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【序】レチナールタンパク質は光駆動のイオン輸送やセンサー機能を有する光受容タンパク質

である。その発色団であるレチナールはリシン残基側鎖のアミノ基とプロトン化シッフ塩基結合

している。バクテリオロドプシンなどのプロトン輸送レチナールタンパク質は、シッフ塩基のプ

ロトンを送り出し、その反対側からプロトンを受け取ることにより、その機能を発揮している。

一方、プロトン化シッフ塩基は正の電荷を持ち、静電反発を生じるため、プロトン以外のカチオ

ンをポンプするレチナールタンパク質は存在しないと考えられてきた。ところが近年、ナトリウ

ムイオンを輸送する新しいレチナールタンパク質 KR2 が発見された[1]。KR2 はその機能からオ

プトジェネティクスのツールとしても期待されている。そのため KR2 のナトリウムイオン輸送機

構は赤外吸収分光、X線回折、マイクロ-ミリ秒の時間分解吸収分光により活発に研究されている。 

典型的な微生物型レチナールタンパク質であるバクテリオロ

ドプシン(bR)では、Asp85 がレチナールプロトン化シッフ塩基の

カウンターイオンである(図 1 上)。M 中間体においてプロトン化

シッフ塩基のプロトンは Asp85 に移動する。これに続くプロトン

の授受によって最終的にプロトン輸送を達成する。一方、KR2

のプロトン化シッフ塩基のカウンターイオンはAsp116である(図

1 下)。M 中間体においてプロトン化シッフ塩基のプロトンは

Asp116 に移動する。これにより Asp116 側鎖が Ser70 の方向を向

くことが X 線回折の結果から示唆されている[2]。このダイナミ

クスがシッフ塩基とナトリウムイオンの間の静電反発を弱める

ため、ナトリウムイオンがシッフ塩基近傍を通過できると考えら

れている。このように KR2 のプロトン化シッフ塩基周辺のアミ

ノ酸配置は、KR2 に特異な反応ダイナミクスを生じさせ、ナトリ

ウムイオン輸送を可能にしていると考えられる。したがって

KR2 の光反応ダイナミクスの研究は、ナトリウムイオン輸送機

構の理解に重要である。本研究ではフェムト秒時間分解吸収分

光法により、KR2 の超高速光反応ダイナミクスの観測を初めて行った。 

図 1 bR, KR2 の発色団周辺ア

ミノ酸配置 



【実験】KR2 を大腸菌 C41(DE3)株に大量発現させ、それを可溶化、精製した。バッファーは

100 mM NaCl, 0.05% n-Dodecyl--D-maltoside(DDM)を含む 50 mM Tris-HCl(pH 8)溶液を用いた。575 

nm の励起パルス光、超広帯域プローブパルス光をこの試料に集光し、透過したプローブ光をポリ

クロメーターにより分光し、CCD カメラによって検出した。励起パルス光とプローブパルス光の

間の光路差を掃引することにより、各遅延時間における時間分解吸収スペクトルを得た。時間分

解能は約 100 fs であった。 

【結果および考察】図 2 に KR2 のフェムト秒時

間分解吸収スペクトルを示した。KR2 の励起直後、

460 nm 付近に S1状態からより高い電子励起状態

(Sn 状態)への励起状態吸収帯、550 nm 付近に S0

状態 KR2 の減少を反映したブリーチング、720 nm

付近に S1 状態から S0 状態への誘導放出帯が観測

された。励起状態吸収帯および誘導放出帯は 1 ps

以内にほとんど 0 に減衰した。それに伴い、620 nm

付近に吸収帯が現れた。これは光反応生成物に由

来すると考えられる。したがって光反応生成物は

1 ps以内に S1状態から直接生成することが示唆さ

れる。さらにこの光反応生成物の吸収帯はピコ秒

の時間領域で短波長シフトを示した。このような

短波長シフトはバクテリオロドプシンやセンサ

リーロドプシンⅠの超高速ダイナミクスにおい

ても観測されており、光サイクルの最初の中間帯

である J 中間体から K 中間体への反応に帰属され

ている。これに基づき、KR2 において観測された

ピコ秒領域の短波長シフトをKR2の J中間体から

K 中間体への反応に帰属した。200 ps における時

間分解吸収スペクトルは、すでに報告されている

K中間体とS0状態KR2の差スペクトルにほぼ一致

する。 

本研究から S1状態の KR2 は直接 J 中間体を与え、そこから K 中間体を

生成することが明らかとなった。反応時定数解析の結果も含め、KR2 の

超高速光反応ダイナミクスのスキームを図 3 に示した。このダイナミク

スはバクテリオロドプシンなどの典型的なレチナールタンパク質に比べ、

数倍速い。これは KR2 のプロトン化シッフ塩基周辺のアミノ酸配置の特

異性によるものと考えられる。 

発表では解析の詳細についても説明する。 
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図 2. KR2 のフェムト秒時間分解吸収スペク

トル。*は水の OH 伸縮振動の逆ラマン信号、

#はその誘導ラマン利得が誘導放出に重なっ

ている。 

図 3. KR2 の超高速光

反応ダイナミクス 


