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研究成果の概要（和文）：微生物由来のレチナールタンパク質（ロドプシン）は、光により機能を発揮する膜タ
ンパク質である。代表的な機能は、光受容により一方向にイオンを能動輸送する機能であり、様々なイオンを輸
送するロドプシンが知られている。その基本構造は類似しており、構造の類似性にも関わらず電荷の異なるイオ
ンを同一方向に輸送する仕組みに興味が持たれてきた。本課題では、数種のイオンポンプロドプシンの発現、結
晶化を行い、実際にX線自由電子レーザーを用いた時分割実験により、動的構造を取得するに至った。

研究成果の概要（英文）：Retinal proteins (rhodopsin) from microorganisms are membrane proteins that 
perform their functions by light. A typical function is the active transport of ions in one 
direction by photoexcitation, transporting a variety of ions. There has been interest in the 
mechanism by which they transport ions with different charges unidirectionally despite their 
structural similarity. In this project, we have expressed and crystallized several ion-pump 
rhodopsins, and obtained their dynamic structures by time-resolved serial crystallography using an 
X-ray free electron laser.

研究分野：構造生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今までに、部位特異的変異導入及びその活性測定やクライオトラップ法による中間体X線結晶構造解析などが行
われてきたが、イオンの選択性やイオン輸送機構の全容は明らかではなかった。本課題では、X線自由電子レー
ザーにより、光反応の過程をリアルタイム且つ原子レベルで可視化することが可能なことから、従来の課題を克
服し新たな知見を見出すことが期待される。また、本ターゲットはその光応答性を利用して細胞の光制御を可能
とするオプトジェネティクスに利用されるなど応用面でも注目されており、分子設計への応用も期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
微生物由来レチナールタンパク質（ロドプシン）は、光を受容して機能を発揮する 7 回膜貫
通型膜タンパク質である。発色団として all-trans型レチナールを持ち、光異性化により 13-cis
型レチナールに変化する。また、光受容を起点に極大吸収波長の異なる複数の中間体を生成し
て、基底状態に戻る（photocycle）。ロドプシンは、古くから光応答タンパク質の良いモデルと
して分光法や構造解析のターゲットとなってきた。また最近では、その光応答性を利用して細
胞の光制御を可能とするオプトジェネティクスに利用されるなど応用面でも注目されている。 
微生物由来レチナールタンパク質の最も代表的な機能としては、細胞内外のイオンを能動的
に輸送するイオンポンプが挙げられる。例えば、バクテリオロドプシンは細胞質から細胞外へ
とプロトンを輸送しており、他にもハロロドプシンなどのハライドイオンを輸送するアニオン
ポンプやKR2のようにナトリウムイオンを輸送するカチオンポンプも知られている。これらの
イオンポンプ機能を持つロドプシンは、互いに構造が類似していることが知られている。構造
の類似性にも関わらず電荷の異なるイオンを同一方向に輸送するのは大変興味深く、比較検討
が行われてきた。例えば、アミノ酸配列の比較から、レチナール周辺の３つのアミノ酸残基が
反応に関与する鍵部分と推測されている。バクテリオロドプシンでは、DTDモチーフであるが、
クロライドポンプ（NM-R3）の相当する部分は NTQ であり、同じクロライドイオンを輸送す
るハロロドプシン（HR）では TSAモチーフを持つ。また、KR2 では NDQ となっている。こ
れらのモチーフを入れ替えるなどの変異実験が行われているが、それだけでは活性を変えるこ
とができない場合も多いことがわかっている（Inoue, K. et al. J. Biol. Chem., 2016など）。こ
の他の部分についても、部位特異的変異実験により活性に必要な残基の特定が行われてきたが、
どのイオンを輸送するか、またどのようにイオンを輸送するのかについてその全容は明らかで
はなかった。 
 
２．研究の目的 
 2010年代より革新的な光源である X線自由電子レーザー（XFEL）施設の供用が開始され、
XFEL の利用が可能となっている。XFEL は、その強力で非常に短い（数十フェムト秒程度）
X 線パルスによって、照射後に試料は崩壊する一方で、放射線損傷が顕在化するより短い時間
で回折現象が完結する。そのため、化学変化など物質の極めて速い動きを原子分解能で解析で
きると期待されている。研究代表者の南後は、2013 年より日本の XFEL 施設 SACLA におい
て、XFEL を用いたタンパク質の構造解析に取り組み、シリアルフェムト秒結晶構造解析
（SFX）をベースとした測定技術や装置の開発を行ってきた。SFX は、タンパク質微結晶を緩
衝液などと共に XFEL 照射領域に連続的に輸送して、多数の結晶からの回折像を収集して構造
を得る方法である。「タンパク質が素早く反応・構造変化を起こす様子を捉える」ための時分割
SFX実験装置・技術開発にも取り組み、2016年には光で励起しプロトン輸送を行う膜タンパク
質であるバクテリオロドプシンを用いて、ナノ秒からミリ秒にかけての 13点のタイムポイント
で試料が光照射によって構造変化し、プロトンを輸送する様子を観測することに成功した。こ
の実験は、ナノ秒からミリ秒の長いタイムスケールにおけるタンパク質や水分子が移動する様
子を原子分解能で詳細に捉えるという「分子動画」として、世界に先駆けた成果となった。 
そこで、本課題では、クロライドイオン輸送ロドプシンについて、XFEL を用いた時分割

SFX 構造解析により動的構造を明らかにすることを目的とする。反応途中の詳細な構造変化を
特定できると、その動的構造情報を基に、輸送可能なイオンの変換や高効率化などを目指 
した合理的設計への道が拓ける。また、ターゲットの一つである Natronomonas pharaonis 由
来ハロロドプシンは、光応答によって細胞内にクロライドイオンを流入させて過分極を引き 
起こし、活動電位を生じさせにくくすることから、実際にオプトジェネティクスで使用され 
ている。よって動的構造に基づく合理的設計は、オプトジェネティクスにおいても資すると 
期待される。 
 
３．研究の方法 
 クロライドイオン輸送ロドプシンとしては、モチーフが異なる数種をターゲットとし、X 線
自由電子レーザーを用いた時分割 SFXによる分子動画解析を行い、得られた動的構造情報から
機能改変などの応用を目指す。試料調製方法としては、研究分担者の保坂が持つ大腸菌無細胞
合成の技術を用いて調製し、結晶化を行う。必要に応じて、遺伝子組み換えによる発現を検討
する。解析方法としては、先に述べたXFELを用いた時分割 SFX実験を行う。バクテリオロド
プシンではクライオトラップ法で捉えた中間体構造が多数報告されているが、分光学的に同じ
中間体であっても同一の構造はなく、放射線損傷の影響や真の時間依存の反応を捉えてない点
で議論となっていた。本課題で用いる XFEL による時分割解析は放射線損傷が顕在化する前の
構造であり、室温で測定することから真の反応途中を観察することができる。また、バクテリ
オロドプシンやKR2などの時分割データと比較することで、イオン輸送の仕組みの詳細が知る
ことができると期待される。 
 



４．研究成果 
 時分割 SFX実験で、高い空間分解能の動的構造情報を得るには、良質は微結晶を調製する必
要がある。そこで、まずは微生物由来の様々なイオンポンプロドプシンの発現検討を行った。
結晶化に必要な量を取得するのに種々の検討が必要であったが、最終的には４つの異なる微生
物由来のイオンポンプロドプシンにて発現・単離精製が可能であり、十分量得られることが明
らかとなった。また、三種のクロライドポンプロドプシンで高分解能を示す微結晶を得るのに
成功した。その内 NM-R3 については、時分割 SFX 実験を実施し、この課題実施期間内に
PNAS 誌に受理された。得られた動的構造については、今までに解明されてきた他微生物型ロ
ドプシンの動的構造と比較を行うことにより、イオン輸送の際の構造類似性などを見出し、総
説としてまとめ Curr. Opin. Struct. Biol.に掲載された。また、ベルトコンベア型装置を開発
し、ポンププローブ時分割実験を実施し、微生物型ロドプシン 1 種の構造変化を捉えた。現在、
他のクロライドポンプロドプシンについては、放射光と XFEL の両方でデータ測定を行ってお
り、時分割実験に向けた検討を続けている。 
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