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はじめに プロトンポンプは外部刺激に応答した構

造変化により、細胞膜を隔ててプロトンを⼀⽅向のみ

に能動輸送するタンパク質である。その詳細な構造変

化のメカニズムは、代表的な微⽣物型プロトンポンプ

のバクテリオロドプシン（BR）でさえ、いまだ完全に

は理解されていない。グロイオバクターロドプシン（GR）は、真正細菌シアノバクテリア由

来のプロトンポンプである。GR は、⼤腸菌系をもちいた⼤量発現が可能であり、プロトン輸

送メカニズムを研究するうえで有利である。レチナール発⾊団（図 1）の全トランス体から

13 シス体への光異性化反応がタンパク質構造変化の引き⾦であること、発⾊団のプロトン化

シッフ塩基がプロトン輸送経路に含まれている可能性が⾼いことから、ポンプ機構の理解に

は各中間体における発⾊団構造を明らかにすることがきわめて重要である。本研究では、時

間分解共鳴ラマン分光法をもちいて、レチナール発⾊団の構造変化をナノ秒からミリ秒の時

間領域にわたり観測し、GR のポンプ機構におけるプロトン輸送モデルを新たに提案した。 
 

実験 GR は、⼤腸菌中で発現させ、カラムクロマトグラフィーにより精製した。界⾯活性

剤をもちい、バッファー（pH 9.0）に可溶化した試料をフローセル中に循環させて、時間分解

共鳴ラマン測定を⾏った。ラマン散乱測定のプローブ光には、波⻑ 475 および 400 nm（パル

ス幅 40 ns）の光をもちいた。光反応を開始するポンプ光には、波⻑ 532 nm の光を使⽤した。

反応初期の時間分解計測には、パルス幅 25 ns の光パルスをもちいたポンプ・プローブ測定（時

間分解能 50 ns）を⾏った。遅い時間領域では、cw 光で連続的に試料をポンプし、プローブ

光との照射位置間隔で遅延時間を設定するデュアルビームフロー法（時間分解能 100 μs）を

もちいて時間分解スペクトルを観測した。 
 

結果と考察 図 2a に波⻑ 475 nm のプローブ光で測定した GR の時間分解共鳴ラマンスペク

トルを⽰す。プローブ光のみで測定した⼀番上のスペクトルは、未反応状態のレチナール発

⾊団の共鳴ラマンスペクトルである。レチナール発⾊団の構造を反映するマーカーバンドで

ある C−C、C=C および C=N 伸縮振動バンドが、それぞれ 1199、1532 および 1641 cm−1 に観

測された。その他のスペクトルは、各遅延時間において未反応状態のスペクトルの寄与を差

し引いた光反応中間体の時間分解スペクトルである。ポンプ光照射直後には、1192、1538 お

よび1623 cm−1に各マーカーバンドが現れた。300 nsのスペクトルには、これらに加えて1184、

1549 および 1652 cm−1 にバンドが観測され、10 μs にかけてこれらの強度が増加した。バンド

図1.  レチナール発⾊団の構造． 



の強度⽐が変化することから、この時間領域において⼆つの中間体のバンドが観測されるこ

とがわかった。過去の時間分解吸収観測の報告[1]により、後から出現したバンドは L 中間体

に起因すると考えられる。ミリ秒領域のスペクトルには、さらに 1534 および 1650 cm−1 に N

中間体に由来すると考えられるバンドが観測された。波⻑ 400 nm のプローブ光で測定した時

間分解スペクトル（図 2b）には、短波⻑領域に吸収ピークをもつ M 中間体に由来するバンド

が観測された。プロトン化シッフ塩基をもつレチナール発⾊団の 1610−1660 cm−1 に現れる

C=N 伸縮振動は、N−H 変⾓振動と強くカップルしたモードである。このため、その振動数は

シッフ塩基における⽔素結合強度に敏感である。⽔素結合が強いと、その振動数は⾼く、ま

た重⽔素置換による波数シフトが⼤きいことが知られている[2]。L 中間体のスペクトルでは、

⾼い振動数かつ重⽔素置換による⼤きな波数シフトを⽰す C=N 伸縮振動バンドが観測された。

したがって、L 中間体において発⾊団のシッフ塩基では強い⽔素結合が形成されていること

がわかった。これは、プロトン化シッフ塩基とそのカウンターイオンの距離が近づくことに

起因すると考えられる。また、M 中間体のスペクトルにおいて、1617 cm−1 と振動数が低く、

また重⽔素置換による波数シフトを⽰さなかった。これは、L 中間体から M 中間体への遷移

において発⾊団が脱プロトン化することを⽰している。また、M 中間体のバンドの出現・消

滅の時間挙動は、L 中間体と同様であった。これより、L 中間体と M 中間体との間で互いに

速い遷移が起こり、すばやく平衡に達することが考えられる。このような GR の中間体⽣成

の時間挙動は、逐次的に L 中間体と M 中間体が⽣成する BR の光反応[3]とは異なる。GR で

は、M 中間体⽣成において、発⾊団がプロトンアクセプターであるアミノ酸残基と⽔素結合

ネットワークを介して相互作⽤を強めると考えられる。 

本研究の結果から、GR のプロトン輸送過程において、発⾊団の脱プロトン化の前駆過程で、

シッフ塩基とカウンターイオンの距離が近づき、プロトン移動のエネルギー障壁が低くなる

ことが⽰唆された。この過程により発⾊団からのプロトン移動が促進されると考えられる。 
 

参考⽂献 [1] Miranda, et al., Biophys. J. 96, 1471 (2009). [2] Baasov, et al., Biochemistry 26, 3210 

(1987). [3] Diller and Stockburger, Biochemistry 27, 7641 (1988). 

図2. GRの時間分解共鳴ラマンスペクトル．プローブ光波⻑ (a) 475 nm, (b) 400 nm．カッコ内数字
は重⽔中のC=N伸縮振動数．＊は400 nm付近に吸収をもつ種に由来するバンド． 
 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


