応中間体（L1, L2, N, N’および O 中間体）の構造データを収集し、光

照射後の臭素イオンの動きについての情報を得るとともに、へリックス F の細胞質側半分およ

びへリックス C の細胞外側半分がイオン輸送に不可欠とされる二つの独立した弁として働いて

いることを示した(図１)。さらに、pHR-アザイド複合体のプロトン輸送サイクルにおける反応状

態の構造も高分解能で求め、アザイドイオン添加で生じる塩素イオン輸送からプロトン輸送へ

の切り替えに関する構造情報を得た。これらの一連の研究で最も予想外だった観測結果は、塩素

イオン輸送サイクルにおいてレチナール・シッフ塩基結合のまわりで異性化が起こる という事

象である。この観測結果を説明するため、ハロロドプシンの陰イオン輸送サイクルの反応スキー

ムの修正を行った（図１）。 

 図１．HR の光誘起構造変化 

この新しいスキームによれば、N 中間体ではレチナールは 13-cis/15-anti 構造をとり、細胞

質側方向に向いたシッフ塩基は輸送途上の陰イオンと静電相互作用するのに対して、陰イオン

が細胞質側に放出された直後の反応状態（N’中間体）ではレチナールが 13-cis/15-syn 構造を

とり、シッフ塩基は細胞外側に向き、近傍のアスパラギン酸残基と静電相互作用する。その後に

出現する O 中間体ではレチナールが 13-trans/15-anti 構造をとり、その後、細胞外側から塩

素イオンを取り込み、初期状態へと戻る。つまり、塩素イオン輸送サイクルにおいて、レチナー

ルの異性化反応が 3 度起こることを意味しており、ロドプシン群タンパク質の光反応機構に関



する従来の基本的な考えを大きく変えることになる。 ここで注意しなければならないのは、図

1 に示した反応スキームは未完成であるということである。 実際のところ、O’の存在はまだ実

証できていないし、その構造も未決定であった。このような状況にあって、3 段階のレチナール

異性化反応を支持する実験データをより多く収集し、タンパク質内のストレス解放とイオン移

動との相関を明確にすることが求められていた。 

 

２．研究の目的 

光駆動塩素イオンポンプの構造・機能解析: 多様な溶媒条件下でハロロドプシン pHR の光反

応を解析し、構造未決定の反応状態（O’など）が結晶中で蓄積する条件を探り出し、それらの

反応状態の構造を高分解能で決定する。 

 
３．研究の方法 

ハロロドプシンの陰イオン輸送サイクルにおける主要な反応中間体の構造情報を求めてきた

が、これらの反応中間体の分光特性に関しては未解明の部分が残されていた。その遠因は、ハロ

ロドプシンの光誘起吸収変化の解析においてレチナール色素の異性化状態に関する特殊な思い

込みが持ちこめられてきたことにある。具体的には、レチナール色素の異性化反応 1 種類（13-

trans/15-anti から 13-cis/15-anti への光異性化とその逆方向の熱的異性化）しか起こらない

という仮定のもとに陰イオン輸送サイクルの解析が行われてきたのである。しかしながら、X 線

結晶構造解析によりその存在が初めて明らかにされた N’中間体ではレチナール色素が 13-

cis/15-syn の異性化構造をとることが示された。つまり、ハライドイオン輸送サイクル中に 3

段階のレチナール異性化反応（13-trans/15-anti―→13-cis/15-anti―→13-cis/15-syn―→13-

trans/15-anti）が起こることが示されたのである。したがって、陰イオン輸送の全貌を明らか

にするには、ハロロドプシンの光誘起吸収変化およびレチナールの異性化状態の変化を様々な

条件下で調べる必要がある。 

 
４．研究成果 
１） ハロロドプシンの光反応サイクルの解析：  

ハロロドプシンの光誘起吸収変化およびレチナールの異性化状態の変化を様々な条件下で

調べ、得られた実験データを詳細に解析した。その結果、陰イオン輸送サイクルの後半部分が

ハライドイオン濃度に強く依存して変化することがわかった。ハライドイオンの濃度が低い

時には、トランス異性体（HR）の反応サイクルは次のようにあらわされる：HR--（光）→ K → 

L1 → N →N’→ O’→ O → HR。ここで、O’は、N’と同様に 13-csi/15-syn レチナールを

含むが、タンパク質分の構造は 13-trans/15-anti レチナールを含む O 中間体と似ている、と

する反応中間体である。つまり、細胞外側からのハライドイオンの取り込み速度に比べて、13-

csi/15-syn から trans/15-anti への熱的異性化の速度

が相対的に高くなり、この異性化反応は O’ O でおこ

る。一方、高濃度のハライドイオン存在下では、O’か

ら 13-シス異性体状態（HR’）への分岐反応が顕著にな

り、反応サイクルは次のように記述される：HR-（光）

→ K → L1 →N → N’→ O’→HR’→ HR。ここで、

HR’は、13-cis/15-syn レチナールを含み、タンパク質

部分の構造が HR と似ている、とする反応中間体であり、

その吸収ピークは HR のものより若干（8nm）低波長側に

くる。HR’-→HR の変換は室温で約 40ms の時定数で起こ 図２．HR の光反応サイクル 



るため、定常光の照射下での HR’の蓄積は顕著でない。しかし、低温（0℃）では定常光照射

下での HR’の蓄積が顕著となり、その蓄積率は 50%以上となりうる。以上の結果は、ハロゲン

輸送サイクル中の 3 段階のレチナール異性化反応を強く示唆するものである。 

２） ハロロドプシンの１３シス型異性体（ＨＲ‘）の構造解析：  

ＨＲ’を高効率で捕捉するには、結晶ソーキング液中の

ハロゲンイオン（臭素イオン）を高濃度にする必要があ

る。ただ、ハロゲンイオンの濃度を１Ｍ以上に高めると結

晶のモザイシティが増大する。試行錯誤の末、１ＭのＮａ

Ｂｒを含むソーキング液に結晶を浸したのち、-１０℃で

光照射し、液体プロパン（８７Ｋ）で急速凍結することで

2.3Å分解能の回折データを収集することができた。光非

照射の結晶からの回折データと比較したところ、有意な

構造上の差異は認められなかった。電子密度の差マップ

からは、ＨＲ三量体全体での小さい変形（結晶格子定数

の差異に由来）は認められたものの、レチナール色素ならびにその近傍での構造変化を信頼でき

るレベルでは検知できなかった。この結果から、１３シス型異性体（ＨＲ‘）と全トランス型（Ｈ

Ｒ）との構造上の差異が非常に小さいことが示唆された。 

３） 陰イオン非結合状態のハロロドプシンの光反応 

塩素イオン非存在下でのハロロドプシンは all-trans

型異性体と 13-cis 型異性体が 9:1 の割合で存在する。

塩素イオン非存在下での光反応について調べた結果、

赤色光照射下で 11-シス型異性体および 9-cis 異性体

が形成されることが見出された。これらの異性体の形

成過程を詳細に調べたところ、赤色光照射前に存在し

ていた 13-cis 型異性体が 11-cis 型異性体に光変換さ

れ、さらに長時間光照射すると 11-cis 型異性体から 9-

cis 型異性体への光変換が顕著になることが示された

（図４）。また 11-cis 型→13-cis 型異性体への変換速度

の照射光の波長依存性を解析することで、13-cis 型異性体の分光特性（吸収極大波長＝620nm）

を明らかにすることができた。この分光特性と似たものが塩素イオン存在下での光反応サイク

ルに現れる O’中間体でも認められることから、陰イオン非結合型 HR の 13-cis 型異性体と O’

とは構造類似性が高いと考えられる。 

４） ハロロドプシンの 11-cis 異性体の構造解析:  

塩素イオン非存在下でハロロドプシンの結晶に赤色光

を照射し、これを急速凍結することで 11-cis 型異性体を

高濃度で捕捉し、その構造を 1.7Å分解能で決定した。all-

tans 型異性体の構造と比較すると、レチナール結合部位の

構造に顕著な差異が認められるが、他のタンパク質部分の

構造はほぼ同一であった（図５）。この観測結果は、タン

パク質の全体構造はかなり強い相互作用で維持されてい

ることを示唆している。 

図３．HR の 13-trans/15anti 異性

体と 13cis・15-syn 異性体の構造 

図４．陰イオン非結合状態の HR

中のレチナール色素の光異性化 

図 5．HR の 11-cis 型異性体の構造 
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