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研究成果の概要（和文）：①アーキロドプシン２の新規の3次元結晶を作製し、1.8Åの高分解能で構造決定を行った。
②クラックスロドプシンの基底状態の構造を2.1Å分解能で決定した。③デルタロドプシンの基底状態の構造を求めた
。④ハロロドプシンの主要な光反応中間体（L1, L2, N, N’およびO中間体）の構造データを収集し、光照射後の陰イ
オンの動きについての情報を得た。⑤アザイド存在下でのハロロドプシンの光誘起構造変化を調べた。⑥H. salinarum
由来のフォボロドプシンの変異体の光反応を調べた。⑦イカロドプシンのルミ中間体の構造を2.7Å分解能で決定した
。⑧タコロドプシンの3次元結晶を作製した。

研究成果の概要（英文）：① Archaerhodopsin-2　was crystallized and its structure was　determined at 1.8 
Åresolution. ② Cruxrhodopsin-3 was crystallized and its structure was determined at 2.1 Å 
resolution.　③ Deltarhodopsin-3 was crystallized and its trimeric structure was determined at 2.7 Å 
resolution. ④ The light-driven chloride ion pump halorhodopsin (pHR) from Natronomonas pharonis was 
crystallized, and the major photoreaction states (L1, L2, N, N’and O states) of pHR-bromide ion complex 
were determined at 2.2 -2.7 Å resolutions. ⑤ The crystal structure of an M intermediate of pHR-azide 
complex was determined at 2.3 Å resolution. ⑥ Various　mutants of phoborhodopsin from 
Halobacterium　salinarum were prepared and their photoreaction kinetics were investigated. ⑦ The crystal 
structure of the Lumi state of squid rhodopsin was determined at 2.7 Å resolution. ⑧ Octopus　rhodopsin 
was crystallized by the membrane fusion method.

研究分野： 生物物理
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図１．アーキロドプシン-2 の結晶構造 

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、光照射により
惹起され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（BR）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、また、タン
パク質内の空隙の形態変化に着目すること
も重要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、2.0Å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 2.5
Å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。一方、我々が独自
に開発した膜融合法で結晶化すると、古細菌
型ロドプシンの多くが、機能如何を問わず、
ほぼ同型の 3 量体構造を形成していることが
観測され、結晶構造の解かれたロドプシン群
タンパク質の数が増えるにつれ、特殊な脂質
成分がタンパク質間の隙間に結合し糊づけ
の役割を果たすなど、脂質-タンパク質間相互
作用がタンパク質の構造（特に高次構造）に
大きな影響を及ぼすことが明らかになって
きた。また、膜融合法で作製したＢＲの結晶
中では EF ループにかかる結晶格子力を大き
くすると M 中間体の寿命が指数関数的に増
大すること、また、ｐHR の結晶では塩素イ
オンの放出（＝O 中間体の形成）に伴い結晶
格子定数が大きく変動することが観測され、
結晶中での構造変化の様子は溶液中とは異
なる可能性も示唆された。本研究では、結晶
化においてタンパク質の充填具合を自在に
制御する方法を開発し、レチナールの光異性
化後のタンパク質内ストレスの解放プロセ
スがタンパク質表面に加わる外力によりど
のように影響されるかを調べるとともに、ロ
ドプシン群タンパク質の高次構造形成と機
能発現効率との相関を解析する。 

 

２．研究の目的 
当研究グループは、膜融合法という結晶化法

を開発し、7種類のロドプシン群タンパク質（
プロトンポンプ4種類、塩素イオンポンプ１種
類、視物質2種類）の結晶化を成し遂げ、構造
生物学的な観点からロドプシン群の機能分化
について研究を進めてきた。本研究では、ロ
ドプシン群タンパク質によるイオン輸送ある
いは情報伝達の仕組みをよりよく理解するた
め、ロドプシン群タンパク質の表面部分に変
異を加え、結晶内のタンパク質の充填具合を
自在に制御（＝異なる空間群に属する結晶を
作製）することを試み、結晶格子力がレチナ
ールの光異性化後のタンパク質内ストレスの
解放プロセスに及ぼす影響についての解析を
推し進める。同時に、タンパク質の高次構造
の光反応に伴う変形について調べ、サブユニ
ット間の協同現象と機能発現効率との相関を
解析する。 

 

３．研究の方法 

本研究では、ロドプシン群タンパク質の高
次構造を破壊することなく 3 次元結晶を作
製する方法を改良し、結晶内でのタンパク
質の充填具合を自在に制御できるようにす
る。結晶格子力の影響（＝大きな光誘起構
造変化を抑制する）を軽減させることがで
きれば、生理学的条件で起こっている真の
構造変化をより正しく理解できるであろう。
このような観点からのアプローチにより、
バクテリオロドプシン（光駆動プロトンポ
ンプ）、ハロロドプシン（光駆動塩素イオン
ポンプ）、および、無脊椎動物系ロドプシン
（視物質）の光反応サイクルに現れるすべ
ての反応中間体の構造決定に挑戦する。ま
た、各サブユニットで起こる（比較的小さ
な）光誘起構造変化のみならず、高次構造
の構造変化（大きな変形を伴うと想定して
いる）も解析できる装置（フリーズフラク
チャー原子間力顕微鏡）の開発も行う。 
 
４．研究成果 
1-1. アーキロドプシン-２の構造解析：アー
キロドプシン 2（aR2）は、好塩菌 Halorubrum 
aus-2 の赤紫膜で見つかった唯一のタンパク
質で、光駆動プロトンポンプとして機能する。
その構造を高分解能で明らかにするため、赤
紫膜を連続的に融合することによって新規

の三次元結晶を作製した。この結晶は 1.8Å
分解能の構造解析を可能にした。解析の結果、
赤紫膜が積み重ねられて構成されており、そ
れぞれの膜において aR2三量体が六方格子状
に配置されているものの、aR3 三量体内の脂
質分子の分布が完全な三回回転対称性を持
たないことが示された。また、機能的に重要
な残基に関する正確な構造情報を得ること
ができた。具体的には、プロトン放出チャネ
ル内の 2 つのグルタミン酸が対構造を形成し、
低障壁水素結合によって安定化されている
ことが示された。このプロトン放出経路の構
造は古細菌型プロトン輸送性ロドプシンの
間で保存されていると考えられる。その一方
で、aR2 は以下の独特の構造的特徴を有すこ
とも分かった。 i）レチナールの C13 メチル
基と接触するトリプトファン残基の運動の
自由度が制限されており、これが L 中間体の
形成/崩壊速度に影響を及ぼす構造的要因と
なっている、（ii）aR2 の N 末端ポリペプチド



 

図２．Cruxrhodopsin-3 の結晶構造 

 

図３．デルタロドプシン－３の結晶構造  

図４．pHR の光反応サイクル 

は Ω-ループに折り畳まれ、この部分に存在す
る複数の疎水性の残基が aR2の高次構造の形
成に重要な役割を果たしている。 
 
1.2.  クラックスロドプシン-3 の結晶構造解

析 

Cruxrhodopsin-3 （ cR3 ） は Haloarcula 
vallismortis の赤紫膜に見出だされたレチナー
ル・タンパク質で、光駆動プロトンポンプと
して機能する。 その構造の特徴を明らかにす
るため、膜融合法適用して空間群 P321 に属
する結晶を作製した。2.1Å 分解能の回折デー
タから、cR3 は三量体構造を形成しており、
隣接するサブユニット間の隙間にはバクテ
リオルベリンが結合していることが示され
た。 プロトン放出経路の構造は古細菌型のプ
ロトン輸送性ロドプシンの間で保存されて
いる一方で、cR3 はいくつかの構造的特徴を
有していることが示された。すなわち、i）
DE ループが隣接するサブユニットと相互作
用し、三量体構造を強化するのに寄与してい

る、ii）ヘリックス F の細胞質側半分には 3
つの正電荷を持つ残基が規則的に存在し、
cR3 の高次構造に影響を与えている、iii）レ
チナールの細胞質側近傍の構造が柔軟性に
欠けておりプ、ロトン輸送サイクルの初期反
応（L 中間体の安定度）に影響を与えている。
iv）ヘリックス E の細胞質側に突き出た部分
が大きく屈曲していて、プロトン取り込みプ
ロセスに影響を与えている。また、cR3 の三
量体が界面活性剤の過剰量の存在下で単量
体に解離されると、レチナールの光退色が顕
著となることが観測された。このことから、
プロトン輸送性ロドプシンの高次構造の形
成は光照射下での蛋白質の構造安定性を増

強するのに役立っていると推察された。 
 
1-3. デルタロドプシンの結晶構造解析：デル
タロドプシン -3（ dR3）は高熱性好塩菌
Haloterrigena に見いだされたプロトン輸送性
ロドプシンである。膜融合法により dR3 の結
晶化を試みたところ、空間群 R32 に属する結
晶を作製することができた。2.7Å分解能の構
造解析の結果、dR3 はバクテリオロドプシン
（bR）について観察されたように三量体構造
を形成していることが示された。bR と dR3
との詳細な構造比較から、いくつかの点で違
いがあること明らかとなった。すなわち、i) 
蛋白質の内側部分の構造が強く保存されて
いるのに対して、タンパク質-タンパク質接触
領域における構造が変化していて、三量体の
直径に差が生じている、ii) bR とは異なり、
dR3 は C 末端領域で両親媒性のへリックスを
形成し、AB および EF ループの間の空間を充
填している, iii) dR3 の細胞質側表面上に正荷
電を持つ残基が高密度で分布していて、この
特徴から、dR3 が細胞質中の成分と特異的に
相互作用している可能性が示唆された。 
 
2）光駆動プロトンポンプの構造解析:  
2-1. ハロロドプシン－臭素イオン複合体の
反応中間体の構造解析：好アルカリ性好塩菌
Natronomonas pharaonis が産出する膜タンパ
ク質ハロロドプシン（PHR）は、光駆動型陰
イオンポンプとして機能する。ハロゲン化物
イオンの存在下での PHR の光化学反応は
K→L1 →L2→N→O→ pHR’→ pHR というス
キームにより説明される。この陰イオン輸送
のメカニズムを解明するため、膜融合法で作
製した空間群C2に属する結晶を用いて PHR-
臭素イオン複合体の光誘起構造変化を様々
な光照射条件下で調べた。現在までに 5 つの
反応状態の構造データを収集し、これらの構
造データと時間分解吸収スペクトル変化に
関するデータとを統合的に解析し、PHR の陰
イオン輸送サイクルの新しいスキーム（図

４）を提唱した。 さらに、pHR の陰イオン
輸送サイクルで起こる構造変化は次のよう
に要約できることを示した（図５）。1）光
照射前の静止状態では、ハロゲン化物イオン
はレチナール・シッフ塩基と Thr126 の間に
ある陰イオン結合部位を（サイト I）に結合
している。2）レチナールが 13-cis/15-anti へ
と光異性化した直後の状態（L1 中間体）では、
臭素イオンはサイト I 内に留まり、その重心
位置は少し動くだけである。 3）L1→L2 転移
において、サイト I 内にあった臭素イオンは
レチナール・シッフ塩基を横切って移動し、
Ser-130 とシッフ塩基の間に形成される空隙



 

図５．pHR-臭素イオン複合体の光反応サイクルに

おける構造変化 

 
図６.ハロロドプシン-アザイド複合体の光誘起構造変化 

 

図７．イカロドプシンの光誘起構造変化 

（サイト s130）へと移る。4）L2→N 転移で
は、サイト s130 にあった臭素イオンはさらに
細胞質側に移動し、Ile·134 の側鎖の回転によ
ってできる空隙（サイト i134）へと移る。同
時に、ヘリックス C の細胞外半分が変形し、
サイト I が収縮する。これらの動きと連動し

て、または少し遅れて、ヘリックス F の細胞
質側半分が変形し、細胞質側のヘリックス間
空間に長い水チャネルが形成される。5）次
いで、サイト i134 にある臭素イオンが細胞質
側の溶媒中に放出される。これと同期して、
レチナールの 13-cis/15-syn 構造への異性化が
起こり、プロトン化シッフ塩基は近くのアス
パラギン酸（ASP-252）と相互作用するよう
になる。この状態（N’中間体と命名）では、
細胞質のヘリックス間空間はまだ開いたま
まである。6）N’の減衰過程で、細胞質側の
ヘリックス間空間が閉じられ、すこし遅れて
レチナールが all-trans 構造へと再異性化し、
O 中間体へと転移する。 7）反応サイクルの
最後のステップ（O→始状態）で、ヘリック
ス C が元の構造に緩和し、臭素イオンが細胞
外表面からサイト I へと取り込まれる。 
以上の結果を踏まえて、「ヘリックス F の細
胞質側半分およびヘリックスCの中央部分が
イオンの一方向の輸送に必要とされる異な
る２種類の弁の役割を果たしている。」とい
う概念を提唱した。 
 
2-2. ハロロドプシン－アザイドイオン複合
体の光誘起構造変化の解析：弱酸性陰イオン
であるアザイドが結合したハロロドプシン
に光照射すると、プロトンが細胞質側から細
胞外側へ能動輸送されることが知られてい
た。このプロトン輸送機構を明らかにするた
め、アザイドを含む溶液に浸漬した C2 結晶
中での pHRの光誘起構造変化を調べた。pHR-
アザイド複合体を pH９で光照射するとレチ

ナール・シッフ塩基が脱プロトン化した M 中
間体が蓄積し、この反応状態では、i)ヘリッ
クス F の細胞質半分が外向きに大きく（〜
4Å）移動し、ii)レチナール・シッフ塩基と細
胞質表面との間を結ぶ長い水チャネルが形
成され、それに沿ってプロトン移動が可能に
なる一方で、iii）ヘリックス C の中央部分は
内側向きに移動し、陰イオン結合部位（サイ
ト I）が収縮し、サイト I 内にあったアザイド
分子はタンパク質外に放出される、という構
造変化が観測された。この M 中間体の構造は
pHR-臭素イオンの N 中間体のそれと極めて
類似しており、この類似性から、pHR による
陰イオンの細胞質側方向の能動輸送とアザ
イド存在下でのプロトンの細胞外側への能
動輸送が基本的には共通した弁機構を利用
していることが示唆された。 
 
３）古細菌型ロドプシンの構造機能相関の解
析 
Halobacterium salinarum のフォボロドプシン
（spR）は好塩菌が青色光を忌避するための
光センサーとして機能する。spR の構造機能
相関を調べるため、 spR の変異体 (D103N, 
D103E, T78A)を作製し、それらの光反応を調
べた。その結果、spR の M 中間体の崩壊速度
が wild-type < D103N < D103E < T78A の順に
速くなることが分かり、この結果を基に D103
と T78 の間の水素結合が M 中間体の寿命を
制御している構造因子の一つであると結論
した。 
 
4） 無脊椎動物系ロドプシンの構造解析 
4-1． イカロドプシンのルミ中間体の構造解
析： イカロドプシンの P62 の結晶を用いて
ルミ中間体の結晶構造解析を行った。100 K
に保った結晶に青色光を照射することでバ
ソ中間体を蓄積し、さらに結晶を暗中で 170 
K まで温めることによりバソ中間体からルミ
中間体への緩和を促した。解析の結果、i)バ
ソ状態ではレチナールのポリエン鎖が大き
くねじれたているのに対し、ルミ中間体では
レチナールがより平面的な構造を取り、ii）
このレチナールの構造緩和はシッフ塩基の
NH 結合の再配向を伴い、その水素結合のパ
ートナーは Asn185 へと切り替わる、という
ことが明らかになった。ウシロドプシンとは
異なり、イカロドプシンの Batho-Lumi 転移に
おいてはレチナールの β イオノン環の位置/
姿勢に大きな変化が伴われないことも示さ
れた。  
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