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バクテリオロドプシンのプロトン放出基としての 
プロトン化水クラスターの構造解析 

（名工大院工） ○神取秀樹、Victor A. Lorenz-Fonfria、古谷祐詞 

【序】 最も理解の進んだプロトンポンプ蛋白質

であるバクテリオロドプシンの場合、4 個のプロ

トン結合基を経由する 5 回のプロトン移動の結果

として 5 ナノメータほどの膜を貫通してプロトン

が能動輸送される[1]。光異性化反応が起こると、

レチナールシッフ塩基のプロトンがL中間体から

M 中間体への遷移に伴い約 50 µs で Asp85 へと移

動する。一方、解離したシッフ塩基は反対側の

Asp96 からプロトンを受け取ることにより、一方

向のプロトン輸送が実現する。我々はレチナール

シッフ塩基の部位が方向性を決定することを、ク

ロライドポンプへの機能転換[2]や内部結合水の

水素結合とプロトンポンプ活性との相関[3]など

から明らかにしてきた。一方、プロトン放出基は

ポンプ活性には必須でないものの、効率のよいポ

ンプサイクルには重要であることが知られてい

る。しかしながら、細胞外側部位にある Glu194, 

Glu204 の解離の信号が赤外分光によって捉えら

れなかったため、その候補として消去法的に水が考えられてきた。唯一の実験的な根拠は、時間

分解赤外分光で観測された 2000 cm-1付近の continuum bandと呼ばれるブロードな負の信号であっ

たが[4]、これが水に由来するという証拠はなかった。 

今回、我々は時間分解赤外分光法を用いて、室温における水の信号の変化を計測した。特に、

（１）最初のプロトン移動の前後に生成する L, M 中間体における内部結合水の信号は室温と低温

で同じかどうか、（２）プロトン放出基として水クラスターが実際に存在するのかどうか、につい

て検討した[5]。 

 
【実験】 高度好塩菌 Halobacterium sarinarum から紫膜（蛋白質としてバクテリオロドプシン

だけを含む）を精製し、BaF2窓板上で乾燥させたフィルム試料を相対湿度 92 %の条件で水和し

た。蛋白質 1 分子あたり 800 個程度の水分子を含むこの条件では、光反応サイクルは遅くなるが

正常なプロトンポンプが起こることが知られている。この試料に対して、レーザー励起（波長 532 

nm, 繰り返し 10 Hz）と同期させたステップスキャン FTIR 法（波数分解能 8 cm-1, 時間分解能 5 µs; 

Bruker 社 IFS 66v/S）により時間分解赤外スペクトルを得た。水分子の振動の帰属のためには、H18O

で水和した試料に対する測定を同条件で行った。 



【結果と考察】 水和量を厳密に制御したバクテリオロドプシン試料の時間分解計測により、初

めて 4000-800 cm-1 の波数領域での高精度の赤外差スペクトル測定が実現した[5]。200 µs までの時

間領域で現れる（試料からの熱放出による）バルクの水の温度上昇成分を差し引くことで、水の

O-H 伸縮振動領域の時間分解スペクトルを得た。その結果、170 K の L 中間体に特徴的な 3600-3400 

cm-1 の水の強いバンドは室温では全く観測されなかった。水素結合の弱いこれらの水は、変異体

実験から疎水的な細胞質側に存在すると帰属されているが、実際には低温のアーティファクトで

あることがわかった。一方、230 K の M 中間体の水のスペクトルは室温とよく一致していた。プ

ロトンポンプ活性をもつ蛋白質には強い水素結合を形成した水分子が存在するという事実[3]は、

低温で測定した基底状態の水分子の水素結合構造が、生理的な条件にも当てはまることを示唆し

ている。一方、本研究から、L 中間体の水には低温と室温の違いが顕著であったのに対して、M

中間体ではほぼ完全に一致することがわかった。水の信号に対する両中間体の差には、ガラス転

移温度が関わる蛋白質ダイナミクスが影響しているものと考えられる。 

さてプロトン放出基に関して、我々も 2000-1800 cm-1の continuum信号を得ることができたが、

興味深いことに 230 K ではこのような負の信号は観測されなかった。我々は本研究において注意

深い実験から continuum band に水の同位体効果を観測し、ブロードな信号には水の振動が含まれ

ることを結論した。Continuum band が水の振動成分を含むことが初めて明らかになったのである。

本実験により、永年の未解明課題であった「バクテリオロドプシンのプロトン放出基は何か？」

という疑問に決着がついたわけであるが、それにしても蛋白質内部という疎水環境において、プ

ロトン化水クラスター構造が 2 個の負電荷をもったグルタミン酸（Glu194, Glu204）とともに安定

に存在するのは不思議である。Ｘ線結晶構造からその部位を推定するのは困難であるが、私の発

表ではこのようなユニークな蛋白質場のプロトン化水クラスターについて議論したい。 
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