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研究成果の概要（和文）：本研究では、微生物型タンパク質であるロドプシンの発色団レチナールの結合部位の
精密構造解析のために、レチナールオキシム体からアルデヒドへの変換反応の探索と高度好塩菌由来のバクテリ
オロドプシンから13C標識レチナールの抽出および固体NMRを用いたレチナール結合部位の構造解析を行った。そ
の結果、オキシム体からレチナールへの効率的な変換反応の構築を達成し、13Cセグメント標識レチナールの生
成に成功した。また、固体NMRを用いてセンサリーロドプシンIIやクロキノバクターロドプシン2などのレチナー
ル結合部位の構造を明らかにした。さらに、光照射固体NMRによるセンサリーロドプシンIIの光中間体を観測し
た。

研究成果の概要（英文）：In order to investigate the retinal-binding pocket of microbial rhodopsin, 
we performed a investigation of the transformation from retinal oxime to retinal, the creation of 
13C isotope-labeled retinal from Halobacteria and solid-state NMR study of retinal-binding pocket. 
The effective transformation from oxime to retinal was achieved. Consequently, segment 13C isotope 
labeled retinal was successfully created. The structure of retinal binding pocket in sensory 
rhodopsin II and Krokinobacter rhodopsin 2 were revealed by solid-state NMR spectroscopy. In 
addition, the structure of photo-intermediates in sensory rhodopsin II were revealed by in-situ 
photo-irradiation solid-state NMR. 

研究分野：構造生物化学

キーワード： 固体NMR　レチナール　ロドプシン　膜タンパク質　細胞膜　13C安定同位体標識
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様 式

１．研究開始当初の背景
 発色団であるレチナールが光を吸収すること
で初めて機能を発現する光受容膜タンパク質
ロドプシンは、近年のゲノム解析によって数多
くの種類が発見され、微生物から高等生物ま
で広く
膜貫通ヘリックスで構成される共通の構造モ
チーフでありながら、さらにそれらは特定の吸
収波長で制御されているため、その機能や色
は多様化している。これには反応中心であるレ
チナール結合部位の局所的な構造が関わっ
ていると推測され、ロドプシンタンパク質の機
能を分子レベルで理解する上で、レチナール
と近傍アミノ酸残基の間の相互作用は極めて
重要であるため、
ール(
要とされている。
経科学の分野において、ロドプシンが基盤的
な役割を果たすオプトジェネティクス
学)の技術にも

1 ロドプシン中のレチナールの構造
 
 
２．研究の目的
 このような背景のもと、
識レチナールの
要であると考え、
シムからのレチナールの変換反応の構築、そ
れを利用した
ナールの生成および微生物型ロドプシンのレ
チナール結合部位の構造解析のための固体
NMR
 
３．研究の方法
(1) レチナールオキシムからレチナールへの
変換反応
して不安定と予想される共役オレフィン部分を
有するため、反応時間や酸化剤など
化条件に
て検討した。
 
(2) オキシム
13C標識安定同位体標識レチナールの生成
高価である安定同位体標識レチナールの高
度好塩菌の
の生成を試みた。ヒドロキシルアミンを用いた
反応によりバクテリオロドプシンからレチナー
ルをオキシム体として
体への再変換反応を検討した。
 
(3) 固体
位の構造解析
ール結合ポケットの構造解析を行うために、レ
チナールとその周辺のアミノ酸残基に
を施した試料を大腸菌を用いて発現させ、精

式 Ｃ－１９、Ｆ－１９

１．研究開始当初の背景
発色団であるレチナールが光を吸収すること
で初めて機能を発現する光受容膜タンパク質
ロドプシンは、近年のゲノム解析によって数多
くの種類が発見され、微生物から高等生物ま
で広く分布していた。
膜貫通ヘリックスで構成される共通の構造モ
チーフでありながら、さらにそれらは特定の吸
収波長で制御されているため、その機能や色
は多様化している。これには反応中心であるレ
チナール結合部位の局所的な構造が関わっ
ていると推測され、ロドプシンタンパク質の機
能を分子レベルで理解する上で、レチナール
と近傍アミノ酸残基の間の相互作用は極めて
重要であるため、タンパク質に結合した
(図 1)の基礎的かつ高度な構造情報が必
要とされている。このような構造情報は、
経科学の分野において、ロドプシンが基盤的
な役割を果たすオプトジェネティクス
の技術にも影響を及ぼすものである。

ロドプシン中のレチナールの構造

２．研究の目的 
このような背景のもと、
識レチナールのNMR
要であると考え、本研究では
シムからのレチナールの変換反応の構築、そ
れを利用したセグメントまたは全
ナールの生成および微生物型ロドプシンのレ
チナール結合部位の構造解析のための固体
NMR法の開発を目的とした。

３．研究の方法 
レチナールオキシムからレチナールへの
変換反応: レチナールは酸、光、熱などに対
して不安定と予想される共役オレフィン部分を
有するため、反応時間や酸化剤など
化条件によるレチナールへの変換反応につい
て検討した。 

オキシム-レチナール変換反応を用いた
標識安定同位体標識レチナールの生成
高価である安定同位体標識レチナールの高
度好塩菌の 13C標識バクテリオロドプシンから
の生成を試みた。ヒドロキシルアミンを用いた
反応によりバクテリオロドプシンからレチナー
オキシム体として
体への再変換反応を検討した。

固体NMR分光法によるレチナール結合部
位の構造解析: 微生物型ロドプシンのレチナ
ール結合ポケットの構造解析を行うために、レ
チナールとその周辺のアミノ酸残基に
を施した試料を大腸菌を用いて発現させ、精

Ｃ－１９、Ｆ－１９

１．研究開始当初の背景 
発色団であるレチナールが光を吸収すること
で初めて機能を発現する光受容膜タンパク質
ロドプシンは、近年のゲノム解析によって数多
くの種類が発見され、微生物から高等生物ま
分布していた。一方でレチナールと

膜貫通ヘリックスで構成される共通の構造モ
チーフでありながら、さらにそれらは特定の吸
収波長で制御されているため、その機能や色
は多様化している。これには反応中心であるレ
チナール結合部位の局所的な構造が関わっ
ていると推測され、ロドプシンタンパク質の機
能を分子レベルで理解する上で、レチナール
と近傍アミノ酸残基の間の相互作用は極めて

タンパク質に結合した
の基礎的かつ高度な構造情報が必
このような構造情報は、

経科学の分野において、ロドプシンが基盤的
な役割を果たすオプトジェネティクス

影響を及ぼすものである。

ロドプシン中のレチナールの構造

このような背景のもと、13C標識安定同位体標
NMR信号を観測することが重
本研究では、レチナールオキ

シムからのレチナールの変換反応の構築、そ
セグメントまたは全

ナールの生成および微生物型ロドプシンのレ
チナール結合部位の構造解析のための固体

を目的とした。 

レチナールオキシムからレチナールへの
レチナールは酸、光、熱などに対

して不安定と予想される共役オレフィン部分を
有するため、反応時間や酸化剤など
よるレチナールへの変換反応につい

レチナール変換反応を用いた
標識安定同位体標識レチナールの生成
高価である安定同位体標識レチナールの高

標識バクテリオロドプシンから
の生成を試みた。ヒドロキシルアミンを用いた
反応によりバクテリオロドプシンからレチナー
オキシム体として抽出し、さらに
体への再変換反応を検討した。

分光法によるレチナール結合部
微生物型ロドプシンのレチナ

ール結合ポケットの構造解析を行うために、レ
チナールとその周辺のアミノ酸残基に
を施した試料を大腸菌を用いて発現させ、精

Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９

発色団であるレチナールが光を吸収すること
で初めて機能を発現する光受容膜タンパク質
ロドプシンは、近年のゲノム解析によって数多
くの種類が発見され、微生物から高等生物ま

一方でレチナールと 7本
膜貫通ヘリックスで構成される共通の構造モ
チーフでありながら、さらにそれらは特定の吸
収波長で制御されているため、その機能や色
は多様化している。これには反応中心であるレ
チナール結合部位の局所的な構造が関わっ
ていると推測され、ロドプシンタンパク質の機
能を分子レベルで理解する上で、レチナール
と近傍アミノ酸残基の間の相互作用は極めて

タンパク質に結合したレチナ
の基礎的かつ高度な構造情報が必
このような構造情報は、脳神

経科学の分野において、ロドプシンが基盤的
な役割を果たすオプトジェネティクス(光遺伝

影響を及ぼすものである。 
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ロドプシン中のレチナールの構造 
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、レチナールオキ

シムからのレチナールの変換反応の構築、そ
セグメントまたは全 13C標識レチ

ナールの生成および微生物型ロドプシンのレ
チナール結合部位の構造解析のための固体

 

レチナールオキシムからレチナールへの
レチナールは酸、光、熱などに対

して不安定と予想される共役オレフィン部分を
有するため、反応時間や酸化剤など種々の酸
よるレチナールへの変換反応につい

レチナール変換反応を用いた
標識安定同位体標識レチナールの生成: 
高価である安定同位体標識レチナールの高

標識バクテリオロドプシンから
の生成を試みた。ヒドロキシルアミンを用いた
反応によりバクテリオロドプシンからレチナー

さらにアルデヒド
体への再変換反応を検討した。 

分光法によるレチナール結合部
微生物型ロドプシンのレチナ

ール結合ポケットの構造解析を行うために、レ
チナールとその周辺のアミノ酸残基に 13C標識
を施した試料を大腸菌を用いて発現させ、精

、Ｚ－１９、ＣＫ－１９

発色団であるレチナールが光を吸収すること
で初めて機能を発現する光受容膜タンパク質
ロドプシンは、近年のゲノム解析によって数多
くの種類が発見され、微生物から高等生物ま

本

チーフでありながら、さらにそれらは特定の吸
収波長で制御されているため、その機能や色
は多様化している。これには反応中心であるレ
チナール結合部位の局所的な構造が関わっ

能を分子レベルで理解する上で、レチナール
と近傍アミノ酸残基の間の相互作用は極めて

レチナ
の基礎的かつ高度な構造情報が必

脳神
経科学の分野において、ロドプシンが基盤的
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標識安定同位体標
信号を観測することが重
、レチナールオキ

シムからのレチナールの変換反応の構築、そ
標識レチ

ナールの生成および微生物型ロドプシンのレ
チナール結合部位の構造解析のための固体

レチナールは酸、光、熱などに対
して不安定と予想される共役オレフィン部分を

種々の酸
よるレチナールへの変換反応につい

: 

標識バクテリオロドプシンから
の生成を試みた。ヒドロキシルアミンを用いた

アルデヒド

分光法によるレチナール結合部
微生物型ロドプシンのレチナ

ール結合ポケットの構造解析を行うために、レ
標識

を施した試料を大腸菌を用いて発現させ、精

製した試料を細胞膜に再構成した。
ル結合部位の構造解析のために、様々なロド
プシンタンパク質について、レチナールと周辺
アミノ酸残基との
NMR
によるレチナール光異性化反応の
の定常
な構造解析を行った。
 
４．研究成果
(1) 
変換反応
単純なアルデヒドのモデル化合物からオキ
シムへの変換反応は
90%
極端に収率が下がったため、より温和な条件
での酸化剤として
Periodinane)
変換反応を実施したところ、得られたレチナー
ルの収率は
の条件を改良することで
用可能な反応系を構築することに成功した。
 
(2) 
13C
炭素源を制限した
菌H. salinarum
リオロドプシンからレチナールをオキシム体で
抽出した。さらに
13C
チナールへの変換反応を実施し、セグメントに
13C
た。この
成可能な他のロドプシンに利用できる可能性
があるため、固体
ルの構造解析の期待がある。
 
(3) 
位および光中間体
  光照射固体
プシンの
15-
定常的な観
NMR
ドプシンの新たな中間体を
果である。
負の走光性機能をもつセンサリーロドプシン
IIのレチナールと
を観測し、レチナールの配座および
水素結合強度を評価することに成功した。特
に、レチナール近傍の
合に、これら二つの化学シフト値が大きく変化
し、機能発現
あることを明らかにした。センサリーロドプシン
II に関してはさらに
による
の NMR
よるレチナールの詳細なコンフォメーションを
示し、

、ＣＫ－１９（共通）

製した試料を細胞膜に再構成した。
ル結合部位の構造解析のために、様々なロド
プシンタンパク質について、レチナールと周辺
アミノ酸残基との
NMR実験を行った
によるレチナール光異性化反応の
定常観測とDFT
な構造解析を行った。

４．研究成果 
(1) レチナールオキシムからレチナールへの
変換反応:  
単純なアルデヒドのモデル化合物からオキ
シムへの変換反応は
90%以上の収率であったが、レチナールからは
極端に収率が下がったため、より温和な条件
での酸化剤として
Periodinane)を用いたオキシムからアルデヒド
変換反応を実施したところ、得られたレチナー
ルの収率は 18%であった。さらに反応時間など
の条件を改良することで
用可能な反応系を構築することに成功した。

 オキシム-レチナール変換反応を用いた
C標識安定同位体標識レチナールの生成
炭素源を制限した
H. salinarum を培養し、そこから得たバクテ
リオロドプシンからレチナールをオキシム体で
抽出した。さらに
C標識レチナールオキシム体から
チナールへの変換反応を実施し、セグメントに
C標識が入ったレチナールの生成に成功し
た。この 13C標識レチナールは大腸菌で生合
成可能な他のロドプシンに利用できる可能性
があるため、固体
ルの構造解析の期待がある。

(3) 固体NMR分光法によるレチナール結合部
および光中間体
光照射固体NMR
プシンのTyr185
-syn 由来の中間体
定常的な観測に成功した。これらの中間体の
NMR信号の観測は初めてであり、バクテリオロ
ドプシンの新たな中間体を
果である。 
負の走光性機能をもつセンサリーロドプシン
のレチナールと
を観測し、レチナールの配座および
水素結合強度を評価することに成功した。特
に、レチナール近傍の
合に、これら二つの化学シフト値が大きく変化
し、機能発現制御において
ることを明らかにした。センサリーロドプシン
に関してはさらに
によるM, O および
NMR信号の観測に成功した。
よるレチナールの詳細なコンフォメーションを
示し、信号伝達機構の理解を深めた。

（共通） 

製した試料を細胞膜に再構成した。
ル結合部位の構造解析のために、様々なロド
プシンタンパク質について、レチナールと周辺
アミノ酸残基との 13C-13C相関信号など固体

を行った。また、光照射
によるレチナール光異性化反応の

DFT計算を組み合わせより詳細
な構造解析を行った。 

レチナールオキシムからレチナールへの

単純なアルデヒドのモデル化合物からオキ
シムへの変換反応はCuCl2を用いた反応で
以上の収率であったが、レチナールからは
極端に収率が下がったため、より温和な条件
での酸化剤として DMP(Dess-

を用いたオキシムからアルデヒド
変換反応を実施したところ、得られたレチナー

であった。さらに反応時間など
の条件を改良することで 32%まで向上させ、利
用可能な反応系を構築することに成功した。

レチナール変換反応を用いた
標識安定同位体標識レチナールの生成
炭素源を制限した 13C標識培地で高度好塩

を培養し、そこから得たバクテ
リオロドプシンからレチナールをオキシム体で
抽出した。さらに(1)で構築した反応を適用し、
標識レチナールオキシム体から
チナールへの変換反応を実施し、セグメントに
標識が入ったレチナールの生成に成功し
標識レチナールは大腸菌で生合

成可能な他のロドプシンに利用できる可能性
があるため、固体 NMRによる精密なレチナー
ルの構造解析の期待がある。 

分光法によるレチナール結合部
および光中間体の構造解析

NMR を用いて、バクテリオロド
Tyr185変異体のO中間体や
由来の中間体CS*などの
測に成功した。これらの中間体の

信号の観測は初めてであり、バクテリオロ
ドプシンの新たな中間体をNMR

負の走光性機能をもつセンサリーロドプシン
のレチナールと Tyr174の 13

を観測し、レチナールの配座および
水素結合強度を評価することに成功した。特
に、レチナール近傍の Thr204
合に、これら二つの化学シフト値が大きく変化

制御において重要な
ることを明らかにした。センサリーロドプシン
に関してはさらに In-situ 光照射固体

および N’光中間体のレチナール
信号の観測に成功した。

よるレチナールの詳細なコンフォメーションを
信号伝達機構の理解を深めた。

製した試料を細胞膜に再構成した。レチナー
ル結合部位の構造解析のために、様々なロド
プシンタンパク質について、レチナールと周辺

相関信号など固体
また、光照射-固体NMR

によるレチナール光異性化反応の NMR信号
計算を組み合わせより詳細

レチナールオキシムからレチナールへの

単純なアルデヒドのモデル化合物からオキ
を用いた反応で

以上の収率であったが、レチナールからは
極端に収率が下がったため、より温和な条件

-Martin 
を用いたオキシムからアルデヒド

変換反応を実施したところ、得られたレチナー
であった。さらに反応時間など

まで向上させ、利
用可能な反応系を構築することに成功した。

レチナール変換反応を用いた
標識安定同位体標識レチナールの生成

標識培地で高度好塩
を培養し、そこから得たバクテ

リオロドプシンからレチナールをオキシム体で
で構築した反応を適用し、

標識レチナールオキシム体から 13C標識レ
チナールへの変換反応を実施し、セグメントに
標識が入ったレチナールの生成に成功し
標識レチナールは大腸菌で生合

成可能な他のロドプシンに利用できる可能性
による精密なレチナー
 

分光法によるレチナール結合部
の構造解析: 
を用いて、バクテリオロド
中間体や13-
などの NMR信号の

測に成功した。これらの中間体の
信号の観測は初めてであり、バクテリオロ

NMRで観測した成

負の走光性機能をもつセンサリーロドプシン
13C-13C相関信号

を観測し、レチナールの配座および Tyr174
水素結合強度を評価することに成功した。特

Thr204 の変異体の場
合に、これら二つの化学シフト値が大きく変化

重要な構造変化で
ることを明らかにした。センサリーロドプシン

光照射固体NMR
光中間体のレチナール

信号の観測に成功した。DFT計算に
よるレチナールの詳細なコンフォメーションを
信号伝達機構の理解を深めた。 

レチナー
ル結合部位の構造解析のために、様々なロド
プシンタンパク質について、レチナールと周辺

相関信号など固体
NMR
信号

計算を組み合わせより詳細

レチナールオキシムからレチナールへの

単純なアルデヒドのモデル化合物からオキ
を用いた反応で

以上の収率であったが、レチナールからは
極端に収率が下がったため、より温和な条件

を用いたオキシムからアルデヒド
変換反応を実施したところ、得られたレチナー

であった。さらに反応時間など
まで向上させ、利

用可能な反応系を構築することに成功した。 

レチナール変換反応を用いた
標識安定同位体標識レチナールの生成: 

標識培地で高度好塩
を培養し、そこから得たバクテ

リオロドプシンからレチナールをオキシム体で
で構築した反応を適用し、

標識レ
チナールへの変換反応を実施し、セグメントに
標識が入ったレチナールの生成に成功し
標識レチナールは大腸菌で生合

成可能な他のロドプシンに利用できる可能性
による精密なレチナー

分光法によるレチナール結合部

を用いて、バクテリオロド
-cis, 
信号の

測に成功した。これらの中間体の
信号の観測は初めてであり、バクテリオロ

で観測した成

負の走光性機能をもつセンサリーロドプシン
相関信号
Tyr174 の

水素結合強度を評価することに成功した。特
の変異体の場

合に、これら二つの化学シフト値が大きく変化
変化で

ることを明らかにした。センサリーロドプシン
NMR

光中間体のレチナール
計算に

よるレチナールの詳細なコンフォメーションを



光駆動型ナトリウムイオンポンプロドプシン
KR2 のレチナール結合ポケットに関しても pH
変化に対するプロトン化シッフ塩基のNMR信
号変化を観測した。この化学シフト値や pHに
対する挙動が他のロドプシンとは異なるため、
KR2 特有の現象であることを明らかにし、光駆
動型ナトリウムイオンポンプ活性の理解につな
がる成果である。さらに細胞外側のナトリウム
結合サイトとレチナール結合ポケットの長距離
相互作用の存在を示唆した。 
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