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研究成果の概要（和文）：我々がこれまでに開発したIn-situ光照射-固体NMRシステムを改良し、複数の波長の光を容
易に切り替えることができる工夫を施した。これを用いて、レチナール光異性化反応を制御し、Salinibacter ruber由
来のセンサリーロドプシンIの正および負の走光性を司るM中間体とP中間体の観測に成功した。センサリーロドプシンI
に特有の光中間体であるP中間体は基底状態が光励起され、その光反応の途中に存在するM中間体が紫外光を吸収するこ
とによって、2光子反応的に生成すると考えられていたが、我々のNMRのデータから基底状態に青色光を当てるとP中間
体が直接産生するユニークな結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：In-situ photo-irradiated solid-state NMR system: An optical fiber is guided from 
the outside of the magnet and illumination the light to the top of the spinner. The light (365, 520 or 
595 nm) is penetrated from the top part of the rotor into the sample tube without any contact, so that 
the rapid magic angle spinning was successfully established. Using this NMR apparatus, we could 
efficiently irradiate light to photoreceptor membrane protein samples. We firstly observed 13C NMR 
signals of retinal in M (positive phototaxis) and P (negative phototaxis) photo-intermediates of SRI from 
Salinibacter ruber. Interestingly, we also record that ground-state directly transformed itself into 
P-intermediate when ground-state absorbed blue light without green light irradiation to accumulate M 
intermediate. Our NMR results provide insights into the color-discriminating retinal-configurations in 
SrSRI.

研究分野： 構造生物化学
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１．研究開始当初の背景 
  これまでに研究代表者が開発してきた
In-situ 光照射-固体 NMR 法はマジック角回
転の下で、試料に対して緑色光を励起するこ
とができるため、高分解能な光励起 NMR ス
ペクトルを観測することができる。これを用
いることで、レチナールの光異性化反応によ
って機能するロドプシンタンパク質の活性
構造を調べることができると考えた。 
 
２．研究の目的 
 これまでに光照射固体 NMR を用いてフォ
ボロドプシンの光中間体を捕捉することに
成功してきた。本研究では生成する光中間体
をコントロールするために、光照射-固体
NMR にいくつかの波長の光を照射できるよ
うな装置改良を行う。このような In-situ 光
照射-固体 NMR 法を駆使して、レチナールを
発色団とする光受容膜タンパク質ロドプシ
ンのレチナール光異性化をはじめとする光
活性構造を明らかにすることが目的である。 
本研究では、特に、光駆動型プロトンポンプ
機能をもつバクテリオロドプシン、正および
負の走光性機能をもつセンサリーロドプシ
ン I に適用した。 
 
３．研究の方法 
(1)In-situ 光照射固体 NMR の改良:波長 365 
nm および 595 nm の LED 光源の導入 
  In-situ 光照射-固体 NMR システムは横浜国
立大学に設置してある CMX-400 Infinity 
NMR 分光器を用いた。これまでは緑色光(520 
nm)のみを用いることが可能であった。新た
に 2 波長の光源を追加し、ケーブルの切り替
えによって、容易に励起波長を変化させるこ
とができる改良を施した。これによって、微
生物型のロドプシンで考えると、シッフ塩基
が脱プロトン化した M 中間体の励起に青色
光を使用することができる。595 nm の光は基
底状態の励起に使用することができる(図 1)。 
 

 
 
図 1. In-situ 光照射-固体 MAS NMR システム
の概略図: LEDは365, 520, 595 nmの波長の切
り替えは可能。 
 

(2) 14, 20-13C および 15, 20-13C 安定同位体標
識レチナールを導入したタンパク質の調製 
 Salinibacter ruber 由来のセンサリーロドプ
シン I(SrSRI)は大腸菌による発現過程で、15, 
20-13C レチナールを加え、精製後、PG 膜に再
構成し、NMR 測定試料とした。 
 バクテリオロドプシンはレチナール欠損
株 E1001 を用いて、オプシン発現過程で 13C
レチナールを導入し、紫膜の状態で NMR 測
定を行った。Y185F 変異体に関しては、タン
パク質からフォトブリーチによって、レチナ
ールオキシムとして取り除き、その後に 13C
標識レチナールを導入した。 
(3) 固体高磁場 NMR によるアナベナセンサ
リーロドプシン(ASR)の構造解析 
 申請者は留学先でアナベナセンサリーロ
ドプシンの構造決定の研究に携わってきた。
均一または疎らな 13C, 15N 標識 ASR を大腸菌
によって大量発現させ、固体高磁場 NMR(800 
MHz)による構造解析の実験を行った。 
 
４．研究成果 
(1) センサリーロドプシン I の M および P 光
中間体の捕捉 
 センサリーロドプシン I はフォトサイクル
反応によって形成される M 中間体は細菌の
誘因応答に関わり、P 中間体は忌避応答に関
与する。これまでに P 中間体は M 中間体が紫
外光を吸収することによって、生成されると
考えられてきたが、Salinibacter ruber 由来の
センサリーロドプシン I の大量発現系が確立
されて間もないことからも、光反応の分子レ
ベルでの詳細な情報はわかっていない。 
 3 波長の光を使用することができる In-situ
光照射-固体 NMR を用いて、M および P 中間
体の捕捉とその時のレチナール配座につい
て、レチナールの 20 番目のメチル炭素の
NMR 信号をモニタリングして評価した。ま
ず基底状態に緑色光を照射すると、M 中間体
と考えられる信号が 19.8 ppm に現れた。これ
は我々が過去に行ったフォボロドプシンの
M 中間体の蓄積による NMR スペクトルの変
化と類似する。M 中間体が蓄積した状態で光
源を 365 nm の青色光に切り替えた。そうし
たところ、M 中間体の NMR 信号が消失し、
P 中間体の信号が新たに 24.8 ppm に現れた。
興味深いことにP中間体はM中間体と同様に
13-cis 型の配座を取っていることが示唆され
たが、特に 5 ppm の差があるため、P 中間体
のレチナールは大きくねじれていると考え
ている。加えて、基底状態に直接青色光を当
てると M 中間体は現れずに、P 中間体の信号
が現れた。これは SrSRI の基底状態が青色光
で励起されることを示しており、2 光子反応
ではなく、青色光のみで忌避応答を示すこと
を明らかにした。また、P 中間体の信号は青
色光では信号強度は変化しなかったので、レ
チナールのシッフ塩基はプロトン化してい
ることがわかった(図２) (H. Yomoda et al. 
(2014) Angew. Chem. Int. Ed. 53 6960.)。また、



こ の 論文は 世 界の分 光 学情報 を 扱 う
spectroscopyNOW.com (Wiley 社 )に Journal 
Highlight として紹介された。 
 

 
 
図 2 In-situ 光照射固体 NMR によって明らか
にした SrSRIのM中間体と P中間体のレチナ
ール配座とフォトサイクル 
 
(2) In-situ 光照射-固体 NMR によるバクテリ
オロドプシン Y185F 変異体の光中間体の観
測 
 我々の研究室では、これまでに野生型の bR
において暗順応状態で共存する all-trans 型と
13-cis, 15-syn 型のうち、13-cis, 15-syn 型に注
目し、In-situ 光照射固体 NMR によって、13-cis, 
15-syn 型由来の中間体の信号を検出している
が、all-trans 型から生成される N 中間体と類
似の 20-13C NMR 信号の化学シフト値を示す
ため、分離が困難であった。バクテリオロド
プシンのレチナール近傍に存在する Tyr185
を Phe に置換した Y185F 変異体は、O 中間体
の寿命が長い。また、暗順応状態で共存する
all-trans 型と 13-cis, 15-syn 型レチナールの割
合が 1:4 であり、wild-type と比べて 13-cis 型
の割合が多いため、13-cis, 15-syn 型由来の光
中間体の捕捉が可能であると考えた。そこで、
十分に暗所においた Y185F に対して In-situ
光照射-固体 NMR の実験を行ったところ、O
中間体の他に N 中間体が存在したが、レチナ
ールの 20 番目のメチル炭素、14 位と 15 位の
炭素の信号変化と利用する光の波長を変化
させることで、NMR 測定中に 13-cis, 15-syn
型由来の光中間体(CS*)を観測することに成
功した(K. Oshima et al. (2015) submitted)。
13-cis, 15-syn 型の光中間体を検出することは
一般に難しいが、今回の結果からさらにタン
パク質側の構造変化を調べることが期待で
きる。 
 
 

(3) 固体高磁場 NMR を用いたアナベナセン
サリーロドプシン(ASR)の三量体構造の決定 
 DMPC/DMPA 脂質二重膜に埋め込んだ 13C, 
15N標識ASRについて 800 MHz固体分光器で
構造解析を行った。2 次元および 3 次元 NMR
によって分解能を高めて、アミノ酸配列情報
に沿って、各アミノ酸残基の化学シフト値の
帰属を済ませた。これによって、分子内と分
子間の相関を区別することができ、さらに常
磁性タグの実験によって多くの距離情報を
獲得した。また、化学シフト値の情報は二面
角情報を与えるため、TALOS+を用いて二面
角情報についても獲得した。これらを構造制
約条件として、ASR の細胞膜中での三量体構
造を明らかにした(S. Wang et al. (2013) Nature 
Methods 10 1007.)。決定した構造は Protein 
Data BankにPDB code: 2M3Gとして登録した。
固体 NMR だけを用いて、ロドプシンタンパ
ク質の構造を決定した最初の例となった。 
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