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研究成果の概要（和文）：イカロドプシンのメタ状態は1か月以上にわたりpH依存的可逆的な吸光変化を維持す
ることから、その活性化構造を保持していることが示唆された。この試料を用いて結晶化を行い、酸性型メタ状
態が100%形成される条件下で新規に六方晶を得ることができた。この結晶を用いて構造解析を行い、3.7A 分解
能で構造を決定した。
酸性型メタ状態の全体構造は、暗順応状態の構造とほぼ同じ、ヘリックスが閉じた構造であった。活性部位で
は、全トランス型レチナールがβイオノン環を約60°回転させ、リング平面をポリエン鎖平面と平行に向けてい
た。その構造変化によって、周囲の残基の芳香族環が押され活性部位内の空隙がやや広がっていた。

研究成果の概要（英文）：The helix architecture of squid photo-activated metarhodopsin(Meta) is 
similar to that of the dark adapted form. The retinal chromophore is in an all-trans configuration 
with nearly same axial length to that of bovine Meta.  The beta-ionone ring rotates ~ 60 degree to 
direct nearly parallel to the polyene chain plane.  This rotation pushes surrounding aromatic rings 
of nearby residues to enlarge the binding pocket. These structural changes within the active site 
weaken the interhelical interactions at the cytoplasmic side. The salt bridge of the DRY motif 
between helices 3 and 6 is unlocked, resulting in being in partially open form in squid Meta.
The protonated Schiff base of retinal hydrogen bonds to the OH group of Tyr111 in helix 3, and Asn87
 and Asn185 are located within 4A from the Schiff base.  The counterion Glu180 is kept ~5A from the 
Schiff base by hydrogen bonds with Ser187, Tyr190, Tyr277 and Asn185.  These residues form a 
hydrogen bonding network within the active site.

研究分野： 光生物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
光活性型が閉じたヘリックス構造をもつことが明らかとなり、βイオノン環の動きを制御することが循環型の光
活性化に必要であることが示唆された。近年発展している光遺伝学のツールとしては、循環型の光活性をもつ微
生物型のロドプシンが利用されているが、この結果を生かしてヒトなど高等動物に適したツールとして高等生物
のロドプシンを適用することが可能となると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
視物質ロドプシンは網膜視細胞に存在する光受容膜蛋白質で、7 本膜貫通 α ヘリックス構造を
特徴とする G 蛋白質共役型受容体（GPCR）のメンバーである。膜内に含まれる発色団レチナ
ールが光を吸収すると、蛋白質全体の構造が変化し細胞質側表面に結合した G 蛋白質へと光情
報が伝えられ、視細胞を興奮へと導く。超高速、高効率の光センサとして特化した脊椎動物の
ロドプシンは光を吸収した活性型がすぐに分解してしまうという一見矛盾するような特徴を持
つ。一方、無脊椎動物のロドプシンは光活性化状態が生理的条件下で安定であり、光活性型は
さらに光子を吸収し基底状態へと戻る。さらに、無脊椎動物のロドプシンでは G 蛋白質の活性
化効率が神経伝達物質やホルモン受容にかかわる一般 GPCR と同程度に高くない。これらのこ
とから、無脊椎動物ロドプシンの光活性化にともなう構造変化や情報伝達の様式はウシロドプ
シンとはかなり異なることが予想されていた。 
 申請者はイカロドプシンを非脊椎動物視物質型ロドプシン群のモデルとして捉え、構造生物
学的観点からロドプシンの光活性化機構を解明することを目標に X 線結晶構造解析に取り組ん
できた。これまでに明らかにしたイカロドプシンの光反応過程初期から中期までの反応中間体
における一連の構造変化から、光反応にともなうレチナールの動きはロドプシンの活性部位近
傍のみの構造変化を引き起こすことを突き止めた。 
 
２．研究の目的 
本研究はイカロドプシンの光反応後期に至る中間体の構造解析を行い、これまでの結果と合わ
せて G 蛋白質活性化に必要な構造変化を追跡し、GPCR 活性化の分子機構を探った。具体的に
は、G 蛋白質活性化能をもつ光産物であるメタ状態の結晶構造解析を行い、共役する G 蛋白質
へ活性化を伝える構造変化を明らかにすることを目指した。  
 
３．研究の方法 
イカロドプシン暗順応状態の結晶について 100K で 447nm の青色光を照射すると暗順応状態、
バソロドプシン、イソロドプシンの 3 つの異性体が光平衡状態を形成する。この P62 結晶を暗
条件下で 240K 以上に昇温すると、バソ中間体からルミ、LM 中間体を経てメタロドプシンへと
遷移する。この結晶を用いて回折実験を行うと回折能が著しく低下しており、メタ形成によっ
て結晶格子内での分子間接触を壊す程の大きな構造変化がロドプシン分子に生じたと考えられ
た。そこで、メタ状態の試料を用いて新たに結晶化を行った。 
 
４．研究成果 
吸光特性の経時変化 
暗順応状態のイカロドプシンを含む膜画分を 4℃ｐH10 で 473nm の青色光で照射すると、吸収極
大波長が 480nm から 380nm へとシフトした（図 1、青線）。これはロドプシンがアルカリ型メタ
ロドプシンへと完全に遷移したことを示す。この膜画分の溶液を pH7 以下の酸性にすると吸収
極大波長が再び 480nm へと戻った（図 1、赤線）。この波長シフトは可逆であり、暗順応状態の
ロドプシンは pH依存的な波長変化を呈しないので、吸収極大波長が 480nm を示すのは酸性型メ
タロドプシンであることが分かった。 
メタロドプシン状態の膜画分は 4℃暗条件下で 1か月以上に渡り吸収極大波長がｐH依存的可逆
的変化を示すことから、メタロドプシンは長期間状態を保持していると考えられた。 
 
結晶化・回折実験・構造解析 
この膜画分を用いて界面活性剤 OG で膜を全て可溶化し結晶化を行った。様々な条件で結晶化を
試みた結果、100％酸性型メタ状態が形成される pH7 以下で六方晶の結晶を得ることができた
（図X）。この結晶を用いて、SPring-8において100Kで回折実験を行いデータセットを収集し、
3.7A 分解能で構造を決定することができた。 

   
図 1．吸光特性の経時変化   図 2．結晶の吸光曲線（六方晶の写真） 



 
全体構造 
構造解析の結果、メタロドプシンは全体構造が暗順応状態とほ
とんど変わらなかった（図 3）。すなわち、酸性型メタロドプシ
ンは G 蛋白質活性化能をもつにもかかわらずヘリックスが閉じ
た構造であった。 
 
活性部位の構造 
全トランス型レチナールでは、ポリエン鎖の構造はほぼ不変で
あった。一方、βイオノン環が C6-C7 結合においておよそ 60°
回転し、βイオノン環とポリエン鎖が形成する平面がほぼ平行
になった。その動きに合わせて周囲の芳香族環の側鎖は外向き
に押され、レチナール結合部位の空隙をやや広げていた。 
レチナールの細胞質外側に位置する極性残基間に連なる水素結
合網はそのまま形成されており、対イオンGlu180も周囲の残基
との水素結合によって保持されていた。プロトン化シッフ塩基
は Tyr111 との水素結合によって安定化しており、周囲の Asn87
と Asn185 も 4A 程度の近傍に位置し水素結合によって安定化に
寄与していると考えられた。そのため、シッフ塩基結合と対イ
オンの距離も約 5A を保ったままであった。（図 4）。 
 
細胞質側ヘリックス間の結合 
暗順応状態から LM 状態までにおいて、イカロドプシンは閉じたヘリックス構造をもつが、ヘリ
ックス 3-6 間には細胞質側で塩橋が形成され、閉構造の保持に寄与していると考えられている。
メタロドプシンでは、上記のようにヘリックス 3 がレチナールの構造変化によってやや外側に
押されるため、この塩橋が外れていた（図 6）。この構造変化は閉じたヘリックス間の束縛を弱
めるため、メタ状態ではヘリックスが開きやすくなると考えられる。メタ状態でヘリックスが
開きっぱなしとなり高効率の G 蛋白質活性化能をもつウシロドプシンと比較して、イカロドプ
シンは光活性化してもヘリックスが主に閉状態にあるため、G 蛋白質の活性化効率が高くない
と考えられる。 

 

図 4．レチナールの構造 

 
図 3．全体構造 

 

図 6．細胞質側ヘリックス間 

の塩橋 

図 5．活性部位の構造 
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