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研究成果の概要（和文）： 

(1) 膜融合法によるロドプシン群蛋白質の結晶化 
① 好アルカリ性好塩菌の光駆動塩素イオンポンプであるハロロドプシンの結晶を作製
し、その立体構造を2.0 Åの分解能で求めた。 
② 高熱性好塩菌の光駆動プロトンポンプであるデルタロドプシンの結晶を作製し、そ
の立体構造を2.7Åの分解能で求めた。 

(2) 光駆動プロトンポンプの構造機能解析：  
① バクテリオロドプシンのM中間体の構造のｐH依存性を調べ、プロトン放出基の実体を明
らかにした。  
② バクテリオロドプシンのL93A変異体を用いて、O中間体の形成に伴う構造変化を2.3 Å

の分解能で明らかにした。 
(3) 光駆動塩素イオンポンプの構造機能解析：   

① ハロロドプシンの塩素イオン非結合状態の構造を求め、塩素イオンが陰イオン結合部位
から排出される様子を明らかにした。  
② 弱酸性陰イオン（アザイド）の結合したハロロドプシンのM中間体の構造を求め、Fへリ
ックスが光反応に伴い大きく変形することを明らかにした。  
③ ハロロドプシンのヘリックスBとCをつなぐループの一部を欠失した変異体では、
光反応は膜電位に依存せず、塩素イオンの取りこみが素早くなることを見出した。  

(4) 無脊椎動物系ロドプシンの構造機能解析：  
 ① イカロドプシンのバソ中間体およびイソ中間体の構造を求め、反応初期過程の様子を明
らにした。  

 ③タコロドプシンの光反応に伴う高次構造の変化の様子をX線小角散乱法を用いて明ら
かにした。 

 

研究成果の概要（英文）： 
(1) Crystallization of retinal proteins by the membrane fusion method:  
① The chloride ion pump from Natoronomonas pharaonis, pharaonis halorhodopsin 

(pHR), was crystallized, and its structure was determined at 2.0 Å resolution. 
② Deltarhodopsin (dR3), a light-driven proton pomp found in the cell membrane of 

Haloterrigena thermotolerans, was crystallized, and its structure was 
determined at 2.7 Å resolution. 

(2) Structural analyses of the photoreaction intermediates of bacteriorhodopsin:   
① The structure of the M intermediate was determined at various pH levels.  It 

was shown that the formation of M intermediate at neutral pH is accompanied 
by a complete destruction of the paired structure of two glutamates in the proton 
release channel, while this destruction is incomplete at a weakly acidic pH.  
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② Using the Leu93-to-Ala mutant (BR_L93A) of bacteriorhodopsin, the structure of the O 
intermediate was determined at 2.3 Å resolution. 

(3) Structural analyses of the light-driven chloride ion pump (pHR): 
① The crystal structures of the O-like blue form and the yellow anion-depleted form 

of pHR were determined at 1.8 – 2.0 Å resolutions.  The result allowed us to 
elucidate the mechanism by which the chloride ion is removed from the active 
site near the protonated Schiff base of retinal. 

② The crystal structure of an M-like intermediate of the pHR-azide complex was 
determined at 2.3 Å resolution.  It is shown that the cytoplasmic half of helix F 
undergoes a large structural change during the proton pumping cycle. 

③ A mutant of pHR (pHR_ΔBC) in which a long loop between transmembrane 
helices B and C was partially deleted was expressed in E. coli.  It was shown 
that the photocycle of pHR_ΔBC is not influenced by the membrane potential, 
while the uptake process of chloride ion is much faster than observed in the 
wild-type pHR.   

(4) Structural analyses of squid rhodopsin 
① The primary photochemical reaction intermediate (Baso) of squid rhodopsin was 

determined at 2.7 Å resolution.  
② Light-induced structural changes in octopus rhodopsin (oRh) were investigated 

by small-angle X-ray scattering method.  
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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、「4次元」
構造解析に挑戦してきた。具体的には、光
照射により惹起されるタンパク質の構造変
化、ｐH 変化に対する応答、あるいは、生
物進化の過程におけ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」を提唱した。
さらに、アーキロドプシンとの構造比較か
ら、タンパク質内の空隙の形態変化に着目
することも「タンパク質の働く仕組み」を
理解するには不可欠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
くロドプシン群の構造解析に取り組み、塩
素イオンポンプであるファラオニス・ハロ
ロドプシン（ｐHR）については、2.5Å分

解能の立体構造を求め、プロトン輸送体と
の構造類似性を根拠にして「ｐHR＝塩酸/

プロトン・対輸送体」という仮説を導いた。
視物質イカ・ロドプシンについても 2.5Å分
解能の構造決定を行い、レチナール結合部
位と Gタンパク質結合部位とを結ぶ膜貫通
ヘリックス間の空隙に水分子クラスターが
存在することを明らかにし、ロドプシン群
の機能発現（イオン輸送、情報変換・信号
伝達）におけるタンパク質内の水分子の役
割の重要性を示した。 

 

２．研究の目的 

ロドプシン群タンパク質の反応は光で制
御できるので、反応状態の構造を詳細に調
べることができる。我々のこれまでの「4
次元」構造解析から、ロドプシン群の反応
スキームのエッセンスは、例えばバクテリ
オロドプシンを「水分子のポンプ」と見な
すように、「タンパク質内の水分子の再配
置」にある、と考える。この考えの裏付け
実験を積み重ねることにより、多くのタン
パク質の反応（水分子の移動を伴わない反



 

図２．ｐＨＲの塩素イオン結合状態と非結合状態 

応は少ない）を新しい見地から捉えること
ができる。本研究では、ロドプシン群の 4

次元構造解析を行い、「レチナールの異性化
空隙の形態変化水の移動機能発現
（プロトン移動、イオン輸送、情報伝達）」
という反応スキームを検証する。 

 

３．研究の方法 

ロドプシン群のタンパク質は、始状態で
全トランス型レチナールを含むもの（タイ
プ I）と 11-シス型レチナールを含むもの（タ
イプ II）とに大別される。前者の代表例と
して、バクテリオロドプシン（光駆動プロ
トン輸送体）、ハロロドプシン（塩素イオン
輸送体）、センソリーロドプシン（光センサ
ー）が挙げられる。これらのタンパク質は
構造が互いに似ていて、また、光反応機構
に大きな違いはない（いずれも熱緩和で始
状態に戻る）。実際、1個ないし数個のアミ
ノ酸残基を置換することにより、異なる機
能を持つもの（プロトン輸送体 塩素イオン
輸送体など）に変換することができる。一
方、タイプ IIの代表例であるウシ・ロドプ
シンでは、光活性化状態でレチナールがタ
ンパク質から外れる。このことから、タイ
プ Iとタイプ IIとの共通点を見つけるのは
難しい、と考えられがちである。しかし、
ヒトの感光性神経節細胞に発現されるメラ
ノプシンや我々が構造決定したイカロドプ
シンは、構造学的にタイプ IIに分類される
ものの、これらの光反応の様子はむしろセ
ンソリーロドプシンの反応と似ている。実
際、メラノプシンの光活性化状態の OFF機
構がアレスチンとの相互作用により促進さ
れることが示唆されている。本研究では、
タイプ I のロドプシン群および無脊椎動物
系ロドプシンの反応状態の構造を詳しく調
べ、ロドプシン群に共通した反応機構ない
し反応スキームを描くことができるかにつ
いて検証する。 

 

４．研究成果 
(1) ロドプシン群蛋白質の結晶化 
「膜融合法」とは、膜小胞を融合して平面状
の膜構造を積み重ねる方法である。天然の脂
質を除去することなく結晶化を行うため、タ
ンパク質―脂質間相互作用についての情報
をもたらし、生理的条件下での高次構造が保
存されるゆえに広いｐH 範囲で安定な結晶が
得られる、などの利点がある。本研究課題で
は、膜融合法の有効性を実証するため、アル
カリ性好塩菌の塩素イオンポンプ（ファラオ
ニス・ハロロドプシン、ｐHR）、耐熱性好塩
菌由来の古細菌型ロドプシン（デルタロドプ
シンｄR3）およびタコロドプシンの結晶化を
試み、ｐHR およびｄRについては良質の結晶
を得、それぞれ、2.0Åおよび 2.7Åの分解能

で構造を決定した（図 1、２）。 

(2) バクテリオロドプシンの構造機能解析  

① バクテリオロドプシン（ｂR）は広いｐH

範囲において高いプロトン輸送活性を示す

が、プロトンの細胞外への放出と細胞質側か

らのプロトンの取り込みのタイミングがｐH

5.8で逆転する。この現象を構造学的な観点

から論ずるため、野生株のｂRのM中間体の構

造のｐH 依存性を調べ、プロトン放出チャネ

ルにある2つのグルタミン酸（Glu194とGlu20

4）のペア構造が中性ｐHではM形成時に破壊

されるのに対して、弱酸性ｐHではペア構造

の破壊が不完全であることを明らかにした。 

② Lue93Ala変異体を用いてBRの O中間体
の構造を求めた。 

(3) ハロロドプシンの構造機能解析 

① 陰イオン非結合状態（Ｏ中間体）への転

移に伴う構造変化（図２）がＢＲで観測され

た光誘起構造と類似していることを示した。 

②アザイド結合状態での光誘起構造変化
の結果（Fへリックスが大きく変形、未発表）
とも併せて、ｐHR の光反応サイクルでもプ
ロトン移動が起こっている可能性、つまり、
「ｐHRは HCl/プロトン・対輸送体である。」
という作業仮説を導いた。 

③ ｐHR の B-C ループ部分の一部（phR に
だけ存在しているアミノ酸）を欠失した変異

 
図 1．ｐHRの結晶構造と三量体構造 

 

図２．ｄR３の結晶構造と三量体構造 



 

図 3．バソ中体の形成に伴う構造変化 

体（phRΔBC）では、光反応は膜電位に依存
せず、塩素イオンの取りこみが素早くなるこ
とを明らかにした。 

（４) 無脊椎動物系ロドプシンの構造解析：  

① イカ・ロドプシンのバソ中間体の構造を
求め、レチナール光異性化の量子収率に及ぼ
す構造学的要因を明らかにした(図３）。 

② タコのマイクロビライ(MV)の X線小角散
乱(SAXS)を測定し、タコロドプシンの光反応
（メタロドプシンの生成）に伴う高次構造の
変化の様子を明らかにした。 
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