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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒトの色覚を担う光受容タンパク質、色覚視物質の原子座標を決めるこ
とで、色を識別する分子機構の解明に向けた構造基盤の確立に取り組んだ。具体的には、①光異性化しないアナ
ログレチナールを結合した青視物質に対し、短期間での結晶取得を実現する条件の探索、②低温紫外可視分光お
よび低温赤外分光測定により、青視物質の光反応過程において生成する中間体の同定、さらにBL中間体の構造解
析に成功、③緑視物質における熱安定化変異体の発見、およびLCPによるその変異体の結晶構造解析を行った。
これらの研究成果は、3報の国際論文、7件の招待講演を含む国内外学会で発表、3件の賞を受賞した。

研究成果の概要（英文）：Humans have two kinds of vision: twilight vision mediated by rhodopsin (Rh) 
and color vision achieved by three cone pigments. A common chromophore, 11-cis-retinal, is used to 
distinguish different colors in vision. While X-ray structure of Rh was determined, structural 
studies of cone pigments lag far behind those of Rh. 
Here, I attempted to determine the 3D structure of cone pigments. To develop light-stable cone 
pigments, I introduced analogue retinal that is restricted cis-trans isomerization. Successfully 
obtained blue pigment regenerated with analogue retinal exhibited high thermal stability. 
Furthermore, by using a novel crystallization procedure, blue pigment analogue resulted in an 
appropriate phase separation in the crystal drops, which gave the possibility for discovering the 
suitable condition to obtain crystals. I also found the unique photochromic property of blue pigment
 upon illumination by using spectroscopic studies, which indicated the specific photoreaction.

研究分野： 生物物理
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
色認識は生物学者、物理学者から哲学者まで多くの研究者の関心を集める一方、色覚視物質の発現試料に対する
構造生物学的解析は過去に全く行われていなかった。本研究では、構造解析のための結晶取得に向けた実験条件
の確立に差し迫っており、今後の結晶化・構造決定が大いに期待できる。そして光耐性を有する青視物質アナロ
グの構造基盤に立脚した色盲患者の治療に向けた新薬開発への研究発展が期待される。さらに、分光法による青
視物質の中間体の同定およびBL中間体の赤外分光差スペクトル測定の成功は、吸収される青色光情報がどのよう
にしてシグナル伝達されるのか、青視物質における光情報伝達機構を理解するための構造情報を与えた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ヒトの視覚は明暗視を担うロドプシンと色覚を担う 3 種類 (青・緑・赤) の視物質から構成
される。中間体の結晶構造まで決定されているロドプシンと比較して、霊長類色覚視物質はこれ
まで以下の 3 つ、すなわち 1) 試料調製が困難、2) 限られた試料に対する構造解析手法が存在し
ない、3) 実験操作のすべてを暗室で行わないといけない、ことから構造生物学的研究は皆無で
あり、ヒトが色を見分ける分子機構は不明であった。 

そのような現状の中、私は高精度低温赤外分光計測法を培養細胞によって発現させたサル
色覚視物質に適用することで、2010 年に世界で初めて緑・赤視物質の構造解析に成功、続く内
部結合水 (2012 年) や同位体標識試料 (2015 年) の構造解析によりヒトが緑と赤を見分ける分
子機構の解明に成功した。さらに 2017 年、青視物質の構造解析を実現し、3 種の色覚視物質の
振動構造データが出揃った。特に、青視物質の赤外スペクトルは、レチナールやタンパク質骨格
の振動モードが緑・赤視物質とは大きく異なっていた。また、緑・赤視物質では水分子が疎水的
なレチナール分子の近傍に点在するように存在することが示唆されていたのに対し、青視物質
では複数の水分子が集合体を形成することを示唆する特徴的な水の振動モードが観測された。
このように赤外分光解析により、タンパク質構造の柔らかさによって生み出される、水と油 (=
レチナール) の絶妙な相互関係を明らかにしてきたわけであるが、色覚視物質の波長制御機構の
解明に向けた構造解析を完了させるためには、1) アミノ酸や水分子の正確な位置情報、2) レチ
ナールの分子構造、といった 2 つの大きな要素を明らかにする必要がある。これを解決できるの
が X 線結晶構造解析である。 
 
２．研究の目的 

本研究では赤外分光による構造解析を受けて、色覚視物質の原子座標を決めることで色を
識別する分子機構をより詳細に理解する。色の認識は生物学者、物理学者から哲学者まで多くの
研究者の関心を集める一方、発現試料に対する構造生物学的解析は過去に全く行われておらず、
今もって世界中で構造解析を達成できているのは私だけである。一方、当初は試料調製が困難な
色覚視物質に対する X 線結晶構造解析など、通常の構造生物学手法の適用は難しいと考えてい
た。しかし霊長類色覚視物質の赤外分光解析を実現する中で、“色覚視物質の三次元構造が見て
みたい”、“水分子がタンパク質内部のどこに分布することで波長制御に関与するのか知りたい”
と考え、米国の Case Western Reserve 大学にて (ウシ) ロドプシンの結晶構造を G タンパク質共
役型受容体 (GPCR) として世界で最初に決定した Palczewski 教授の研究室に留学した。そこで
昆虫細胞による大量発現系を確立したことで、培養溶液 1 L から~1 mg の 3 種色覚視物質の発現
に成功、さらに結晶構造解析においてボトルネックの 1 つである熱安定性の問題を克服した。 

視物質は一度光を吸収し活性化すると、レチナールが解離し退色する。私は、有機化学者と
の共同研究により人工合成したアナログレチナールを用いることで、光退色せず光反応後に自
発的に始状態に戻る、光サイクル型ロドプシンを作製することに成功した (Gulati, Katayama et al. 
PNAS 2017)。そこで、アナログレチナールを色覚視物質に対しても適用したところ、3 種の色覚
視物質のうち、青視物質のみ可視領域の吸収を有する青視物質アナログを作製した。生物物理学
的手法を駆使した青視物質アナログの分子特性に関する研究により、光サイクル型ロドプシン
のような光サイクル反応は示さなかったが、
熱 安 定 性 の 劇 的 な 上 昇 が 確 認 さ れ た 
(Katayama et al. JBC 2019 図 1)。従って、青視
物質アナログの三次元構造を決定し、構造基
盤に立脚してアナログレチナールを最適化す
ることで、光サイクル反応を示す色覚視物質
の創成が可能になり、最終的には色盲患者の
治療に向けたレチナール誘導型の新薬開発へ
の研究発展も期待される。さらに、本研究で
は、青視物質が唯一アナログレチナールを結
合できたことから、その結合ポケットの構造
的特定性をさらに追及するべく、低温赤外分
光法を用いた初期中間体に後続する光反応中
間体の構造解析も実行する。 
 
３．研究の方法 

本研究では、色覚視物質の中でも青視物質の結晶構造解析を中心とした構造解析を実行す
る。具体的には (1) 青視物質の暗状態での X 線結晶構造解析、(2) 青視物質の光反応中間体に関
する分光解析、(3) 緑視物質の結晶構造解析に向けた熱安定化変異探索、およびその結晶化、で
ある。以下に (1 )～ (3) のプロジェクト遂行における研究方法について記載する。 
 
(1) 青視物質 X 線結晶構造解析 

色覚視物質など GPCR の結晶構造解析を実現するためには、3 つのボトルネック：①タンパ
ク質の大量発現・精製、②結晶化、③データ測定、を克服しなければならない。さらに、視物質
は光に依存しないレチナール分子の熱異性化によって活性化される (熱雑音) ことが知られて

図 1. ヒト青視物質の熱安定性比較 



おり、色覚視物質の熱異性化頻度がロドプシンよりも 1000 倍高いことが分かっている。これに
より暗室で試料を仕込んでも構造が不安定化され、結晶が育たない問題が生じる。そこで、レチ
ナールの“シス―トランス”異性化を人工的に阻害した、アナログレチナールによって再構成され
た青視物質 (青視物質アナログ) を結晶化の対象とした。青視物質アナログは、光反応サイクル
は示さず、時間オーダーでの遅い退色反応を示す他方、熱安定性が一桁以上向上することを、す
でに論文にて発表している (Katayama et al. JBC 2019)。さらに構造決定が実現しているロドプシ
ンと同程度の純度で精製できることも確認した。結晶化法として、ロドプシンの結晶化に用いら
れた蒸気拡散法を基盤として、近年 GPCR の結晶構造解析に広く使用されている脂質メソフェ
ーズ法 (LCP 法) も適用することで、青視物質アナログの高分解能結晶構造を得るための結晶化
取得を目指した。 
 
(2) 青視物質の光反応中間体の同定およびその赤外分光解析 

77 K 温度下で初期中間体 Batho を形成させたのち、昇温による Batho 中間体の熱緩和反応
過程を紫外可視分光測定による極大吸収波長 (max) のシフトとして計測することで、後続する
反応中間体を同定することに取り組んだ。また、同様の温度条件下において、反応中間体に対す
る低温赤外分光測定により構造解析を実行した。 
 
(3) 緑視物質の熱安定化変異探索および構造解析 

2017 年から緑視物質において、長波長シフトに起因する塩化物イオンの結合機構を明らか
にするため、全反射赤外分光法を駆使した構造解析を行っており、塩化物イオンが波長シフトの
みならず、タンパク質の構造安定化に関与することを発表した (Katayama et al. PCCP 2018)。こ
の結果を受け、「塩化物イオン結合部位近傍のアミノ酸が緑視物質の構造安定化の一端を担う」
と考え、塩化物イオンが結合すると予想される細胞外側領域において、緑視物質が属する L グ
ループ (長波長吸収グループ) に高く保存されるアミノ酸に着目し、「変異体作成→塩化物イオ
ン効果 (波長シフト効果) →安定化評価」、を行った。さらに、候補となるアミノ酸変異体に対し、
低温赤外分光測定による構造解析、および脂質メソフェーズ法による結晶化を試みた。 
 
 
 
４．研究成果 
(1) 青視物質アナログ X 線結晶構造解析 

昆虫細胞 Sf9 によって発現させた霊長類青視物質オプシン (レチナール非結合型アポ体) に
対し、モル比にして 5 倍等量の 6 員環挿入型アナログレチナールを混和させることで、青視物質
アナログを再構成させた。続く抗体アフィニティーおよびサイズ排除クロマトグラフィーによ
る精製を経た後、私が留学時に考案した蒸気拡散法と硫安沈殿法を組み合わせた結晶化法を適
用した。その結果、結晶を得ることはできなかったが、結晶化プレート上で良好な結晶化母液と
の相分離が確認された。本研究では、なるべく天然のタンパク質に近い条件下での構造決定を目
指していたが、今後結晶成長を促進させるために、GPCR 全般において自由度の高い第三細胞内
ループ部位を親水性タンパク質 (T4 リゾチームや熱安定化したアポ型チトクロム b562 変異体 
(BRIL)) に置き換えたいくつかのコンストラクトを作製し、独自の蒸気拡散法により良質な結晶
を得ることを目指す。 
 
(2) 青視物質の光反応中間体の同定およびその赤外分光解析 

脂質再構成した青視物質に対し、77 K
において光照射により光反応初期中間体
Batho を生成させた。その後、昇温させるこ
とで Batho 中間体の熱反応過程を低温紫外
可視分光測定によりmax のシフトとして計
測し、後続する反応中間体の同定を試みた。
その結果、163 K, 223 K, 253 K, 300 K にお
いて中間体の遷移が確認され、青視物質の
光 反 応 は 、 “ 始 状 態
→Batho→BL→Lumi→Meta-I→Meta-II→ 退
色”という過程で進行することが分かった。
特に、ロドプシンや緑・赤視物質には観測
されない、BL 中間体の存在を明らかにした 
(図 2a)。本研究成果は、青視物質に特異的な
シグナル伝達機構の存在を示唆しているこ
とから、Biophysics and Physicobiology (BPPB) 
へ論文を投稿した。さらに興味深い点は、こ
れまでロドプシンを含めた視物質は 77 Kで
生成する Batho 中間体のみ可逆的な光反応 
(フォトクロミズム) を示し、後続する中間

図 2. (a) 青視物質の各温度下で生成する光反応
中間体の UV-vis スペクトル (b) 青視物質の

Batho 中間体および BL 中間体のフォトクロミ
ック光反応を示す UV-vis スペクトル 



体はフォトクロミックな光反応特性を示さないと考えられてきた。しかし、今回同定されたBatho
以降の 4 種類の中間体のうち、Meta-II を除く中間体はフォトクロミズムを示すことが明らかと
なった (図 2b)。これは、とりわけ青視物質におけるレチナール周辺のタンパク質環境や構造ダ
イナミクスが他の視物質とは異なることを示唆している。 

私は、2017 年に青視物質における Batho 中間体の赤外差スペクトルを測定することに成功
しており、レチナールやタンパク質骨格、さらに内部結合水が他の視物質と異なることを発表し
た (Katayama et al. Sci. Rep 2017)。今回、赤外分光解析を進展させ、163 K 温度下での光照射によ
り、BL 中間体の差スペクトルを得るこ
とに成功した (BPPB 論文投稿中、図
3)。レチナールの振動モードがほとん
ど消失し、BL 中間体の形成に伴いレチ
ナールのねじれ状態が完全に緩和して
いることを示唆した。また、これに付
随して、Batho 中間体で観測されてい
た、タンパク質骨格の大きな構造変化
が BL 中間体では顕著に減少する結果
となった。今後、同位体標識試料や変
異体、さらに後続する中間体の赤外分
光測定を達成することで、フォトクロ
ミズムを示す、青視物質特異的な構造
ダイナミクスを明らかにしていく。 
 
(3) 緑視物質の熱安定化変異探索および構造解析： 

2017 年から、緑・赤視物質についてタンパク質内部への塩化物イオン結合に伴う長波長シ
フトのメカニズム解明に向けた赤外分光解析を行っており、塩化物イオンの結合が単に吸収波
長のシフトを引き起こすだけでなく、タンパク質の構造安定化に寄与していることを明らかに
してきた。そこで、今回塩化物イオン結合部位を構成することが予想される細胞外側に位置する
アミノ酸の中で、L グループにのみ高く保存されるアミノ酸を一次配列より探索した結果、ロド
プシンの結晶構造において、レチナールから 10 Å 以上離れた位置に存在する 114 番目のグルタ
ミンをアスパラギンに変異体させることで、熱安定性が飛躍的に向上することを発見した。さら
に、この熱安定性向上のメカニズムを探るべく、Q114N 変異体に対する低温赤外分光法を駆使
した構造解析を行った結果、レチナール近傍に強い水素結合を形成する水分子が存在すること
が分かり、水分子を介した新たな水素結合ネットワークが構造安定化に関与していることを明
らかにした。これらの研究成果は 2019 年、Biochemistry 誌に発表した (Katayama et al. Biochemistry 
2019)。さらに、Q114N は昆虫細胞 Sf9 による発現量が野生型と比較して 3~5 倍高いことも分か
った。 

本研究では、青視物質を対象として結晶構造解析を進めてきたが、緑視物質 Q114N 変異体
の発現量が高いことや、熱安定性が著しく高いことから、並行して Q114N 変異体の結晶構造解
析にも取り組んだ。最近、LCP 法により得られる微結晶を精度よく観察することを可能にする
SONICC と呼ばれる装置が注目されている。SONICC は、第二次高調波発生 (SHG) の原理を用
いて、LCP 結晶ドロップ内のキラル結晶を精度よく検出、画期的なシステムである。今回私は、
Q114N 変異体を Sf9 細胞により大量発現、精製させ、LCP 法による結晶化を実施した。全ての
結晶化作業を暗赤色灯下にて行ったが、脂質モノオレインとタンパク質の混合溶液が透明にな
ることを確認し、適切な LCP の調製および LCP への Q114N 変異体の再構成を完了させた。LCP
へ再構成した Q114N 変異体試料を結晶化ロボット、Gryphon LCP (Art Robbins Instruments) を使
用して結晶用ドロップを作製した。2~7 日後、定期的に SONICC による結晶観察を行った。今後
スクリーニング数を増やすこと、さらに結晶成長を促進させることを目的として、水溶性タンパ
ク質 (T4 リゾチームおよび BRIL) を融合させたコンストラクを作製し、結晶化を目指す。 

 
本研究成果は 2018.4.-2020.3.の 2 年間で、3 件の学術論文、7 件の学会発表として発表し、

さらに 3 件の賞を受賞するなど高い評価を得ることができた。 
 
 
 
 

図 3.青視物質の Batho 中間体および BL 中間体との
光誘起赤外差スペクトル 重水水和における測定 
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