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学位論文内容の要旨

  高度好塩古細菌の細胞膜中には、4種類のレチナール膜タンパク質が存在する。これらは
7回膜貫通型ヘリックスからなり、7番目のへりックス中央部のLys残基が発色団レチナー
ルとシッフ塩基結合している。古細菌由来のレチナール膜タンパク質は真核生物が持つ視

覚ロドプシンと同じ構造ファミリーであり、「古細菌ロドプシン」と呼ぱれている。バクテ
リオロドプシン（bR）は三量体を単位とした二次元結晶構造を形成する古細菌ロドプシンの
1種であり、レチナールが光子を吸収することにより‘光サイクル’という一連の構造変化
を経て、細胞外ヘプロトンを能動輸送し、再び基底状態へと戻る。一方、bRと同様に多量
体を形成するハ口口ドプシン（hR）も古細菌ロドプシンの1種であり、細胞内へのクロライ
ドイオンポンプ機能を持つ。hR基底構造の中央部分にクロライド解離定数（Kd）が数mMの
結合サイトがあり、クロライドで極大吸収が600nmから578nm/丶丶シフトする。現在まで、
これら古細菌ロドプシンの光受容機能と構造研究が行われてきた。しかしながら、二次元

結晶性多量体構造の役割やその形成メカニズムについてはほとんど知見が得られていない。
そこで本研究では、古細菌口ドプシンの界面活性剤による可溶化を利用し、多量体、単量
体形成と構造安定性、光イオンポンプ機能への効果を明らかにすることを目的とした。本
研究では古細菌ロドプシンとして月ふmac珀ガu田駟あ2aru閲由来のbR、｜協飢珊伽伽as
pカa朋弸お由来のhRゆhR）を用いた。bRは古細菌RlM1株より精製した紫膜を、phRは、
多くの利点から大腸菌大景発現系で得られた試料を用いた。さらにphR試料では、多量体
基本単位数の特定、多量体崩壊の条件調査や多量体パッキング強度の定量化、そして多量
体形成に必須なアミノ酸残基の同定を行った。
  まず、界面活性剤TritonX．100により可溶化し、可視領域のCDスペクトル変化により

単量体化を確認したbRについて暗中／光照射下での熱安定性を調べたところ、光照射下に
おいて不可逆な退色現象（レチナールシッフ塩基結合の加水分解）が観測された。この結
果は、bR機能中間体の安定性保持または基底状態への復元に、多量体構造が寄与している
ことを示している。一方、界面活性剤ドデシルマル卜シド（DM）により可溶化された塩存在
下の´’hRは、強カなパッキング形成により多量体構造を保持していることがわかった。こ
の多量体phRは脱塩条件では40℃で単量体化することを発見した。さらに100mM・ヒドロ
キシルアミンを添加したところ、光照射下において多埜体状態ではみられなぃ著しい退色
現象が観測された。以上の結果は、光活性化中間体は単量体化によってフレキシビリティ

ーが増加したことを示唆しており、多量体構造は、イオンポンプ機能に必要なタイトな3
次構造保持に寄与していることを示している。加えて、単量体phRにおける光活性化中間
体の遷移をフラッシュフォトリシス測定により調べた結果、多量体メ’hRと比べて全体的な
遷移速度の増加が観測された。この結果は視覚口ドプシンオリゴマーの報告と同様に、phR
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の光中間 体の寿命が 多量体構造 により制御 されている ことを示している。
  phRの多量体単位数を特定するため、架橋剤グルタルアルデヒドによるphR間の部位選
択的な架橋処理を行った後、マススペクトルやSDS-PAGE、ゲルろ過クロマトグラフイー
による分子量の同定を行った。その結果、大腸菌の内膜に組み込まれたphRは三量体を形

成しており、DMで可溶化しても三量体を保持できるパッキングカをもつことが明らかとな
った。これは、古細菌特有の脂質成分がphR三量体の境界脂質として必須でないことを示
唆している。前述したように、このような三量体phRはアニオン結合状態において可視CD
エキサイトンバンドを示す規則的な分子間パッキングを形成しており、界面活性剤存在下
でも不可逆な熱退色が始まる55℃付近までは熱崩壊しない。一方、脱塩条件下では40℃付
近でも容易に単量体化した。すなわち、光イオンポンプ機能が可能なアニオン結合状態で
は、効率的な光中間体形成のためタイトな三量体を形成するが、アニオン解離状態では三
量体界面のパッキングが弱くなると推測される。40℃における三量体崩壊率のクロライド
イオン濃度依存性から分子間解離定数Kd値を算出したところ、22mMとなり、レチナー

ル近傍のアニオン結合サイトのKdよりも1オーダー高い値であった。また、レチナール近
傍の結合サイトには結合しない硫酸イオンでも同様に三量体の分子間パッキングが増強さ
れたことから、細胞外側領域の第2のアニオン結合サイ卜が三量体形成に協同的に働いて
いると結論した。脱塩条件下にある phR三量体については、その熱崩壊率の温度依存性を
ゲルろ過クロマトグラフイーで検出することにより、57.8、35.3kcal/molのニ成分で三量
体崩壊活性化エネルギーが求められた。一方で、phR分子の熱退色から算出した活性化エ
ネ ルギ ー は40.8kcal/molで あり 、 熱崩 壊 の第 二 成分に 近い値であ った。
  さらに三量体形成に寄与している分子間のアミノ酸残基特定の実験を行った。
」(-Ialobacterium sa」(inarum由来のhR結晶の三次構造をモデルとし、分子間インターフェ
イスを形成するアミノ酸残基を調べると、特徴的な4つの芳香族アミノ酸の分布が示され
た。そこでこれら芳香族アミノ酸のAla変異体を作成し、三量体形成能を調査した。その
結果、4番目のへりックスの細胞質側領域に位置するPhe150のAla変異体のみ、三量体形
成能を失うことが明らかとなった。このphR-F150A変異体は、野生型の単量体phRと同
様にヒドロキシルアミン存在下で退色現象を起こした。また三量体形成時と比べてのアニ
オン結合能の低下や、アニオン解離状態における吸収極大の変化(574nm)など、三量体崩壊
が促進する三次構造への影響が観測された。以上の結果から、phRの強カな分子間パッキ
ング形成には三量体内部側に位置するF150の芳香環側鎖のスタッキングが深く関与し、古
細菌ロドプシンの自発的な多量体形成メカニズムにこの芳香族アミノ酸の重要性が強く示
唆された。
  以上を総括すると、光駆動イオンポンプ機能の本質は古細菌ロドプシンの分子内部のア
ミノ酸残基がっくるイオンチャネルと光スイッチの三次構造変化であり、光励起状態の構
造変化から基底状態の安定構造への可逆的な復元とイオンプンプが共役している。しかし、
その効率は三量体構造（四次構造）によって調節されることが強く示唆された。これは光
駆動イオンポンプにおける三量体が果たす役割についての新しい知見といえる。また三量
体の構造要因として、現在までに報告されているような膜貫通領域における非特異的な疎
水性相互作用、静電相互作用に加え、phR分子内でのりガンド結合により調節されるよう
な分子間インターフェイス形成や特定の芳香族アミノ酸による相互作用が寄与しているこ
とが明らかとなった。

－ 191 -



学位論文審査の要旨
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    学位論文題名

Studies on the oligomerlCformationofarChaealrhodopSinS

    anditseff・eCtonthelightdriven10npumpf・ unCtion

（古細菌ロドプシンの多量体形成とその光駆動イオンポンプ機能への効果）

  ライフサイエンスの発展に膜タンパク質の構造生物学が重要な研究分野として位置づけら

れるようになってきた。高度好塩菌Halobacterium salinarumの細胞膜には、2種類の光駆

動型イオンポンプ、バクテリオロドプシン(bR)とハロロドプシン(shR)が存在する。これらは

発色団をもっレチナールタンパク質であり可視部に吸収を持つ。膜タンパク質の機能解明にお

いて最も特徴的な構造因子は二次元結晶化である。イオンポンプの“ナノマシン”の活性には

このような分子集積（四次構造）の検出とその機能解析が重要である。本研究では、古細菌ロ

ドプシンの界面活性剤による可溶化を利用し、多量体、単量体形成と構造安定性、光イオンポ

ンプ機能への効果を明らかにすることを目的とした。本研究では古細菌ハロロドプシンとして

Na tronomonas pharaonfs由来のhR（phR）を用いた。以下に成果の概要を述べる。

  第1に界面活性剤の種類によるbRの分子間パッキングによる多量体構造変化を観測した。

この光活性化中間体は単量体化によってフレキシビリティーが増加したことを示唆しており、

多量体構造は、イオンポンプ機能に必要なタイ卜な3次構造保持に寄与していることを示して

いる。加えて、単量体phRにおける光活性化中間体の遷移をフラッシュフエトリシス測定に

より調べた結果、多量体phRと比べて全体的な遷移速度が増加、phRの光中間体の寿命が多

量体構造により制御されていることを示している。

  第2に、大腸菌の内膜に組み込まれたphRは三量体を形成しており、DMで可溶化しても
三量体を保持できるパッキングカをもっことが明らかとなった。これは、古細菌特有の脂質成

分がphR三量体の境界脂質として必須でないことを示唆している。一方、脱塩条件下では40℃

付近でも容易に単量体化した。すなわち、光イオンポンプ機能が可能なアニオン結合状態では、

効率的な光中間体形成のためタイトな三量体を形成するが、アニオン解離状態では三量体界面

のパッキングが弱くなると推測される。また、レチナール近傍の結合サイトには結合しない硫

酸イオンでも同様に三量体の分子間パッキングが増強されたことから、細胞外側領域の第2の

アニオン結合サイトが三量体形成に協同的に働いていると結論した。phR三量体にっいては、

その熱崩壊率の温度依存性をゲルろ過クロマトグラフイーで検出することにより、57，8、
35．3kcaUmolの二成分で三量体崩壊活性化エネルギーが求められ、phR分子の熱退色から算

出した活性化工ネルギーは熱崩壊の第二成分に近い値であった。
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  第3に、三量体形成に寄与している分子間のアミノ酸残基を決定した。66％配列相同性をも
つshR結晶構造をモデルとし、分子界面を形成するアミノ酸残基を調べると、特徴的な4つ
の芳香族アミノ酸の分布が示された。これら芳香族アミノ酸のAla変具体を作成し、三量体形

成能を調べた結果、4番目のへりックスの細胞質側領域に位置するPhe150のAla変異体のみ、
三量体形成能を失うことが明らかとなった。このphR-F150A変異体は、三量体形成時と比べ
てのアニオン結合能の低下や、アニオン解離状態における吸収極大の変化(574nm)など、三量
体崩壊が促進する三次構造への影響が観測された。以上の結果から、phRの強カな分子間パッ
キング形成には三量体内部側に位置するF150の芳香環側鎖のスタッキングが深く関与し、古
細菌ロドプシンの自己組織的な多量体形成メカニズムにこの芳香族アミノ酸の重要性が強く
関与すると結諭した。
  以上を総括すると、光駆動イオンポンプ機能の本質は古細菌ロドプシンの分子内部のアミノ
酸残基がっくるイオンチャネルと光スイッチの三次構造変化であり、光励起状態の構造変化か

ら基底状態の安定構造への可逆的な復元とイオンプンプが共役している。しかし、その効率は
三量体構造（四次構造）によって調節されることが強く示唆された。これは光駆動イオンポン
プにおける三量体が果たす役割についての新しい知見といえる。また三量体の構造要因とし
て、現在までに報告されているような膜貫通領域における非特異的な疎水性相互作用、静電相
互作用に加え、phR分子内でのりガンド結合により調節されるような分子間インターフェイス
形成や特定の芳香族アミノ酸による相互作用が寄与していることが明らかとなった。  ゙
    これを要するに、著者は、古細菌ロドプシンの多量体形成とその光駆動イオンポンプ機能
  への効果にっいて遺伝子工学の手法と種々の分光学データの解析をもとに解明し、この成果
  は今後の膜タンパク質のライフサイエンス分野への貢献するところ大なるものがある。
    よって、著者は、北海道大学博士（理学）の学位を授与される資格があるものと認める。
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