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研究成果の概要（和文）：本課題では、Gタンパク質共役型受容体の一つである視覚ロドプシンのX線自由電子レ
ーザーによる動的構造解析を目的として実施した。ロドプシンは非常に微弱な光で結晶が崩壊するため従来の方
法では測定が難しく、また高い空間分解能を示す良質な結晶を得ることが困難である問題点があった。そこで、
本課題では新たな実験装置開発を行い、光散乱の影響を起こしにくい不連続方式による試料輸送装置を開発し
た。実際に光感受性のモデル試料でポンププローブ型時分割実験を行ったところ、時間経過に伴う構造変化を確
認することができ装置性能を実証するに至った。また、視覚ロドプシンの発現系も各種検討し、数種の条件で結
晶が得られた。

研究成果の概要（英文）：We conducted this research to analyze dynamic structures of visual 
rhodopsin, which is one of G protein-coupled receptors, using X-ray free electron lasers (XFEL). So 
far, time-resolved crystallography using XFEL has enabled to visualize dynamic structures of several
 light-sensitive proteins. However, it has been challenging to measure visual rhodopsin crystals 
because the crystal is damaged by very weak light. It has been also challenging to obtain rhodopsin 
crystals diffracting with high spatial resolution. We developed a new experimental device for 
time-resolved serial femtosecond crystallography to transport samples discontinuously for less light
 contamination. We performed pump-probe type time-resolved experiments with photo-sensitive samples 
using the device and observed structural changes with time. In addition, various expression systems 
of visual rhodopsin have been examined, and crystals were obtained under several conditions.

研究分野： 構造生物学

キーワード： X線結晶構造解析

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来、活性化状態に至る途中構造など動的構造を原子分解能で得ることは困難であった。新たな放射光源である
X線自由電子レーザー（XFEL）を用いると動的構造を可視化することが可能であるが、視覚ロドプシンのような
取り扱いが難しい試料の測定に適した装置や技術は達成されていなかった。本課題ではXFEL実験用装置開発に取
り組み、新たな測定方法を確立した。こうした技術は他試料の動的構造決定においても貢献すると期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
 G タンパク質共役型受容体（GPCR）は、真核生物の細胞膜に存在する受容体の一つで、7
回膜貫通構造を持つ。GPCR は、細胞外からの様々なシグナルを受容すると構造変化を起こ
し、G-タンパク質と呼ばれる三量体タンパクを介して、シグナルを細胞内へと伝える。これ
らの刺激や情報の受容により引き起こされる生理現象は、心拍数の変動、平滑筋の弛緩や収縮、
神経機能の調節など、様々な病態と深く関連している。そのため、GPCR は重要な創薬ター
ゲットとなっており、現在使用されている薬剤のおよそ 4 割が GPCR を標的としている。 
 より効果的な薬剤設計のために、GPCR の三次元構造に非常に興味が持たれてきた。2000
年に視覚を司る受容体であるウシ由来ロドプシンの結晶構造が初めて明らかにされて以来、β
2 アドレナリン受容体など様々な GPCR の三次元構造が、X 線結晶構造解析などにより明ら
かにされつつある。例えば、β2 アドレナリン受容体のアゴニストが結合した活性化状態の構
造と不活性状態の構造とを比較すると、ヘリックスの構造変化が見られており、アゴニストの
結合による結合ポケットの周辺の小さな変化が、膜貫通ヘリックスの移動や回転を誘起し、
GPCR の細胞質側に大きな変化を生じさせていると思われる。他の GPCR でも類似した構造
変化が見られるため、GPCR の不活性化状態から活性化状態に至るには、アゴニスト結合部
位周辺のアミノ酸残基を起点としたダイナミックなコンフォメーション変化が起こるとされて
いる。しかし、その“証拠”となっている X 線結晶解析によって解かれた構造は、基本的に
“止まっている”構造である。つまり、結晶中の GPCR が活性化状態になる“前”と“後”
の「安定な状態」しか観測できないために、活性化状態に移る時にどんな構造を経ているのか
は不明である。GPCR をターゲットとした創薬においては、シグナル伝達の強弱を望みのま
まにコントロールできる部分アゴニスト、部分アンタゴニストの開発が期待されている。こう
した薬剤設計の重要な知見となるのは「活性化状態に至る途中の構造」にあることから、X 線
結晶解析をはじめとした従来の測定技術ではこうした構造の解明は極めて困難であった。 
 
２．研究の目的 
 
 最近、革新的な光源である X 線自由電子レーザー（XFEL）施設の供用が開始され、XFEL
の利用が可能となった。XFEL は，その強力で非常に短い（数十フェムト秒程度）X 線パルス
によって，照射後に試料は崩壊する一方で、放射線損傷が顕在化するより短い時間で回折現象
が完結する。そのため、化学変化など物質の極めて速い動きを原子分解能で解析できると期待
されている。研究代表者の南後は、2013 年より日本の XFEL 施設 SACLA において、XFEL
を用いたタンパク質の構造解析に取り組み、シリアルフェムト秒結晶構造解析（SFX）をベー
スとした測定技術や装置の開発を行ってきた。SFX は，タンパク質微結晶を緩衝液などと共
に XFEL 照射領域に連続的に輸送して、多数の結晶からの回折像を収集して構造を得る方法
である。「タンパク質が素早く反応・構造変化を起こす様子を捉える」ための時分割 SFX 実験
装置・技術開発にも取り組み、2016 年には、光で励起しプロトン輸送を行う膜タンパク質で
あるバクテリオロドプシンを用いて、ナノ秒からミリ秒にかけての 13 点のタイムポイントで
試料が光照射によって構造変化し，プロトンを輸送する様子を観測することに成功した。この
実験は，ナノ秒からミリ秒の長いタイムスケールにおけるタンパク質や水分子が移動する様子
を原子分解能で詳細に捉えるという「分子動画」として、世界に先駆けた成果となった。 
 そこで、本課題では、これらの技術をベースとして、GPCR の活性化状態に至る過程の解
明を目的とした時分割 SFX 実験による GPCR の動的構造解析を行う。ターゲットの GPCR
としては、バクテリオロドプシンと同様に発色団としてレチナールを含み、光によって活性化
される視覚ロドプシンを用いる。 
 
３．研究の方法 
 ロドプシンは、クラス A の GPCR であり、眼の網膜にある桿体に含まれる光受容タンパク
質として暗所視を司る。この受容体は、最初に結晶構造が解明された GPCR として知られ、
多くの研究者によってその構造変化に興味が持たれてきた。ロドプシンは、11-シス型レチナ
ールを含む不活性状態から光を吸収すると、全トランス型レチナールへと異性化することによ
り活性化状態になる。そして、フォト(photo)、バソ(batho)、ルミ(lumi)、メタ(meta)と呼ば
れる準安定な中間体を生成することが知られている。最も良く研究されているロドプシンは、
ウシ由来のロドプシンであり、X 線結晶構造解析によって、不活性化状態の構造と活性化構造
が報告されている。その活性化構造としては、レチナールを含まないオプシン構造とメタロド
プシンの構造のみが報告されている。脊椎動物のロドプシンと異なり、光活性メタ中間体が安
定に存在するイカ由来ロドプシンではバソ、ルミ中間体の報告例があるものの、ロドプシンは
微弱な光で結晶が損傷することもあり、報告されている構造の空間分解能の多くは 2.7‐3.0
Åと低く、どのような準安定構造を経て光反応が起こっているのか不明な点も多い。また、従



来の X 線結晶構造解析では、放射線損傷を回避できず反応に影響を及ぼす可能性があること、
極低温による中間体捕捉は、時に構造のバリエーションが見られるため、“リアルタイム”で
生成する構造を観測する必要がある。 
 このようにロドプシンは興味深いターゲットであるが、ロドプシンの XFEL による時分割
実験は未だに報告例がない。それは、①ロドプシンの良質な結晶（高い空間分解能等）を
SFX 実験に必要な量を調製するのが容易ではないこと、②微弱な光で崩壊するので測定が難
しく、ロドプシンの時分割実験が可能な測定装置が現在はないということが挙げられる。本課
題では、上記の問題を解決するためにウシやヒトといった高等生物のロドプシンの発現を検討
し、良質な結晶を得るのに適した発現系の構築を行う。場合によっては安定化のための融合タ
ンパク質導入などを検討し、併せて光受容活性の保持についても確認を行う。②の装置開発に
ついては、バクテリオロドプシンの時分割研究で行われた装置・技術開発の実績を基に、新た
な装置の開発を行う。ロドプシン結晶の難点は、微弱であっても光が当たるとレチナールを放
出し、オプシンに変化してしまう点である。現在の結晶輸送方法では、励起光が広範囲に散乱
されるため、微弱な光でも崩壊するロドプシンには適していない。そこで、試料を励起光や
XFEL の照射ごとに少量ずつ液滴として送るなどの輸送方法を検討する。 
 
４．研究成果 
 
 一般的に、X 線自由電子レーザー（XFEL）による時分割 SFX 測定では、光感受性試料の結晶
を緩衝液などに懸濁して 100 ミクロン程度の細いストリームとして流し、ポンプレーザーを照
射して反応を開始させた後、XFEL による回折像を取得して動的構造を得る。今までに、結晶
を輸送する装置やその技術は様々に開発されてきたが、現在主に使われている高粘度媒体によ
る連続的な結晶輸送方法は、可視光レーザーによる光散乱の影響があるため、僅かな光でも反
応する視覚ロドプシンには適していない。そこで、試料を液滴として「少量ずつ分離」し、ベ
ルトコンベアで輸送して測定する不連続型結晶輸送装置の開発を行った。実際に開発した装 
置は XFEL 施設 SACLA にて、モデルタンパク質数種の微結晶を用いて回折実験を行った。その
結果、構造解析に十分な回折像を得ることに成功した。また光感受性試料を用いてポンププロ
ーブ型時分割 SFX 実験を行い、得られた回折像より差フーリエ図を確認したところ、時間経過
に伴い構造が変化していく様子を確認できた。この構造変化は分光実験とも一致しており、装
置性能を実証することができた（論文準備中）。また、XFEL による構造解析を行うのに十分な
量・質の結晶作成を目指して、ロドプシンの発現及び精製を行い、数種の高等生物由来ロドプ
シンを安定的に得ることに成功し、更に数種類の結晶化条件で結晶生成を確認することができ
た。現在、SPring-8 において回折実験を行い、更に高分解能を示す良質な結晶化条件の検討
を行っている。 
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