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研究成果の概要（和文）： 光は空間分布と時間の制御が比較的容易である上に、波長を自在に変えられるとい
う特性を有する。したがって、光動作タンパク質はX線自由電子レーザーを光源とするポンプ・プローブ法によ
る時分割構造機能解析に好適な研究対象である。本研究では、光動作タンパク質に内蔵されたフォトクロミック
化合物（レチナール等）の立体構造を高い空間分解能と時間分解能で人為的に光制御することにより、光動作タ
ンパク質分子全体の光誘起異性化反応の動的構造基盤を解明した。さらに光刺激で機能モードのオン／オフや機
能強度をに切換え可能な人工タンパク質を構造データに基づいて合理的に創出した。

研究成果の概要（英文）：Light is characterized by its relatively easy control of spatial 
distribution and time, as well as its ability to change wavelength. Therefore, photo-activated 
proteins are suitable for time-resolved structure-function analysis by the pump-and-probe method 
using an X-ray free electron laser. In this study, we elucidated the dynamic structural basis of 
photoinduced isomerization of the photo-activated protein molecule by artificially controlling the 
structure of photochromic compounds (e.g., retinal) embedded in the photo-activated protein with 
high spatial and temporal resolution. Furthermore, we have rationally created artificial proteins 
that can switch on/off their functional mode and functional intensity upon photo-stimulation based 
on structural data.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 光遺伝学　膜タンパク質　X線自由電子レーザー　時分割X線結晶構造解析　クライオ電子顕微鏡単粒子
解析　ロドプシン　構造ダイナミクス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　光遺伝学は特定の神経細胞の活動を「光」によって制御する革新的技術であり、今や神経科学において必須の
技術となっている。光遺伝学には光受容タンパク質であるロドプシン型膜タンパク質がツールとして利用されて
おり、新規の高機能光遺伝学ツールを創出、改良することが待望されている。本研究において、多様な光駆動型
膜タンパク質の構造をXFEL時分割結晶構造解析やクライオ電子顕微鏡単粒子解析により解明し、機能する仕組み
に対する理解を深めた。新規光駆動型膜タンパク質の構造ベースでの設計、そして実際に神経科学分野へ強力な
ツールを提供したという点でも、今後、神経科学、生命科学の発展に大きく貢献することが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
近年，基礎生命科学分野では光遺伝学（オプトジェネティクス）の手法が急速に発展し、光刺
激によって活性が制御されるタンパク質を用いて生命現象を制御する方法が開発されている。
その好例は青色光刺激により生体膜の陽イオン (主に Na+) の透過性を上昇させる緑藻由来の膜
タンパク質「チャネルロドプシン」であり、神経細胞の興奮を操作するツールとして脳・神経研
究分野で急速に広まった。しかしながら現状では、光遺伝学分子ツールや技術の適用範囲は生体
機能全体を鑑みるときわめて限定的である。例えば，光刺激により神経細胞の興奮を抑制させる
技術、様々な細胞種で生命現象の制御に関与する Ca2+を調節する技術、 細胞内シグナル伝達物
質の生成・分解を光操作可能な技術、外部光によるタンパク質リン酸化酵素の時空間制御技術等
に用いることのできるタンパク質分子ツールは生命科学研究に普遍的に有用と考えられるもの
の未だ開発途上の段階にある。すでに自然界に存在する光動作タンパク質を改変して特定の新
機能を付与する試みは世界中で始まっているが、対象とする光動作タンパク質の動的構造機能
相関の知見がほぼ皆無であるため、合理的分子設計の研究開発は停滞している。 
時分割シリアルフェムト秒結晶構造解析 (SFX) による光動作タンパク質の高速分子動画研究
により、光動作タンパク質の光応答から機能発現に至る一連の過程のメカニズムを原子レベル
で理解し、光遺伝学ツールの創出に関する基盤情報を生み出すことが待望されている。研究代表
者らは研究開始までに光動作膜タンパク質バクテリオロドプシンの高速分子動画の撮影に世界
で初めて成功しており (Science, 2016)、堅実な学術的基盤を有している。 
 
２．研究の目的 
光は空間分布と時間の制御が比較的容易である上に、波長を自在に変えられるという特性を
有する。したがって、光動作タンパク質は X 線自由電子レーザーを光源とするポンプ・プロー
ブ法による時分割構造機能解析に好適な研究対象である。本研究の目的は以下の 3 つである。 
(1) 光動作タンパク質に内蔵されたフォトクロミック化合物（レチナール、FAD等）の立体構造
を高い空間分解能と時間分解能で人為的に光制御することにより、光動作タンパク質分子全
体の光誘起異性化反応の非平衡動的構造基盤を解明する。 

(2) 自然界に「あるがまま」のタンパク質光異性化反応を単に精密四次元計測するのみにとどま
らず、光刺激で機能モードのオン／オフや機能強度を「思うがまま」に切換え可能な、非侵
襲的生体内計測や生命科学研究に有用な人工分子を構造データに基づいて合理的にデザイ
ン・創出する。 

(3) 新分野開拓の意欲的な試みとして、光応答性金属錯体触媒―抗体複合体化による人工機能性
分子の創出と時分割構造解析にも挑戦する。 

 
３．研究の方法 
以下の 4 つの方針・方法により研究を総合的に進めた。 

(1) 光動作タンパク質の SFX 時分割構造解析 
自然界に存在する光動作タンパク質を対象としてフェムト秒パルスレーザーを光源とするポ
ンプ・プローブ法による SFXを行い、レチナール、FAD等のクロモフォアの光異性化反応に伴
うタンパク質分子骨格の動作原理を解明する。具体的な解析対象としては、光応答性膜イオンチ
ャネル（チャネルロドプシン; ChR）、微生物ヘリオロドプシン、シロイズナズナ由来の青色光受
容体タンパク質クリプトクローム 2 (CRY2; 細胞内シグナル伝達系の光操作に多用される可溶性
の光動作タンパク質)、フォトクロミック蛍光タンパク質 Dronpa 等である。時分割 SFX 構造計
測は、B01 南後班との連携のもとに研究を進める。 
(2) 光で機能制御が可能な高機能人工タンパク質の合理的創出 
立体構造情報に基づき、細胞内シグナル伝達の人為制御や神経生理の非侵襲的解析に応用可
能な高機能分子デバイスを合理的に創出する。具体的には例えば、蛍光タンパク質からのフェル
スター共鳴エネルギー移動 (FRET) により生体内での微弱な励起光でも所望の生物学的機能の
応答を誘導可能な高機能の人工光動作タンパク質の作出を目標とする。天然の光動作タンパク
質の構造データを基に、光異性化に伴うコンフォメーション変化に影響を与えない末端ループ
部分を切除した上で、当該部位に β バレル型蛍光タンパク質 (TagBFP2、mNeon 等)を挿入・吻
合する「分子手術」を実施する。分子内の立体障害や衝突が起こらない分子モデルを選抜し、実
際に作製した人工分子の in vitro 量子効率の計測、動物生体内での光遺伝学的実験における実用
性を領域外の研究協力者や公募班の研究者らと連携して検証する。本研究期間ではそのモデル
系として、チャネルロドプシンの励起波長の性質の改変、CRY2-蛍光タンパク質融合型二光子励
起対応の細胞内シグナル伝達光操作ツールを構造知見に基づき設計・高機能化する。 
(3) 非光動作型タンパク質の光制御可能人工分子への変換と動作解析 

B01 清中班と連携して、創薬ターゲットとして重要な GPCR などの非光動作型タンパク質を
光で異性化するリガンド化合物を用いて人工的に光動作タンパク質に変換する。当該リガンド
化合物が結合した GPCRを SFXに供する。 
 



(4) 光応答性金属錯体触媒の時分割 SFX 構造解析 
金属錯体触媒の反応過程を SFX 時分割構造解析に供するため、金属錯体触媒をフレームワー
ク化した結晶を作製し、光刺激による反応起点の同期、ならびに溶媒含量が高い結晶中での反応
進行が可能な実験系を新規に確立する。反応に伴って生成する各種中間体の原子分解能での構
造を決定することにより反応機構の詳細を解明する。 
 
４．研究成果 
(1) 立体構造情報に
基づく新規光遺伝学
ツールの創出 
植物由来の光動作
タンパク質 CRY2 は
クロモフォアとして
FAD を有し、青色光
照射により異性化を
起こす。培養細胞内の
シグネル伝達を人為
的に操作する光遺伝
学ツールとしても多
用されているが、二光
子励起顕微鏡により
生体内の深部組織の
細胞をピンポイント
で活性化する技術は
これまでに無かった。
既報の CRY1 の静止
立体構造に基づき内
部フレキシブルルー
プに青色蛍光タンパ
ク質 TagBFP2 を挿入
する人工タンパク質
の分子設計を行い、TagBFPからの FRETにより CRY2の構造異性化を誘起するというコンセプ
トに基づく新規な２光子励起光遺伝学ツールを創出した（Kinjo et al., Nat. Methods, 2019；図１）。 
 
(2) チャネルロドプシンの SFX 時分割構造解析 
チャネルロドプシン（ChR）は光駆動型カチオンチ
ャネルである。ChRは 7 本の膜貫通ヘリックス（TM1
～7）を有し、クロモフォアとして全トランス型レチ
ナール（ATR）を有し、特定波長の励起光を吸収する
と異性化を起こし、その異性化に伴い構造変化が引
き起こされる過程の高速分子動画撮像に成功した。
SFX 時分割構造解析に適した微結晶の作製条件を最
適化後、X 線自由電子レーザー施設 SACLAにて SFX
時分割構造計測を行い、励起光照射後 50 µs, 1 ms 後
の構造変化を 2.8 Å 分解能で得た。異性化した ATR
によるアミノ酸残基、さらにそれに伴うヘリックス
の構造変化により ChRは基底状態から開状態に遷移
することが明らかになった。光動作タンパク質の
SFX時分割構造解析の技術基盤が確立できた（Oda et 
al., eLife, 2021；図２）。 
 
(3) 新規チャネルロドプシン ChRmine のクライオ電
子顕微鏡単粒子解析および合理的機能改変 
近年自然界から発見されたチャネルロドプシンで
ある ChRmine は、高いイオン電流、高い光感受性、
長波長光によって活性化されるという光遺伝学ツールとして非常に強力な性能を有しているだ
けでなく、機能はチャネルロドプシンであるにも関わらず、アミノ酸配列はポンプ型ロドプシン
と近いという興味深い特徴を有している。本研究では、クライオ電子顕微鏡を用いて ChRmine
の立体構造を決定することに成功した。ChRmineは大域的にはポンプ型と良く似ている一方、局
所的には従来のポンプ型、チャネル型には見られない構造的特徴を複数有しており、このことが
ChRmine のユニークな分子機能の決定に寄与しているということが明らかになった。さらに得
られた立体構造の知見から、長波長光によって活性化されるという ChRmine の性質をさらに向
上させた改変型 ChRmine を開発し、3 色の可視光を利用して複数の神経細胞集団を同時に光操



作・計測するという、より発
展的な光遺伝学実験を可能に
した（Kishi et al., Cell, 2022；
図３）。 
 
(4) 新規光駆動型膜タンパク
質の自然界からの発見 
新規光駆動型膜タンパク質
の自然界からの発見、構造ベ
ースでの改変等を目的とし
て、陸域の特殊な環境以外に
生息する微生物が集光アンテ
ナを備えたロドプシンを持つ
のかという点に着目して淡水
湖および海洋に生息する環境
微生物の調査を行った。その
結果、レチナール色素に加え
てカロテノイド色素の一種で
あるキサントフィル（ゼアキ
サンチンやルテイン）も結合
するロドプシンを持つことを
発見した。さらに、このキサ
ントロドプシンが、なぜ 4−ケ
ト環構造を持たないゼアキサ
ンチンを集光アンテナとして
使うことができるのかをクラ
イオ電子顕微鏡を用いた単粒
子構造解析により構造学的に
解明した。本研究により、水
圏生態系においてロドプシン
は集光アンテナを駆使し、従来の試算を上回る量の光エネルギーを受容することが示唆された
（Chazan et al. Nature, 2023；図４）。 

 
(5) 光で GPCR の活性化・不活性化状態を切換え可能なリガンドの開発と結合様式の構造解析 
上記②の研究にて、ポンプープローブ時分割 SFX 構造解析法を確立し、多様な光駆動型膜タ
ンパク質の構造ダイナミクスを解明してきた。しかしながら、生体内の大部分のタンパク質は光
動作性ではないので、この方法はごく一部のタンパク質にしか適用できないことになる。この弱
点を補完するために、B01 清中班と連携して、天然では光動作性を示さない GPCR（ヒトアデノ
シンA2a受容体）に対して光異性化するアゾベンゼン修飾リガンド (基底状態では partial agonist)
を開発した。当該化合物をアゴニスト安定化 A2a 変異体に結合させた複合体を脂質キュービッ
ク相結晶化法により結晶化し、静止 X 線結晶構造を解明した。並行してリガンドの構造改変も
進めた（Araya et al., BBRC, 2024；図５）。 
 

(6) 光応答性金属錯体触媒の時分割 SFX 構造解析に向けた試料調製 
 小分子変換反応を触媒する金属錯体分子を自己集合させ、フレームワーク触媒を合成した。こ
のフレームワーク触媒は、結晶性を保ったまま、電気化学的条件下で、水中二酸化炭素還元反応
を高選択性・高効率で進行させることができることを確認した。また、対照実験の結果から、フ
レームワーク構造が光反応の進行に重要な役割を果たすことが見出され、SFX 時分割構造解析



に適した試料であることが示唆された（Kosugi et al., J Am Chem Soc, 2023）。SFX時分割構造解
析の前段階の実験材料調製・基盤技術開発は達成できたが、時間切れのため分子動画撮影には至
らなかった。 
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