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研究成果の概要（和文）：全原子量子化学計算によりチャネルロドプシン、プロテオロドプシンの吸収波長制御機構を
解析した。その結果、吸収波長に大きく影響を与えるアミノ酸残基を特定することに成功し、さらに、波長を大きくシ
フトさせる変異体も提案した。また、近年オプトジェネティクスの光受容体として盛んに用いられているLOVドメイン
やBLUFドメインの光応答機構を分子動力学シミュレーション等を駆使して、ダイナミクスの観点から明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the spectral tuning mechanism in channelrhodopsin and 
proteorhodopisin using all-atom quantum chemical calculations. On the basis of these results, we 
successfully identified amino acid residues that exert significant influences on the absorption maxima of 
these proteins, and furthermore designed mutants whose absorption maxima are largely shifted with respect 
to those of the wild type proteins. In addition, we intensively performed MD simulations to elucidate the 
photoresponse mechanism in LOV and BLUF domains, which are recently used as photoreceptors in many 
optgenetics experiments, from a viewpoint of molecular dynamics.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
オプトジェネティクス（光遺伝学）では、

光吸収によって活性化されるイオンチャネ
ルを特定のニューロンに遺伝子工学的手法
を用いて強制発現させた後、これらの細胞に
特定の波長の光を照射することにより、標的
とするニューロンをそれぞれ興奮または抑
制させ、ニューロン同士の接続やニューロン
集団の機能を探る。オプトジェネティクスに
は課題もあり、光受容体としてよく使われる
チャネルロドプシン(ChR)は 500 nm 付近に
吸収極大（以下max）を持つが、この 500 nm
波長域（青色系）の光は光ファイバーや他の
体組織に吸収され深部に到達しにくい。その
ため、長波長にmax を持つ改変が切望されて
いた。 
応募者は長年ロドプシン系タンパク質の

吸収波長制御機構を量子化学計算で解明す
る研究を行ってきた。特に、最近タンパク質
全体を丸ごと量子力学で扱い励起エネルギ
ーを計算する方法（以下 Full-QM 法）を開
発し、古細菌由来のバクテリオロドプシン
(Hayashi et al., Biophysics 2012)や GFP の
吸収波長(Matsuura et al.,Chem. Phys. Lett. 
2009)を 10 nm 以内の高精度で再現可能なこ
とを実証した。この計算手法を用いれば、立
体構造を入手可能という前提条件は付くが、
アミノ酸変異体を含む任意の光受容体の吸
収波長を予測することが可能である。幸いな
ことに、チャネルロドプシンの X 線構造は
2012 年に発表された（Kato et al., Nature 
2012）。 

 
２．研究の目的 
前述した量子化学計算を用いて、野生型

ChR の吸収波長制御機構を解析し、その結果
に基づいて、野生型より長波長側にmax をも
つ変異体を分子設計することを目的とした。 
よりよい変異体の設計に当たっては、ChR

以外の光受容体で見出された波長制御機構
も参考になる可能性がある。本研究では、未
だ理論的研究の発表されていないプロテオ
ロドプシン（PrR）をターゲットに、新規な
波長制御機構の存在の可能性を探った。 
一方、本研究を遂行している間に、ロドプ

シン系以外の光受容体もオプトジェネティ
クスに頻繁に利用されるようになった。例え
ば、フラビン環を発色団にもつ LOV ドメイ
ンや BLUF ドメインの光応答（光吸収による
構造変化）を利用した報告が急速に増加した。
そこで、本研究では、この流れにも対応でき
るように、これら光受容体の光応答機構を主
として分子動力学(MD)シミュレーションに
より調べた。 
 
３． 研究の方法 
1) 従来研究  (Hayashi et al., Biophysics 
2012)で確立したプロトコールに従って、
ChR の X 線構造 (PDB: 3UG9)に対して
Full-QM 法による計算を実行し、maxを評価

した。ChR については、いくつか変異体の実
験値も報告されているので、これらについて
も同様な計算を行った。さらに、3UG9 構造
に含まれるアミノ酸残基 342 個を一つずつ
Gly に置換した変異体を作成し、励起エネル
ギーを計算した。これらの結果を野生型の結
果と比較し、個々のアミノ酸残基の寄与を定
量的に評価した。 
以上の結果に基づいて、野生型より長波長

側にmax をもつ新規な変異体のデザインを試
みた。 
2) PrR については、L105 を他の 19 種のアミ
ノ酸に置換した変異体のmax が連携研究者の
神取らにより報告されており、特異な波長シ
フ ト が 見 出 さ れ て い る  (Ozaki et al., 
Biochemistry 2014)。しかし、それらシフトの
原因については十分解明されたとは言えな
い。本研究では、概ね 1)と同様な手順に沿っ
て、PrR の野生型および L105 位での変異体
のmaxを計算し、波長シフトの原因を調べた。 
3) LOV ドメインおよび BLUF ドメインの暗
状態の X 線構造を出発構造にして、光吸収後
の明状態の構造をモデリングし、両状態に対
し all-atom MD シミュレーションを行った。
必要であれば、 accelerated MD などの
enhanced sampling MD 計算も行った。得ら
れたトラジェクトリーに対し、名古屋大学の
倭 ら が 開 発 し た CURP (CURrent 
calculation for Proteins)やネットワーク解
析などを行い、発色団の光吸収が誘起するア
ロステリックな構造変化の経路を探索した。 
 
４．研究成果 
1) ChR の波長制御機構と変異体のデザイン 
 まず、X 線構造に対して QM/MM 計算によ
る構造最適化を行った。その際、図 1 に示す
発色団（プロトン化レチナールシッフ塩
基:PRSB）、その周辺 5 残基および結合水 2
分子を QM 領域に入れた。得られた構造に対
し、Full-QM 法による吸収波長計算を行った。
その結果、482 nm (2.57 eV)の値が得られ、
実験値 470 nm (2.64 eV)によく一致していた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

次に、以下の式にしたがって各アミノ酸残
基の寄与を調べた。 

)()tan( WTEtmuEE exexex   
ここで、右辺第一項および第二項は、それぞ
れ対応する変異体および野生型の励起エネ

 

図 1 QM/MM 計算における QM 領域 



ルギーを表す。野生型においてブルーシフト
に寄与する残基とレッドシフトに寄与する
残基を図 2 に示す。 
ブルーシフトに最も大きく寄与する残基

は、自明ではあるが、カウンターイオンの
Glu162 と Asp292 であった。PRSB では励
起に伴って、シッフ塩基に局在していた正電
荷が β イオノン環に向かって非局在化する。
よく知られているように、カウンターイオン
の存在によってシッフ塩基上に正電荷が留
まりやすくなり、励起による PRSB ポリエン
鎖上の電子移動が妨げられるため、吸収波長
はブルーシフトする。反対に、最も大きくレ
ッドシフトに寄与する残基は Lys132 であっ
た。Lys132 はカウンターイオン近傍に位置
しており、その負電荷を打ち消して、PRSB
の電子移動を促進すると解釈できる。さらに、
シッフ塩基付近にある結晶水を除去した場
合、励起エネルギーが 0.04 eV 大きくなった。
この水分子は、シッフ塩基、Glu162、Asp292、
Lys132 と水素結合ネットワークを形成して
いるため、励起エネルギーへの寄与も無視で
きないといえる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
PRSB 近傍の残基だけでなく、遠方にある

荷電性残基も励起エネルギーへ寄与してい
る。図 2 に示したように、PRSB のシッフ塩
基側（TM1~3,7）にある酸性残基と β イオノ
ン環側（TM4,5）にある塩基性残基はブルー
シフトに寄与する。反対にシッフ塩基側にあ
る塩基性残基はレッドシフトに寄与する。こ
れらの結果から、PRSB から 20Å以上離れた
荷電性残基も静電力の長距離相互作用によ
って励起エネルギーに影響を与えることが
わかった。 
一方で、Gly 変異しても励起エネルギーが

変化しない荷電性残基もあり、これらはポリ
エン鎖の中心軸上や膜の外側に位置してい
た。また、E237G 変異体は励起エネルギー計
算が収束せず、∆Eex を評価できなかった。
Glu237の近くにはArg187とLys233があり、
E237G 変異により正電荷の反発が強まって
電子状態が不安定になったと考えられる。こ
のことからE237はChRの電子状態を安定化

するために不可欠な残基であることが示唆
された。 
 また、Ser295 や Thr166 などシッフ塩基付
近にある極性残基はブルーシフトに、β イオ
ノン環付近にある Thr198 はレッドシフトに
それぞれ寄与することが判明した。 
以上得られた結果から、ChR の吸収波長を

レッドシフトさせるためには、シッフ塩基付
近の極性を弱め、β イオノン環付近の極性を
強めれば良いと考えられる。該当する残基は、
シッフ塩基付近の S295、イオノン環付近の
G220 などである。加えて、残基同士の相乗
効果を探るために、それらを同時に変異させ
た 5残基変異体の励起エネルギー計算も行っ
た。その結果、S295A変異体において-0.05 eV
に及ぶ比較的大きなレッドシフトが見出さ
れた。Ser295 のヒドロキシ酸素はシッフ塩
基の窒素から 3.4 Åの位置にあるので、Ala
への変異は PRSB の電荷分布に強く影響す
ると考えられる。一方、他の変異体では励起
エネルギーの変化がほとんど観測されなか
った。 
 次に荷電性残基に対する変異を試みた。シ
ッフ塩基側（TM1~3,7）に正電荷を帯びさせ、
β イオノン環側（TM4,5）に負電荷を帯びさ
せるような変異は PRSB からの距離に関わ
らずレッドシフト効果が期待できる。まず
K209T、L309K、A181K の励起エネルギー
計算を実行した。3 つの変異体ともレッドシ
フトが確認できたが、前述した極性残基の
S295A の効果を上回るものはなかった 
 さらに、シッフ塩基側の酸性残基と β イオ
ノン環側の塩基性残基を網羅的にAla変異し
て励起エネルギー計算を実行した（表 1）。全
体的に、極性残基の変異よりもレッドシフト
への寄与が大きい傾向が見えた。特に
Glu121 と Glu (neutarl)129 を Lys に変異
させた結果、励起エネルギーが顕著に変化し
た。E0129K では-0.29 eV の著しく大きなレ
ッドシフトが起こった。 
最後に、カウンターイオンである Glu162、

Asp292 への変異の効果を調べた。Asp292 は
Glu162 よりも優先して、光サイクル中でシ
ッフ塩基からプロトンを受け取ることが予
想されている。そのため、チャネル機能を保
持してレッドシフトさせるには Glu162 の変
異が有効だと考えられる。実験では、ChR で
対応するGlu123をThrやGlnに変異させる
とレッドシフトすることが報告されている
(Gunaydin et al, Nat. Neurosci, 2010)。本研
究では、Glu162 の 6 つの変異体を作り、励
起エネルギーを計算した（表 2）。計算が収束
しなかった E162R を除くすべての変異体で
大きなレッドシフトが起きた。先の極性残基
の変異や荷電性残基の変異と比較しても、
Glu162 の変異によるレッドシフト効果が大
きいことが判明した。 
以上の結果は、マルチチャネルオプトジェ

ネティクス用光受容体の設計指針を得るた
めの基盤情報となり得る。 

図 2 左：ブルーシフトに寄与する残
基、右：レッドシフトに寄与する残基 

  



表 1 極性残基の変異体の励起エネルギー 

 
表 2 Glu162 変異体の励起エネルギー 

 
2) PrR の吸収波長制御機構の解析 
 PrR では、L105 を他の 19 種のアミノ酸に
変異する計算を行ったが、計算が収束しない
ものもあった。max が得られた変異体につい
て実験値と比較した結果を図 3 に示す。数値
は、野生型（L105）のmax との差を示してい
る。これを見て分かるとおり、全体的に右上
がりの傾向は再現できているとは言うもの
の、バラツキが大きく、max シフトのメカニ
ズムにまで踏み込んだ議論がきるほどのデ
ータは得られなかった。その原因の一つは、
励起エネルギー計算に用いた構造にあるか
もしれない。ただし、芳香族系の残基に対し
ては、別途、側鎖の屈折率の２乗（分極能に
相当）に対し実験値をプロットしたところ、
よい相関が得られた。したがって、残基間の
電子相関の効果が波長シフトの主な原因と
なっている可能性がある。本研究で用いた
Full-QM 法では電子相関が考慮されていない
ので、将来的には CAS/PT2 などの手法の導入
が必要であろう。 
本研究では、X 線構造に対し QM/MM 法に

よる構造最適化を行っているが、体積や極性

などが異なる様々なアミノ酸変異に対する
最適構造を求めるには、MD 計算による構造
サンプリングが必要かもしれない。そのよう
な研究は、現在進行中である。 

  図 3 PrR の 105 位変異体の波長シフト 
     
3) LOV ドメインおよび BLUF ドメインの光
活性化機構 
 LOV ドメインは、青色光を受容すると発色
団 FMN が近傍の Cys と共有結合を形成し、
暗状態から明状態へ遷移する。フォトトロピ
ン中の AsLOV2 の光応答過程では、明状態に
おいて AsLOV2 下流につながる Jα ヘリック
スが乖離することが、その先に存在するエフ
ェクターの活性化に重要とされている。一方、
オーレオクロム LOV ドメイン(AuLOV)では、
上流側にエフェクターが存在するため上流
側の A’α ヘリックスに光シグナルが伝わると
予 想 さ れ る 。 本 研 究 で は 、前 述 し た
CURP(CURrent calculation for Proteins)法
を用いて、MD シミュレーションの結果から
各 LOV ドメインの光吸収前後における残基
間のエネルギー伝導性を解析した。その結果、
AuLOV では、明状態になったとき、FMN 周
辺の水素結合を介して FMN から A’α ヘリッ
クスまで繋がるエネルギー流が生じること
が判明した。これがさらに上流のエフェクタ
ーに繋がると予想される。一方、AsLOV2 で
は、明状態になると、暗状態で見られた FMN
のリン酸基周辺から Fα ヘリックスを介して
J ヘリックスへと伝わる経路が断ち切られ、
さらに、β シート上の残基と Jα ヘリックスの
間に見られたエネルギー流が、明状態では低
下する傾向が見られた。すなわち、AsLOV2
では Jα ヘリックスと β シート間の結合が弱
まり、Jα ヘリックスの乖離が引き起こされる
ことが示唆された。 
 シアノバクテリアの走光性に関与する
BLUF ドメイン TePixD は、暗所においてリ
ング状の 5 量体を面あわせにした 10 量体構

  λmax ΔE (eV) 
  eV nm 計算値 

E121A 2.53  491  -0.04  
E0129A 2.53  490  -0.04  
E140A 2.53  489  -0.04  
D312A 2.54  487  -0.03  
D142A 2.55  486  -0.02  
D183A 2.56  485  -0.01  
E0136A 2.56  484  -0.01  
E0122A 2.57  482  0.00  

    
R213A 2.52  493  -0.05  
K209A 2.54  488  -0.03  
K233A 2.55  487  -0.02  
R187A 2.56  485  -0.01  
K186A 2.56  484  -0.01  

    
E0129K 2.28  543  -0.29  

    
E121K 2.49  499  -0.09  

 
λmax ΔE (eV) 

 
eV nm 計算値 実験値 

E162Q 2.20 563 -0.37 ～-0.16 

E162K 2.24 554 -0.33 
 

E162L 2.35 555 -0.22 
 

E162A 2.36 525 -0.21 ～-0.11 

E162T 2.36 525 -0.21 ～-0.16 

 

 
 



造を形成しているが、光照射によって 5 量体
に分離し活性化する。本研究では、MD シミ
ュレーションを用いて TePixD の光応答反応
メカニズムをダイナミクスの観点から解析
した。まず、TePixD の X 線結晶構造 PDB 
ID:1X0P を基に、水溶液中における単量体の
暗所、明所、恒常的活性変異体 M93A の MD
シミュレーションを行った。この MD シミュ
レーションの結果に対し、名古屋大学の倭ら
が開発した CURP(CURrent calculation for 
Proteins)を行い、タンパク質内のエネルギー
流を解析した。その結果、発色団から 1α を
介する経路やGln50を介してβシートの裏側
へエネルギーを伝達させる経路が見出され
た。1α を介する経路では Met93 がシグナル
伝達を阻害しており、タンパク質の活性化に
深く関わることが示唆され、M93A 変異体の
結果とも矛盾のないことがわかった。ついで、
10 量体の暗所、明所における MD シミュレ
ーションも行い、ネットワーク解析から、光
応答反応のメカニズムを解析した。その結果
から、明順応状態における単量体の上下間の
協同的揺らぎが、暗順応状態における単量体
の上下間より弱くなっていることが判明し
た。 
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