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研究成果の概要（和文）：微生物の光受容タンパク質・ロドプシンのうち、アニオンポンプ型およびアニオンチ
ャネル型ロドプシンをモデルとして、「ポンプ」と「チャネル」という異なる輸送方式を決定する要因を解明す
ることを目的に、研究を行った。本研究を通して、主にアニオンチャネル型ロドプシンについて、新規分子の探
索およびイオン輸送機構を詳しく調査した。これに先立ち、簡便なイオン輸送活性測定法を開発した。これによ
り、多数の検体を簡単に調べることができ、その中から特徴的な機能をもつ分子を発見した。また、アニオンチ
ャネル型ロドプシンのイオン結合性や、塩濃度によって変化する機能メカニズムを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The goal of this study was to identify what the determinant factor is for 
the different ion transport mechanisms, pump and channel. Here, we used anion pump and anion channel
 rhodopsins as examples, which are a family of photoreceptor proteins in microbes. We mainly focused
 on the anion channel rhodopsins in this study and explored novel ones and investigated their 
mechanisms for the anion channel activity. We developed a simple measuring technique for the anion 
transport activity. Because of this, we successfully identified some anion channel rhodopsins with 
unique anion transport properties. In addition, we reported for the first time the anion binding in 
the initial state and the functional mechanism which was strongly affected by the anion 
concentration.

研究分野： 生物物理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
微生物の光受容体タンパク質・ロドプシンは、共通のタンパク質構造と活性化反応をもつにもかかわらず、『ポ
ンプ』と『チャネル』という全く異なる方式で基質イオンを輸送する。それぞれの輸送機構はよく理解されてき
たが、輸送方式を決定する要因は明らかではない。これを解明するためには、アミノ酸変異によるポンプ⇔チャ
ネル相互機能変換が有効である。
本研究は、ポンプをポンプたらしめる、チャネルをチャネルたらしめるロドプシンの精巧な動作原理の理解につ
ながる。本研究成果を応用し、オプトジェネティクス（光による神経細胞活動の操作技術）に利用可能な分子開
発に展開できる。

※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 
微生物の光受容体タンパク質であるロドプシンは、光を利用して細胞膜を隔てたイオン輸送

を行う。ロドプシンは、七回膜貫通型αヘリックスを核とするタンパク質構造をもち、補因子レ
チナールの光異性化反応が引き金となって活性化する。こうした共通の構造と活性化反応をも
つにもかかわらず、ロドプシンはポンプ（能動輸送）とチャネル（受動輸送）という全く異なる
方式でイオンを輸送する。それぞれの輸送機構は、これまでの研究でよく理解されてきた。しか
し、輸送方式を決定する要因は今なおわかっていない。ロドプシンのイオン輸送方式は分子進化
の過程で分化したと考えられているため、この要因を解明するためには進化の過程をさかのぼ
り、アミノ酸変異によってポンプとチャネルの相互機能変換を行うことが有効である。 
申請者はこれまでに、ポンプ型およびチャネル型ロドプシンの構造を比較し、レチナールの

立体配置の違いを見出した。ポンプ型ロドプシンのレチナール結合部位にアミノ酸変異を導入
し、チャネル型のレチナール立体配置に変化させたところ、ポンプからチャネルへの機能変
換に成功した（J. Am. Chem. Soc. 2015）。さらに、化学的修飾を施したレチナールをポンプ型ロドプ
シンに導入することにより、同じくチャネルへの機能変換に成功した（Takayama et al. J. Phys. 

Chem. Lett. 2018）。これらの成果から、レチナールの立体配置が輸送方式を決定する要因である
可能性が強く示唆された。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、ロドプシンのイオン輸送方式を決定する要因を解明するために、「レチナールの

立体配置が機能変換に重要」という事実が、他のイオン輸送型ロドプシンにもあてはまること
を検証する。これまで未達成のチャネルからポンプへの機能変換を行う。ポンプ⇔チャネル機
能変換型分子を取得し、その輸送機構を野生型と比較することで、輸送方式を決定する要因を明
らかにする。 

我々は当初、①アミノ酸変異導入によるポンプ⇔チャネル相互機能変換型分子の作成、およ
び②機能変換型と野生型との分子機能比較による、輸送方式を決定する要因の解明、を目指して
研究したが、計画通りに進まなかったため、個々の分子、特にアニオンチャネル型ロドプシンの
基礎的な分子メカニズムについて知見を蓄えることを新たな目標として設定した。さらに、多数
の検体を扱うことができる簡便なイオン輸送活性測定法の開発に注力した。 
 
 
３．研究の方法 
アニオンチャネル型ロドプシンの研究試料は、酵母をホストとする組換えタンパク質発現系

を用いて発現・生成したものを用いた（Tsukamoto et al. Sci. Rep. 2018）。イオン輸送活性測定法
については、以下で説明する。 
 
 
４．研究成果 

（１）アニオンチャネルロドプシンの分子機構の解明 
分光学的手法により、アニオンチャネル型ロドプシンの分子機構を調査した。他の研究グル

ープが行った先行研究と異なり、我々はアニオンチャ ネル型ロドプシンが、光反応前の初期状
態においてすでにアニオンを結合していることを初めて明らかにした（Tsukamoto et al. Sci. Rep. 

2018）。さらに、アニオンの濃度に依存して、チャネル開閉機能が顕著に変化することがわかっ
た。特に、高いアニオン濃度存在下では、チャネル開口状態の寿命がおよそ 10倍長くなること
を明らかにした。これは、チャネル開口状態の構造に、アニオンが選択的に結合することで、チ



ャネル閉口を妨げることが原因であると予想した。アニオンチャネル型ロドプシンのチャネル
開閉が素早いという性質は、オプトジェネティクスによる正確な神経抑制作用にとって重要な
ものである。我々の成果によって、塩濃度の影響を受けないアニオンチャネル型ロドプシンの設
計が必要である可能性を示すことができた。 
アニオンチャネル型ロドプシンでは、

チャネル開閉のキネティクスに重要なア
ミノ酸がすでに明らかになっている。
我々は、このアミノ酸に着目して、利用
可能なデータベースに登録されている全
てのアニオンチャネル型ロドプシンを調
べたところ、３つのバリエーション（Cys
型、Thr 型、Val 型）があることを発見し
た（右図参照）。そこで、これら３つの型
から１つ以上のアニオンチャネル型ロド
プシンを選択し、発現系の構築、精製タ
ンパク質での分光学的測定、以下に述べ
るイオン輸送活性測定を行った。その結
果、これまでに報告されていなかった
Val 型のアニオンチャネルロドプシンは、これまでに明らかになっている微生物型ロドプシンの
中で最も長い光反応サイクル（１回の光反応に２分以上を要する）を持つことがわかった。さら
に、微生物型ロドプシンは通常、all-trans 型のレチナールを保持するが、我々の発見したVal 型
のアニオンチャネルロドプシンは、11-cis 型を 40%以上も含んでいるということも明らかにな
った。これは、微生物型ロドプシンでありながら、動物型ロドプシンに近い性質を持っているこ
とを意味している。極めて遅い光反応、高い割合での 11-cis 型レチナールの存在の生理的意義
の解明は、今後の研究の大きな目的である。 
 
（２）簡便なアニオン輸送活性測定法の開発 
アニオンチャネル活性の測定を簡易的に行うことができる

実験系を構築した（右図参照）。代表的なアニオンチャネルロ
ドプシン・GtACR1を用いて、測定系の検討を行い、試料条件
および測定条件の最適化を行い、すでに報告済みの結果と一
致する良好なデータを得ることに成功した。通常、アニオンチ
ャネル活性は、時間分解能や定量性の優れた電気生理学的手
法によって測定されてきた。本研究で我々は、これらの点は劣
っているものの、複雑な装置や操作、静音な実験環境を必要と
しない、簡便な測定法を開発することができた。本測定系を用
いて、さまざまなアニオンチャネルロドプシンについて、網羅的なアニオンチャネル活性測定を
行った。特に、電気生理学的測定に必要な、哺乳類細胞での発現が認められていないものに着目
した。その中で、GtACR1よりもアニオンチャネル活性が数倍大きい新規アニオンチャネルロド
プシンを発見することができた。 
 
 



（３）アミノ酸変異導入によるポンプ⇔チャネル相互機能変換型分子の作成 
５種類のアニオンポンプ型ロドプシン（NpHR、HvHR、NM-R3、NmHR、SyHR）について、

アミノ酸変異を導入し、ポンプからチャネルへの機能変換を試みた。それぞれについて、レチナ
ール結合部位に対して最大３つの変異を導入した。その結果、可視吸収を変化させることはでき
たが、イオン輸送活性を失ってしまい、期待通りの結果を得ることはできなかった。 
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