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研究成果の概要（和文）： In-situ 光照射固体 NMR 測定システムを発展させ、細胞膜中でのフ
ァラオスフォボロドプシン ppR(センサリーロドプシン II)およびその変異体 T204AのM中間体
をうまく観測したことを実証した。特にトランスデューサーと複合体形成した[20-13C]レチナー
ルをもつ ppRの 13C NMR信号から 13-cis, 15-anti型レチナール配座である複数のM中間体が存
在することを明らかにした。我々の結果は ppRのフォトサイクル反応の知見を与える。 
 
研究成果の概要（英文）： In situ photoirradiated solid-state NMR have been developed and 
demonstrated to successfully observe the M-photointermediate of pharaonis phoborhodopsin (ppR) and 
T204A mutant in the lipid environment. The 13C NMR signals of [20-13C]retinal-ppR with transducer 
revealed that multiple M-photointermediates with 13-cis, 15-anti retinal configuration under 
continuously photoirradiated condition. Our results provide insights into the process of photocycle in the 
ppR with transducer protein.  
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１．研究開始当初の背景 
 レチナールを発色団とする光受容膜タン
パク質は、光を吸収することでレチナールの
光異性化反応が起こり、タンパク質の構造変
化を引き起こしてその機能発現に至る。光活
性化によるタンパク質の構造変化を生理条
件近い条件で調べることは機能発現メカニ
ズムを理解する上で極めて重要である。これ
までに申請者らは光照射-固体 NMR 測定シ

ステムを開発してきた。このシステムをさら
に改良して、光励起効率を上げることでタン
パク質の NMR信号変化を観測しやすくなる
と着想した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では光励起効率が高い光照射固体
NMR システムの開発および最適化を行う。
それを用いて、レチナールを発色団とする光
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受容膜タンパク質の構造解析を行い、光活性
化メカニズムを明らかにすることが目的で
ある。 
 
３．研究の方法 
  レチナールおよびタンパク質側の NMR 信号
を観測するために、大腸菌の培養から目的タ
ンパク質の同位体標識試料を調製し、ドデシ
ルマルトシド DDMで可溶化、Ni-NTAによ
る精製後、細胞膜に再構成した。In-situ光照
射-固体NMR測定は横浜国立大学に設置して
ある固体 CMX-400 infinity NMR分光器で行
った。測定は暗状態と光照射条件の NMRス
ペクトルを観測し、それらを比較することで
光活性構造を調べる。また、高度好塩菌を用
いてバクテリオロドプシンを大量発現させ、
精製し温度変化の測定を行った。 
 
４．研究成果 
① In-situ光照射固体 NMR装置の開発 

光受容膜タンパク質の信号伝達機能の解

明に当たって、光反応サイクルで生成する光

中間体の性質を知ることが重要である。特に

光照射時にタンパク質の構造がどのように

変化するのかを調べるためには、固体 NMR
装置に光照射システムを組み込むことが重

要である。今年度は MASを用いた固体 NMR
装置で作動する光照射システムの開発を行

った。このシステムのレイアウトは Y. 
Tomonaga, I. Kawamura et al. (2011) Biophys. J. 
101 L50-L52 に詳しく示している。光照射光
源には 5mW 532 nmの波長をもつグリーンレ
ーザーおよび出力 50 mW, LED光源（520 nm）
を用いた。光源からの光は超伝導磁石の外か

ら光ファイバーを通してプローブヘッドま

で導入した。プローブヘッドにおいてファイ

バーの軸をローターの軸に平行に固定した。

ローターに試料を入れた後、ガラスの先端を

細くして、さらに表面を粗くしたガラス棒を

挿入して試料を封入した。このガラス棒の先

から光ファイバーによって、ローターに接触

することなく光を照射して、この光が試料内

に導入されるように設計した。さらに光の試

料への照射効率を上げるため、ガラス棒の先

端を粗くしていることで光が散乱して試料

に垂直に照射できるように設計した。 
② In-situ光照射固体NMRによるファラオニ
スフォボロドプシン ppRの光中間体の捕捉と
構造の解析 

ppRのM中間体は他の中間体に比べて格段
に寿命が長いことが分かっている。そこで

520 nm の波長の光を連続照射すると、M-中
間体が捕捉できると着想した。実際、ppR に
光照射 NMR 装置を用いて、光照射実験を行
ったところ、0 ℃では 20%が基底状態から

M-中間体に転移していた。この状況は
ppR/pHtrII 複合体でも同じであった。一方、
マイナス 20 ℃においては ppR, ppR/pHtrIIと
もに 70%の基底状態がM中間体に変換した。
さらに M 中間体の信号は多重線（M1, M2, 
M3）になっていることから、M 中間体は複

数の状態が存在することが明らかになった。 
また負の走光性機能が失活する T204A 変異
体では野生型とは異なる化学シフトに信号

が現れ、M中間体は多重線ではなかった。(Y. 
Tomonaga et al. (2011) Biophys. J. 101 
L50-L52.) 
 

③ 熱に応答する BRの構造変化の解析 
バクテリオロドプシンは光駆動型プロト

ンポンプ活性を有するプロトン輸送膜タン

パク質である。通常暗状態では all-trans 
retinalと 13-cis,15-syn retinalが約１：１の
強度比で存在する。本研究では熱により応答

する retinal とタンパク質の構造変化を固体
NMR 法により観測し、解析した。 [20-, 
15-13C]retinal-BR の 13C-CP-MAS NMR 信
号の温度変化を観測したところ、信号強度は

温度が下がるにつれて運動性が下がるため、

CP 効率が上がって信号強度が増加した。一
方、all-transと 13-cis, 15-synの強度比に変
化はなかった。[1-13C]Tyr-BRの 13C CP-MAS 
NMR信号の温度変化を観測し、260 K付近
で信号強度が不連続に増加した。バルク水の

凍結がこの信号強度の増加の原因であると

考えられる。興味深いことに、この温度で

all-transの強度が 13-cis, 15-synの強度に対
して増加したことを示している。 [20-, 
15-13C]retinalおよび[1-13C]Tyrの 13C NMR信
号の位置は温度によって変化がないことか

ら、熱による構造変化は起こっていないこと

を示している。この結果をまとめると、熱に

よる BRの構造変化は retinalについては目立
った構造変化は起こらず、タンパク質側では

α-helix 構造が増加する構造変化が起こった
ことを示す結果となった。 
 

④アナベナセンサリーロドプシンの細胞膜

中での構造解析 
 アナベナセンサリーロドプシンASRは真正
細菌のシアノバクテリア中で発見されたレチ

ナールタンパク質であり、光合成に必要な光

捕集系タンパク質の発現制御に関与する光セ

ンサーと考えられている。光活性構造を捉え

るための準備として、タンパク質NMR信号の
連鎖帰属を試みた。均一13C, 15N標識したASR
を脂質二重膜に再構成し、固体NMR試料管に
パッキングした試料を測定した。15N NMRお



 

 

よび13C-13C相関スペクトルから、線幅の狭い
良く分離したNMR信号が得られ、レチナール
結合部位であるシッフ塩基の15N NMR信号か
らASR中のレチナールAll-trans型の配座のみ
をとっており、脂質膜中のASRは極めて均一
性の高いことがわかった。つづいて、3次元
NMR測定を行い、アミノ酸残基間および残基
内のスピン系を構築し、連鎖帰属を試みた。

その結果、膜貫通領域においては約85%の信号
帰属を達成し、BCループはβシート構造と示
すことができた。さらにH/D交換の実験を行
い、重水との交換により交差ピークの信号強

度が変化することを利用して、ASRの脂質膜
中でのトポロジーを評価した。その結果、タ

ンパク質の細胞質側は、細胞外側に比べて
H/D交換が起きており、ASRの細胞質側は脂質
膜からやや突出していることが示唆された。

この膜タンパク質に対する連鎖帰属の結果は

他のレチナールタンパク質の解析にも適用で

きる可能性がある有効な成果である。(L. Shi, I. 
Kawamura et al. (2011) Angew. Chem. Int. Ed. 50 
1302-1305., S. Wang et al. (2011) Biophys. J. 101 
L23-L25.) 
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