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アナベナセンサリーロドプシンの光異性化に伴うタンパク質の構造ダイナミクス 
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【序】アナベナセンサリーロドプシン(ASR)は、真正細菌である Anabaena の遺伝子から発見さ

れた古細菌型ロドプシンである。ASR は光センサーとして働き、その発色団はレチナールである。

ASR の発色団は、常温では 13-cis, 15-syn 体(13 シス体)あるいは 13-trans, 15-anti 体(全トラン

ス体)で安定に存在する。他の古細菌型ロドプシンとは異なり、ASR の発色団は全トランス体と

13 シス体の間でフォトクロミズムを示す(図１)。全トランス体と 13 シス体の吸収極大が互いに近

いので、明順応状態では２つの異性体が混在しており、13 シス体の割合は 70％以上である。一

方、暗順応状態では、全トランス体が 98％の割合で存在している。我々は、ASR 発色団のフォト

クロミックな性質を利用して、13 シス体から全トランス体、全トランス体から 13 シス体、とい

う双方向の反応に追随するタンパク質ダイナミクスの比較をすることを考えた。13 シス体と全ト

ランス体、それぞれを出発物質とする双方向の構造ダイナミクスを比較することで、タンパク質

の構造変化に関する新たな知見が得られると期待される。本研究では、タンパク質ダイナミクス

の観測に、時間分解紫外共鳴ラマン(UVRR)分光法を用い、トリプトファン残基のスペクトル変化

を観測することを試みた。明順応状態の ASR から起きるタンパク質初期構造変化に由来するスペ

クトル変化を観測したの

で、これを報告する。 

【実験】時間分解 UVRR スペクトルの測定は、再生増幅したチタンサファイアレーザー(繰り返

し周波数 1 kHz）を用いて、ポンプ－プローブ法で行った。ポンプ光の波長に、ASR の発色団の

吸収極大に近い 549 nm(エネルギー 5 µJ)を選択した。プローブ光の波長に、トリプトファン残

基のバンドが共鳴効果による強度増大を起こす 225 nm(エネルギー 0.5 µJ)を選択した。装置の時

間分解能は約 4 ps であった。ASR は pH 7.0 の緩衝液に可溶化したものを使用した。試料濃度は

約 30 µM であった。測定中にサンプルを明順応状態に保つために、サンプルに定常光(波長≧440 
nm)を照射しながら測定した。 

【結果】明順応状態の ASR のピコ秒時間分解 UVRR スペクトルを図２に示す。各遅延時間にお

けるスペクトルは、ポンプ光照射によるスペクトル変化を示すため、遅延時間ごとのスペクトル

から、プローブ光のみを照射して測定したスペクトルを差し引いた差スペクトルで表わしている。

時間分解差スペクトルには、負のバンドが 756、1014、1566 cm-1 に現れ、時間変化した。これ

らのバンドは、それぞれトリプトファン残基の振動である W18、W16、W3 モードに帰属される。

差スペクトルに現れた負のバンドは、構造変化によりトリプトファンバンドの強度が減少したこ

とを意味している。スペクトル変化を示すバンドの時間変化を、時間に対してプロットした結果

を図２に示す。バンド強度の回復の時定数を τとし、A × exp(-t/τ) + C と装置応答関数をコンボ

リュートした関数でフィッティングを行った。実線は τ = 35 ps とした時のフィッティング結果で

ある。バンド強度の時間変化がよく再現されていることがわかる。 

図１ ASR発色団のフォトクロミズム反応 
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【考察】ASR の光異性化反応において、発色団の構造に関するダイナミクス研究はこれまでにも

行われている。しかし、発色団の異性化に追随して起こるタンパク質の構造ダイナミクス研究は

行われていなかった。我々は今回初めて、ASR の光異性化反応に追随するタンパク質のダイナミ

クスを観測した。明順応状態の ASR の測定では、13 シス体が始状態で、全トランス体に異性化

する反応が多くの割合を占めていると考えられる。トリプトファンバンド強度の時間変化から、

明順応状態の光反応には、約 35 ps の時定数を持つ構造変化が含まれていることがわかった。ASR
にはトリプトファン残基が 13 個存在し、そのうち 3 個が発色団近傍に存在する。今回の実験で観

測されたスペクトル変化はピコ秒領域で見られたことから、観測されたバンド強度変化は、発色

団近傍のトリプトファン残基の構造変化に起因すると考えるのが自然である。これらのトリプト

ファン残基は、バクテリオロドプシン(BR)やセンサリーロドプシンⅡ(SRⅡ)などの古細菌型ロド

プシンに保存されている。明順応状態の BR では、発色団が全トランス体から光異性化反応が起

こる。この異性化反応に追随して、発色団近傍のトリプトファン残基周辺の構造が約 30 ps の時

定数で変化することが報告されている 1。明順応状態の BR と同じ全トランス体からの異性化反応

を示す SRⅡに関しても、そのタンパク質構造変化の時定数は約 30 ps と報告されている 2。明順

応状態の ASR で観測された 35 ps の時定数は、逆方向の異性化反応を示す BR や SRⅡの時定数

とよく似ている。このことは、発色団の異性化の方向によらず、タンパク質の構造応答速度が似

ている可能性を示す。現在、暗順応状態の ASR についても、同様の実験を進めている。 
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図２ 明順応状態の ASRの時間分解 UVRR差スペクトル 

最上段はプローブ光のみのスペクトルである。 
 

図３ バンド強度の時間変化 

プローブ光のみで測定したスペクトルのラマン

バンド強度に対する変化の割合を表している。 

 

 


