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研究成果の概要（和文）：本研究では、イオン輸送を伴う起電性輸送担体の分子機構の解明を目的として研究を行い、
以下の結果を得た。
（１）光駆動性クロライドポンプにおけるCl- の細胞外から細胞内へのタンパク内移動には、Ser130とレチナールシッ
フ塩基に形成される水素結合が 分子弁の役割を果たし、細胞質側から細胞外側に逆流が起こらないよう機能していた
。
（２）H+/オリゴペプチド共輸送担体における，第二膜貫通領域に存在する輸送活性中心His57と水素結合ネットワーク
を介して相互作用し、輸送活性調節に関与するアミノ酸残基Ser302を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To clarify the molecular mechanism of the electrogenic transporter accompanying io
n movement, we precisely determined the transport of halorhodopsin, a light-driven Cl- pump (pHR) and huma
n oligopeptide transporter (hPEPT1).
(1) The crystal structure (PDB:3QBG) of pHR clearly shows that the amino acid residue, Ser 130 is located 
in the vicinity of the protonated Schiff base and forms the hydrogen bond to the Schiff vase. Based on the
 Cl- transport activities of mutant Ser130, it has turned out that Ser130 coordinates with PBS and functio
ns as a molecular valve to hinder the internal leak, backflux of Cl- during anion-transport cycle.
(2) We demonstrated that mutation of Ser302 located in the vicinity of His57 in PEPT1 caused the alkaline 
shift of the optimum pH in the transport activity. This shift demonstrates that the hydroxyl group of Ser3
02 forms the hydrogen-bonding with the imidazole of His57, which might keep the uptake activity optimum in
 the range of physiological intestinal pH.
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図１：トランスポーターの輸送機構の本質 

１．研究開始当初の背景 

 
申請者のトランスポーターに対する基本的考

えは、上図に要約される。トランスポーターは
ダイナミックな構造変化を引き起こしながら、
基質輸送を行うと考えられている。その輸送過
程は、１（基質取込み側の基質ポケットへの結
合，基質との親和力は強い）＋２（分子内移動）
＋３（基質放出側のポケットからの解離，解離
時には基質との親和力は弱い）の３つの要素か
ら成り立っている。基質が結合したり、解離し
たりする際の基質を包み込むポケットがどうな
っているか？ 分子内移動とは基質を取り込み
側ポケットから放出側ポケットへ移動させる事
であるが、それはどのような分子的機構か？ 能
動輸送の場合は、基質との親和力の変化はどう
しておこるのか？等を理解する事が輸送担体の
輸送機構を知ることであると考えている。 近年、
幾つかのトランスポーターについてＸ線結晶構
造が報告され、トランスポーターの輸送分子機
構は明らかにされつつある。しかしながら、ダ
イナミックな構造変化を引き起こすと考えられ
ているトランスポーターの輸送分子機構の全容
解明には至っていない。これまで、申請者はト
ランスポーター輸送分子機構の解明を目指して、
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 (pHR) をモデ
ルタンパクとして用い、研究を行ってきた。pHR 
は、レチナールを発色団とする膜タンパクであ
り、光で Cl- を細胞の外から内へ輸送する。こ
の膜タンパクは研究上他のトランスポーターに
はない利点を持っている。それらは、１）タン
パク質の構造変化が可視吸収の時間変化として
追えること、２）X 線構造解析がされているこ
と，３）我々の研究室にて大量発現系が構築さ
れている事，４）変異タンパクの作成が出来る
こと、更に、５）アフリカツメガエル卵母細胞
発現系を用いた電気生理学的手法による高感度、
高時間分解能でのイオン輸送測定法が確立して
いることである。 
このモデルトランスポーターを用いて、以下

に示すトランスポーターにおける基質輸送の本
質について明らかにすることができた。基質を
輸送する際に、逆流を防ぐための分子弁として
機能するアミノ酸残基の存在、光エネルギーを
基質輸送の駆動力へ変換する装置の存在、基質
を結合解離に必須なアミノ酸残基の存在を示唆

する結果が得られている。これらアミノ酸残基
がどの様な分子機構を用いて、その機能的役割
を果たしているか明らかにすることは、トラン
スポーターにおける輸送分子機構の本質を解明
する一助になると考えた。 
２．研究の目的 
本研究の目的は、トランスポーターの輸送機構
の本質、(1) 基質結合、(2) タンパク質内移動、
(3) 膜の反対側での解離の輸送分子メカニズ
ム（図１参照）を明らかにすることである。先
ず、物理化学的測定に適したモデルトとしての
トランスポーター、光駆動性クロライドポンプ
（ハロロドプシン (pHR)）を用いて、Cl- 輸送
に関与するアミノ酸残基とその役割を明らか
にする。更に、解明された作動メカニズムを参
考に、H+ 濃度勾配を利用してジペプチドから医
薬品まで能動輸送するヒト H+/オリゴペプチド
輸送担体 (hPEPT1) の輸送分子機構の解明へ
と新展開させる。 
計画している具体的研究項目は、① pHRにおけ
る Cl- 逆流防止の分子弁の作動メカニズムの解
明、② Cl- 輸送に伴ったpHRにおけるシッフ塩
基のpKa低下における分子機構とCl- 輸送の駆動
力への転換機構の解明、③ hPEPT1における逆流
防止の分子弁の同定、④ hPEPT1の輸送活性を調
節する機構とその意義の解明の5項目である。 
 
３．研究の方法 
(1) pHR 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- 輸送を外向き誘起電流として
測定した。 
(2) hPEPT1 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、
典型的な基質 Gly-Sar 輸送に伴う内向き誘
起電流を測定し、輸送活性を見積もった。 
(3) hPEPT1 大量発現細胞を用いて、アミノ
酸修飾薬を用いて、典型的な基質 Gly-Sar
の取り込み活性を測定した。 
４．研究成果 
（１）pHR における細胞内での Cl-  の逆流
防止弁の存在とその分子機構 
X-線結晶構造から予測される通過ルート

に基づいて作成した各変異体の「輸送能力」
を測定した。光照射による Cl- 輸送は、外
向き光誘起電流として見積もった。細胞内
領域における変異体はほとんど、活性に影
響を及ぼさなかった。一方、Cl-輸送を顕著
に変化させる変異体は、細胞外領域、特に、
基質結合ポケットの変異体であり、基質結
合ポケットを構成するアミノ酸残基が輸送
において重要であることが示された。その
中でも Ser130 における S130T 変異体は、
外向き光誘起電流を発生させる能力がある
が、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。実際、



Ser130 はシッフ塩基近傍に位置し、シッフ
塩基と水素結合を形成している。この水素
結合が Cl-の分子弁の実体であろうと考え
ている。更に、Cl-輸送時において、シッフ
塩基の pKa が低下することが明らかにされ、
基質結合ポケットを構成する Asp252が、シ
ッフ塩基のpKaの低下に大きく寄与していた。
これらより、Asp252は、逆流を抑える分子弁
として機能しているSer130と協奏し、光エネ
ルギーを Cl-の駆動エネルギーへと変換させ
る重要な役割、即ち、細胞外から細胞内へと
Cl-を移動させる、はじき出し器 (flipper) 
の役割を果たしていると推察された。現在、
このモデルが正しいか分子理化学モデルによ
り検証中である。 
 
（２）hPEPT1 における分子弁の存在とその
分子機構 
hPEPT1 は細胞の外側から内側への H+の

電気化学ポテンシャル差を駆動力として基
質を能動的に輸送する。一方、この輸送活
性は細胞外H+濃度によって活性調節を受け
るという性質を有している。我々は、この
両者に関わる必須アミノ酸残基が His57 で
あること、基質輸送の活性中心であること
を明らかにした(Biol Pharm Bull, 29: 
997-1005, 2006)。近年、hPEPT1 類似のオ
リゴペプチド輸送担体 PEPTso の結晶構造 
(PDB:2XUT)が明らかにされた。この結晶構
造に基づき、PEPT のホモロジーモデリング
を行った。基質のタンパク質内移動に重要
である分子弁は、輸送活性に必須なアミノ
酸残基 His57 の近傍にあるという作業仮説
に基づき、His57 近傍の解析を行った(図
２)。結果、His57 と水素結合が可能な距離
にアミノ酸残基 Ser302 および Asn620 が存
在し、His57 と Ser302 との間の水素結合に
より、基質輸送に関わる分子弁を形成する
可能性を見出した。そこで、アフリカツメ
ガエル卵母細胞発現系を用いて、Ser302 の
変異体の取り込み活性の pH 依存性を検討
した（図３）。これまでの研究により、His57
残基のpKaは輸送活性のpH依存性の至適pH
を示すことが明らかとなっている。変異体
においては、この至適 pH がアルカリ側にシ
フト、即ち、His57 の pKaが大きく増大して
おり、Ser302 は His57 との水素結合を形成
し、細胞内外を分ける分子弁として働いて
いることが示唆された。 
 
（３）Ser 残基修飾薬の hPEPT1 の輸送活性
の pH 依存性に及ぼす影響 
hPEPT1大量発現細胞HeLa細胞を用いて、

Ser 残基修飾薬 PMSF の pH 依存性輸送活性
への影響を検討した。典型的な基質
Gly-Sar の取り込み活性は、この Ser 残基
修飾薬により、余り影響を受けなかった。
このことは、His57 と Ser02 との間の水素
結合は、化学修飾薬による修飾を受けるほ
ど Ser 残基を活性化されていないことが明

らかとなった。即ち、His57 は通常は、
Ser302 との間に弱い水素結合を形成して
いる。輸送に際しては、His57 は別のアミ
ノ酸残基と新たな水素結合を形成し、基質
輸送を行っているのでは推察された。この
作業仮説に基づいて、現在、新たな水素結
合形成するアミノ酸残基を検討中である。 
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