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研究成果の概要（和文）： 

  本研究では、２０００年に海洋細菌から見つかった光駆動型プロトンポンプであるプロ
テオロドプシン（以下 PR）の生物機能を、分離培養株を用いて詳細に解析し、PRのプロト
ン排出速度および利用波長領域を明らかにすることに成功した。従来、PR遺伝子を持つ細
菌は難培養性であると考えられてきたが、本研究で多数の分離培養に成功した。 
研究成果の概要（英文）： 
 In this study, we aimed to reveal the biological function of proteorhodopsin (PR), 
which was discovered in 2000, by using our recent PR-containing isolates. As a result, 
we succeeded in the quantification of light-driven proton pomp activity of PR and the 
measurement of usable wavelength ranges of PR. Furthermore, many PR-containing 
bacteria, which have been known as "hard to cultivate", were successfully isolated. 
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１．研究開始当初の背景 
 ごく近年まで、光をエネルギー源とする海
洋表層の生物はクロロフィルを持つ酸素発
生型の光合成生物と考えられてきたが、この
常識は 2000 年以後の相次ぐ発見により大き
く揺らぎつつある。2000 年に海水をターゲッ
トとしたメタゲノム解析から、ロドプシンが
海洋細菌の間に広く分布することが明らか
になりプロテオロドプシン(PR)と命名され
た。プロテオロドプシンはオプシンタンパク
に発光団のレチナールが結合した光受容タ

ンパクで、光を受容すると細胞内からプロト
ンを排出して膜電位を形成し、そのエネルギ
ーで ATP 合成をする。言わば、光駆動型プロ
トンポンプである。この反応はクロロフィル
系とは異なる光エネルギーの利用様式とし
て注目されている。 
 その後の研究から、海洋環境中から PR の
相当遺伝子配列が続々と見つかり、海洋細菌
の数十％がこの遺伝子を保持すると推定さ
れている。特に、外洋のような貧栄養環境で
は PR が細菌のエネルギー流に大きく寄与し
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ていると考えられている。しかし PR 遺伝子
を持つ細菌は“極めて難培養性であり”、こ
れまでに細菌分離株は 7 種、9 株しかなく、
さらにその中で光による増殖促進が明瞭に
観察されているものはわずか 1株のみである。
このように、培養株を用いた厳密な生理生態
学的な解析を行った研究例が乏しいため、Ｐ
Ｒが生態系のエネルギー流や炭素循環にお
いて果たす役割はほとんど分かっていない 
 
２．研究の目的 
 本研究は応募者が既に保持している PR を
持つ分離株（新規分離株５２）および研究航
海で新たに分離した PR 保持細菌のプロトン
ポンプ機能の詳細な解析を行い、PR が地球
規模炭素循環にどの程度寄与しているのか
を解明する事を目的としている。 
 
３．研究の方法 
 本研究では具体的に以下の課題を遂行し
た。 
(1) 海洋地球研究船「みらい」による PR 保
持細菌の分離 
 平成２２年度に実施された研究航海で、
西部北太平洋亜寒帯および亜熱帯海域から
PR 保持細菌の分離を試みた。PR 遺伝子の検
出には、遺伝子データベースを用いて新規に
設計した複数のプローブを用いた。 
(2) PR分離株を用いたプロトンポンプ活性の

測定 
 PR 保持分離株のプロトンポンプ活性を測
定する実験系を名古屋工業大学と共同で構
築し、プロトンポンプ活性の測定を行った。
プロトンポンプ活性の測定は、光照射によっ
て細胞内から放出される微量プロトン量を
解析する。その為、培地 pH の変化を高感度
で測定することにより行った。 
具体的には、細胞内から排出される微量プロ
トンを検出する為に、高感度 pH メータを用
いた。 
(3) PR の利用波長の解析 
 上記課題に用いたプロトンポンプ活性測
定装置の光源に光学フィルターを設置する
ことで、特定波長における PR のポンプ活性
を測定し、PR の作用スペクトルを算出した。 
(4) PR プロトンポンプ活性の定量化 
  PR のプロトン排出作用による培地 pH の変
化を詳細に解析すること、および細胞内に存
在する PR タンパク質量を分光学的手法を駆
使して測定することを行い、1PR タンパク質
が 1分間に排出するプロトン量の定量化を行
った。 
 
４．研究成果 
 みらい航海(MR10-01)において、亜熱帯海
域から 78 株、亜寒帯海域から 72 株の海洋細
菌を分離し、PR 遺伝子の有無を調べた。その

結果、合計 28 株から PR 遺伝子の検出に成功
した。これまでの研究で得た株と総合すると、
合計 74 株の PR 保持細菌を得た事になる。こ
れまでに PR 遺伝子を持つ細菌の報告例は 20
株に満たない事から、我々が持つ PR 保持細
菌ストックは世界一である。 
 名古屋工業大学と共同で構築した PR のプ
ロトンポンプ活性測定装置を用いて、PR 遺伝
子を持つ生菌からプロトンポンプ活性を測
定する事に世界で初めて成功した。これまで
PR の活性は遺伝子組み換え大腸菌でしか測
定されたことがなく、本研究で得られた成果
は海洋環境中での PR の役割を理解する上で
の重要な知見を与えるものである。また、作
用スペクトルの解析の結果から、520-540nm
の範囲の光を利用していることも明らかに
なった。 
 プロトンポンプ活性の定量化実験から、
Winogradskyella 属の PG-2 株では、1分間に
1つのPRタンパク質が約125個のプロトンを
排出することが明らかとなった。また、この
株１細胞当たり約 16,000 個の PRタンパク質
が存在した。 
 本研究で、世界で初めて PR のプロトンポ
ンプ活性の定量化に成功した。仮にこれまで
の研究で算出した値(1PR 当りのプロトン放
出数 125 H+/PR/min、1 細胞当りの PR 量 
16000 個)を用いて、PR を通して海洋生態系
に流れ込む太陽エネルギー量を以下の仮定
を用いて計算すると。「仮定 1.有光層内の海
洋細菌の約 1割が PR を持つ」、「2.グルコー
ス 1分子の分解で 100 個のプロトンを排出す
る」、「3.細菌生産が 0.1-5.0 ugC/L/d」、「4.
細菌増殖効率が 0.1」。細菌が呼吸で得るエネ
ルギーの 15-0.3%に相当するエネルギーを PR
が太陽光から受け取っていると見積もれる。
今後さらに複数の株、複数の培養条件で PR
のポンプ活性を定量化することで、さらに高
精度で PR を通して流れ込む太陽光エネルギ
ー量の算出ができると期待できる。 
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