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研究成果の概要（和文）：時間分解共鳴ラマン分光法をもちいて、光駆動イオンポンプおよび光センサーとして働く各
種の微生物型ロドプシンの構造ダイナミクスを観測した。ピコ秒領域で起こる発色団異性化に対するタンパク質応答を
調べた。芳香族アミノ酸側鎖に由来する紫外共鳴ラマンバンドをプローブとして、発色団異性化に対するタンパク質応
答は機能によらず同様の応答時間を示すことを明らかにした。ナノ秒以降段階的に変化する発色団構造変化の過程を、
可視共鳴ラマン分光法をもちいて調べた。とくにイオンポンプでは、発色団近傍の水素結合ネットワークが変化する過
程を連続して追跡したことにより、ポンプ機構に重要な発色団周辺の構造変化を提案することができた。

研究成果の概要（英文）：Microbial rhodopsins function as either light-driven ion pumps or photosensors. 
In this study, structural dynamics of microbial rhodopsins were revealed by time-resolved resonance Raman 
spectroscopy. First, protein responses to photoisomerization of the retinal chromophore in the picosecond 
regime were investigated. Spectral changes in the ultraviolet resonance Raman bands due to the tryptophan 
and tyrosine residues in the vicinity of the chromophore were observed. It was found that the rates of 
primary protein response to the chromophore isomerization are similar among the rhodopsins. Second, 
temporal evolutions of the chromophore structure after nanoseconds were investigated by visible resonance 
Raman spectroscopy. For ion pumps, we revealed the structural changes of the hydrogen-bond network around 
the retinal chromophore which facilitate the ion pumping.

研究分野： 時間分解振動分光学
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質の機能は、構造変化により生み

出される。機能発現機構を明らかにするには、
どのようにタンパク質の構造が変化するのか
を、変化の段階ごとに動的に理解する必要が
ある。しかし、これまでタンパク質部分で起
こる構造ダイナミクスを調べる適切な方法は
十分に確立していなかった。これに対し、時
間分解共鳴ラマン分光法は、タンパク質内の
部位特異的なダイナミクス観測に対してきわ
めて有効である。紫外光励起による共鳴ラマ
ンスペクトルには、アミノ酸残基の芳香族側
鎖およびペプチド結合に由来する振動バンド
が高感度に検出される。時間分解測定すれば、
タンパク質の高次構造ダイナミクスを詳しく
調べられる。申請者はこれを実現するため、
ピコ秒時間分解紫外共鳴ラマン分光法のシス
テム開発し、この方法がタンパク質ダイナミ
クス観測に適切であることを実証した（水野
ら、レーザー研究, 2009 など）。次段階とし
て、構造ダイナミクスと機能がどのように関
連するのかを直接結びつけることが急務であ
った。 

微生物型ロドプシンは、イオンポンプや光
センサーとして働く。これらの機能の発現ス
イッチは、光受容体であるレチナール発色団
の光異性化である。レチナール結合部位では、
共通のアミノ酸残基が多く保存され、機能に
深く関与している。また、その構造は類似す
る。申請者は、代表的な微生物型ロドプシン
であるバクテリオロドプシン（BR）について、
発色団の構造変化に連動したレチナール近傍
の芳香族アミノ酸（トリプトファン・チロシ
ン）残基の構造ダイナミクスを観測すること
に成功した（Mizuno et al., J. Phys. Chem. B 
2009）。さらに、センサリーロドプシンⅡ
（SRII）については、発色団近傍にある機能
に重要なチロシン残基の初期応答を見出した
（Mizuno, et al., Biochemistry 2011）。これらの
結果から、タンパク質機能の発現トリガーで
あるレチナールの異性化に連動したタンパク
質応答が、機能とどのように関連するかを調
べ、微生物型ロドプシンのタンパク質機能を
決定する動的挙動因子を明らかにすることを
考えた。 

 
２．研究の目的 
タンパク質の構造ダイナミクスと機能の相

関を直接結びつけるような研究例はない。こ
れを実現するために、第一段階として、立体
構造および機能が既知のタンパク質について、
構造ダイナミクスを比較することが必要であ
る。共通の立体構造および光反応を示しなが
ら、異なる機能を発現する微生物型ロドプシ
ンは、その研究対象として最適である。 

本研究では、種々の微生物型ロドプシンに
ついて、特定部位（トリプトファン・チロシ
ン残基）の構造変化をプローブとして、時間
分解紫外共鳴ラマン分光法により構造ダイナ
ミクスを実時間観測する。研究対象の微生物

型ロドプシンは、プロトンポンプであるBR、
光センサーである SRII 以外に、塩化物イオン
ポンプとして働くハロロドプシン（HR）、光
センサーとして働くセンサリーロドプシンⅠ
（SRI）およびアナベナセンサリーロドプシ
ン（ASR）である。構造ダイナミクスについ
て、同じ機能を示すタンパク質との間では類
似点を、異なる機能を示すタンパク質との間
では相違点を探す。ここから、構造ダイナミ
クスと種々の機能との相関を系統的に調べ、
タンパク質機能を決定する動的挙動因子を明
らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1) レチナール発色団異性化に対するタン

パク質応答の観測 
波長 230 nm 付近の紫外光をラマン散乱の

励起光にもちいると、トリプトファンおよび
チロシン側鎖の共鳴ラマンバンドが選択的に
観測される。レチナール発色団近傍にあるト
リプトファンおよびチロシン残基は、発色団
の異性化にともなうタンパク質応答により、
水素結合強度や疎水性環境が変化する。タン
パク質応答のプローブとして、これらの残基
の共鳴ラマンバンドのスペクトル変化をピコ
秒時間分解紫外共鳴ラマン分光法により観測
した。実験は室温の溶液中で行い、生理環境
に近い状態での実時間観測を実現した。タン
パク質の構造ダイナミクスと機能の相関を結
びつけるデータを得るために、これまで研究
を行った BR、SRII の他に、SRI、ASR および
HR について実験を行い、異性化直後のタン
パク質応答の類似点・相違点を調べた。 

 
(2) レチナール発色団構造の時間発展観測 
微生物型ロドプシンの機能を決定する動的

挙動因子を明らかにするためには、発色団の
異性化直後のタンパク質応答を追跡するのみ
では不十分で、発色団構造がどのように時間
発展していくのかを観測する必要がある。可
視光をラマン散乱の励起光にもちいると、レ
チナール発色団に由来する振動バンドが選択
的に観測される。BR については、光反応中
間体の発色団構造を含め、共鳴ラマン分光法
をもちいた観測研究が多く行われている。し
かし、他の微生物型ロドプシンについては、
発色団構造の時間発展を光サイクル反応の順
を追って研究した例はない。本研究では、イ
オンポンプタンパク質である HR およびグロ
イオバクターロドプシン（GR）について、ナ
ノ秒からミリ秒までの時間領域で、時間分解
可視共鳴ラマン分光法により、発色団構造が
変化していく過程を連続して追跡した。はじ
めに、レチナール発色団の構造ダイナミクス
観測のため、ナノ秒からミリ秒の時間領域を
連続して測定可能な時間分解ラマン分光シス
テムの構築を行った。また、得られた結果を
もとに、発色団周辺構造変化の過程がポンプ
機構にどのように関わるのかを調べた。 

 



４．研究成果 
(1) ピコ秒時間分解紫外共鳴ラマン分光法

による発色団異性化に対するタンパク
質応答の観測 

① センサリーロドプシンⅠ（SRI） 
SRI は細胞の光誘引・忌避応答のセンサー

である。本研究では、真正細菌から発見され
た SRI について、発色団の光異性化にともな
うタンパク質初期応答を観測した。その結果、
10 ピコ秒程度の速度で起こるタンパク質応
答過程があることを見出した。これは、同じ
光センサーの SRII と同等であった。また、発
色団近傍に存在する塩化物イオンによる効果
を調べた結果、発色団が異性化した K 中間体
の生成に続く過程においてトリプトファン残
基の構造変化の過程に違いがあることがわか
った。この成果は、J. Phys. Chem. B 誌に掲載
された。 

 
② アナベナセンサリーロドプシン（ASR） 
真正細菌であるアナベナから発見された微

生物型ロドプシンの ASR は、他の微生物型ロ
ドプシンとは異なり、光定常状態において、
全トランス形と 13 シス形のレチナール発色
団が安定に存在し、相互に光異性化するフォ
トクロミックな性質を示す。本研究では、全
トランス形および 13 シス形から開始する光
サイクル反応において、発色団の異性化に対
するタンパク質応答を調べた。この結果、異
性化の方向に、発色団周辺の初期タンパク質
応答は影響を受けないことがわかった。この
成果は、Chem. Phys.誌に掲載された。 

 
③ ハロロドプシン（HR） 
塩化物イオンポンプである HR は、さまざ

まなアニオンが発色団近傍に結合することが
できる。レチナール発色団の電子状態は、光
定常状態においてさえも結合アニオンの影響
を受けることが知られている。本研究では、
さまざまなイオンと結合した HR のピコ秒領
域で起こる発色団異性化にともなうタンパク
質応答を調べ、応答速度が結合するアニオン
の種類には依存しないことを見出した。本成
果は、現在、論文として投稿準備中である。 

 
④ 異性化に対するタンパク質応答 

微生物型ロドプシンでは、発色団周辺のア
ミノ酸残基の多くが、種を通じてよく保存さ
れている。これには Trp や Tyr 残基も含まれ
る。このため、これらの Trp や Tyr 残基は、
高速ダイナミクス観測のためのプローブ分子
になると考えられる。これまで観測した微生
物型ロドプシンについて、ピコ秒タンパク質
ダイナミクスを比較した。その結果、どのロ
ドプシンについても、ピコ秒領域で、レチナ
ールの異性化およびそれに続く構造緩和に連
動したタンパク質応答が同様の速度を持つこ
とがわかった。このような発色団周辺のプロ
セスが、微生物型ロドプシンの高速ダイナミ
クスの特徴であることを見出した。 

(2) ナノ秒－ミリ秒時間分解可視共鳴ラマ
ン分光法による発色団構造変化の観測 

① ハロロドプシン（HR） 
HR の光サイクル反応において、発色団構

造がどのように変化するのかを、ナノ秒から
ミリ秒にわたり広い時間スケールで連続的に
観測することに成功した。これまでの共鳴ラ
マン分光の研究では、代表的なプロトンポン
プである BR についての研究は多く行われて
いるが、それ以外の微生物型ロドプシンにお
いて、発色団構造変化の時間発展に関する研
究はほとんどなかった。本研究では、特に発
色団の近傍を塩化物イオンが移動する過程に
おける発色団の構造変化の過程を観測した。
その結果、レチナール発色団の光異性化によ
り、発色団のポリエン鎖の平面さが歪み、プ
ロトン化シッフ塩基における水素結合が弱ま
ることを見出した。その後、ポリエン鎖は平
面構造になることがわかった。また、水素結
合のプロトンアクセプターが置換するのに伴
い、タンパク質構造が変化し、強い水素結合
が新たに形成されることがわかった。このよ
うなタンパク質の動きが、塩化物イオンの反
応初期の移動を促進すると考えられる。また、
アニオンがタンパク質内部を移動する過程で
は、発色団近傍に結合するアニオンの種類が
反応速度、およびタンパク質機能に影響を与
えることがわかった。本成果は、現在、論文
として投稿準備中である。 

 
② グロイオバクターロドプシン（GR） 

シアノバクテリアの一種であるグロイオバ
クターから発見された GR は、プロトンポン
プとして働く。本研究において、光サイクル
反応を追跡した過渡吸収測定では分離するこ
とのできなかった 2 つの L 中間体を観測する
ことに成功した。L 中間体は、プロトンポン
プに重要なレチナール発色団の脱プロトン化
の前駆状態として存在する。初期に現れる L
中間体では、プロトン化シッフ塩基の水素結
合が弱くなることがわかった。その後、タン
パク質構造の変化により、強い水素結合をも
つ後期 L 中間体が現れることがわかった。実
験結果をもとに、L 中間体における水素結合
強度の変化の過程を経て、プロトン移動のエ
ネルギー障壁が低くなり、シッフ塩基のプロ
トンがアクセプターであるカウンターイオン
へ移動することを提案した。本成果は、現在、
論文として投稿準備中である。 
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