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研究成果の概要：視物質ロドプシンは網膜視細胞に存在する光受容膜蛋白質である。無脊椎動

物のロドプシンは、脊椎動物のロドプシンとは対照的に光活性型アシッドメタ中間体が安定で

あり、また、生体内に普遍的に存在する Gq 型 G蛋白質と共役するという特徴をもつ。研究代表

者らはスルメイカのロドプシンについて X 線結晶構造解析を行い、2007 年度までに基底状態の

立体構造を 2.5Å 分解能で決定し、無脊椎動物型ロドプシンの機能を裏付ける以下のような特徴

的な構造を解明した。１）GPCR の膜貫通領域はほぼ保存されている、２）細胞質側の G蛋白質

共役部位が堅いドメイン構造である、３）9 個の水分子クラスタが活性部位と G 蛋白質共役部

位を結ぶ水素結合網を形成し、細胞内シグナル伝達に寄与している、４）発色団レチナールの

プロトン化シッフ塩基とその対イオン Glu180 は 5Å離れている、５）GPCR の生理的な二量体が

へリックス４と５を接合面として会合している、６）細胞外側領域どうしの塩橋による相互作

用が無脊椎動物の目が偏光を検出するのに寄与している。2008 年度は光反応初期中間体である

バソロドプシンの結晶構造解析を目指し、イカロドプシン結晶中でバソ反応中間体を捕捉する

条件検討を行った。すなわち、液体窒素温度に冷却した結晶に対し、青色光照射によりバソ反

応中間体（全トランス型）と、橙色光照射によりロドプシン（11-cis 型）とイソロドプシン（9-cis

型）の混合状態とを可逆的に生成することを見出した。バソ中間体の生成率が高めた結晶を用

いて回折データセットを収集し、構造解析に着手した。 
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１．研究開始当初の背景 
ロドプシンに代表されるＧ蛋白質共役型受
容体（ＧＰＣＲ）は、ヒトゲノム中で最大の
スーパーファミリーを形成し、生体内で感覚
受容や情報伝達など多種多様な生命機能を
担う。また、ヒトの疾患にも大きく関わるた
めに創薬の標的の半数以上を占め、産業分野
においても非常に重要なタンパク質である
と言える。その重要性にも関わらず、構造が
決定されたＧＰＣＲはウシロドプシンが唯
一の例であった。ＧＰＣＲに共通する、ある
いは異なる機能発現に必要な構造モチーフ
を特定するためには、ウシロドプシンに続く
ＧＰＣＲの構造決定が必要不可欠であり、世
界中で熾烈な競争が繰り広げられていた。 
 
２．研究の目的 
ロドプシンが担うＧ蛋白質活性化の分子機
構の全容を構造学、分光学の両面から解明す
ることを目指し、以下の２点を本課題の研究
目的とした。（１）２Å台の分解能でイカロ
ドプシン基底状態の構造を決定する。（２）
イカロドプシン結晶を用い低温下で光反応
初期中間体（バソ中間体）を捕捉し構造決定
する。 
 
３．研究の方法 
スルメイカの網膜から単離した微絨毛膜画
分から、ロドプシンを選択的に可溶化し結晶
化を行う。得られた結晶について、X 線回折
実験および顕微分光実験を行う。 
 
４．研究成果 
 
（１） イカロドプシン基底状態の構造解析 
精製・結晶化条件の精密化を行った結果、良
質な結晶を得、最終的にイカロドプシンの立
体構造を２.５Å分解能で決定することに成
功した。この構造から、１）GPCR の膜貫通領
域はほぼ保存されていること、２）細胞質側
の G蛋白質共役部位が堅いドメイン構造であ
ること、３）９個の水分子クラスタが活性部
位と G蛋白質共役部位を結ぶ水素結合網を形
成し、細胞内シグナル伝達に寄与しているこ
と、４）発色団レチナールのプロトン化シッ
フ塩基とその対イオン Glu180 は５Å離れて
いること、５）GPCR の生理的な二量体がへリ
ックス４と５を接合面として会合している
こと、６）細胞外側領域どうしの塩橋による
相互作用が無脊椎動物の目が偏光を検出す
るのに寄与していること、が新たに明らかと
なった。 
                           
（２） バソ中間体の構造解析 
イカロドプシン結晶中でバソ反応中間体を
捕捉する条件を検討した。すなわち、液体窒
素温度に冷却した結晶に対して、適当な波長

の光を照射することで発色団レチナールの
光異性化を促した。その結果、青色光照射に
よりバソ反応中間体（全トランス型）と、橙
色光照射によりロドプシン（11-cis 型）とイ
ソロドプシン（9-cis 型）の混合状態とを可
逆的に生成することに成功した。ロドプシン
とイソロドプシンの存在比率は照射する光
の波長で制御可能であり、バソ反応中間体と
イソロドプシンのそれぞれを結晶中で効率
良く捕捉できる条件を見出すことができた。
バソ反応中間体について X線回折実験を行い、
回折データセットを収集し構造解析に着手
した。      
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