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研究成果の概要（和文）： 
光駆動性クロライドポンプの輸送分子機構を明らかにすることを研究目的として研究を行い，輸送活

性を様々な物理化学的手法より測定し，以下の結果を得た． 

（１）種々の変異体を作成し，その変異体における Cl-結合能を測定した．結合に対して重要な残基

を特定した．Arg123，Ser130，Asp252である． 

（２）Cl- の細胞外から細胞内へのタンパク内移動には，Ser130 および Asp252 が重要であることが

明らかとなった．  

（３）Ser130 は，Cl- が細胞質側から細胞外側に逆流が起こらないようにする分子弁として機能して

いることが明らかとなった 
研究成果の概要（英文）： 
Halorhodopsin (HR) is a light-driven inward-directed Cl- pump. To clarify the molecular mechanism of 
Cl- transport in detail, we precisely determined the transport activities through HR with various physico- 
chemical techniques, and the following results were obtained. 
(1) The crystal structure clearly shows that the primary Cl- is proximal to the protonated Schiff base 

(PSB) and is stabilized by electrostatic interactions with the positive charged PSB [PDB: 1E12]. 
Based on the crystal structure, we mutated amino acid residues, which might be involved in Cl- 
transport. Several important amino acid residues were identified; Arg123, Ser130 and Asp252. 

(2) Especially, two amino acid residues Ser130 and Asp252 were proved out to play an important role 
in Cl- translocation away from the binding site in the extracellular (EC) channel across the retinal. 

(3) For the sake of the vectorial translocation, HR protein must possess one or several molecular valves 
in HR to hinder the Cl- leakage, or backflow (from cytoplasmic (CP) to EC channel) during 
pumping cycles. Ser130 coordinates with PBS and functions as a molecular valve to hinder the 
internal leak, backflux of Cl- during anion-transport cycle. 
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１．研究開始当初の背景 
申請者はトランスポーターの輸送分子機構
の研究において，光駆動性クロライドポンプ
HR が最も有利な研究材料であると思ってい
る．その理由はつぎの通りである． 
(１)物理学的測定に適した多くの材料を得
ることが出来る, 高度好塩好アルカリ性菌
Natronomonas pharaonis 由来の HR，略して
pHR を用いている．大腸菌で大量発現させる
ことができ，ヒスチジンタグおよび Ni カラ
ムを利用して容易に精製出来る．１L 培養か
ら 15mg 程度は精製することができる． 
(２)２番目の理由は，HR は光を吸収し，励起
されると種々の中間体を経てもとの HR に戻
ることである．これをフォトサイクルと呼ん
でいる． 我々はこれまでの研究で，pHR は，
フォトサイクル１回につき１つの Cl-を輸送
することを明らかにした．Cl-を輸送中，pHR
のフォトサイクルは中間体の色を変化させ
ながら進行する．従って，パルス光（レーザ
ー光）を与えてからの，各中間体の生成およ
び崩壊の時定数は，吸収の時間変化から薬物
速度論と類似方法で求めることができる． 
（３）外液の Cl-濃度を変化させ，時定数が
Cl-濃度に依存する過程がタンパクと外液中
の Cl-との相互作用（出入り）過程であろう
と容易に推測出来る．これにより，結合解離
過程を見積もることが可能となっている．
（４）第４番目の理由はオーサイト（卵母細
胞）で発現させ，電気生理学的方法で輸送活
性を求められることである．申請者らは世界
ではじめて，光照射による Cl-輸送を膜電流
として観測する系を確立した．(Biophys J, 
92: 2559-2569, 2007)．この方法は極めて精
度が高く，pHR １分子の能力を見積もること
が可能である. 
（５）理由の最後は，別の高度好塩菌由来の
HR の結晶構造が Oesterhelt らによって発表
されていることである（Science 288, 2000）．
勿論違うタンパクであるが，我々の pHR と非
常に相同性が高く(identity, 66%; homology 
97%)，一次構造をこの構造に当てはめて行け
ば，ほとんど間違いなく pHR の３次元構造と
なるであろうと考えられる．この構造を見な
がら，本研究の目的である輸送機構と高次構
造の形成の分子的機構を調べることが出来
る．一方，我々も解像度は低いながらも結晶
化に成功している．本研究において，自前の
構造による解析も可能となると確信してい
る．これらの物理化学的手法の利点を生かし，
イオン輸送分子機構の全容を明らかにしよ
うと考えている． 
２．研究の目的 

申請者は膜に関する生物物理化学，特に，
膜輸送タンパク，トランスポーターの輸送
分子機構に関する研究を行っている． 
Microbial rhodopsin の１種である光駆動

性クロライドポンプ，ハロロドプシン（HR）
は，このような研究を行う上で最も適して
いるモデルタンパクであると考えている．
本研究では，Cl-輸送活性を様々な物理化学
的手法より測定し，HR の輸送分子機構を明
らかにすることを目的とする． 
HR は光エネルギーを利用して，Cl-を細胞

外から細胞内へ輸送する．申請者がこれまで
の知見を基に提唱しているHRの Cl-の輸送は，
１（Cl-取込み側の Cl-が移動出来るチャネル，
Cl-との親和力は強い）＋２（スイッチ）＋３
（Cl-放出側のチャネル，放出時には Cl-との
親和力は弱い）の３つの要素から成り立って
いる．HR の輸送機構について明らかにしたい
ことは，（１）取り込み側のチャネルがどう
なっているか？種々の変異体を作成して，そ
の Cl-結合を測定して結合に対して重要な残
基を特定したい．（２）放出側の Cl-結合サイ
トの同定．膜輸送であるので，放出側の Cl-

結合サイトがあるはずである．（３）放出側
Cl-との親和力の変化はどうしておこるの
か？この Cl-結合サイトは，Cl-を受取るとき
には親和力が強くて，その後弱くなって，逆
に移動することなく，細胞内へ放出するはず
である．（４）クロライドポンプ機構の本質
は，Cl-を取り込み側チャネル(細胞外側)から
放出チャネル(細胞内側)へ移動させる事で
ある．それはどのような分子的機構か?これ
はよくスイッチ機構と呼ばれ，すべての膜透
過過程に含まれるにも係わらず，あまり機構
の解明が行われていない．これらの性質を理
解する事が，輸送担体の分子輸送機構を知る
ことであると考えている． 
３．研究の方法 
（１）暗所下（基底状態）での Cl-の結合位
置の確定と結合様式の解明．これは終局的に
は X 線結晶構造によって決まるが，
Oesterhelt らによって発表されている
（Science 288, 2000）論文を参考に，種々
の変異体を作成して，そのCl-結合を測定し，
結合に対して重要な残基を特定する． 
（２）細胞質側での Cl-放出に重要な Cl-結合
サイトの同定，及び放出機構の解明．この Cl-

結合サイトは，Cl-を受取るときには親和力が
強いが，その後弱くなって，逆に移動するこ
となく，細胞内へ速やかに放出する役割を担
っている．その分子機構を明らかにする．
（３）アフリカツメガエル卵母細胞を用いた
種々の変異体の Cl-輸送能の測定．各種変異
体の実際の輸送活性を精度良く測定し，各残
基の Cl-輸送における役割を推定する． 
（４）タンパク質内での Cl-のトランスロー
ケーション機構（スイッチ機構）の解明．タ
ンパク質内で外液側から細胞質側への Cl-の
移動がどのような機構で起こるのかという
ことをレチナール近傍の変異体を用いて解
明する．  



図２：HR の各種変異体における 

Cl-輸送活性 

図１：X線結晶構造から 

予想される Cl-輸送ルート 

４．研究成果 
（１）細胞内でのCl-  の逆流防止弁の分子
機構の解明 

以前，我々は， HR をアフリカツメガエ
ル卵母細胞膜に発現させ、電気生理学的手
法により光照射による Cl- 輸送を膜電流と
して観測する系を確立した(Biophys J, 92: 
2559-2569, 2007)．この方法は極めて精度
が高く、HR １分子の能力を見積もることが
可能である．X-線結晶構造から予測される
通過ルート（図１）に基づいて各変異体の
作成し，「輸送能力」を見積もった（図２）．

その結果，細胞外領域の基質結合ポケット
が輸送において重要であることが示された．
その中でも S130T 変異体は、光を照射時，
負の膜電位をかけると Cl- が逆流する変異
体、即ち、ポンプとしての機能が崩壊して

いる変異体であった。言い換えれば、この
結果は、Ser130 が負の膜電位による Cl- の

逆流を防ぐ分子弁として働いていることを
示唆したものである．図１に示すように
Ser130 の水酸基の位置は、プロトン化シッ
フ塩基 (PSB)に近傍に位置し，Cl- 輸送に
際し，シッフ塩基と水素結合を形成する能
力がある．今後，分子弁の正体がこの水素
結合か否かを検討するために，① 閃光光分
解法を用いて，Ser 変異体における輸送中
間体を解析し，どの過程に異常があるかを
詳細に検討する必要がある．更に，水素結
合が関与を検証するために，② 重水におけ
る閃光光分解解析，③ FT-IR 解析を行い，
Ser130 の水素結合の形成中間体を同定す
ることにより，分子弁の正体を明らかにす
ることができる．この証明は，国内外にお
いては，最初の証明になり，インパクトは
大きい．更に，今後は，電気生理学的に Cl- 
輸送を測定し，ここまでで得られた知見に
基づき，詳細な分子弁モデルの構築を行う． 
  

（２）HR のシッフ塩基のpKa の低下メカニ

ズムと駆動力への変換機構の解明 

図１に示すように，Cl- はプロトン化シッフ
塩基 (PSB) との静電相互作用により結合し
ている．更に，Ser130，Asp252，Arg123 およ
び 3 つの水分子による水素結合により，この
Cl- 結合が安定化している．これらの残基の内，
Asp252 は Cl- の輸送に伴いシッフ塩基のプ
ロトン化状態の調節，pKaの低下を行っている
ことが明らかになった．光照射後， all-trans 
から 13-cis へのレチナールの異性化に伴い
PSB の電気双極子を細胞内へと方向を変える
ことが Cl- の輸送に重要であると提唱されて
いる． Cl- を取り込み側から放出側へ移動さ
せるような分子機構は，このシッフ塩基のpKa 
の低下と深く関わっていることではないかと
推察された． Cl- は PSB と静電相互作用で
強く結合しており、HR が Cl- を細胞外から
細胞内へと輸送するためにはPSB との相互
作用が変化する必要があるが，Cl- 輸送に
伴ったPSB のpKa 変化がこの相互作用の限
弱を引き起こしていると考えられた．今後，
この PSB の pKa 変化に基づき、輸送におけ
る PSB の役割を検討し，分子弁として機能
している Ser130 との関係を明らかにする
ことにより，基質移動に関する分子機構の
全容を解明することに繋がる重要な発見の
一つである． 
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