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膜タンパク質の動的構造解析

岩田 想

1. はじめに

膜タンパク質の構造生物学はいま大きな転換期を迎えて
いる．近年，電子顕微鏡の検出器の進歩により，多くの膜
タンパク質の構造が結晶を用いずに解かれるようになっ
た．2019年に電子顕微鏡を使って解かれた膜タンパク質
構造は276個で，これに対しX線を使って解かれたものは
457個であり（http://www.wwpdb.org）1），この数は数年のう
ちには逆転するだろうと予想されている．これまで膜タン
パク質の構造解析の最大のボトルネックは結晶化であった
が，これは解消されつつある．電子顕微鏡による構造解析
については筆者の専門ではないし，多くのすぐれた総説も
あるのでそちらを参考にされたい（たとえば，小誌88巻4
号 2））．本稿では，膜タンパク質研究にいまだ結晶を使っ
てメリットのある分野，X線自由電子レーザーを用いた動
的構造解析について解説したい．我々はこの手法を“高速
分子動画法”と呼んでいる．

2. 高速分子動画法について

図1に高速分子動画法についてまとめた．X線自由電
子レーザーはこれまでのX線光源とはまったく異なった
新しいタイプの光源である．放射光が数十psのパルスの
中に105個程度のフォトンを有するのに対し，日本のX線
自由電子レーザー SACLA（SPring-8 angstrom compact free 
electron laser）においては，10 fs程度のパルス中に1011個
以上のフォトンを有している．これは1回の10 fsパルスだ
けでタンパク質結晶からの回折像を得ることができるこ
とを意味している．タンパク質に非常に強いX線を照射し
た場合はX線により電子がけり出され，原子がプラズマ化
し，クーロン力によって爆発することが知られている．し

かしながら原子核には質量があるため，数十 fsの間は元の
位置より大きく動くことはできない．また，この時間は実
際に原子間の結合が切れる時間にも対応している．つまり
10 fsの間に回折像が得られれば，X線の照射によって化学
結合が切断される前の構造を得ることができると考えら
れる 3）．これは動いている被写体に対してストロボライト
で撮影し，一瞬の静止画を切り出すのとよく似ている．た
だ1枚のX線回折像は基本的に分子の投影図の情報に近い
ものしか有していないため，いろいろな方向からとった回
折像を組み合わせることにより，三次元再構成を行う．こ
のような構造解析の方法をシリアルフェムトセカンド結晶
解析法（SFX）と呼んでいる 4）（この最初の論文では fem-
tosecond X-ray protein nanocrystallographyと呼ばれている）．
SFX自身は，タンパク質の静的な構造を切り出す手法にす
ぎない．これに対して，まず何らかの方法でタンパク質結
晶の中で構造変化または化学反応を開始させ，その一定時
間後にX線自由電子レーザーを照射し，その構造を決める
ポンプ・プローブ実験を行う．ポンプ（励起）とプローブ
（検出）の間の時間を変えることにより，反応開始から一
定時間後の一連の構造を得ることができ，これを並べたタ
イムラプスイメージ（パラパラ漫画のようなものを想像し
ていただくとよい）を作ることができる．我々はこの方法
を“高速分子動画法（Molecular Movies）”と呼んでいる．本
法は，現時点では結晶中で可能な反応・変化だけしか追え
ないという限界があるが，空間分解能としては原子分解能
（つまりオングストロームレベル）で，時間分解能として
は数十 fs程度で生体高分子の構造変化や化学反応を追うこ
とのできる大変ユニークな方法である．

3. 高速分子動画法の撮影装置

図2に我々が使用している高速分子動画法用の回折装
置を示す．この装置は理化学研究所によって開発され
DAPHNIS（diverse application platform for hard X-ray diffrac-
tion in SACLA）と呼ばれる 5）．ヘリウムで置換された回折
チェンバーと高速読み出し可能なmpCCD（複数のCCDを
組み合わせて読み出しを早くしたもの）で構成されてい
る．回折チェンバーの上部にはサンプル導入のためのイ
ンジェクターと呼ばれる装置がつけられている 6）．目的に
よって異なったインジェクターがあるのだが，膜タンパク
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質の場合は，高粘度溶液用インジェクターと呼ばれるもの
を用いることが多い（図3）．近年，膜タンパク質の結晶
はその多くが脂質キュービック相（LCP）と呼ばれる粘稠
な媒体中で作られる．LCP中の結晶を回折チェンバーに導
入するためには，圧力をかけてゆっくりと絞り出すように
ノズルの先から出す必要があり，それがまっすぐ吐出され
るように，外側からガイドするガスを送り，さらに下から
ポンプで引く形をとっている．一見，非常に困難なことを

行っているように感じられるが，実は粘度の低い液体を吐
出するのに比べて流速をとてもゆっくりとすることが可能
なため，サンプルの消費量を抑えることができ，SFXの実
験に非常に適したシステムとなっている．このインジェク
ターで微結晶（通常数マイクロメートル程度）を導入する
ことにより，結晶はランダムな向きで自由電子レーザーの
ビームで照射されることになる．通常1万個程度の結晶か
らデータを集めることにより，三次元再構成に必要なデー

図1 高速分子動画法の概念図

図2 SFX用回折装置DAPHNIS
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タを得ることができる．

4. バクテリオロドプシンの高速分子動画撮影（ns～ms
スケール）

我々が最初にこのシステムのターゲットに選んだのは，
光駆動性プロトンポンプ，バクテリオロドプシン（bR）
である．bRは図4aにあるように，結合したレチナールが
光照射により全トランス型から13-シス型に異性化した後
に，図4bのような光サイクルを経て元の基底状態（bR状
態）に戻る．その間に水素イオンを細胞膜の内側から外側
に輸送する（図4c）．bRはこれまでクライオトラップや変
異酵素を用いた各種の実験でその中間体について調べられ
ているが，これらの中間体は人為的に作製されたもので実
際の中間体とは異なるため，プロトンポンプの機構につい

ては現在でも論争がある．高速分子動画法を用いて構造
変化を実時間観察し，この問題の決着をつけるべく実験を
行った 7）．実験には図5aに示したような装置を用いた．基
本的にDAPHNISにポンプ光用の可視レーザーをつけた装
置で，図5bのようにポンプ光で励起後一定の時間にX線
レーザーでデータをとるということを繰り返し，一つの
タイムポイントのデータを集める．そして次にディレイ
の時間を変えて同じ実験を繰り返し，次のタイムポイン
トのデータを集める．これを繰り返し，我々は20 nsから
1725 µsまでの13点のタイムポイントのデータを集めるこ
とに成功した（図6）．分子動画法と他の動的構造解析手
法との違いは，非平衡状態を実時間観察していることであ
る．図6には構造の変化を示す差フーリエ図を示してある
が，レチナールで起こった構造変化は約100 µsでタンパク
質の表面まで伝わると考えられる．これは基本的に熱振動

図3 高粘度用サンプルインジェクター
右はサンプルのストリームの拡大図．

図4 レチナールのシス・トランス異性体（a），バクテリオロドプシンの光サイクル（b）と分子内でのプロトン移動（c）
［Nango, E. et al. （2016） Science, 354, 6319より．］
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の伝わる速さだと考えられる．この後だんだんと差フー
リエは小さくなり，元の基底状態に戻る．順を追って構造
変化をみていくと，20 ns後には，すでにレチナールは13-
シス型になっていることがわかる（図7a）．このときシッ
フ塩基を形成しているLys216の側鎖の結合の回転と，レ
チナールの平面構造からねじれを引き起こす．290 ns後に
は，レチナールが平面構造に戻ると同時にLys216全体が
動いており，それに伴いヘリックスが動き，またシッフ
塩基に水素結合していた水分子が消失している．さらに
760 ns後の構造をみると左側のヘリックスが動き始めると
同時に，シッフ塩基とThr89をつなぐ水分子W452が現れ
ているのがわかる（図7b）．Thr89はさらにAsp85に水素

結合しており，シッフ塩基からAsp85へのプロトンの移動
に重要な役割を果たしていると考えられる．36 µs後には
先ほど現れた水分子は消失しており，それと同時にThr89-
Asp85の水素結合が切れ，Asp85の側鎖が回転を始める
（図7c）．Arg82がコンホメーションを変えるとともに新し
い水分子W451が現れ，これがさらに水分子の鎖を通じて
水素イオンを細胞膜の外に輸送するのに用いられると考え
られる．

図5 バクテリオロドプシンに対する高速分子動画法実験
（a）実験のセットアップ．（b）パルスシークエンス．［Nango, E. et al. （2016） Science, 354, 6319より．］

図6 バクテリオロドプシンの分子動画のタイムポイントと光サイクルとの対応
K, L, M1, M2は，図4bに示した状態に対応する．［Nango, E. et al. （2016） Science, 354, 6319より．］
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5. バクテリオロドプシンの高速分子動画撮影（fs～ps
スケール）

我々はさらにbRの20 ns以前の構造変化を捉えること
を試みた 8）．この実験は，共同研究者のスイスのポール・
シェーラー研究所（PSI）のグループとともにアメリカの
自由電子レーザー LCLSを用いて行われた．我々はこの実
験により反応開始から0‒142 fs後（この時間の間の構造が
混ざっているという意味）および457‒547 fs後の構造およ
び10 ps後の構造を解析することに成功した（図8）．10 ps
後の構造は前述の20 ns後の構造と基本的に同じK状態で，
すでにレチナールが13-シスのコンホメーションをとって
いる．今回はそれに達する以前の I状態および J状態に相
当する構造の情報が得られた．I状態ではレチナール上で

電荷の分離が起き，シッフ塩基近傍に負電荷が存在する形
となり，この電荷により，レチナールの二重結合が回転可
能な状態（J状態）になり異性化が起こると考えられてい
る．我々のデータでは Iおよび J状態においてシッフ塩基
に水素結合していた水分子（W402）とそれに水素結合す
るAsp212の側鎖が移動することが観測された．これは移
動した電荷および結合の回転に伴う立体障害の影響である
と考えられ，K状態では水分子の位置もAsp212の側鎖の
位置も基底状態に戻っていた．このような動きはこれまで
まったく予想・観察されていなかったものであり，高速分
子動画法の卓越した位置・時間分解能によって初めて観測
可能となったものである．

図7 バクテリオロドプシンの分子動画の詳細
基底状態と反応開始より20 ns後，290 ns後，760 ns後および36.2 µs後の構造を比較した．［Nango, E. et al. （2016） 
Science, 354, 6319より．］

図8 バクテリオロドプシンの fsスケールからpsスケールにかけての構造変化
［Nogly, P. et al. （2018） Science, 361, 6398より．］
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6. おわりに

今回bRの例で示したように，高速分子動画はこれまで
解明の進んでいなかった膜タンパク質の動的過程の解明に
対する非常に強力なツールである．ここに示した例だけで
なく，すでに光合成における水分解過程の中間構造を示す
ことにも成功しており 9），また視覚をつかさどる光受容体
ロドプシンや光遺伝学のツールの機構解明の実験も行わ
れ，これらの成果も期待されている．我々はこの高速分子
動画法の適用をより多くのタンパク質に拡げるために，新
学術領域“高速分子動画法によるタンパク質非平衡状態構
造解析と分子制御への応用（高速分子動画）”を立ち上げた
（http://www.molmovies.med.kyoto-u.ac.jp）．本領域では光反
応性でないタンパク質に対しても高速分子動画法を適用で
きるような技術を開発することを目指している．たとえば
光でスイッチできるリガンドをデザインして光感受性でな
い受容体を活性化したり，光以外の刺激（溶液の混合，温
度ジャンプなど）で反応を開始したりするシステムを開発
することを目指している．この目的のためにタンパク質工
学やケミカルバイオロジーを駆使する．またタンパク質の
動的解析だけでなく，新規機能性タンパク質や化合物の開
発を行い，光遺伝学や光薬理学のツールとして供すること
を目指している．多くの光遺伝学のツールは膜タンパク
質であり，医薬の50％以上は膜タンパク質をターゲット
にしていることを考えると，これらの新規機能性タンパク
質・化合物は基礎生物学や創薬にとって重要なツールにな
りうる．高速分子動画法を核として膜タンパクの動的構造
に関する理解を深め，それを応用にもつなげていきたいと
考えている．
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