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研究成果の概要（和文）：我々の視覚は明暗視を担うロドプシンと色覚を担う視物質から構成されるが、中間体の結晶
構造まで決定されているロドプシンと比較して、霊長類色覚視物質の構造解析はこれまで皆無だった。我々は2010年に
世界で初めて培養細胞を用いて調製したサルの緑・赤感受性視物質の赤外分光解析に成功した。本研究では、この手法
を用いてこれまで実験が不可能と考えられてきた青視物質の構造解析に挑戦した。試料調製や測定条件を最適化した結
果、低温赤外分光を用いたサル青視物質の構造解析に成功し、ユニークな構造を明らかにすることができた。この成果
はアルゼンチンで開催された国際光生物学会議（参加者500名余）のキーノート講演で紹介した。

研究成果の概要（英文）：Humans have two kinds of vision: twilight vision mediated by rhodopsin (Rh) and 
color vision achieved by three color pigments (blue, green and red). A common chromophore molecule, 
11-cis retinal, is used to distinguish different colors in vision. While X-ray structure of Rh was 
determined, structural studies of color pigments lag far behind those of Rh. In 2010, we succeeded in 
structural analysis of monkey green and red sensitive pigments by use of low-temperature FTIR 
spectroscopy. In this project, we aimed at achieving the first structural analysis of blue pigment. By 
optimizing preparation and measuring conditions, we successfully obtained difference FTIR spectra of 
monkey blue at 77 K, which provided unique structural aspects to see blue lights. We are preparing the 
original paper, while I gave a keynote lecture in International Congress on Photobiology (Sep. 2014, 
Cordoba, Argentina).

研究分野：生物物理化学
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１．研究開始当初の背景 
 私たちの目の中には、明暗を感じる光セン
サータンパク質（ロドプシン）と、色（青・
緑・赤）を感じる 3種類の光センサータンパ
ク質が存在する。視覚研究における最大の謎
は、これらの視物質が 11 シスレチナールと
いう完全に同一の分子を使って色識別を行
っていることであり、この事実に生物学・化
学・物理学者から心理学者まで多くの研究者
が魅了されてきた。 
近年では、ロドプシンの X線結晶構造解析
が実現したことから、一流の理論科学者がロ
ドプシンの構造をもとに色覚視物質におけ
る波長制御のメカニズムを研究している。し
かしながら現状における最大の問題点は、こ
のような精緻な理論計算に対応する実験研
究が全くないことである。ウシやイカから大
量の試料が調製できるため X 線結晶構造解
析も完了したロドプシンと異なり、色を識別
するタンパク質は試料調製が困難であり構
造研究は皆無であった。実際に培養細胞での
タンパク質発現量を比較すると、緑・赤がロ
ドプシンの 1/10、青はロドプシンの 1/100で
ある。 
このような現状の中、我々は私が長年、開
拓してきた高精度低温赤外分光法をサルの
赤・緑感受性視物質に適用する研究を数年前
に開始し、様々な困難を克服することで 2010
年、世界初となる構造解析に成功（Katayama 
et al. Angew. Chem. Int. Ed.; 35紙の新聞、NHK
ニュースなどで紹介）、2012 年には水分子の
構造解析も実現した（ Katayama et al. 
Biochemistry：1紙の新聞報道）。 
サル緑と赤を比較した結果、両者の構造は
驚くほどよく似ていたが、赤視物質に特異な
水素結合構造と緑視物質に特異なタンパク
質の骨格構造を見出すことができた。内部結
合水の構造解析からは水の平均振動数と視
物質の吸収波長との間に正の相関が発見さ
れ、色識別にはタンパク質を構成するアミノ
酸だけでなく、水分子が関わっているという
新しい波長制御の概念をもたらすことがで
きた。このような発見は過去の理論計算にお
いても全く考慮されておらず、ロドプシンの
ホモロジーモデリングをもとにコンピュー
タ上で構築した色覚視物質の構造に対して
量子化学計算を行うだけでは不十分である
ことを示している。逆に言うと、どれだけ困
難なものであっても、実験研究を遂行するこ
とは色覚視物質の波長制御機構の解明のた
め必須であり、世界で我々しか行っていない
本研究の位置付けを物語っている。実際、
我々はサル緑・赤に対する実験結果をもとに
諸熊グループとの共同研究論文（Sekharan et 
al. JACS 2012）を発表したが、この事実は最
先端の研究の現場における実験と理論の緊
密な連携の重要性を示している。 
 
２．研究の目的 
 サル青視物質の低温赤外分光を実現する。

青視物質は緑・赤よりも得られるタンパク質
量が 1桁小さいとされており、その構造解析
は世界で唯一の試料調製と解析技術をもつ
我々にとっても現実的ではなかった。しかし
ながら、サル緑・赤の赤外分光解析を実現す
る中で、さまざまなノウハウを得ることがで
きた。青色 LEDが実現したことで三原色が揃
い、真の応用が実現したように、青・緑・赤
視物質の振動データが出揃うことで、波長制
御機構を構造に立脚して議論することが可
能となる。 
 サル緑・赤視物質の場合、300 枚の培養プ
レートから赤外分光実験 1回分の 0.3 mgの試
料を調製できるが、この量では X線結晶構造
解析や NMR といった通常の構造解析手法は
不可能であった。さらに視物質試料は光が当
たると退色するため完全な暗所で取り扱わ
なければならない。このような理由から色覚
視物質を構造生物学の対象にしようという
試みは国際的に皆無であり、それ故、我々の
2010年の成果（赤外分光による最初の構造解
析）は高い評価を得ることができた。本研究
はその成果の上に立脚し、いよいよ残る青視
物質という未踏の領域に踏み込んだ研究と
位置付けられた。 

 文献的には赤外分光実験 1回分の 0.3 mgの
試料を得るためには、サル青は 3,000 枚の培
養プレートの調製が必要である。わずか 1回
の分光実験のためプレート 3,000 枚の細胞培
養が必要という数字だけ見ると、この研究は
ほとんど絶望的であり、私自身もサル緑・赤
視物質の研究を開始したとき、サル青視物質
の研究は単なる「夢」であった。ところが、
サル緑・赤視物質の研究を重ねる中で、試料
調製という点でも、分光計測という点でも改
良の可能性が示唆され、より現実的な量の試
料を用いて構造解析を実現できることを確
信したため、ここにチャレンジングではある
が実現可能な研究として試みるに至ったの
である。 
 今回、青視物質の構造解析が実現すれば、
我々人類は初めて青色を見るための分子論
的な基盤を手にすることになる。これまでの
赤外分光解析で明らかにした赤視物質に特
異な水素結合構造や緑視物質に特異なタン
パク質の骨格構造は、青視物質ではどのよう
になっているだろうか？ 水分子の水素結合
構造は緑や赤とどのように異なっているの
だろうか？ 青・緑・赤視物質の振動構造デ
ータを統一的に解析することで、色覚視物質
のタンパク質場が 11 シスレチナールという
同一の分子を使ってどのように色識別を実



現しているか、初めてそのメカニズムを明ら
かにできる。物理化学が我々の生命の謎に対
してもたらす貴重な貢献ということができ
る。 
 最も調製困難な試料の 1つに対する構造解
析を、巧みな赤外分光により実現する本研究
はまさしく物理化学の挑戦であると言えよ
う。注目度の高い研究対象だけにそのインパ
クトは化学分野だけに留まらず、広く生命科
学の分野や医学分野、哲学や心理学分野にま
で及ぶと考えられる。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、京大霊長研の今井グループと
共同でHEK293培養細胞を用いてサルの青視
物質を大量に作製、我々が世界をリードする
高精度の低温赤外分光計測により構造解析
を行う。過去の文献によれば 3,000 枚分の細
胞培養プレートが赤外分光計測 1回分の試料
として必要ということであるが、平成 25 年
度には、試料調製の条件を検討し少量での試
料調製の実現を検討した。このようにして最
適化した測定条件のもと、平成 26年度には、
サル青視物質の測定を行い、緑や赤と比較し
てどのような構造的な特徴をもっているの
か、明らかにすることを計画した。最終的に、
霊長類がもつ 3種類の色覚視物質の構造情報
を統合することで、波長制御のメカニズムを
明らかにすることを目指した。 
我々はこの 5年間かけてサル緑・赤視物質
の実験条件を確立し、その構造解析を実現し
た。現在の実験条件では HEK293細胞の培養
プレート 300枚分で赤外分光解析 1回分（0.3 
mg）の試料を調製し、77 K でのフォトクロ
ミックな性質（11シス型と全トラス型の間で
の光平衡を利用）を利用してデータを積算す
ることで、精度の高いスペクトルを得ている。
ただし、サル青視物質の測定は文献によれば
その 10 倍量の試料が必要となる。その文献
では、発現したタンパク質の吸収スペクトル
測定だけが目的であったため、緑・赤であれ
ば培養プレート 10 枚分、青であれば培養プ
レート 100枚分で十分であった。一方、構造
解析を目的とした本研究では、過去の文献の
30倍量の試料が赤外分光1回分の測定に必須
（！）である（それでも結晶化よりは圧倒的
に少量ですむが）。このような大量の試料調

製は、労力や時間という点でも、必要な消耗
品の金額という点でも、可能であれば低減す
ることが望まれる。そこで研究計画において
いかに発現量を増大させ、測定系を最適化す
るかについての工夫を考えた。その結果、研
究成果に示す通り、サル青視物質の赤外差ス
ペクトルを測定することに成功した。 

 
４．研究成果 
  
(1) サル青視物質の試料調製と赤外分光測定
のための最適化 
 いかに青視物質の発現量を増大させるか
が本研究の成否の鍵であった。計画調書の段
階では、ソマトスタチンなどのドメインの挿
入も挙げていたが、なるべく天然のタンパク
質で実験を行いたいと考えたため、別の工夫
を行った。 
霊長類には我々ヒトのような 3色性の色覚
ではなく、2 色性の色覚を有する種が存在す
るが、それらの種では目の中の青視物質の量
が相対的に多くなっていると考えた。そして
細胞培養においても 2色性由来の青視物質の
方が多く発現すると考えてマーモセットの
青感受性視物質を選択したところ、予想通り、
ヒト青などの文献値より高い発現量を得る
ことができた。 
次にさまざまな試料調製条件を検討した。
温度や pH、バッファーなど試料の調製法に
はまだ改善の余地がありえるが、元々の発現
量が限られているため、条件検討も限られて
くる。本研究においては、赤と緑の実験条件
から以下の 4つの変更を加えた。 
・培地に all-transレチナールを加えること（タ
ンパク質の安定化による発現量の増加を期
待。共同研究者の結果に基づく） 
・細胞懸濁液へのレチナール添加における再
生時間の延長（青視物質は赤や緑よりレチナ
ールが結合しにくい可能性を考慮） 
・可溶化の際の CHSの添加（タンパク質の安
定化による発現量の増加を期待） 
・可溶化の時間の延長（すべての青視物質を
可溶化するため） 
これらの変更がすべてよい方向に作用した
かどうかは不明であるが、以下の通り、文献
値を上回る試料調製を実現できた。 
最後に分光計測のための測定系の改良で
あるが、これまで 1回の測定に 0.3 mgの試料
を必要とする、というのが標準であった。し
かしながら、測定を重ねる中で試料フィルム
作製とアパーチャー等の工夫により、フィル
ム1枚当たり0.1-0.15 mgの試料での測定が実
現できた。 
 以上のような工夫により、初年度の実験で
青視物質に対して 930枚の培養プレートから
1 枚のフィルムを作製することができた。計
画通り、1000枚を下回る条件が達成できたの
である。さらに最近では 500枚程度から 1回
分の試料調製が可能になっており、変異体の
測定までもが実現可能になっている。 



 
(2) サル青視物質の赤外分光解析 
 対象とする霊長類の種の選択を含めた実験
条件の最適化を行い、赤外分光測定に必要量
の試料を調製することができた。その結果、
77 K での低温赤外差スペクトルの測定に成
功し、世界で初めて青視物質の構造情報を得
ることができた。 
得られたスペクトルと既知のロドプシン
および緑・赤視物質の測定結果との比較を行
ったところ、レチナールの分子構造や光異性
化に伴うタンパク質骨格構造の変化、さらに
は内部結合水の信号まで大きく異なってい
た。2 年間という研究期間内に論文を出力す
ることはできなかったが、インパクトのある
論文が作成できるものと確信している。 
ちなみに予想を上回る測定条件が確立で
きたため、研究計画の段階で不可能と考えて
いた変異タンパク質の測定も試みている。得
られる結果は、なぜ青視物質が短波長に吸収
を有するかという要因について重要な構造
情報を提供するであろう。 

 
(3) サル赤・緑視物質の赤外分光解析 
 魚類や鳥類は 4種類の色覚視物質を持つの
に対して、哺乳類は 2個の遺伝子を失ったた
め限られた色覚しか持たない。夜行性であっ
たためと考えられているが、例外的な哺乳類
として我々ヒトなどの霊長類が挙げられる。
霊長類は長波長側の 1つの遺伝子を重複させ
た結果、赤と緑を区別して緑の森林で赤い果
実を見つけることができるようになった。こ
のため 2 つのタンパク質は 98 %を超えるア
ミノ酸の一致度を示すが、緑（max~530 nm）
と赤（max~560 nm）の 30 nmの違いは何に由
来するのであろうか？ 
 視物質の吸収波長はレチナールとタンパ
ク質との相互作用によって決まるが、具体的
に（１）レチナールのねじれ、（２）親水部
位の静電相互作用、（３）疎水部位の極性相
互作用などが関わると考えられている（図）。

これを実験的に明らかにするためには、タン
パク質の構造情報が不可欠であるが、明暗視
の視物質ロドプシンが X 線結晶構造解析ま
で完了しているのに対して、色覚視物質の構
造解析は最近まで皆無であった。その理由と
しては、ヒトやサルの試料調製が困難である
こと、光を当てると色を失ってしまうため暗
室での作業が必要であることに加えて、限ら
れた量の試料では X 線結晶構造解析や NMR
といった通常の構造解析手法が利用できな
かったためである。そこで我々は赤外分光計

測を用いた構造解析をサル赤と緑視物質に
適用した研究を行ってきた。2010年の最初の
論文の結果、レチナールのねじれには違いが
なかった。赤と緑で異なるアミノ酸は疎水部
位に存在することが予想されているが、（２）
の電気的な相互作用は（３）よりもはるかに
強いため、（２）と（３）がどう影響してい
るかは不明であった。 
 発色団であるレチナールシッフ塩基はプ
ロトン化して正電荷を持っており、負電荷を
持った対イオンとの相互作用を調べること
で赤と緑の比較が可能になる。シッフ塩基の
N-H伸縮振動が最も直接的なプローブとなる
が、我々は様々な微生物型ロドプシンに対し
て重水中での N-D 伸縮の振動数を決定して
きた。この場合、大腸菌でタンパク質を作製
する際に、リジンの窒素原子を 15N標識する
ことで帰属することができる。しかし、ヒト
培養細胞では窒素原子の標識が確立してい
なかったため、窒素に隣り合うレチナールの
C15 位を重水素化することでシッフ塩基の
N-D伸縮振動を帰属することに成功した。そ
の結果、赤と緑における N-D伸縮の振動数は
完全に一致し（図）、（２）の静電的な相互作
用は赤と緑で同じであることがわかった。本
研究において、赤と緑の識別は、レチナール
の構造歪みや静電相互作用ではなく、疎水部
位における極性相互作用という弱い相互作
用により決定されることが明らかとなった
（Katayama et al. J. Phys. Chem. Lett. 2015）。 

 
(4) 微生物型ロドプシンの赤外分光解析 
 本研究の課題は「動物型ロドプシンの中で
も青色に対して感受性を持ったタンパク質」
を対象とした赤外分光であるが、ロドプシン
は微生物にも存在する。動物型ロドプシンは
11シス型レチナールを持ち、全トランス型へ
異性化することで機能発現するのに対して、
微生物型ロドプシンは全トランス型レチナ
ールを持ち、13シス型へ異性化することで機
能発現する。動物型ロドプシンと微生物型ロ
ドプシンは別々の進化をたどってきたと考
えられているが、両者の間には、7 回膜貫通
のタンパク質であること、7 番目のヘリック
スに存在するリジンとレチナールシッフ塩
基結合を形成すること、レチナールの異性化
がタンパク質の構造変化をもたらし機能が
発現することなど、共通点も多い。従って、



微生物型ロドプシンに対する知見は動物型
ロドプシンに対しても重要な情報を提供す
ることになる。 
本研究の期間内に興味深い微生物型ロド
プシンが見つかった。光駆動ポンプとして光
エネルギー変換を担うロドプシンは H+ポン
プと Cl-ポンプしかありえないというのが分
野の常識だった。というのは、活性中心に存
在するレチナールシッフ塩基がプロトン化
して正電荷を持つため Na+などの陽イオンは
近傍に結合できず、結合できないのであれば
ポンプできないと考えられたためである。し
かしながら、我々は光駆動 Na+ポンプを発見
して世界を驚かせた（ Inoue et al. Nature 
Commun. 2013）。この論文の作成にあたって、
これまでの予想通りこの Na+ポンプは Na+を
無くしても色が変わらず、全反射赤外分光を
用いて Na+結合部位が細胞外側表面に存在す
ることを明らかにした。 
 その後、光駆動 Na+ポンプの結晶構造解析
が世界中の競争となったが、我々は東大・濡
木グループとの共同研究により構造決定に
成功した。この論文は構造解析と機能解析、
光遺伝学応用と自然界に存在しない光駆動
K+ポンプの創成を実現し、すべてをまとめた
重厚な論文として Nature 誌に Article として
発表した（Kato et al. Nature 2015）。 
 
 本研究成果は 2013.4.-2015.3. の 2 年間で、
27 件の学術論文、206 件の学会発表、6 件の
図書として発表し、高い評価を得ることがで
きた。特に、2014年 9月にアルゼンチンのコ
ルドバで開催された国際光生物学会議は 5年
毎に開かれる分野最大の会議であり、今回も
500 名を超える参加者が世界中から集まった
が、私は「視覚における波長制御メカニズム」
に関するキーノート講演を行った。 
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