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研究成果の概要（和文）：細菌型光受容膜タンパク質は物質輸送や信号伝達に重要な役割を果たしている。発色
団レチナールが光サイクルを回る間に光受容体としての機能が発現する。本研究では光サイクル中に生成する光
中間体を固体ＮＭＲによって観測するため、光照射固体NMR装置の開発を行った。この装置を用いて、プロトン
輸送活性をもつバクテリオロドプシンの変異体Y185F-bRを用いて、光サイクル中に生成するO-中間体やCS*-中間
体のNMR信号の観測に成功した。次に負の光走性を示すppR/pHtrII複合体について光照射を行った結果、M-中間
体からO-中間体が生成し、N’-中間体がO-中間体から平衡反応で生成することが判明した。

研究成果の概要（英文）：It is essential to elucidate the photoreaction cycles to understand the 
function of photoreceptor membrane proteins. In this study, we have developed photo-irradiation 
solid-state NMR spectrometer to detect the photo-reaction pathways of photoreceptor membrane 
proteins. 
　　The photoreaction pathways of Y185F-bR were examined using photo-irradiation solid-state NMR 
Under irradiation with 520 nm light, the CS state changed to a CS*-intermediate and AT state 
transformed to an N-intermediate and transformed to an O-intermediate. 
　　The photoreaction pathways of ppR/pHtrII complex were examined using photo-irradiation 
solid-state NMR. The M-, O- and N’-intermediates were observed by illuminating with green light. 
Under blue light irradiation, the M-intermediates transformed to the O-intermediate which is in 
equilibrium with the N’-intermediate.

研究分野： Biophysical chemistry
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１．研究開始当初の背景 
膜タンパク質は細胞膜に埋め込まれた状態で、物
質の輸送や信号の伝達に重要な役割を果たしてい
る。この中でも、発色団としてレチナールをもっ
ているレチナール膜タンパク質はレチナールの光
異性化によって光活性中間体を生じて、最後にも
との状態に戻る光反応サイクルを形成している。
この光反応サイクルを 1 回まわる間に、光受容膜
タンパク質としての物質輸送や信号伝達の機能を
発現する。この、レチナールの光励起構造変化は
非常に短時間で起こり、光活性中間体の寿命も短
いため、光活性中間体によって誘起されるタンパ
ク質側の局所動的構造変化については活性に直接
かかわる重要な過程であるにもかかわらず、明ら
かにされていない点が多い。 
 
２．研究の目的 
本研究では負の光走性を示すセンサリーロドプシ
ン I（SRI）センサリーロドプシン II(SRII)におい
ては、信号伝達状態の M-中間体の寿命が長いこと
に注目し、光照射固体 NMR を用いて SRI の M-中間
体を定常的に捕捉して、その NMR 信号を観測する
ことを目的とした。一方、光駆動型プロトンポン
プ活性をもつバクテリオロドプシン(bR)は中間体
の寿命が非常に短いのが特徴である。このため、
bRの変異体 Y185Fではプロトンの移動が制限され
て中間体の寿命が長くなることに注目して、光照
射固体 NMR を用いて、光中間体を定常的に捕捉し
て中間体の NMR 信号を観測することを目的とした。
この研究により、光照射によって生じる光中間体
の生成と、物質輸送や信号伝達に関わるタンパク
質側の活性構造変化の分子機構の詳細を明らかに
することを最終目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
（試料調製） 
高度好塩好アルカリ細菌である Natronomonas 

pharaonis に存在する光受容膜タンパク質
ppR(SRII)はその固有の transducer タンパク質
（pHtrII）と 2:2 の複合体を形成している。レチ
ナールの構造を解析するため、[20-13C, 14-13C]Ret
を使用し、タンパク質の構造変化を解析する。そ
のため、[1-13C]Tyr，[3-13C]Ala を含む[20-13C, 
14-13C]Ret、[1-13C]Tyr，[3-13C]Ala-ppR と標識の
ない pHtrII を大腸菌による大量発現により調製
した。ppR と pHtrII を１：１の量論比で EggPC
膜に再構成することで、ppR/pHtrII 複合体の試料
を調製した。 

 
（光照射固体 NMR 装置の開発） 
 膜タンパク質試料はジルコニア試料管に詰め、
ガラス棒で蓋をした。ガラス棒の先はすりガラス
状にしてあり、ガラス棒を透過した光が散乱する
ように設計した。光源として LED（150 mW, 365 
nm, 520 nm, 595 nm）を使用した。超電導磁石の
外側から光ファイバーをプローブヘッドに導入し
て、ジルコニア試料管の上部のガラスの蓋の部分
に垂直に照射した。このとき、光ファイバーは試
料管に接触しないように注意した。この結果、
MAS 回転下で光を試料管内部から照射できる照
射効率の高い光照射システムを構築することがで
きた。このシステムを用いて、in situ 光照射 NMR
信号を観測した。 
 
４．研究成果 
マイクロ波照射ＮＭＲによる液晶のマイクロ波加
熱現象の解明 
マイクロ波加熱効果は有機化学反応や酵素反応
の促進に広く用いられている。これらの効果はマ
イクロ波による溶媒の局所加熱効果によって生じ
ていると考えられている。しかし、マイクロ波加

熱が有機反応促進に働く分子論的な理解はまだ十
分とはいえない。本研究では液晶物質の MBBA を用
いて、液晶相および等方相におけるマイクロ波加
熱現象を、マイクロ波照射 NMR 分光器を新たに開
発して、1H NMR スペクトルから解析する試みを行
った。この結果、液晶相にマイクロ波を照射した
場合、液晶相の温度が相転移点より低い温度にお
いて、液晶相内にホットスポットができて等方相
が生じた。このホットスポットは、非平衡局所加
熱状態になっていることを示している。次に、等
方相の状態になってから、さらに高出力のマイク
ロ波を照射した結果、分子内の極性基が他の部位
より 100 C 以上高い温度になっている現象が観測
された。ここで、分子温度は１H 核の化学シフト値
の温度依存性から算出した。このように、マイク
ロ波加熱により、分子内で温度が異なるという新
しい現象がこの実験で観測された。 
 
光照射固体NMRを用いたY185F-bR変異体の光反応
過程に生成する中間体の解明 
バクテリオロドプシンは光駆動型光ポンプ活性
を有する膜タンパク質であり、高度好塩菌の紫膜
中に多く存在する。暗状態ではレチナールの配座
が違う AT と CS の２つの状態が存在し、図に示す
ように光のエネルギーを吸収して、レチナールが
AT(K)(L)(M)NOAT と変化する光反応
過程と CSCS*AT と変化する光反応過程が存在
する。この中で、CS*, O-中間体はこれまで、ＮＭ
Ｒ信号を観測した報告例はない。本研究では in 
situ 光照射固体ＮＭＲ装置の開発を行い、O-中間
体の寿命が長いと報告されている Y185F-bR 変異
体を用いて、光反応中間体のＮＭＲ信号の観測を
試みた。この結果、AT(all-trans), CS(13-cis, 
15-syn) 状 態 、 N-(13-cis, 15-anti), 
O-(all-trans), CS*-(13-cis, 15-anti)中間体の
ＮＭＲ信号を観測することに成功し、それらの配
座を決定した。さらに図１に示す光反応経路を明
らかにすることができた。このように光照射固体
ＮＭＲは光受容膜タンパク質の光中間体と光反応
過程を明らかにする重要な方法であることを示す
ことができた。 
 

 
図１．Y185-bR の光反応サイクル 
 
固体 NMR と分子動力学計算による抗生物質アラメ
シチンのリン脂質二分子膜中での構造と配向の解
明 
アラメシチンは Trichoderma viride 由来の抗生物質
であり、２０アミノ酸残基から形成されている。
そ の ア ミ ノ 酸 配 列 は
Ac-Aib-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-Gln-Aib-Val-Aib-Gly-L
eu-Aib-Pro-Val-Aib-Aib-Gln-Gln-Phol であり、８つ
の Aib を含んでいるのが特徴である。アラメシチ
ンは電位駆動型イオンチャネル活性を持っている
ことが知られており、アラメチシンの膜に対する
配向や構造の精密解析はイオンチャネル活性を理
解するのに重要である。 
本研究では固体 NMR を用いて各アミノ酸残基

のカルボニル炭素の 13C NMRスペクトルの異方性
を観測し、化学シフト振動パターンをプロットし
た。このとき、液晶状態の脂質二分子膜に結合し
たペプチドは脂質二分子膜法線の周りを回転して



いる運動状態であることを考慮した解析を行った。
このプロットから、N-端はヘリックスを形成し
ており、ヘリックス軸は膜法線から 17傾いており、
C-端は 310-ヘリックスを形成して、そのヘリック
ス軸は膜法線から 32傾いた構造と配向を持つこ
とが判明した。この情報と４点の C-N 原子間の距
離制約条件を用いて、アラメチチンの動的な膜結
合 NMR 構造を決定した。この結果、折れ曲がり角
が 165であることも判明した。 
リン脂質二分子膜中でのアラメシチンの構造を

分子動力学計算によっても決定した。この結果、
40 ns 計算後の MD 構造は固体 NMR 構造と非常によ
い一致が見られた。 
 
固体 NMR と分子動力学計算によるメリチンの酸性
リン脂質二分子膜中での動的構造と配向の解明 
メリチンはハチ毒の主成分であり、強い細胞膜

分断能や電位駆動型イオンチャネル活性を示す。
特に脂質の液晶―ゲル相点移転以下の温度では強
い膜分断能を示す。メリチンは動的秩序をもつ生
体膜に結合することで動的活性構造を形成する観
点 か ら 、 酸 性 膜 で あ る
dimyristoylphosphatidylglycerol (DMPG)に結合した
メリチンの膜結合構造を決定し、メリチンの膜分
断機構について詳細な情報を得ることを研究の目
的とした。 
本研究では固体ＮＭＲの手法を用いて、メリチ

ンの膜結合構造の決定を試みた。メリチンは膜に
結合して、-helix 構造をとり、膜法線の周りを
回転する動的構造をとることを静止状態および
MAS状態のカルボニル炭素の 13C-NMRスペクトルの
解析から明らかにした。次に、13C 標識した各アミ
ノ酸残基の 13C-NMR 信号の化学シフト異方性を解
析したところ、アミノ酸残基の位置に対して振動
パターンを示すことを見出した。さらに、この振
動パターンはヘリックス軸の膜法線からの傾き角
に依存することを理論的に定式化した。この化学
シフト振動パターンを解析した結果、メリチンの
Ｎ末端ヘリックスは膜法線から３２°傾き、Ｃ末
端へリックスは３０°傾いて折れ曲がった膜貫通
構造をとることが明らかになった。 
さらにメリチンDMPG の系でＭＤシミュレーシ

ョンを行った結果、メリチンと DMPG の相互作用に
ついて詳細な情報が得られた。メリチンＣ末端の
K21,R22,K23,R24 は膜界面の位置に留まっている
ため、メリチンのＣ末端が膜外に突き出ており、
Ｎ末端は膜界面から膜中に浮上していることが判
明した。したがって、メリチンは疑似膜貫通構造
をとっていることが示され、これが膜分断活性の
要因と考えられる。さらに、この構造では、正電
荷をもつ N 末端の K７は負電荷をもつＤＭＰＧ分
子の頭部と強い静電相互作用を示すことが分かっ
た。このため、ＤＭＰＧは静電相互作用を形成し
ないＤＭＰＣなどの中性膜に比べて、膜分断能が
比較的弱くなる機構も明らかになった。 
 
ppR(SRII)/pHtrII 複合体の光反応サイクルに生
成する光中間体の観測 
 高度好塩好アルキル細菌である Natronomonas 
phraonis に 存 在 す る 光 受 容 膜 タ ン パ ク 質
ppR(SRII)はその固有の transducer タンパク質
pHtrII と 2:2 の複合体を形成している、この
ppR/pHtrII 複合体は光照射によって K. L. M. O-
中間体を経て元に戻る光反応サイクルをもつこと
が報告されている。この光反応サイクルの中で、
M-中間体は負の光走性を示す信号を下流のリン酸
化酵素に与え、その後、鞭毛モーターを回転して
負の光走性を示す光信号伝達系をもつことが知ら
れている。 
 本研究では特にレチナールの構造変化を調べる
ため、[20-13C, 14-13C]Ret-ppR/pHtrII 複合体にお
ける 13C NMR 信号を観測した。まず、暗状態(D1)

で 13C NMR 信号を観測し、次に 520 nmLED 光照射状
態(L1)で 13C NMR スペクトルを観測した。この L1
から D1 を差し引いた差スペクトルを取ることに
より、負のピークは反応物を表し、正のピークは
生成物を表し、反応しない信号成分は消去される
ことを確認した。この差スペクトルから G-状態が
減り、M-中間体の信号が増加した。すなわち、M-
中間体の信号が捕捉された。M-中間体が捕捉され
た状態で、365 nm(blue) LED に切り替えて光照射
を行ったところ、M-中間体の一部が減少したが、
一部は残留することが判明した。この残留成分は
N-中間体であると考えられる。さらに G-状態の低
磁場側に新たな信号が増えたことから、O-中間体
の生成が示唆された。この結果は M-中間体が O-
中間体に変化していることを示している。その結
果、これまで、見つからなかった、M-中間体から
O-中間体に変化する過程の存在が明らかになった。
さらに、N-中間体、および O-中間体は平衡状態に
なっていることが示唆された。すなわち、SRII に
紫外線照射した場合、M-中間体から直接 O-中間体
を生成する波長依存的光反応過程の存在が明らか
になった。 
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