
１． バクテリオロドプシンとは？

バクテリオロドプシンは古細菌（Archae）に属する高度

好塩菌 Halobacterium salinarum より単離された紫膜を構成

するタンパク質で，動物の眼の網膜にある視覚に与るロド

プシンと同じく，光を受容するレチナールをもつ１）．光を

エネルギー源として，プロトンを一方向に動かす．その結

果，膜の外側より内側にプロトンを動かす電気化学的ポテ

ンシャルが生じ，ATP合成，鞭毛の回転，イオンの輸送

などの別の形のエネルギーに変換される２）．

単量体の分子量は約２６，０００（２４８残基）で，それが三量

体（図１）を単位に６方晶系の二次元結晶として，紫膜と

称されるパッチを形成する３）．その７５％をバクテリオロド

プシンでしめ，１分子当たり約１０分子の diphytanylglyc-

erol dietherを構成要素とする脂質がその間を埋める４，５）．純

粋で安定な標品が容易にかつ多量にえられることから，最

先端のテクニックをもった研究者を招きよせ，最もよく解

明された酵素の一つとなった．生体エネルギー変換機構の

最もシンプルな，生化学の言葉で書き表される精巧な形

が，このタンパク質にみられる．

バクテリオロドプシンは，最初に発見された細胞膜を貫

通する７本のヘリックスよりなるタンパク質で，Gタンパ

ク質にカップルしたレセプター（GPCR）の原型をなす．

その７本目の Helix Gにある Lys２１６に，レチナールが

シッフ塩基（―CH N―）で結合している．レチナール

は極めて疎水性の高い分子で，膜のほぼ中央を横切る．そ

の細胞質側に近い部分を C側，細胞外に近い部分を E側

と本稿ではよぶ（図２）．シッフ塩基はプロトン化されて

いて，そのプラスの電荷は，シッフ塩基につらなるレチ

ナールの側鎖の共役二重結合系の中に分散される（電荷の

非局在化）．E側にある Asp８５がこの電荷に釣り合うマイ

ナス電荷をもつ．シッフ塩基の N―Hは E側を向き，Asp８５

との間にあるWater４０２と水素結合を形成する．そばには

マイナス電荷をもつ Asp２１２，プラス電荷をもつ Arg８２が

あり，間には水分子（ドットの円）が介在する．その下側

には細胞外へのプロトンの放出に関与する Glu１９４，Glu２０４

と数個の水分子がある．C側にはこのような極性の残基は

少ない．シッフ塩基から約１nm離れているプロトン化し

た Asp９６はプロトンポンプに重要で，Thr４６と水素結合を

作る．

〔生化学 第８０巻 第１１号，pp.１００５―１０１６，２００８〕

総 説

バクテリオロドプシンのプロトン輸送機構
―フーリエ変換赤外分光法（FTIR）と内部水分子―

前 田 章 夫

バクテリオロドプシンは古細菌に属する高度好塩菌の細胞膜に，紫膜というパッチを

作って存在するタンパク質である．プロトン化シッフ塩基を通じて結合しているレチナー

ルに吸収された光を使って，プロトンを細胞内から細胞外に運び，外から内に向かうプロ

トン駆動力に変換する．素過程は対応する光受容後に生じる中間体と共に同定されてい

る．本稿では，特に一方向へのプロトン移動に重要な，シッフ塩基から Asp８５へ，また

Asp９６からシッフ塩基へのプロトン移動を間違いなく起こすこれらの残基のプロトン親和

性の変化が，どのような分子機構で行われるのか，これまでの結果を要約する．アスパラ

ギン酸，ペプチド骨格以外にも，タンパク質内部の水分子が中間体の構造変化に重要な役

割を演じていることを，赤外分光法による結果で示す．

イリノイ大学生化学科（米国イリノイ州アーバナ市）
Proton transfer mechanism in bacteriorhodopsin ―FTIR
spectroscopy and internal water molecules―
Akio Maeda（Department of Biochemistry, University of Il-
linois at Urbana／Champaign, Urbana, Illinois６１８０１, U.S.A.）



２． レチナールの変化―共鳴ラマン分光法

バクテリオロドプシンのレチナールは，シッフ塩基を形

成する C１５ N結合を含めて，五つある二重結合のすべて

が trans 型の全 trans 型のものと，その C１３ C１４結合と

C１５ N結合（図２参照）が共に cis 型になった１３，１５-dicis

型のものよりなり，両者は熱平衡状態にある．光ですべて

の分子が５６８nmに吸収極大をもつ全 trans 型に変換され

る．光によるプロトンポンプを起こすのは全 trans 型レチ

ナールをもつバクテリオロドプシンのみで，以下 BRと表

す．

光により BRに起こされる反応は０．０２秒ほどで終了し，

もとの BRに戻る．このような速い反応は，閃光照射後に

起こる変化を，フェムト秒からミリ秒にわたる時間分解能

をもつ分光法を適宜使って調べる．バクテリオロドプシン

がすぐれた研究対象である理由の一つは，このタンパク質

の最も根幹をなす部分のレチナールが光で変化し，可視部

領域での吸収スペクトル，あるいは可視光で励起される共

鳴ラマンスペクトルの変化から中間体を同定し，反応過程

をリアルタイムで追跡できることにある．～０．１ps（１０－１３

sec）で生じる励起状態の I４６０からはじまり，１psで基底状

態である K６１０で１３-cis 型になる９）．その後，赤外分光法で

同定された KL
１０）を経て，マイクロ秒からミリ秒の時間帯

にある L５４３，M４１２，N５４０，O６４０と続く一連の中間体が，プロ

トンポンプの各段階をなす中間体として同定され，最後に

もとの BR５６８に戻ることが確認された（図２）．これを光サ

イクルと呼ぶ１１）．

可視光による共鳴ラマン法のように，色の基になるレチ

ナールに限定して振動バンドを解析する方法を使って，レ

チナール分子の各化学結合に起こる変化を同位元素置換で

図１ C側からみたバクテリオロドプシンの三量体（少し傾け
ている）

リボンはヘリックス，レチナールが Lys２１６を通じて Helix G
に結合していることを球モデルで示す．棒モデルは diphytanyl-
glycerol dietherを構成要素とする脂質．［protein databank entry
（PDB）;１BRR６）により PyMol７）を用いて作図］

図２ 中間体とプロトン移動経路
プロトン移動の順序と相当する中間体の間の遷移を左に，プロトン移動の経路をその右に，関係する残基の位置関係（PDB；１C３W８）

により PyMol７）を用いて作図）を右に示す．PRG（proton release group）については本文参照．１３，１４，１５はレチナールの炭素原子
の番号，Nはシッフ塩基の窒素原子を示す．
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知ることができる１２）．その結果，光はレチナールの

C１３ C１４結合だけを cis 型に変えることが分かる．最初の

プロトン移動を起こす直前の Lでは，シッフ塩基の N―H

は BRのときとは逆の C側を向く１３）．Mでシッフ塩基の

N―Hからプロトンがなくなり，Nで再プロトン化される

こと，Oではもとの全 trans 型に戻ることなどは，共鳴ラ

マン法により明らかにされた．

３． プロトン移動の経路―フーリエ変換赤外分光法

以上の結果は LからMに変換する過程で，最初のプロ

トンの移動がシッフ塩基から起こることを示す（図２―１）．

その移動先が Asp８５ということは，振動分光法の一つ，

フーリエ変換赤外分光法（FTIR）によって示された．図３a

にMの状態でのスペクトルから BRのそれを引いた差

FTIRスペクトルを示す．ここにはMの生成にともない変

化した振動バンドのみが現れている．中間体によって異

なった差スペクトルを示し，多くの振動バンドが同定され

ている１５～１７）．上側に向いた１７６１cm－１に現れるバンドは，

Mの生成にともない現れたプロトン化したカルボン酸に

よる吸収である．アスパラギン酸のカルボキシル基を１３C

でラベルした標品では低波数の１７２２cm－１にシフトするこ

と１８），Asp８５を Gluにした変異体で１７２５cm－１に変化する

こと１９）から，プロトン化した Asp８５によると結論される．

下側に向いた吸収バンドはMの生成にともない消失した

BRの吸収で，１３Cによりシフトする１３８５cm－１のバンド

は，Asp８５の脱プロトン化したカルボン酸による２０）．Mの

生成にともない，シッフ塩基のプロトンが Asp８５に移っ

たことが明らかになる．

FTIR分光法の強みは，赤外線の吸収が双極子の変化に

基づくことにある．酵素の機能発現が極性化学結合の極性

変化によることを考えれば，FTIRの差スペクトルに現れ

る吸収バンドの同定を通じて，機能発現メカニズムの素描

をえがけることになる．化学結合の同定は，同位元素によ

る標識と，適当な変異タンパク質の組み合わせ，理想的に

は部位特異的同位元素標識による２１）．立体構造上での位置

関係は，結晶解析の結果を参考にするが，結晶解析では見

出されない分子内局所の，機能に関連する化学結合の極性

の変化が捉えられる．結晶化による分子内部の配列替え，

特にシッフ塩基に起こる X線による傷害２２）などは，非侵襲

的で nativeな状態で測る FTIR法では考えられない．

シッフ塩基のプロトンの Asp８５への移動（図２―１）に続

いて，細胞外へプロトンが放出される（図２―２）．表面の

マイナスの電荷が表面電位を形成して，放出されたプロト

ンは見かけ上トラップされるが，表面に結合させた pH指

示薬の変化から，プロトンの放出はMの生成に少し遅れ

て起こることが分かる２３）．pH滴定における見かけの pKa

に大きな影響を及ぼす表面電位の効果は，塩（０．１５M

KCl）を加えて減らすことができる．

Asp８５のプロトンは最後の Oまで保持されており，M

の生成にともなう細胞外へのプロトンの放出は別の場所か

ら起こる．細胞外に面した表面より少し中に入ったところ

にある Glu２０４や Glu１９４を Glnに変えると，このプロトン

の放出がなくなる２４，２５）．ただ，BRで Gluのプロトン化し

た状態が見出されず，これらのカルボキシル基から直接放

出されるのではない２６）．また Arg８２や Tyr５７の置換でもプ

ロトンの放出が減る２７，２８）．Mの生成にともなう FTIR差ス

ペクトルが示す，２１００cm－１から１８００cm－１へ基線から次第

に下側に離れていくマイナス方向のいわゆる continuum

band（図３a）は，Glu１９４，Glu２０４の置換で消失する２９）．

いくつかの主張２６，３０，３１）があるが，Glu２０４，Glu１９４，Arg８２，

図３ 水の変化を含む中間体と BRの差 FTIRスペクトル
（a）時間分解 FTIRスペクトル法によりえた，バクテリオロドプシンの２５℃におけるMと BRの差スペクト
ル１４）．（b）同じ方法で求めた時定数４３µsのスペクトルの水の振動バンドの部分で，Lと BRの差スペクトル
が７５％を占める．（c）１７０Kでの光照射でえられた Lと BRの差スペクトル１５）の水の振動バンドの部分．横
軸は振動数に比例する波数，縦軸は差吸光度．
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Tyr５７とそれに囲まれた内部水分子による水素結合を通じ

て非局在化したプロトンの解離によるという，Zundelの

提案３２）に基づく考えが最も妥当であろう．このプロトン放

出基を以下 PRG（proton releasing group）とよぶ（図２参

照）．

プロトンを失ったシッフ塩基は次の Nで再びプロトン

化される（図２―３）．FTIRによる結果は，BRでプロトン

化していた Asp９６が Nでは解離することを示す３３）．Asp８５

は E側，Asp９６は反対の C側にあり，プロトンが一方向

に動くことが分かる．Asp９６は次の Oへの過程で細胞質

からプロトンをとり（図２―４），もとのプロトン化した状

態に戻る３４）．プロトンを供与できない D９６Nでは，細胞質

から Asp９６をバイパスして，細胞質から直接シッフ塩基

へプロトンがとりこまれる３５）．最後に Asp８５に残っていた

プロトンは BRに戻る過程で PRGに移り（図２―５），全過

程でプロトンを１個，細胞質から細胞外に運び，もとの

BRに戻る．

４． 水クラスターで保持される Lのシッフ塩基プロトン

それでは一方向へのプロトンの移動を起こすのに，バク

テリオロドプシンの構造がどのように整えられてゆくか．

すなわち，Lから後の一連の中間体で，プロトン移動に関

与する PRG，Asp８５，シッフ塩基，Asp９６のプロトン親和

性がどのような機構で調整されていくのかが問われる．

BRでのシッフ塩基へのプロトンの親和性は非常に高

く，E側を向いたシッフ塩基の N―Hのプロトンは，外液

の pHを１２にしても離れない３６）．外液とは自由にプロトン

を交換する３７）ので，シッフ塩基の窒素原子がプロトンへの

高い親和性をもつことを示す（図４―BR）．シッフ塩基を１５N

でラベルした標品での固体 NMRによる結果は，Asp８５，

Asp２１２のマイナスの対電荷は水分子（図２のWater４０２）を

間においたシッフ塩基との相互作用により分散され，プロ

トンが解離した形が安定になることを示す３８）．対応して

シッフ塩基においてもレチナールの共役二重結合系を通し

てプラスの電荷が分散し（電荷の非局在化），プロトンを

もつ形が安定になる．

Lのレチナールは１３-cis 型で，シッフ塩基の N―Hの向

きが BRのときとは逆の C側を向き，Asp８５との間にあっ

たWater４０２がなくなり，シッフ塩基へのプロトン親和性

も減る．シッフ塩基からプロトンが外れたMとは互いに

準平衡状態にある（図４）．以下に述べるようにこの平衡

は，シッフ塩基の C側のいくつかの残基が作る構造体と，

それが囲む水クラスターによって影響される１３，３９～４１）．

著者らが提唱する Lの構造を最もよく表す，Kouyama

らの結晶解析による構造モデル４２，４３）の一部を図５に示す．

BRでのシッフ塩基のすぐ C側で，Val４９，Thr８９，Leu９３，

Ala２１５，Lys２１６に囲まれた領域を塞いでいた Lue９３，Val４９

の側鎖が，Lではフリップして空洞ができ，上からシッフ

塩基の窒素原子がみえる．空洞の上部は Thr４６，Asp９６，

Phe２１９（棒モデル）によってふたがされている．

この中でまず Asp９６と水素結合を形成している Thr４６

を非極性の Valに変えた T４６Vでは，L←→Mの平衡はM

の方にずれ，T４６Vと D９６Nの二重変異でもとに戻る４４）．

レチナール，Lys２１６の近傍にあり，側鎖をシッフ塩基の

方に向けている Trp１８２，Leu９３，Val４９を小さいアミノ酸

に置換したW１８２F，L９３M，V４９Aでは，平衡は野生型よ

りもさらに Lの方にずれる４５～４７）．

このような平衡の移動に対応した水の変化が，１７０K

（－１０３℃）という極低温での光照射で安定に作られる L

に見出される４４，４８～５０）．水は赤外領域の絶対スペクトルに大

きな吸収バンドを与える．図３aの差スペクトルの３５００―

３２００cm－１の領域でノイズが大きいのはそのためである．

温度を下げて水の吸収バンドを低波数に下げた１７０Kでの

Lのスペクトル（図３b）には，H２１８Oに置換すると約１０cm－１

低い振動数へシフトする，３５００cm－１を中心にして Lによ

る水の３個の O―H伸縮振動のバンドが認められる（図

３c）．平衡がMによった T４６Vでは Lのこの水の変化は大

きく減少し，T４６V／D９６Nでもとに戻る４４）．Thr４６とペアを

作る Asp９６とシッフ塩基との間の橋渡しをする水のクラ

スターの形成にかかわっているとみられる（図４L）．L

を安定にする V４９A，L９３M，W１８２Fでは，FTIRでみられ

るこの水の変化が大きくなる５０）．側鎖を小さくすると，こ

れらの残基とシッフ塩基に囲まれた領域に水を入れる空間

がひろがり，Lの C側の構造保持につながっていると思

われる．

以上の結果は，Lの水クラスターは一方でシッフ塩基と

相互作用し５１），他方では Asp９６のところまで延びているこ

とを示す５２）（図４L）．高い振動数からみて，構成する水分

子は強い水素結合で結びついているのではなく，タンパク

質の作る空洞（cavity）を埋めて，シッフ塩基のプロトン

化を含む Lに特異なコンホメーションを安定にしている

と考える．

５． Mでは水クラスターがシッフ塩基から離れる

Mの FTIRスペクトルには，Lでみられた水クラスター

に相当する振動バンドはなく，代わりに３６７１cm－１という

高い振動数に，水素結合を失った水の O―H伸縮振動のバ

ンドが認められる５３）（図３a）．このバンドは，シッフ塩基

から１nmほど離れ，Asp９６，Thr４６とともに Lの空洞のふ

たをしている Phe２１９（図５）を置換した F２１９Lで小さく

なる．F２１９Lの結晶解析モデルには，Phe２１９の側鎖にあ

たる部分に３分子の水がみられる５４）ことから，野生型の場

合には Phe２１９の近傍に空洞が生じ，それを水数分子が埋

めていると考えられる．よりシッフ塩基の近くにある

〔生化学 第８０巻 第１１号１００８



Val４９の置換では影響される水分子はなく５３，５５），結晶解析

の結果も合わせて，Mではシッフ塩基のそばには水分子

はないものとみられる．

Lでは，Leu９３，Val４９の側鎖がフリップし，水のクラ

スターをいれるスペースをつくる．Mになるとその側鎖

がドットで示すように空洞を塞ぎ（図５），水を排除する．

図５の Lのモデルには示していないがこの場所に４分子

の水のクラスターがあり４２，４３），このような構造が C側を向

いて他に支えをもたない，Lのプロトン化シッフ塩基を安

定にしていることが結論される．この構造の安定化に寄与

していた水クラスターがなくなるとともに，シッフ塩基の

プロトンに対する親和性は減少してMになる５３，５５）（図４―

M１，M２）．小さくて動きやすい，しかも極性の水分子をス

ペーサー，あるいはコファクターとして，中間体の間の速

い構造変化を行っていると考える．

Lの別の結晶解析モデル５６，５７）には C側の水のクラスター

はない．結晶と nativeな膜標品の違いもさることながら，

X線によりレチナールが損傷を受けた可能性４２）がこの違い

の最も大きな原因と考えている．

６． 室温の Lのゆるい水クラスター

BRを２３０Kで光照射するとMが安定にできる．ところ

が１７０Kでの光照射でえた Lを２３０Kに暖めてもMに変

化せず，もとの BRにもどる５８）．水との相互作用のため

に，シッフ塩基が強くプロトン化状態に保たれているため

と推測される．それでは室温の Lではどうなっているか．

室温での時間分解 FTIRスペクトルには，Lが存在する時

間帯に重なって，光で励起されたレチナールからのエネル

ギーで熱せられた水分子，タンパク質部分の変化が現れ

る３１，５９）．その中に LとMの変換に追随して変化する，よ

り高い振動数の，水素結合の極めて弱い数分子の水の変化

が捉えられる（図３b）１４）．室温で Lと Nのシッフ塩基の

N―Hが同じような水素結合を形成して C側を向いてい

図４ Asp９６，シッフ塩基，Asp８５の BRおよび各中間体におけるプロトン親和性と pH７でのプ
ロトン化状態の変化

プロトン親和性の大小として概念的に示したので，厳密な pKa値ではない．下の方に向けて親和
性が大きく，pKaで３以下から１１以上にわたる．両矢印は水がプロトンへの親和性を与える相
互作用に関与することを示す．SBはシッフ塩基，SBH＋はプロトン化シッフ塩基を示す．

図５ Lのシッフ塩基の C側から見下した構造（PDB；１ucq４２）に
より PyMoll７）を用いて作図）

Mにおける Leu９３，Val４９の側鎖（PDB：１iw９８０））を，その下
のシッフ塩基がみえるようにドットで示す．
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ること，Nで水クラスターと相互作用していること，Thr４６，

Leu９３，Val４９などの C側の空洞を囲むアミノ酸の置換で

L，Nがそれぞれ安定になることなどから，この Lの水分

子は C側の空洞を埋めているクラスターに相当し，C側

を向いた Lのシッフ塩基のプロトン化を助けていると考

えられる１４）（図４―L）．低温では水クラスターにより阻害

されていたMへの変換が，ゆるい水の構造をもつ室温で

は進行するということである．このような Lに特異な水

の変化は室温では見出されないとの報告がある３１）が，水の

振動バンドを示すために水和を減らしたこと３１）が原因に

なっていると思われる１３，１４，６０）．正常な水和はプロトンポン

プの機能にも重要である６１）．

７． 似た構造をもつ Lと N

１７０Kでの Lのシッフ塩基は，歪んだ構造をしてい

る６２，６３）．しかし室温での Lの FTIRの結果は，歪みのない

Nのシッフ塩基の構造に似ていることを示す１４）．共にシッ

フ塩基の N―Hを C側に向け，その変角振動の振動数か

らみて，同じ程度の強さの水素結合を形成している．その

相手は１７０Kでの Lと同じように，シッフ塩基から Asp９６

との間に形成された水クラスター（図４―N）であることが，

FTIRの結果から示される６４）．

Lの場合と同じように，Nでも水クラスターを囲むタン

パク質部分がコンホメーション変化を起こしている．

FTIRの結果では，Lおよび Nで Val４９―Pro５０のペプチド

結合の変化がみられる５３，６５）．この変化は V４９Aでみえなく

なる．このことは，Nの生成にともない Val４９の側鎖が

バックボーンを変形させる形でフリップし，水クラスター

をいれる場所を作ることを示唆する．Nが著しく安定にな

る V４９Aを使った Nの結晶解析のモデル５４）では，シッフ塩

基から Asp９６に至る水のクラスターが認められ，前述の L

の場合と同じく Leu９３の側鎖がフリップし，Val４９が Ala

に代わって生じた隙間と共に，水をいれる場所を作ってい

る．

このように Lと Nとは，シッフ塩基が C側の水クラス

ターと相互作用した，互いに似た構造をもっている．水ク

ラスターを失ってシッフ塩基のプロトンを保持できなく

なったMを中において，動き易くかつ極性の水分子が移

動して L，Nの構造をMに対して安定にする．L←→M，

M←→Nそれぞれの間の変換をこのように説明する１３，４１，４３，５３）

（図４）．

８． 一方向へのプロトン移動

一方向へのプロトン移動は，シッフ塩基が Asp９６から

のみプロトンをとってMから Nに進み，Asp８５に移った

プロトンがシッフ塩基には戻らず，再び Lをつくらない

ことでもたらされる．動力学的な解析から，L←→M，M←→N

二つの平衡の間には大きな自由エネルギーの差があり，逆

戻りできない６６）（図４）．各々のMの構造上の違いは分か

らないが，M１，M２と区別され，Lと共存するのがM１，そ

のあとに Nと共存するのがM２と考えられている．Mの

段階でもたらされる自由エネルギーの低下は，どのような

分子機構によるかが問われる．

９． Asp８５の高いプロトン親和性（１）

BRの Asp８５はプロトン化されていない．その pKaは，

Asp８５のプロトン化により，レチナールシッフ塩基の吸収

スペクトルが長波長にシフトし，紫色が青色に変換する

pHで，～３と見積もられる６７）．Mの生成にともない PRG

からのプロトンの放出が起こる．暗黒中での BRの滴定か

ら，Asp８５が解離している状態での PRGの pKaは～９であ

る２７）．PRGからプロトンが解離すると近傍でのプラスの電

荷が一つ減り，Asp８５の pKaを下げていた静電的相互作用

が減少して，Asp８５の pKaが７付近に上昇する．レチナー

ルの異性化もシッフ塩基の脱プロトン化もない条件で，も

う一つの解離基，PRGとの相互作用だけで，Asp８５に～３

から～７までの pKaの上昇がもたらされる．逆に Asp８５が

プロトン化すると PRGの pKaは～６に低下する６８）．pH６

以下の光サイクルでは，Mの生成に同期した PRGからの

プロトンの遊離が起こらず，PRGの pKaが～４．５に下がっ

た Oで起こる６９）．

好塩菌には，バクテリオロドプシンに似た構造をもつハ

ロロドプシン７０）がある．塩素イオンを結合し７１），反対方向

に運ぶ７２）．Asp８５に代わる Thrとシッフ塩基の間に，塩素

イオンが結合している７３）．バクテリオロドプシンの D８５T

でも効率は悪いが同じように塩素イオンを運ぶ７４）．このこ

とからバクテリオロドプシンは水酸イオンを逆方向に運ん

でいるのではないかという仮説が提唱されている３８，７５）が，

証拠はない．

１０． Asp８５の高いプロトン親和性（２）

このように PRGからのプロトンの放出は Asp８５のプロ

トン親和性を上げ，シッフ塩基からのプロトンを受け入れ

る環境を整える．しかし，Mから Nへの過程で Asp８５か

らの逆流がないことは，Mの Asp８５の pKaが，Asp９６の

解離する前の Nのシッフ塩基の pKa～８７６）よりも高いこと

を意味する．pH１０でもMができること６２，７７，７８）は，Asp８５

へのプロトン親和性が静電相互作用から考えられた～７よ

りも高く，Asp８５がシッフ塩基のプロトンを受け取り，逆

流させないで保持できることを示唆する．

PRGの解離と Asp８５のプロトン化との関係にどのよう

な構造的な変化が介在しているか，分光学的手法によって

えられた結果を，BRの状態での E側領域における結晶解

析モデルによって説明する（図６）．Asp８５の近くにある
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Arg８２の窒素は，水分子をはさんで Asp２１２，Tyr５７の酸素

と相互作用している．Arg８２を置換するとMの生成が速

くなることから，Arg８２が遠ざかることがMでの Asp８５

へのプロトンの親和性の増加に働いていることが示唆され

る２７，７９，８０）．BRで Asp２１２および Tyr５７の方を向いていた

Arg８２の側鎖が，Mで Glu１９４の方に向きを変えて PRGの

pKaを下げている．Arg８２がスイッチとして働いているこ

とを示す．

同じ事象を TakedaらのMの結晶解析モデル８１）は次のよ

うに説明する．Mの生成にともないシッフ塩基に連なる

Lys２１６の側鎖も変形し，図６に示す Lys２１６と Gly２２０と

の間の水素結合が切断され，Lys２１６から Pro２００に至る

Helix Gが E側の方向に移動する．その結果 Helix Gにあ

る Glu２０４と，隣り合った Helix Fにある Glu１９４の間の相

互作用がMでは変化し，Glu１９４が向きを変える．E１９４Q

ではMにおける Asp８５のプロトン親和性が弱くなること

から８２），Glu２０４から離れた Glu１９４が Arg８２を引き寄せて

いることが示唆される．

１１． Asp８５のまわりに起こる変化

Asp８５の近くにある Asp２１２と Arg８２の電荷対を，それ

ぞれ中性残基に置換した D２１２Nと R８２Qの二重変異タン

パク質では，Mは見かけ上検出されない８３）．レチナールの

シッフ塩基のとなりにある C１４―Hをフッ素化し，シッフ

塩基のプロトン親和性を下げるとMが検出できるように

なることから，D２１２NのMでは Asp８５へのプロトン親和

性が下がり，LとMの間の平衡が Lの側によっていると

解釈される．似たことは，Asp２１２と相互作用している

Tyr５７を置換した Y５７Nでも認められる８４）．Asp２１２と

Tyr５７はいずれもMでの Asp８５のプロトン親和性の上昇

に寄与することを示す．

これらの残基の位置関係を結晶構造モデルからみる（図

６）．BRの Asp８５は２分子の水をはさんで，Asp２１２，

Arg８２と相互作用している．Tyr５７は Asp２１２のカルボキ

シル基の酸素に配位している．Tyr５７，Asp２１２の酸素はさ

らにそれぞれ水分子をはさんで Arg８２の窒素と相互作用

している．Mの生成速度に対する重水素置換の効果が

R８２Aでは大きく減少すること８５）から，Mの生成にとも

なって Arg８２の関与する水素結合が減少することが分か

る．

Tyr５７の酸素はさらに，Helix Gにある Phe２０８の骨格の

酸素に近接していて（図６），Mで Helix Gが動いたとき

に影響を受けていることが考えられる．Mの生成にとも

ない，１７００cm－１付近のペプチド骨格の C Oによるとみ

られる振動バンドが消失する８６）．このバンドは Tyr５７に影

響されていることが，Liuらの論文２１）の Figure５に現れて

いる．野生型で Tyr５７からのプロトンの遊離は起こらな

い２１）が，Y５７Dではシッフ塩基の代わりに Asp５７からプロ

トンが遊離する８７）．Helix Gの Pro２００，Val２１０をそれぞれ

Thr，Tyrに変え，後述する SRIIのトランスデューサーで

ある HtrIIを相互作用させると，Mの寿命が４００倍ほど長

くなる８８）．Helix Gで Val２１０の反対側には Tyr５７に近い

Phe２０８がある．以上の事実は，Helix Gが Tyr５７，Asp２１２

の側鎖を通じてMでの Asp８５のプロトン化状態の安定化

に寄与していることを示唆する．

図６ BRのシッフ塩基の E側の構造（PDB；１c３w８）により PyMol７）を用いて作図）
ドットの円は水分子，斜体の数字は Luecke８）らにより定義された水分子の番号，点線
は期待される水素結合を示す．
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１２． 一方向へのプロトン移動―水の役割

結晶解析モデルによると，Asp８５のカルボキシル基の酸

素の一つは BRの状態で Thr８９と相互作用しているが，M

では Asp８５の側鎖がフリップして水素結合が作りにくい

形に変わる．Asp８５の C O結合による高い振動数１７６１

cm－１（図３a）は，そのカルボキシル基がかなり完全な二

重結合を保持した状態になっていることを示す．Thr８９の

重原子置換や Asnへの置換で影響をうけること８９，９０）から，

この酸素は Thr８９の方を向いていると思われる．このこと

はもう一方の酸素では C―OHの方がより安定になるこ

と，すなわち Asp８５のプロトン親和性が高いことを意味

する．BRではこの酸素には２個の水分子，Water４０２，

Water４０１が相互作用している（図２）が，レチナールの異性

化によってシッフ塩基の N―Hの向きが変わり，Water４０２

が支えを失って消失する．Lの Asp８５では，相互作用して

いたWater４０２がなくなり，シッフ塩基のプロトン親和性

が上昇していると思われる．pH３でも解離したままなの

は，Lが存在する時間が０．１msとプロトン化を起こすに

は短すぎるためであろう．分子動力学による理論計算９１）か

ら，Water４０２の消失が，Mの Asp８５のプロトンに対する

親和性の増加に大きく寄与していることが示される．

またMの生成と共に３６５７cm－１（図３a）に水素結合の形

成に関与しない水の O―H伸縮振動が現れる１４）．Arg８２の

置換で消失する９２）ことから，Arg８２と Asp２１２，Asp８５の間

にあった水分子（図６）Water４０６が，Arg８２から離れたこ

とを示唆する．Arg８２から離れた Asp８５と Asp２１２は，水

分子（Water４０１）と Trp８６を中にはさんで５４，８１）新たな複合

体を作り（図７，図４M２），Asp８５のプロトン化型を安定

にしていると解される１３）．Asp２１２のカルボキシル基の二

つの酸素は，それぞれ Tyr５７，Tyr１８５と相互作用してい

て，前者は Asp８５のプロトン化状態を安定にする２８）．

１３． Nから BRでのプロトンの移動

Nでは Asp８５の C Oの振 動 数 は１７５６cm－１に 下 が

る６２）．カルボキシル基全体が解離型の方向によったことを

示し，Asp８５のプロトン親和性の低下を反映していると思

われる（図４―N）．Nのシッフ塩基はプロトン化されてい

て，もはや Asp８５からのプロトンの逆流はない（図４N）．

続く Oは，Nで解離していた Asp９６が細胞質からプロト

ンをとって生じ，pHに依存して Nと平衡にある６９）（図４

O）．Oから BRにもどる過程で Asp８５のプロトンは，解

離していた PRGを再プロトン化する．その中間に Asp８５

のプロトンが Asp２１２に移った状態，O′が捉えられる９３，９４）．

Arg８２を Asp２１２から離しにくくする E１９４Q８２）でこの状態

がより安定に捉えられることからも，Mで離れた Asp２１２

と Arg８２の相互作用が復活したものであろう．Asp２１２は，

Arg８２および Tyr５７という PRGの構成メンバー（図６）に

つながっており，おそらくプロトンがもとに戻る中間状態

が捉えられていると考えられる．Oではレチナールの異

性化により，シッフ塩基の N―Hが BRのそれと同じよう

に Asp８５の方を向き，Asp８５のプロトン親和性を減少さ

せ，そのプロトンを Asp２１２に引き渡すということであろ

う．

１４． Asp９６からのプロトンの解離

１１以上という異常に高い Asp９６の pKa
９５）（図４BR）は，

何によってもたらされているか．BRでの Asp９６の C O

伸縮振動の D２O置換によるシフトが小さいことは，モデ

ルとの比較からカルボキシル基の C―OH部分が水素結合

に関与していることを示唆する３３）．結晶解析の結果による

と，BRでの Asp９６の C―OHは，Thr４６の酸素にプロト

ンを与える形で水素結合を形成している８）．Asp９６の BR

での高い pKaはこの水素結合によると思われる．Lおよび

Nでは，シッフ塩基との間の水クラスターによりこの水素

結合がゆるみ，pKaは Nでは７付近にまで下がり６９，９６）（図

４N），そのプロトンはシッフ塩基に移される．Lでも同じ

ような変化を受けていると思われるが，平衡に至る以前の

短時間でMになることでプロトンの解離には至らない１４）

ためと考えている．Mの Asp９６は pH７では水素結合の変

化を受けている１４）が，アルカリ性では部分的にしか受けて

おらず５５，９７），pHに依存して異なった構造のMが捉えられ

ている可能性を示す．

このような水素結合の形成によりカルボキシル基が高い

pKaをえている例には，BRで Thr９０および水分子と水素

結合を作っている Asp１１５９５）にもみられる．これらの結果

はMの生成にともなう Asp８５の高い pKaも，水との水素

結合によっているという上に述べた考えを支持する．

図７ Mの Asp８５，Asp２１２，Trp８６を中 心 に し たMの 構 造
（PDB；１i９w８０）により PyMol７）を用いて作図）

ドットの円は水分子を示す．それぞれの残基の側鎖の酸素原子
を実線の矢印，窒素原子を点線の矢印で示す．

〔生化学 第８０巻 第１１号１０１２



１５． プロトンの移動

プロトンを与えるシッフ塩基の N―Hが Lで C側を向

き，プロトンを受け取る Asp８５から離れているため，Lか

らMへの過程でプロトンの受け渡しができないのではな

いかという疑問が生じる．これまでにも，N―Hが E側を

向いて歪んだレチナールの構造をもった Lのモデルが提

案されたが５７），ここで述べてきたような分光学による実験

事実には合わない１３）．理論計算からは，N―Hが C側を向

いたモデルでプロトン移動の速度は一応説明されてい

る９８）．関与する残基の原子の位置が，LからMへの過程

の中で揺動していることも大きな要素である．

Mから Nに変換するときの，１nm離れた Asp９６から

シッフ塩基にどのようにプロトンが渡されるかという問題

がある．V４９Aで Asp９６がプロトン化されていると思われ

る状態での Nで，シッフ塩基から Asp９６に至る５分子よ

りなる水の連鎖がみられる５４）．またこの水の連鎖は野生型

の Nでもあることが FTIRによる結果から示唆されてい

る６４）．ただ Nで見出される水のクラスターはむしろ構造の

安定化に働いているというのが，著者の見解である．

実際のプロトン移動は LとM，あるいはMと Nの間の

遷移状態で起こる．その構造は結晶解析でも分光学的な手

法でも見つけられていない．考えられる方法は分子動力学

の手法である．今のところバクテリオロドプシンについて

は２００psの Kと KLまでしか扱われていない９９）が，最近こ

の方法がマイクロ秒の領域にまで拡大され，Na＋／H＋ ani-

tiporterの機構に立ち入った考察が加えられるようになっ

てきた１００）．このシミュレーションには，関与する力やエネ

ルギーが含まれてくるので，変化が起こる理由も質すこと

ができる１０１）．ただこの手法は結晶解析による構造モデルを

出発点とし，量子化学的計算を適用する原子の数はかなり

限定的になるので，どのようなモデルから出発するか，生

化学的，分光学的データを正しく理解する必要がある．そ

の結果についても FTIR法その他による検証が欠かせな

い．固体 NMRによるレチナールの正確な構造決定３８，１０２）も

重要な寄与をなすであろう．

１６． 情報伝達タンパク質と水分子

バクテリオロドプシンはプロトン駆動力を作って，細胞

にエネルギーを供給するタンパク質である．一方，視覚に

与るロドプシンは GPCRに属する．ロドプシンに光で起

こされた変化は Gタンパク質を通じて細胞の電位変化に

変換され，光情報の伝搬に関与する１０３）．この両者は全く異

なった進化経路をたどってきたが，ロドプシンもそのシッ

フ塩基のプラスの電荷に対応した Glu１１３のマイナスの電

荷をもち，ミリ秒段階で生じるメタロドプシン�で，プロ

トンが Glu１１３に移る．それが Gタンパク質を活性化する

状態になるときに，細胞質からプロトンを取り込む．ただ

プロトンの放出はなく，不完全なポンプである１０４）．

ロドプシンのレチナールの C側にあるプロトン化した

カルボン酸 Asp８３と Gly１２０の C Oの間を水分子がつな

ぎ，さらにこれが別の水とともにシッフ塩基の対電荷であ

る Glu１１３に連なっていることが，FTIR分光法による研究

から示唆された１０５）．このようなタンパク質の内部にある水

分子のクラスターは，GPCRに属するウシのロドプシ

ン１０６），β２-adrenergic receptor１０７），イカのロドプシン１０８）の結晶

モデルでも確認され，速やかな構造変化に対応する media-

torと考えられている．このクラスターの中にプロトンを

取り込む場所がある可能性は既に論じている１６）．

より近縁のシグナル伝達に関与するタンパク質は，同じ

バクテリアにあるセンソリーロドプシン（SRI）１０９）および

フォボロドプシン（SRIIあるいは PR）１１０）で，走光性，あ

るいは忌光性のレセプターであるセンソリーロドプシン，

SRIと SRIIである１０７）．いずれもレチナールをもつ７本の

ヘリックスよりなる膜貫通のタンパク質で，それぞれのシ

グナル状態で，対応するトランスデューサー，HtrIあるい

は HtrIIの変化を通じて，鞭毛のモーターの動きを制御す

る１１１）．これらのレチナールタンパク質でのシッフ塩基の対

イオンの pKa＝７．１は，バクテリオロドプシンの Asp８５よ

り著しく高く，アルカリ性でのみプロトンポンプの機能が

発現する．この機能はトランスデューサーとの結合によっ

て阻害される１１２，１１３）．対応する水分子の変化は興味ある問題

である．

１７． ひろがるプロトンポンプの世界

２１世紀に入り，メタゲノムの手法により，海洋細菌に

バクテリオロドプシンに似た遺伝子が見つかり，プロテオ

ロドプシンと名付けられ１１４），海洋における主要なエネル

ギー源の一つと推定されている．プロテオロドプシンは大

きく二種に分けられる．一つは，緑色の光を吸収する

GPRで，BRと同じように光でプロトンを一方向に運ぶ．

もう一つはハワイ沖の水深７５mの所や南極海からとられ

た青色の光を吸収する BPRで，SRIIに似ている１１５）．PRの

シッフ塩基からのプロトンを受容する Asp９７の光受容前

の pKaは７．１で，アルカリ性でのみプロトンポンプの機能

が発現する１１６）．弱アルカリ性にある海洋の環境に適応した

ためといわれる．シッフ塩基を再プロトン化するプロトン

供与のための残基は，Glu１０８である．基本的にはシッフ

塩基はまずプロトンを E側にある脱プロトン化したカル

ボキシル基に与え，そのあと C側にあるプロトン化した

カルボキシル基からとるということは保存されている．

エネルギーを使ってプロトンを運び，逆にプロトンを動

かしてエネルギーを作るタンパク質には，F型 ATP合成

酵素，P型 ATPaseがあるが，いずれもバクテリオロドプ
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シンの場合のように，カルボキシル基のプロトン化，脱プ

ロトン化にアルギニンがスイッチとして働いている．ただ

バクテリオロドプシンと違い，エネルギーとカップルする

ATPを加水分解するサイト，リン酸化されるサイトは離

れていて，遠距離にわたるタンパク質部分のコンホメー

ション変化を通じて行われている１１７，１１８）．

１８． バクテリオロドプシンのこれから

比較的小分子であることにもまして光で駆動されるバク

テリオロドプシンは，分子内部の詳細に立ち入ることので

きる非侵襲的な分光学的な方法が，最も理想的な形で適用

されるタンパク質である．プロトンポンプという機能の発

見から始まり，遺伝子操作技術の進展にも助けられたプロ

トン移動経路の解明に続いて，一方向性のプロトン移動が

どのようなメカニズムで起こるかということを論じてき

た．次の段階として，何故という問題が控えていて，分子

動力学によるプロトン移動の素過程のより詳細な分子機構

の解明が続くように思われる．実験データに基づいて導き

だされた理論的な予言による機構の提案には，必ず実験に

よる確認が必要になる．それが比較的容易にできるのがバ

クテリオロドプシンである．

タンパク質間の相互作用のようなアミノ酸レベルの選択

には，自然は各々の目的に応じて対応しており，多様性を

与えた代わりに統一性が見出されにくい．一方，ここで目

指す一方向性のメカニズムは自然界を支配する熱力学の問

題と化学機構の分野であり，よくデザインされたタンパク

質であるバクテリオロドプシンの研究を通じてえられる知

見は，広く他のタンパク質のメカニズムの解明にも寄与す

るであろうことを信じている．
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