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研究成果の概要（和文）： 本研究では固体 NMR測定中に試料に対して選択的に光照射を行い、
光活性化させた光受容膜タンパク質の NMR信号を解析し、その活性メカニズムを明らかにす
ることが目的である。光受容膜タンパク質内の発色団レチナールの光異性化を NMR信号の変
化として観測することができ、NMR 測定中に光活性化状態をコントロールできる光照射シス
テムの構築に成功した。今後、発色団周りのタンパク質構造変化の観測に展開できる。 
 
研究成果の概要（英文）： To reveal photo-activation mechanism of photoreceptor membrane proteins, 
we have developed photo-illumination system on solid-state NMR measurements. By means of this 
system, we could successfully observe the photo-isomerization of retinal as a chromophore in protein 
from ground state to excited state.  
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１．研究開始当初の背景 
 固体NMR測定では高分解能NMRスペクトル
を獲得するための標準的な手法として静磁 
場に対して54.7°傾けた軸の周りでNMR試料
管を2-50 kHz程度のスピードで高速回転させ
るマジック角回転MAS (Magic Angle Spinning)
を行う。このため試料管の強度が重要でセラ

ミックス製の試料管を使用する事が多く、光

を透過させることが難しい。この点を改良し、

申請者はMAS と同時に光照射を行うシステ
ムを開発し、In-situ photo-illumination under 
MAS conditionとして発表している。それは
NMRの磁石の外からプローブに装填した光
ファイバーとNMR試料管の上部をファイバ
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ーキャップで構成することで、MASの回転を
妨げずに、光によるNMR信号の変化を高分解
能で観測することができる画期的なシステム

である(図１)。  
 この光照射-固体NMRシステムを、近年、数
多くの種類が発見されているレチナールタン

パク質に適用する。特に細菌中などで光認識

するセンサータイプのレチナールタンパク質

(センサリーロドプシンI、II(SRI, SRII)など)に
適用する。これらのタンパク質はその光活性

中間体とされるM中間体が数秒以上の長寿命
をもつものが多く、NMR測定には都合が良い。
さらに、センサータイプのレチナールタンパ

ク質はその共役するトランスデューサータン

パク質との相互作用により光情報の信号伝達

をするため、光のオン/オフを利用してタンパ
ク質-タンパク質相互作用を介した信号伝達
メカニズムを理解することができる。本シス

テムはこのような長寿命の光中間体をもつレ

チナールタンパク質の構造解析に特に有効で

あり、得られる光活性構造変化の情報からそ

の機能を理解することができると着想した。   
 
 
２．研究の目的 

  本研究では固体NMR分光器に導入した光
照射システムの最適化と、そのシステムを利

用した光受容膜タンパク質の構造解析を行う

ものである。光受容膜タンパク質としてバク

テリオロドプシンを代表とする、発色団にレ

チナールを有するレチナールタンパク質を研

究対象の中心とする。これはレチナールの光

異性化によってのみタンパク質が活性化する

ことから基底状態の構造に加えて、その光活

性構造を分子レベルで理解することが重要で

あるため、光照射-固体NMR測定により、その
光活性構造情報を明らかにする。 

 

３．研究の方法 
 大腸菌の培養から各測定に必要な目的タ
ンパク質の同位体標識試料を調製し、適切な
界面活性剤で可溶化、Ni-NTAアガロースを
利用した精製後、脂質二重膜に再構成した。
バクテリオロドプシンの試料に関しては、高
度好塩菌 H. salinarumから直接取れる紫膜を
使用した。NMR測定には横浜国立大学に設
置してある固体 CMX-400 Infinity NMR分光
器を用いた。光照射 NMR測定には 524 nmの
レーザーの光をファイバーにより、NMR磁
石の中に導入して試料管内のサンプルを光
励起させて測定した。この条件で定常的に光
を照射することで、光活性状態といわれるM
中間体が蓄積される。MASの回転数は通常は
4 kHzで設定し、加圧実験の場合はその速度
を 12 kHz程度まで上げて測定を行った。 
 
４．研究成果 
  光照射-固体NMRシステムの構築と光励起
による NMR 信号変化のモニターおよび関連
する光受容膜タンパク質の NMR 信号解析を
行った。 
 
(1) 脂質二重膜環境中および界面活性剤中の
センサリーロドプシンに関して、光照射-固体
NMRシステムによる測定(図１)を行い、レチ
ナール光異性化による化学シフト変化を観
測した。これは All-trans型から 13-cis, 15-anti
型への光異性化を示し、M中間体についての
化学シフト値を決定することができた。これ
はレチナールの光異性化によって機能する
タンパク質の構造変化を観測するための重
要な基礎データのひとつとなる。これにより、
NMR 測定中での光励起状態を生成すること
に成功し、光照射システムの構築ができた。
今後、光励起状態の割合を高めるなど最適化
を試み、センサリーロドプシンの蛋白質構造
変化を観測して、タンパク質-タンパク質相互
作用を介した光信号伝達機構の分子レベル
での解明ができると考えられる。具体的には
導入する光強度の調節、低温測定用チラーの
使用やファイバーキャップの改良などが必
要である。また、界面活性剤中で生成するM
中間体とは異なる化学シフト値を示したこ
とから、脂質膜環境中での変化は構造-機能相
関を議論する上で重要であることも考えら
れる。 
 
(2) バクテリオロドプシンの暗順応状態では
All-trans型と 13-cis, 15-syn型のレチナールが
1:1 の割合の熱平衡状態で存在する。固体
NMRのマジック角回転MASの手法を応用し
て、この回転速度を上げることで試料内に遠
心力を生み出すことができる。これは比較的
小さい圧力ではあるが、加圧することでレチ
ナールの熱平衡状態を変化させ、13-cis, 

 
図 １  In-situ Photo-Illumination under MAS 
condition.  
I. Kawamura et al. (2007) J. Am. Chem. Soc. 129 
1016-1017.  



15-syn型の割合を高めることに成功した。光
異性化とは異なるこの現象は、同時に起きる
タンパク質構造変化とカップルしており、そ
の際に生じる体積変化などの情報に関して
もレチナール-タンパク質間相互作用を理解
する上で重要である。また、高速 MAS は試
料に対して加圧するツールとなることも実
験的に示した。 
 
(3) センサリーロドプシン D75N 変異体を用
いた共役トランスデューサーとの相互作用
について調べるために固体 NMR による測定
を行った。試料は[3-13C]Ala-標識試料を用い、
C末端領域の Alaに関しては、変異体サンプ
ルを利用して信号を帰属した(I. Kawamura et 
al. (2007) Photochem. Photobiol. 83 339-345. )。
センサリーロドプシン単体ではその細胞質
側にある C末端領域の運動性は高いが、トラ
ンスデューサーと結合した場合はそのC末端
部位の運動性が減少した。これに比べてトラ
ンスデューサーと結合した D75N変異体では
C末端部位の運動性が増加したことから、レ
チナール-プロトン化シッフ塩基の対イオン
である Asp75の変化によって、C末端領域近
傍でのトランスデューサーとの相互作用が
変化したと考えられる。また、この減少にカ
ップルしてトランスデューサーの細胞質側
の運動性が減少した。この結果からセンサリ
ーロドプシンのC末端の運動性が信号伝達機
構時に変化し、タンパク質-タンパク質間の相
互作用によってトランスデューサーの運動
性が大きく変化する信号伝達経路の一部が
明らかになったと考えている。 
I. Kawamura et al. (2008) Photochem. Photobiol. 
84 921-930. 
 
(4) レチナール再構成バクテリオロドプシン
およびバクテリオ-オプシンのBCループの構
造を 13Cおよび 15N NMRで評価したところ、
Wild-type のバクテリオロドプシンとは運動
性や構造が異なることが判明した。それは
[1-13C] Valや[15N] Pro標識 BRの CP-MAS測
定から、BCループの Val69および Pro70の大
幅な信号強度変化が観測された。一方で培養
時にレチナール欠損株に対して外因的にレ
チナールを加えた場合の BR に関しては、こ
れらの信号強度が野生型 BR と同じ強度を示
した。このことからレチナールの再構成条件
やレチナールと BC ループの遠距離相互作用
などがタンパク質の正しいフォ-ルディング
に関係していることが示唆された。 
I. Kawamura et al. (2009) Photochem. Photobiol. 
85 624-630. 
 
(5)光励起によるタンパク質の構造を観測す
る上で、本研究で構築したシステムは極めて
有効に機能し、タンパク質の NMR 信号の変

化の研究に展開して、機能メカニズムを理解
することができる。 
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