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学位論文内容の要旨

  ロドプシンは，レチナールを補因子にもつ光受容膜タンパク質である。高等動物の

網膜に存在するロドプシン(Type IIロドプシン）は，視覚の光センサーとして知られ

ている。一方，微生物のもつロドプシン様タンパク質(TypeIロドプシン，微生物型ロ

ドプシン）は，走性の光センサーだけではなく，光エネルギーを電気化学エネルギーに

変換する光駆動イオンポンプとしての機能を持っている。微生物型ロドプシンの代表例

として，高度好塩性古細菌の細胞膜から発見された4種類の分子，光駆動プロトンポン

プ．バクテリオロドプシン(BR)，光駆動クロライドポンプ．ハロロドプシン(HR)，

正の走光性センサー・センサリーロドプシンI(SRI)，負の走光性センサー・センサリ

ーロドプシンII (SRII，フォボロドプシンとも呼ばれる）が挙げられる。近年では，古

細菌以外の微生物からも同様のロドプシン分子が発見されている。これらの分子は，7

回の膜貫通aヘリックスと，7番目のへりックスに保存されたりジン残基とシッフ塩基

結合する補因子レチナールから構成された，共通の立体構造を持っ。微生物型ロドプシ

ンは，フォトサイクルと呼ばれる光反応機構をもつ。フォトサイクルとは、初期状態で

光を受容した後，構造変化を伴って様々な光反応中間体を形成し，再び初期状態へ回復

する経路を辿る光反応である。様々な分光学的解析や，光反応中間体の立体構造解析か

ら，フォトサイクル中の特定の光反応中間体および，それらの形成過程が，イオン輸送

や情報伝達を行うための重要な役割を担っていることが明らかになっている。

  古細菌型ロドプシンにおける特徴として，多量体構造を形成することが挙げられる。

その形態は機能型によって異なっている。走光性センサーのSRIおよびSRIIは，トラ

ンスデューサータンパク質と2：2の比率で会合し，ヘテロ4量体を形成する。これは，

走光性の情報伝達にとって極めて重要な多量体構造であることが明らかになっている。

また，多量体形成の相互作用部位も明らかになっている。一方，イオンポンプのBRお
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よ びHRは，ホ モ三量 体を形成 する。 しかし， 三量体形成のメカニズムや機能的意義は

明らかではなかった。さらに，BRは界面活性剤存在下では単量体に解離するのに対し，

HRは 三量 体 が 保持さ れるこ とが先行 研究に より明ら かになっ た。こ のことか ら，BR

と HRは ， 異 な る メ カ ニ ズ ム で 三 量 体 構 造 が 安 定 化 さ れ て い る と 推 察 さ れ る 。

  本 研究PartIでは， 高度好塩好アルカリ性古細菌Natronomonas pharaonis HR (NpHR)

を用いて，（i）三量体形成の相互作用部位の特定と安定化のメカニズム，および(ii)三

量体形成の機能的な意義，を明らかにすることを目的とした。我々は，変具体を用いた

分光測定，クロマトグラフイーによる分子量分析，量子計算により，（i） NpHR三量体の

中 心部分に 3回 軸対称に 配置され たフェ ニルアラ ニン残 基(Phe150)が， 三量体形成に

寄与することを明らかにした。これに対応するアミノ酸は，BRには保存されておらず，

3つ の 対 称 に 配 置 さ れた Phe150が， NpHRの 三 量体 構 造 をBRと は 異な る メ カニ ズ ム

で安定化していることが考えられる。さらに，光反応中間体の速度論的解析を行ったと

ころ，NpHRは三量体形成により，(ii)-l初期光反応中間体の転移速度が遅くなる，(ii)-2

クロライドが放出されやすくなる，(ii)-3初期状態へ効率的に回復する，ことが明らか

になった。一連の解析から，単量体では，クロライドを輸送しない光反応経路を経由す

る ことが考 えられ た。この ことか ら，我々 は，NpHRの三量体構造は，光反応を最適な

経 路 で ，効 率 的に イオン 輸送でき るように 制御す るために 必須で あると結 論した 。

  こ のような 三量体 と，その 構造形 成の詳細 につい ては，BR．  HR以 外のロドプシン

ではほとんど知られていなぃ。2003年，シアノバクテリアGloeobacter violaceusのゲノ

ム か ら ，グ ロ エオ バクタ ーロドプ シン(GR)が 発見され た。先 行研究よ り，GRは プロ

トンポンプであることが明らかになった。本研究Part IIにおいて，我々は，GRが(iii)

界面活性剤可溶化系および生体膜上で三量体を形成すること，(iv) pH依存的な単量体一

三量体一多量体の構造転移を生じること，を発見した。特に，単量体一三量体の転移には，

プロトン輸送反応に重要なアスパラギン酸（プロトンアクセプター）のプロトン化状態

が 密接に関 係して いた。こ れは， フォトサ イクル中にGRが四次構造の変化を伴って機

能 を果たす ことを 示唆して いる。 GRを含む真 正細菌由来のイオンポンプ型ロドプシン

で は，プロ トンア クセプタ ーと相 互作用す るヒスチジンが保存されている。GRにおけ

るその役割を調べたところ，ヒスチジンは三量体形成に必須のアミノ酸であることが明

らかになった。本研究で発見した，保存されたヒスチジンの三量体形成に対する役割と，

四次構造変化を伴うプロトン輸送反応は，他の真正細菌由来イオンポンプ型ロドプシン

についても共通の性質である可能性がある。古細菌だけでなく，真正細菌においても，

イ オ ン ポ ン プ 型 ロ ド プ シ ン の も つ 三 量 体 構 造 の機 能 的 な重 要 性 が示 唆 さ れ る。
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（微生物由来イオンポンプ型ロドプシンにおけるホモ三量体形成と光応答への影響

    に関する研究）

    博士学位論文審査等の結果について（報告）

    口ドプシンは，レチナールを補因子にもつ光受容膜タンバク質である。高等動物の網膜に存在するロドプ

    シン(Type IIロドブシン）は，視覚の光センサーとして知られている。一方，微生物のもつロドプシン様タ

    ンバク質(TypeIロドプシン，微生物型口ドプシン）は，走性の光センサーだけではなく，光エネルギーを電

    気化学工ネルギーに変換する光駆動イオンポンプとしての機能を持っている。高度好塩性古細菌の細胞膜か

    ら発見された4種類のロドプシンの研究が先行してきた。近年では，古細菌以外の微生物からも同様のロド

    プシン分子が発見されている。これらの分子は，7回の膜貫通旺ヘリックスと，7番目のへルックスに保存

    されたりジン残基とシッフ塩基結合する補因子レチナールから構成された，共通の立体構造を持つ。微生物

    型口ドプシンは，フォトサイクルと呼ばれる光反応機構をもち，初期状態で光を受容した後，構造変化を伴

    って様々な光反応中間体を形成し，再び初期状態へ回復する経路を辿る光反応である。様々な分光学的解析

    や，光反応中間体の立体構造解析から，フォトサイクル中の特定の光反応中間体および，それらの形成過程

    が，イオン輸 送や情報伝達を行うための 重要な役割を担っていることが明らかになっている。

    古細菌型ロドプシンの特徴として多量体構造を形成することが挙げられる。古細菌イオンポンプのBRお

    よびHRは，ホモ三量体を形成する。しかし三量体形成のメカニズムや機能的意義は明らかではなかった。さ

    らにBRは界面活性剤存在下では単量体に解離するのに対し，HRは三量体が保持されることが先行研究によ

    り明らかになった。このことからBRとHRは異なるメカニズムで三量体構造が安定化されていると推察され

    る。

    本研究Partlでは，高度好塩好アルカリ性古細菌Arロtronomonas phar,ロonis HR (NpHR)を用いて，（i）三量

    体形成の相互作用部位の特定と安定化のメカニズム，および(ii)三量体形成の機能的な意義，を明らかにす

    ることを目的とした。変異体を用いた分光測定，クロマトグラフイ―による分子量分析，量子計算により，（i）

    NpHR三量体の中心部分に3回軸対称に配置されたフェニルアラニン残基(Phe150)が，三量体形成に寄与す

    ることを明らかにした。これに対応するアミノ酸は，BRには保存されておらず，3つの対称に配置された

    Phe150が，NpHRの三量体構造をBRとは異なるメカニズムで安定化していることが考えられる。さらに，
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光反応中間体の速度論的解析を行ったところ，NpHRは三量体形成により，(ii)ー1初期光反応中間体の転移速

度が遅くなる，(ii)-2ク口ライドが放出されやすくなる，(ii)-3初期状態ヘ効率的に回復する，ことが明らかに

なった。一連の解析から，単量体では，クロライドを輸送しない光反応経路を経由することが考えられた。

このことから，本研究ではNpHRの三量体構造は，光反応を最適な経路で，効率的にイオン輸送できるよう

に制御するために必須であると結論した。

  このような三量体と，その構造形成の詳細については，BR． HR以外のロドプシンではほとんど知られて

いない。2003年，シアノバクテリアGloeobacter violaceusのゲノムから，グロエオパクターロドプシン(GR)

が発見された。先行研究より，GRはプ口トンポンプであることが明らかになった。本研究Part IIにおいて，

GRが(iii)界面活性剤可溶化系および生体膜上で三量体を形成する，(iv) pH依存的な単量体―三量体一多量体

の構造転移を生じることを発見した。特に，単量体―三量体の転移には，プ口トン輸送反応に重要なアスバラ

ギン酸（プロトンアクセプター）のプロトン化状態が密接に関係していた。これは，フォトサイクル中にGR

が四次構造の変化を伴って機能を果たすことを示唆している。GRを含む真正細菌由来のイオンポンプ型口ド

プシンでは，プロトンアクセプターと相互作用するヒスチジンが保存されている。GRにおけるその役割を調

べたところ，ヒスチジンは三量体形成に必須のアミノ酸であることが明らかになった。本研究で発見した，

保存されたヒスチジンの三量体形成に対する役割と，四次構造変化を伴うプロトン輸送反応は，他の真正細

菌由来イオンホンプ型ロドプシンについても共通の性質である可能性がある。古細菌だけでなく，真正細菌

に お い て も ， イ オ ンポ ンプ 型 口ド プシ ン のも つ三 量 体構 造の 機 能的 な重 要 性が 示唆 さ れる 。

  これを要するに，著者は，微生物ロドプシンにおけるホモ三量体形成と光反応への新知見を得たもの

で あ り ， 光 生 物 学 ・ 生 物 物 理 学 に 対 し て 多 大 な 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 （生 命 科学 ）の 学 位を 授与 さ れる 資格 あ るも のと 認 める 。
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