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研究成果の概要（和文）：PASタンパク質およびロドプシンタンパク質について、機能発現のトリガーとなる変
化からそのキーステップに至る過程において、複数の機能部位に起きる構造変化を多面的に観測し、複数の機能
部位間の連動性を明らかにした。並行して、明らかになった連動的な構造変化とタンパク質の機能活性の相関を
定量的に調べ、どのような構造変化がタンパク質機能を生み出す鍵であるのかを同定した。さらに、鍵となる構
造変化の同定に基づき、新規機能をもった人工タンパク質の創成を行うことで、分子機能を生み出す連動性機構
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：For PAS and rhodopsin proteins, we observed the structural changes taking 
place at multiple functional sites in the process from the triggering change to the key step of 
biological function, and clarified the linkage between the multiple functional sites by using 
time-resolved resonance Raman spectroscopy. We also quantitatively examined the correlations between
 the clarified coupled conformational changes and the functional activity of the proteins. The 
observed correlations identified which conformational changes are key to the protein functions. 
Furthermore, based on the identification of key structural changes, the creation of chimeric 
proteins with novel functions has elucidated the interlocking mechanisms that produce molecular 
functions.

研究分野： 生物物理化学

キーワード： アロステリー　振動分光学

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
化学の進展によって、化学者はある機能を持った分子を設計し、それを実際に合成することができるようになっ
た。しかし、複数の機能単位を組み合わせ、互いに連動する、より高度な機能分子を創ることはいまだに困難で
ある。それは合成の技術的な難しさのためではなく、連動させる原理がわからないためであり、原理がわからな
ければ設計のしようがないためである。タンパク質は高度な連動性機構を持っており、本研究で得られた成果は
連動性をもった機能分子を設計する重要な知見を与える。

※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 

タンパク質の機能は、分子内に含まれる複数の機能部位が互いに連動的に働くことによっ
て生み出される。例えば、光駆動型イオン輸送タンパク質では、光吸収によって発色団が構造変
化すると、タンパク質構造に逐次的に変化が起き、この動きによってイオン結合部位の親和性が
変わり、イオンがタンパク質内を輸送される。また、ガスセンサータンパク質では、ガス分子が
タンパク質に結合すると、結合部位に構造変化が生じ、その変化が触媒部位の構造を変化させ酵
素活性の制御がなされる。このような複数の機能部位が連動している性質はアロステリーとよ
ばれるもので、そこではタンパク質の構造変化が本質的に重要な役割を果たす。 

化学の進展によって、化学者はある機能を持った分子を設計し、それを実際に合成すること
ができるようになった。しかし、複数の機能単位を組み合わせ、互いに連動する、より高度な機
能分子を創ることはいまだに困難である。それは合成の技術的な難しさのためではなく、連動さ
せる原理がわからないためであり、原理がわからなければ設計のしようがないためである。 

タンパク質のアロステリー機構が理解できれば、それは連動性をもった機能分子を設計す
る重要な知見を与えるはずである。物理化学はこれまで比較的小さな分子を対象に発展してき
た。しかし、タンパク質にみられる連動性は、小さな分子の研究だけではわからない分子の新し
い特質を教えてくれる。このように、連動機構の理解は分子機能にとって本質的な問題であり、
タンパク質の理解のみに留まらず、広く分子の科学として重要な研究課題である。 
 
２．研究の目的 

タンパク質の物理化学研究の難しさは、タンパク質の構造と機能の多様性にあり、普遍的な
原理を見つけにくい点にある。そこで、本研究ではタンパク質の共通構造に着目した。タンパク
質の機能は多彩な機能が共通の立体構造から生まれる例が多くみられる。例えば、細胞に含まれ
るセンサータンパク質は、光、ガス分子、膜電位など多彩な外部刺激を感知するが、その多くは
PAS モチーフと呼ばれる共通した立体構造をもつ。また、ロドプシンタンパク質は共通の立体
構造を基盤としてイオン輸送、光センサー、チャネルなど多彩な機能を発現する。これらの事実
は、連動性に重要な基本構造の存在を強く示唆する。そこで本研究では、機能発現のトリガーと
なる変化からそのキーステップに至る過程において、複数の機能部位に起きる構造変化を多面
的に観測し、複数の機能部位間の連動性を明らかにした。次に、明らかになった連動的な構造変
化とタンパク質の機能活性の相関を定量的に調べ、どのような構造変化がタンパク質機能を生
み出す鍵であるのかを同定した。さらに、鍵となる構造変化の同定に基づき、新規機能をもった
人工タンパク質の創成を行うことで、分子機能を生み出す連動性の本質を明らかにした。 
 
３．研究の方法 

本研究では、共鳴ラマン分光法がもつ、高い時間分解能で部位選択的な構造情報を与えると
いう特徴をフルに活用して、タンパク質の構造変化を明らかにした。さらに、イオン輸送活性や
酵素活性のデータと併せて、構造変化と機能活性の相関を明らかにした。明らかになった相関に
基づいて、新規機能をもった人工タンパク質の創成を行い、理解を検証した。特に、 

(1) 共通した立体構造が異なった外部刺激をセンスする連動性の解明 
(2) 共通した立体構造が異なったイオンを輸送する連動性の解明 

の 2 つの項目について重点的に研究を行った。 
本研究では、タンパク質内の連動的な構造変化を明らかにするために、時間分解共鳴ラマン

分光法を用いて、タンパク質中にある複数の機能部位を選択的に観測した。共鳴ラマン分光法は、
ラマン散乱の励起に分子の吸収帯に波長を合わせることによって、散乱光強度が 104－106 倍強
くなるという現象を利用した振動分光法の一種である。散乱光の強度増大は電子遷移に関わる
原子団のみに起きるので、巨大な分子を測定対象としていても、特定の部位の振動スペクトルの
みを選択的に観測することができる。例えば、プローブ光の波長が可視領域の場合ヘムやレチナ
ールなどの補欠分子族の振動モードが、220－240 nm 付近ではトリプトファン、チロシンおよ
びフェニルアラニンの振動モードが、210 nm 付近ではポリペプチド骨格のアミド振動が共鳴ラ
マン効果によって選択的に観測される。本研究では、タンパク質中の複数の部位の構造情報を選
択的に得られるという共鳴ラマン分光法の長所を最大限に活かして連動機構の解明を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 共通した立体構造が異なった外部刺激をセンスする連動性の解明 

酸素依存的なリン酸化酵素である FixL を主な対象として研究を行った。FixL はマメ科植物
の根粒菌に存在する酸素センサーで、酸素結合部位としてヘムを含む。酸素濃度が高い時にはヘ
ムに酸素が結合し酵素活性が抑制され、酸素濃度が低い時にはヘムから酸素が脱離し酵素活性
が上昇する。そこで、ヘムに結合した酸素分子が光解離反応を起こすことを利用して、ヘムから
酸素を脱離させ、その後起きる、不活性形→活性形への構造変化を時間分解共鳴ラマン分光法で
追跡した。酸素結合部位（ヘム）およびタンパク質部分に着目し、その構造変化を明らかにした。
FixL はガス分子センサーであるが、多くのセンサータンパク質が同様の PAS モチーフと呼ばれ
る共通した立体構造をもっている。そこで、光センサーとガスセンサーにみられる構造変化の共
通点を、スペクトル変化を基にして明らかにした。 
① FixL およびその変異体タンパク質を用いた研究 



FixL について、ヘムに結合した酸素分子の脱離に伴うタンパク質の構造ダイナミクスを調
べた。野生型と変異体の結果との比較から残基単位でのナノ秒からマイクロ秒にわたる変化の
時定数を求めた。得られた時定数は二つのドメインをまたがって近い値を持つこと、またヘムを
含むドメインだけでは構造変化の速度が一桁速いことから、二つのドメインが互いに連動する
ことによって構造変化を効率的に伝えていることが示唆された。以下にこの成果を詳しく説明
する。 

センサードメインに含まれる Tyr201 残基のスペクトル変化は、装置応答時間（約 50 ns）
内の強度変化と、時定数 5.2±0.4 μs の指数関数的変化でよく表された。時間分解可視共鳴ラマ
ン分光法で観測されたヘム由来のラマンバンド強度の変化では、センサードメインのみの場合、
時定数 0.2－0.3 μs、リン酸化ドメインも含む場合、時定数 1－3 μs の変化が観測されている。
ヘムと Tyr201 のスペクトル変化の時定数がよく似ていることから、ヘムと Tyr201 残基周辺の
構造変化が連動していることが示唆された。この他に、センサードメインに含まれる Tyr190 残
基、リン酸化ドメインに含まれる Tyr297、Tyr379、Tyr496 残基の成分を同様に解析したとこ
ろ、いずれも一成分の指数関数的変化を示した。 

センサードメインに含まれる Tyr190 および Tyr201 残基、リン酸化ドメインに含まれる
Tyr297 および Tyr379 残基の変化の時定数はどれもマイクロ秒のオーダーであった。上に述べ
たようにヘムの構造変化は時定数 1－3 μs の成分を持つことから、FixL において、酸素の脱離
に伴って、ヘム、センサードメインおよびリン酸化ドメインの一部（Tyr297 と Tyr379 残基の
周辺構造）は、ほぼ一体となって構造変化を起こすことが示唆された。これは、リン酸化ドメイ
ンの有無によってセンサードメインの構造変化の速さが影響を受けることとも一致する。一方、
Tyr496 残基が 10 マイクロ秒のオーダーで変化していることから、ヘムの構造変化と連動した
タンパク質構造の変化ののち、リン酸化ドメインにはさらに構造変化が起きることがわかった。 

以上のように、各 Tyr 残基に由来するスペクトルの成分を求めることで、ドメイン間に互
いに連動した構造変化があることが明らかになった。このようなドメイン間の連動した構造変
化は FixL の機能制御に重要な役割を果たしていると考えられる。以下の②に示すキメラタンパ
ク質の研究では、ドメイン間の連動性が保存されているかを確認するために、FixL の連動的な
構造変化を基準とした。 
② キメラタンパク質を用いた研究 

ドメイン間の連動性が PASキナーゼタンパク質一般に共通して見られる性質であるかを調
べるために、PAS モチーフをもつ他のセンサータンパク質とでドメイン交換したキメラタンパ
ク質を新たに作製した。酸化還元センサータンパク質のセンサードメインを FixL の酵素ドメイ
ンと融合したタンパク質では、酸化還元に依存して酵素活性を制御することに成功した。さらに、
FixL とこの融合タンパク質では、酸素分子の脱着あるいは電子の授受に対して類似の構造変化
を示すことを明らかにした。この成果はタンパク質の連動性に共通した機構があることを示す
重要な知見である。以下にこの成果を詳しく説明する。 

本研究では、酸化還元センサータンパク質 DOS、一酸化炭素センサータンパク質 NPAS2、
金属イオン依存的ヒスチジンキナーゼ PhoQ、芳香族受容タンパク質 AhR、クエン酸依存的ヒ
スチジンキナーゼ、リンゴ酸／フマル酸依存的ヒスチジンキナーゼ DcuS、C4-ジカルボン酸セ
ンサータンパク質 DctB の 8 種類の PAS ドメインタンパク質とのキメラタンパク質の作製を子
試みた。そのうち、5 種類のキメラタンパク質の発現に成功した。 

芳香族受容タンパク質 AhR と FixL キナーゼドメインのキメラタンパク質を作製し、芳香
族分子の結合によりリン酸化活性を制御するキメラタンパク質の作製を目指した。これまでに
使用していた FixL 遺伝子がコードされたプラスミドのセンサードメインに相当する部位に芳
香族受容タンパク質 AhR の遺伝子を挿入した。この核酸をタンパク質発現用のプラスミドに組
み、さらにこのプラスミドを用いて目的キメラタンパク質を大腸菌発現によって得た。得られた
精製キメラタンパク質が、芳香族分子によってリン酸化活性を制御するかを調べた。AhR は、
インディゴとよばれる芳香族分子をリガンドとして取り込むことが知られている。キメラタン
パク質溶液とインディゴを混合し、混合しない溶液との活性比較を行った。リン酸化活性は
Phos-tag SDS-PAGE によって測定した。芳香族の添加によってリン酸化活性が制御されるかを
調べた結果、インディゴを添加したキメラタンパク質と、添加していないものとの両方で同程度
のリン酸化活性があり、活性の制御は観られなかった。また、FixL と異なり、SDS-PAGE 条件
下で二量体を形成していることがわかった。サブユニット間相互作用に影響が加わった可能性
がある。 

NPAS2 とのキメラタンパク質、DcuS とのキメラタンパク質についてはタンパク質の発現
には成功したものの、ヘムの挿入が正しくできないなど、立体構造として安定なタンパク質を得
ることができなかった。新たなドメイン間相互作用が立体構造の不安定化をもたらしたと考え
られる。 

青色光受容容タンパク質 PYP と FixL キナーゼドメインのキメラタンパク質を作製し、青
色光照射によりリン酸化活性を制御するキメラタンパク質の作製を目指した。PYP の Met100
残基の変異体を作製し、シグナリング状態である pB 状態の寿命を 1000 倍のオーダーで長くす
ることができた。今後、光照射による活性制御について調べていく予定である。 

酸化還元センサータンパク質DOSとFixLキナーゼドメインのキメラタンパク質を作製し、
酸化還元状態の変化によりリン酸化活性を制御するキメラタンパク質（以下、DOSFixL と表記



する）の作製に成功した。FixL では Fαヘリックスに位置する Tyr201 と Hβ シートに位置す
る Glu234 とが水素結合を形成している。水素結合強度を減少させるために Glu234 残基をアス
パラギン酸やイソロイシンに置換するとリン酸化活性が失活した。DOS でも同様の位置に
Asp84 残基が水素結合を形成しており、水素結合強度を減少させるような置換を加えると、FixL
と同様にリン酸化活性が失活すると予想される。DOSFixL の Asp84 残基をアラニンに置換する
とリン酸化活性の失活が起きた。このことから、Fα ヘリックス－Hβ シート間の水素結合が
FixL、DOSFixL で共通して活性に関わっていることが示唆された。次に、DOSFixL のキナーゼ
ドメインの構造変化が FixL と共通するかどうかを紫外共鳴ラマンスペクトル測定によって観測
した。DOSFixL のヘムの還元に伴う、キナーゼドメインの Tyr 残基の構造変化を調べるため、
ヘムの還元に伴うスペクトル変化を WT と変異体で計算し、さらに WT から変異体のスペクト
ルを引くことで、置換した Tyr 残基の寄与を計算した。キナーゼドメインにある 3 つの Tyr 残
基のうち、Tyr297、Tyr379 残基は FixL と同様のスペクトル変化を示していた。このことから、
残る Tyr496 残基についてはわからないものの、Tyr297、Tyr379 周辺の構造変化が DOSFixL と
FixL で共通していることが示唆された。Tyr496 残基は、Phe に置換することでセンサードメイ
ンのスペクトル変化がなくなったことから、センサードメインに意図しない影響を与えたと考
えられる。そこで FixL の Tyr496 変異体でも詳細な実験を行ったところ、この位置の変異が一
酸化炭素によって活性を抑制する機能を生み出すことが分かった。観測された現象は異なるも
のの、DOSFixL でも FixL でも、Tyr496 残基の置換はセンサードメインに影響を与えた点で共
通であった。以上から、PAS タンパク質はセンサードメインを入れ替えても活性制御が起こる
こと、および、センサードメインの Fα ヘリックス－Hβ シート間の水素結合が活性に関わる
構造変化であること、キナーゼドメインの構造変化が共通していることが実証された。 

(1)の研究では、PAS タンパク質が機能するメカニズムを理解するために、単に構造変化を
調べることに加えて、機能に関わる構造変化を明らかにした。また、ドメイン間がどのように連
動して外部刺激の情報を伝達しているのかを時間分解測定により調べ、2 つのドメインが一体と
なって構造変化することで情報を伝達することを明らかにした。天然の PAS タンパク質 FixL を
手掛かりに、そのメカニズムを明らかにし、そのメカニズムを基にした PAS タンパク質を創っ
て、実証することで、PAS タンパク質に共通するメカニズムをより深く理解することができた。 
(2) 共通した立体構造が異なったイオンを輸送する連動性の解明 

ロドプシンタンパク質は共通の立体構造を基盤として、イオン輸送、光センサー、チャネ
ルなど多彩な機能を発現する。また、イオン輸送機能についてみても、輸送されるイオンには
タンパク質ごとに電荷の符号や大きさに多彩さがある。そこで、イオン輸送を可能にする連動
性を解明するために、まず時間分解共鳴ラマン分光法を用いて、イオン輸送タンパク質の光吸
収に伴う発色団およびタンパク質部分の構造変化を明らかにした。 
① ナトリウムイオン輸送とプロトン輸送の比較研究 

Krokinobacter rhodopsin 2（KR2）は、細胞内で光駆動型ナトリウムイオンポンプとして機
能する。KR2によるナトリウムイオン輸送は、レチナール発色団の光異性化を反応トリガーとし
た一連のタンパク質構造変化（光サイクル）によって達成される。KR2では光サイクルの最後の
中間体であるO中間体の生成と消滅が、それぞれナトリウムイオンのタンパク質内部への取り込
みおよび放出に関与している。本研究では、KR2中の芳香族アミノ酸残基の時間分解紫外共鳴ラ
マンスペクトルを初めて観測し、O中間体におけるタンパク質構造を明らかにした。さらに変異
体の測定から、構造変化を示した部位を同定し、ナトリウムイオンの輸送に重要なヘリックスの
構造変化を明らかにした。 

野生型KR2の紫外共鳴ラマンスペクトルには、それぞれWとYで示されるトリプトファン残
基由来およびチロシン残基由来のバンドが観測された。時間分解差スペクトルには、W16, W18
バンドの位置に光反応により強度減少したことを示す負のバンドが観測された。これらの負の
バンド強度は0.5 msで最大となり、その後回復した。また全ての遅延時間において、W3, Y9aバ
ンドの位置に波数シフトが起きたことを示す微分形のバンドが観測された。スペクトル変化を
示したアミノ酸残基を決定するために、レチナール発色団近傍に位置するTrp215およびTyr222
残基をそれぞれフェニルアラニンに置換したW215FおよびY222F変異体で同様の測定を行った。
これらの変異体では、W16, W18バンドの強度変化は小さく、W3バンドのシフトは観測されな
かった。また、Y9aバンドにおけるスペクトル変化は小さかった。これらの結果からWTで観測
されたスペクトル変化には、Trp215およびTyr222残基の寄与が含まれることがわかった。 

観測した時間領域では、ナトリウムイオンの取り込みおよび放出が起きる。W16,W18バン
ドのラマン散乱強度は、233 nmのプローブ光で測定したときTrp残基の疎水性相互作用が減少
した場合に減少することが知られている。また、W3バンドの振動数はTrp側鎖の配向を敏感に
反映する。このことから、O中間体においてTrp215残基が親水的な環境にさらされていること、
またその側鎖の向きが変化していることが示唆された。Y9aバンドの振動数は、Tyr残基のヒド
ロキシ基の配向に依存することが知られている。これより、ナトリウムイオンの輸送に伴い、
Tyr222残基のヒドロキシ基の配向を変えるような構造変化が生じていることが明らかとなった。 

O中間体においてナトリウムイオンが輸送されるためには、タンパク質内部と細胞内外を
つなぐ過渡的なチャネルが形成される必要がある。Trp215とTyr222残基はともに同一のヘリッ
クス（Fヘリックス）上に位置する。観測された時間領域において、Trp215およびTyr222残基の
構造変化が生じたことから、イオン輸送のためのチャネル形成によって、Fヘリックスの構造が



大きく変化することが示唆された。これらの結果に基づき、KR2によるナトリウムイオン輸送機
構を議論した。 

プロトンポンプ条件においても、Trp215残基に由来するスペクトル変化が時間分解紫外共
鳴ラマンスペクトルに観測された。このことから、プロトンポンプとして機能する場合でもFヘ
リックスの相対位置の変位があることがわかる。Fヘリックスの変位は、最もよく研究されてい
るプロトンポンプであるバクテリオロドプシンでも観測されている。以上のことから、ナトリウ
ムイオン輸送とプロトン輸送に共通するヘリックスの動きが明らかになった。 

KR2の3つの残基を置換した変異体（F72G、D102N、D116T）ではナトリウムイオン輸送
活性が消失し、代わって塩化物イオン輸送活性を示すことが報告されている。発色団構造を比較
すると、この塩化物イオンポンプ型変異体では、野生型KR2で観測された発色団の捻れが解消さ
れていることがわかった。発色団の捻れは発色団からカウンターイオンであるD116残基へのプ
ロトン移動に重要であることがわれわれの研究から示唆されていたが、輸送イオンの変化に伴
う発色団構造の違いことから、ナトリウムイオン輸送における捻れの重要性がはっきりした。 
② 塩化物イオン輸送とプロトン輸送との比較研究 

Fulvimarina rhodopsin（FR）は光駆動塩化物イオン輸送タンパク質である。FRは全トラン
ス形レチナールを発色団としてもち、その光異性化がイオン輸送のトリガーとなる。最近、FR
のアミノ酸残基のうち3つを置換した変異体（N110D、Q121E、S255F）がプロトン輸送活性を
示すことが報告された。野生型とプロトンポンプ型変異体はほとんど同じ配列を持ちつつ機能
だけが異なることから、輸送するイオンを決定する要所のみに違いがあると考えられる。その候
補のひとつである発色団構造を比較することで塩化物イオン輸送とプロトン輸送の機能発現の
仕組みが明らかになると期待できる。そこで、これらのタンパク質の始状態、反応初期中間体に
おける発色団構造を時間分解共鳴ラマン分光法によって調べ、両者の特徴を比較した。 

時間分解共鳴ラマンスペクトルの1600－1660 cm−1の領域には発色団に含まれるプロトン
化シッフ塩基のC=N伸縮振動バンドが観測された。軽水中の野生型のスペクトルにおいて、始
状態では1629 cm−1に、中間体では1645 cm−1にバンドが観測された。これらのバンドは重水中で
はそれぞれ13 cm−1、26 cm−1の低波数シフトを示した。また、バンドの幅について解析したとこ
ろ、始状態、中間体ともに軽水中－重水中間で有意な差はなかった。次にプロトンポンプ型変異
体の共鳴ラマンスペクトルを図1Bに示す。変異体のC=N伸縮振動バンドは、始状態では 1641 
cm−1、中間体では1657 cm−1にみられた。重水中でのバンドはそれぞれ19 cm−1、39 cm−1の低波数
シフトを示した。野生型とは異なり、変異体では始状態におけるバンド幅が重水中よりも軽水中
の方が広かった。一方、中間体ではほとんどバンド幅に違いはみられなかった。 

プロトン化シッフ塩基のC=N伸縮振動バンドの重水中における低波数シフトの大きさは、
プロトン化シッフ塩基がつくる水素結合強度に依存することが知られている。未反応状態では
このシフトの大きさは、野生型の13 cm−1と比較して変異体では19 cm−1と大きかった。このこと
は、変異体のプロトン化シッフ塩基が、野生型よりも強い水素結合を形成していることを示唆す
る。また、重水中と比べたときの軽水中でのC=N伸縮振動バンド幅の広がりは、プロトン化シ
ッフ塩基が水分子と水素結合を形成していることを示すマーカーである。野生型では軽水中と
重水中のC=N伸縮振動バンドの幅に違いはみられなかったが、プロトンポンプ型変異体では軽
水中の方が幅広かった。このことは、始状態において、野生型ではプロトン化シッフ塩基と水素
結合している水分子が存在しないのに対し、プロトンポンプ型変異体ではプロトン化シッフ塩
基と水素結合する水分子が存在することを示唆する。 
 次に、光反応後数マイクロ秒で生成する L 中間体の C=N 伸縮振動バンドでは、重水素化シフ
トの大きさから、プロトン化シッフ塩基の形成する水素結合は L 中間体においても野生型より
プロトンポンプ型変異体の方が強いことが明らかになった。一方で、野生型と変異体の両方で、
始状態よりも L 中間体の方が強い水素結合を形成していることを示唆する。また、C=N 伸縮振
動バンド幅の軽水中－重水中間の違いが野生型、変異体ともにみられなかったことから、L 中間
体おける PSB は水分子との水素結合を形成していないと考えられる。 
以上の議論から、野生型のプロトン化シッフ塩基は弱い水素結合を水以外の化学種（塩化物イ

オンの可能性が高い）と形成しているのに対し、プロトンポンプ型変異体のプロトン化シッフ塩
基は水分子と強い水素結合を形成していることが明らかになった。天然のプロトンポンプのプ
ロトン化シッフ塩基は、始状態で強い水素結合を形成しており、水分子と相互作用していること
が報告されている。この特徴は FR のプロトンポンプ型変異体にも観測された。共通した特徴が
見られることは、水分子と強い水素結合を形成することがプロトンの輸送を実現する必要条件
であることを意味する。さらに、カチオンポンプとアニオンポンプを比較することによって、タ
ンパク質の構造変化に伴って生じる電荷の局所的な偏りを補正するようにイオンが移動すると
いう共通原理が見いだされた。 

(2)の研究では、ロドプシンタンパク質がイオンを輸送するメカニズムを理解するために、
輸送イオンが異なる変異体の構造変化を比較することによって、イオン輸送に必要な構造変化
およびイオン選択に必要な構造変化を明らかにした。これらの知見からイオン輸送タンパク質
に必要するメカニズムをより深く理解することができた。 
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