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研究成果の概要（和文）：本研究では近年、新たに発見された古細菌型ロドプシンに対して系統

的な赤外分光を行い、光がどのようにエネルギーや情報へと変換されるのか、そのメカニズム

を明らかにすることを目指した。既知の古細菌ロドプシンとの比較を徹底的に行った結果、プ

ロトンポンプ活性のあるロドプシンには強い水素結合を形成した水分子が必ず存在するという

構造と機能を結ぶきわめて重要な結論を得ることができた。わずか１個の水分子がプロトンポ

ンプ機能を決定する可能性を見出したのである。 

 
 
 
研究成果の概要（英文）：Archaeal-type rhodopsins were found in Archaea, but the recent genome 

sequencing projects have revealed that archaeal rhodopsins also exist in Eukarya and Eubacteria.  In 

this grant project, we investigated molecular mechanism of light-energy and light-signal conversions in 

newly discovered archaeal-type rhodopsins.  Comprehensive Fourier-transform infrared (FTIR) 

analysis led to a finding that proton-pumping rhodopsins possess strongly hydrogen-bonded water 

molecules, suggesting that such an internal water is the functional determinant of light-driven proton 

pump. 
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１．研究開始当初の背景 

好塩性のバクテリアには有名なバクテリ
オロドプシン（BR）など４種類が知られてお
り、光駆動ポンプとして光をエネルギーに変
換するか、光センサーとして光を情報に変換
する。このようなロドプシンはこれまで、特
殊な古細菌にのみ存在すると考えられてき
た。しかしながら、近年のゲノム科学の進展
により、古細菌型のロドプシンが海洋性バク
テリアやラン藻などの真正細菌にも、カビ類
などの真核生物にも存在することが明らか
になった。 
例えば、海洋性バクテリアには千種類を超

えるロドプシンが存在し、プロトンポンプと
して光合成を行っている（BR のような光駆
動プロトンポンプは特殊なものではなく、電
子移動を伴わない光合成として生物が普遍
に利用している可能性がある）。ラン藻のロ
ドプシンは光センサーとして機能している
ようだが、その伝達蛋白質はセンサリーロド
プシンのように膜貫通型ではなく水溶性で
あることが明らかになった。膜内ではなく細
胞質側で情報伝達するという意味では、視物
質ロドプシンと類似のシステムである。さら
に、カビ類で発見された２種類のロドプシン
はお互いに高い相同性を示すにも関わらず、
一方だけがプロトンポンプ活性をもつこと
が知られている。これらに加えて、ポンプで
はなくチャネルの機能をもったロドプシン
も発見され、神経生物学への応用が活発に行
われている。 

 

 

２．研究の目的 

近年、新たに発見された古細菌型ロドプシ
ンに対して系統的な赤外分光を行い、光がど
のようにエネルギーや情報へと変換される
のか、そのメカニズムを明らかにする。特に、
我々が世界をリードしてきた既知の古細菌
ロドプシン（ポンプのバクテリオロドプシン、
ハロロドプシン、センサーのフォボロドプシ
ンなど）の赤外分光との比較を徹底的に行い、
ロドプシンが機能する際の構造変化につい
て統一的な原理を見出すことを目指した。 

 

 

３．研究の方法 

対象となる古細菌型ロドプシンとしては、
真正細菌に見出された Proteorhodopsin (PR), 

Gloeobacter Rhodopsin (GR), Anabaena Sensory 

Rhodopsin (ASR)、真核生物に見出された
Leptosphaeria Rhodopsin (LR), Neurospora 

Rhodopsin (NR) を考えた。これらの新規古細

菌型ロドプシンに対して系統的な赤外分光
を行って機能発現の際の構造変化の情報を
得るとともに、機能を転換させた変異蛋白質
を設計し、これらに対しても赤外分光計測を
行うことを計画した。そして既知の古細菌ロ
ドプシンの実験結果と比較することにより、
光駆動ポンプや光センサーに必須の構造変
化を見出すことを目指した。 

 
 
４．研究成果 
(1) プロトンポンプ機能を決定する水分子 

 我々はこれまでに低温赤外分光の測定系を
最適化することにより、中赤外の全波数領域
における差スペクトル測定を実現している。
その結果、BR において水の伸縮振動として
は「異常に」低い振動数（重水中で 2400 cm

-1

以下の O-D 伸縮振動をもつ）をもった水を観
測し、これがレチナールシッフ塩基と Asp85

をブリッジする水に由来することを示した。
同様の解析を BR の変異体や新規を含む種々
のロドプシンに対して行う中で、プロトンポ
ンプ活性をもつロドプシンには必ず強い水
素結合を形成した水分子が存在することを
明らかにした。具体的には、強い水素結合を
形成した水分子はプロトンポンプ活性のあ
る PR, GR, LR には存在し、プロトンポンプ活
性のない ASR, NR には存在しなかったので
ある。新規ロドプシン以外でも、強い水素結
合を形成した水分子はプロトンをポンプす
る D212N(Cl

-
) BR, HR(N3

-
), SRII には見つかっ

た一方、プロトンポンプ活性のない D85S(Cl
-
), 

HR, visual rhodopsin などには見出されなかっ
たのである。 

 

こうして、ロドプシンのプロトンポンプ活
性と内部結合水の水素結合強度の間には強
い相関があることがわかった。ロドプシンの
プロトンポンプ活性は１個の水の水素結合
によって決まることが示唆された。 



(2) PR の色を変える特異なアミノ酸の変異 

 海洋性バクテリアには千種類以上の PR が
存在し、プロトンポンプとして光エネルギー
変換を行うと考えられている。このようなさ
まざまな PR は環境に応じて吸収する光の波
長を最適化しているはずであるが、我々はレ
チナールから遠隔部位のアミノ酸変異が色
を変えるというこれまでの常識に完全に反
した現象を発見した。 

 具体的には green PR の E-F ループに存在す
る Ala178 を Arg に変異したところ、20 nm も
の長波長シフトが起こったのである。このよ
うな変異の効果は BR には見られず、PR に特
有であること、さらには 178 位の部位に特異
的であることを見出した。この部位はレチナ
ール結合部位とリンクして構造転移を起こ
すことが示唆された。 

 

(3) ASR の特殊な光反応の性質 

 ASR はフォトクロミズムセンサーとして
光情報変換をすることが示唆されていた。し
かしながら、BR などプロトンポンプのロド
プシンは 1 回の光反応により 1 個のプロトン
を細胞質側から細胞外側にポンプするので
サイクル反応をとるのが最適であり、実際に
光反応は 100 % のサイクル反応を示す。光化
学の立場から本当にフォトクロミズム反応
が起こるのかどうか疑問であった。我々は
ASR の光反応を低温可視分光法により詳細
に検討した結果、この蛋白質が 100 % のフォ
トクロミズム反応が実現していることがわ
かった。 

興味深いことに、ASR と BR には相同性が
60 %程度あり、その X 線結晶構造を比較する
と、蛋白骨格は両者ともほぼ同じような構造
をしていることである。レチナールシッフ塩
基近傍の構造もよく似ているが、シッフ塩基
近傍の水素結合構造がASRとBRとで変化し
ていることが我々の赤外分光測定において
明らかになっており、このようなわずかな違

いがフォトクロミズムとサイクル反応とい
う、光反応の違いをもたらしているものと考
えられる。プロトンポンプを行うロドプシン
は 100 % の光サイクル反応に、フォトクロミ
ックセンサーであるロドプシンには 100 % 

のフォトクロミズム反応に、おそらく進化の
過程で最適化されたのであろう。 

 

(4) 内向きプロトン輸送を行う蛋白質の創成 

 バクテリアからヒトまですべての生命にお
いて、ATP の合成は細胞の外側から内側へプ
ロトンが流れる力を利用して起こる。従って、
自然には多くの外向きプロトンポンプが存
在するが、逆向きのポンプは天然には全く存
在せず、人工的にも逆方向へのプロトン輸送
を実現した例はなかった。我々は、プロトン
ポンプ活性がないとされていた ASR の性質
を研究する過程で、細胞内側へのプロトン輸
送を行う蛋白質を創成することに成功した。 

この蛋白質は、わずか１個のアミノ酸を
（217 番目のアスパラギン酸をグルタミン酸
に）変異させることで、細胞内側へのプロト
ン輸送を世界で初めて実現したことになる。
このような新しい膜蛋白質装置の設計は、生
命がどのようにして水素イオンの濃度勾配
を創り出しているのかといったメカニズム
に関する基礎研究の発展を約束するだけで
なく、以下のような医学・生理学分野への応
用が期待できる。 

近年、マウスの脳神経細胞にイオン輸送性
のロドプシンを発現し、光でナトリウムやク
ロライドの輸送を行うことで神経活動を制
御しようという試みが活発に行われている。
陽イオンの輸送は青い光（チャネルロドプシ
ン）、クロライドの輸送は赤い光（HR）で制
御されるのに対し、今回、我々が創り出した
内向きのプロトン輸送は緑色の光で制御さ
れるため、RGB の３色を駆使した神経活動制
御のツールとして応用される可能性がある。 

なお、本研究成果は平成２１年９月に新聞３
紙に掲載されている。 
 
 
 本研究成果は 2007-2009 の 3 年間で、43 件
の原著論文として発表することができた。ま
た、38 件の招待講演を含む 140 件の学会発表
を行った。このうち海外で開催された国際会
議の招待講演が 17 件あり、この数字が我々
の成果に対する高い評価を反映している。 
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