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ロ ドプシ ン の 光反応 ダイナ ミクス
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　　　　　　　　　蛋白質の 示す物性 は 、

　　物性物理 と して もきわめ て興味ある対象で ある 。

それ は 、 適度に か た く、 適度 にや わ らかい こ の 高分子が 、

　　「機能」とい う高度 な仕事を演 じる か らで あ ろ う。

　　あ ま りに も複雑な対象で ある 「蛋白質の物性」は 、

　　 こ れ まで 十分 な解 析の対象 と は な らなか っ た が 、

最近 の研究 に よ っ て新 た な展開 が見 られ よ うと して い る 。

　　　　　　　　　本ゼ ミで は 、

光 を使 っ て仕事を行うロ ドプシン を対象と して 、

　　　その よ うな研究 の 最前線 を紹介す る 。

【要旨】

　我 々 は 目の 中 の 光セ ン サー
蛋白質 （ロ ドプ シ ン類 ）を使 っ て もの を見る 。 そ れ で は 、光 の 情

報は ど の ように して 、 視覚情報へ と変換 され る の で あろ うか ？

　光はロ ドプ シ ン に含まれ る発色団分子 （レチ ナ
ー

ル ）に よ っ て 捉えられ 、 こ の 分子 に構造変

化 を もた らす。 それ が 蛋 白質全体の 変化へ とつ なが り、細胞内増幅過程 を経て 、神経細胞の 電

気信号 に変換 され た情報 は、脳 に至 っ て視覚 となる 。 IO
−L5

秒 で 光の吸収が起こ っ てか ら IO’i秒
程 度で視覚が発生する まで の 過程 に お い て 、 約 12桁の 時間の あい だ 、 光の 情報は ロ ドプシ ン

内部 に保た れるこ とに なる 。 フ ェ ム ト秒、 ピ コ秒 、 ナ ノ秒 、
マ イク ロ 秒 、 ミリ秒 とい うそれぞ

れ の 時間で 起こ る出来事が 、 これ まで の 詳細 な研究に よ っ て 明らか に な りつ つ あ る 。

　本講義 にお い て は 、光の情報が時間的な階層構造 の 中で 、 どの よ うに蛋 白質の 中を伝達 され

る の か、最 新 の デ
ー

タ を含め て 紹介する 。 特に、フ ェ ム ト秒 の オーダー
で 起こ る初期 異性化 反

応 を中心 に 捉え、ダイナ ミク ス は どの ように研究 されて きた の か、なぜそ んな に速い の か、蛋

白質 と い う反応 の 場は どん な役割を担 っ て い るの か 、 とい っ た点に つ い て 解説す る 。 蛋白質と

い う反応場は IOILs（ペ タ）秒の オ
ー

ダ ーで 起 こ る進化に よっ て 最適化 された もの で あ り、ペ タ

秒の時間をかけて起 こ っ たこ とが、フ ェ ム ト秒の ダイナ ミク ス を決定 した可能性がある 。
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　光受容蛋 白質 は光 を エ ネル ギー また は情報へ と変換 する 。 光 を受容 す る

ため に 、 発色団 と呼ばれ る 小分子 が蛋白質内部に 存在 し 、 光 エ ネル ギー を

効率よく利用す る こ とが知 られてい る。 ロ ドプシン類 は ビタミン A の 誘導

体で ある レ チナ ー ル を発色団 とする光受容蛋白質 で あ り 、 代表的なもの と

して視物質 で ある ロ ドプシ ン （光情報変換） 、 光駆動プ ロ トン ポ ン プで あ

るバ クテ リオ ロ ドプシン （光 エ ネル ギ
ー

変換）が挙 げられ る 。 光 の もつ 情

報 や エ ネル ギ ー が 、 具体的に どの よ うな形 で 変換 され る の か 、 それ を明 ら

か に す る こ とが研究者の 夢 で あ る 。

　ロ ドプ シ ン とバ クテ リオ ロ ドプ シ ンに つ い て の理解 を助 ける た め の 参考

と して 、 超高速分光 に 関す る総説 を以下 に掲載する 。 さらにバ クテ 1丿オ ロ

ドプ シ ン に お け る プロ トン の 「能動輸送」とい うエ ン トロ ピー を減少 させ

る （不 思議な）過程 に つ い て の 参考文献 を示 す 。 ゼ ミは こ れ らの 内容を踏

まえて進行す る が 、 参加者の 事前の 準備は特に必要と しな い
。

　そ れ よ り も 、 分光学を駆使 して研究 を行う生物物理学者 で あ る私 に対 し

て 、 「物性物理 を志す若手」とい う立場 か らの 積極的な質問や討論 を期待

しま す 。
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【1】季刊化学総説 「超高速化学ダイナ ミクス 」　（2000 年）よ り

　3 ロ ドプ シ ン の 超 高速 ダ イナ ミ ク ス

神取　秀樹， 七 田　芳則

　暗い と こ ろで ウ シ の眼球か らて い ね い に網膜を剥が し， 定法に従 っ て単離 ・精製すると光受容蛋白

質 で あ る ロ ドプ シ ン を取 り出す こ と が で き る．ロ ドプ シ ン は太 陽輻射が い ちばん強 い 500　nm 付近

（緑色光）に 吸収の極大をもち ， 明る い と こ ろ に 出す と美 しい 赤色 に 見 える（ウ シ は，
ヒ トの もつ 三原

色的色覚はな く， 闘牛士 の もつ 赤 い 布が ， ウ シ で は な く ヒ トを興奮させ るため に 使われ るの はよ く知

ら れ て い る）．た だ し注意 をしな い と， 赤色 はあ っ と い う問に失わ れて しまう．ロ ドプ シ ン の 効 率よ

い 光 反応 に よっ て
， 視興奮を もた らす蛋白質部分の構造変化が起こ るためで あ る．試験 管の 中 で 再

度 ． 赤色 に 戻 す た め に は ， 目 の 中 と 同様 ， 新 しい 発色団を供給 しな け れ ば な ら な い ．後述す る よう

に ，
こ れが分光実験 に と っ て もい ち ば ん 問題 に な る部分 で あ る．

　視覚の 初期過 程 に お け る メ カ ニ ズ ム 解明 は
， 超高速分光に お け る チ ャ レ ン ジ ン グな課題 と して 常に

多くの 研 究者の 興味を集め て きた ．1979年に刊行 された 『ナ ノ
，

ピ コ 秒の化学亅に お い て も， 「ロ ド

プ シ ン の 光励起 と ナ ノ
，

ピ コ 秒現象」 と い う表題で ， 詳細 な解説が 与えられ て い る
1）．ただ し， 当時

の 最高時間分解能は ロ ドプ シ ン の 電子励起状態を捉え る こ と が で きない ピ コ 秒程度で あ り， 視覚の初

期 過程の研究 に と っ て は黎明期と い うべ き時期 で あ っ た ．視覚に お け る光 反応を明 らか に す るため に

は，よ り短 パ ル ス
， す なわ ち フ ェ ム ト秒 の 光が 必須 で あ っ た．

　フ ェ ム ト秒パ ル ス の 実現 は視覚 の初期過程の研究 に 劇的な 転機 を与え ，
こ の 20 年の 間に 反 応 過程

の 理解は大き く進ん だ．そ れ と 同時 に ， 生体中で の 振動 の コ ヒ ーレ ン ス や 多成分 の起源 な ど新た な問

題 が提起 され て い る．本総説 に お い て は，視物質 ロ ドプ シ ン を中心 に ， 超高速分光に よ っ て 何がわ か

り， 何が問題 と な っ て い るの か を紹介 した い ，

1．　 フ ェ ム ト秒前夜一 視 覚の初期過程 は異性化か 〜

　ロ ドプ シ ン な ど視物質 の 発色団は 11一シ ス 型 レ チ ナ
ー

ル であ る（図 1）．一
方 ， 高度好塩菌 に はバ ク

テ リオ ロ ドプ シ ン な どの レ チナール を発色団とする蛋白質が存在 し， 全 トラ ン ス型の レ チ ナー
ル を発

色団 とす る．い ずれ も蛋 白質 の リシ ン 残基 と シ ッ プ塩基結合を形成 し，
シ ッ プ塩基 はプ ロ トン 化 し て

い る（図 1）．レ チナール 蛋白質の光反応が超高速の時間領域で その特異 なポテ ン シ ャ ル 面に沿 っ て進

行す る こ と は ， 光反応の温度依存性や励起波長依存牲 が乏 しい
2，

こ とや螢光の量子収率が 小さ い
3，

こ

とな どか ら示唆 されて い た．この ような結果をもと に して， レ チ ナール 蛋白質に お ける初期過程の ポ

3。　Ultrafast　Processes　in　Rhodopsins

Hideki　KANDoRl　and 　Yeshinori　SHIcHIDA（京都大学大学院理 学 研 究科）
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図 1　ロ ドプ シ ン の 発色団（レ チ ナール の プ ロ トン化 シ ッ フ 塩 基）．（a）視覚の ロ ドプ シ ン
，

（b） バ クテ リア の ロ ドプ シ ン．

1
許

ミ
呼
H

　 　 　 　 　 　 　 　 反応座 標 （＝異 性 化 座 標 ？〉

図 2　ロ ドプシ ン の 初期過 程 に
一

般 的 に 用 い られ る ポテ ン シ

ャ ル．A が ロ ドプ シ ン の 基 底状 態，　 B が フ ラ ン クーコ ン ドン

状態， E が反応産物 の 基底状態を表わす．

テ ン シ ャ ル 面は図 2（実線）の よ うに考えられ て きた．

　そ の特徴 と し て ，   熱反応の ポ テ ン シ ャ ル バ リアーが高 い
，   電子励起状態で反発的なポ テ ン シ

ャ ル を もつ ，   反応産物の エ ネ ル ギー状態が 高 い ，と い っ た点が あげられ る． こ れ らはそれ ぞれ ，

ロ ドプ シ ン の特徴で ある低い熱雑音（室温 で は約 3，000年に一度の活性化率）， 高い 反応効 率（産物生

成 の 量子収率は ロ ドプ シ ン で O．67，
バ ク テ リ オ ロ ドプ シ ン で 0．6）， 光情報変換の ため の 蛋 白質 の構

造変化 （化学ポ テ ン シ ャ ル エ ネ ル ギーの獲得）， をもた ら す と考え られ る．問題は この反応座標が 何で

あるか ， とい う点 で あ る．ポ リエ ン鎖の場合 ， 特定の 二 璽結合に お け る 異性化が考えられ，実際 に 低

温 ス ペ ク トル 法 を用 い た光反応産物の詳細 な解析に よっ て異性化説が 定説 と な っ て い た
1］．しか し，

た とえば 20年前の総説をみ る と， ピ コ 秒分光に よ る最新の 報告 と して プ ロ トン移動説が紹介されて

い る
1）．こ の ような異性化説に対する疑問に は ， 「11一位で シ ス が トラ ン ス に なるよ うな（大 きな）構造

変化が そんな に速 く起こ っ て い い の か ？」と い う考えが 背景に あ っ た．実際 に
， 低温 に お い て は初期

中間体 の 1 つ で あ る バ ソ ロ ドプ シ ン が構造解析の対象と な っ た が ， 室温 で はそ の前に フ ォ トロ ドプ シ

ン が生成 す る
4〕
．したが っ て ， 生理的な温度に お け る視覚の 引き金が何 か と い う問題 は，1980 年代

一 755 一

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Bussei Kenkyu

NII-Electronic Library Service

Bussei 　 Kenkyu

講義 ノ
ート

簪
ム「
晉
凵門
轟へ
亭

△

A
ト

悩

’

黙
　　 　　 　　 　 パ ソ

ノRh8

鼠

〃 謡

フ オ ト

，、7 ノ
ま　 　　 　　 　 　　 　　 　 　　 「

ロ ドプシ ン

物
8員環 ロ ドプシ ン

1

賦）
7員環 ロ ドプ シ ン

∀
’
丶．．

、

　 　 　 N
　　　ノ

Rh5 ’

Rh5

5員 環 ロ ドプ シ ン

晒
、

　 　 　 O　　　　　 gO　　　　　 180

　　（11一シ ス ）　　　　　　　（トラ ン ス ）

　　　　　 C］1
−Cttね じれ 角／

°

図 3　ロ ドプ シ ン お よ び 11一シ ス 固定 ロ ドプ シ ン の 初期過 程．固

定 の堅 さ に よ り生成物が異 な り，異性化反応が初期反応過程の 中

心 で あ る こ とが わ か る．（文献 6 を改変）

の後半 を迎 え て も依然 と し て解決し て い な か っ た．

　筆者 らは
，

ロ ドプ シ ン の初期過程が異性化で ある か否か を検証す るため，コ ロ ン ビ ア大学 の 中西 グ

ル ープ
， 神戸薬科大学の伊藤グル ープ と共同で ， 異性化をブ ロ ッ クした レ チナ

ー
ル を発色団 とす る ロ

ドプ シ ン ア ナ ロ グの超高速分光 を行なっ た
5‘’7）．具体的に は ， 11一シ ス型を 5員環 や 7員環，8員環 で

固定 した レ チナ
ー

ル ア ナ ロ グを発色団とす る ロ ドプ シ ン試料を作製 し， ピ コ 秒の 吸収お よび螢光分光

を行な っ た，そ れ まで に行な わ れ た低温分光やナ ノ秒 フ ォ トリシ ス の結果 か ら，
こ れ らの アナ ロ グは

い ずれ も退色 しな い こ とが知 られ て い た が ， 超高速分光は ， リ ン グの 大 きさ に依存 して光反応が相異

な る こ と を示 した （図 3＞．た とえば ， 5員環固定の ロ ドプ シ ン で は反応中間体が生成せ ず， 長寿命化

（85ps）した 励 起状態だ けが 観測さ れた
5，． こ れ は ， 視覚の初期過程が シ ス

ー
トラ ン ス 異性化であ る こ

と を示 す実験事実と考え られ る．と こ ろが ， 7員環 ロ ドプ シ ン で は ロ ドプ シ ン の最初 の中間体であ る

フ ォ トロ ドプ シ ン が
5 ）

， 8員環 ロ ドプ シ ン で は次の 中聞体で ある バ ソ ロ ドプ シ ン まで
6）

が観測 された．

こ の一
見 ， 矛盾す る実験事実 は ， 環状構造の ね じれ の 自由度 との高 い 相関に よ っ て説明 された．すな
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わ ち ， フ ェ ム ト秒 で 起 こ る ロ ドプ シ ン の初期反応 は異性化で あ り， ピ コ 秒か らナ ノ秒に か けて 進行 す

る緩和過程は，蛋 白質部分 と の相互作用 に よる C，、
＝Cl、 の ね じれ の緩和 を伴うとい う もの で あ る．

こ の よ うな 研究の積み重ね の結果 ， 現在 では ， 視覚の ロ ドプ シ ン ，
バ クテ リア の ロ ドプ シ ン の い ずれ

に お い て も， 初期反応は光異性化である こ とが定説とな っ て い る．そ して ，
レ チナール の さまざまな

部位が ね じれる こ とによ っ て ， 異性化が起 こ りなが ら発色団全体 は大 き く動か ず， 高速反応が 可能に

なるもの と考え られ てい る．

2．　 バ ク テ リア の ロ ドプ シ ン の フ ェ ム ト秒分光
一

励起状態 を捉 えた 1

　フ ェ ム ト秒パ ル ス の 実現に伴 い ， 1980年代の後半か ら ロ ドプ シ ン の 測定が 報告さ れ る よ うに な っ

た．特に ， 光に よ っ て 退色 しな い た め に実験の しやす い バ クテ リオ ロ ドプ シ ン が 最初 の ターゲ ッ トと

な り， 超高速分光を リードして い た 各国の 研究室で 競 っ て実験が行なわれた
S”’12｝

，特に大き な関心

と な っ た の は ， 「初期反応 で ある異性化が い つ 起 こるの か ？」と い う問題で あ っ た．

　 ロ ド プ シ ン 類 に お い て は ， 最初の 反応中間体 （基底状態産物，図 2 の E として 定義さ れ る）は 必ず

もと の吸収よ りも長波長側ヘ シ フ トした吸収を もつ ．これ らは ピ コ 秒吸収分光に よ っ て観測す る こ と

が で きるが ，
バ ク テ リオ ロ ドプ シ ン の フ ェ ム ト秒吸収分光 に よる と， 励起直後に短波長側 に 過渡吸収

が観測 された
8｝．プ ロ ーブ光に よる誘 導放出が同時 に 観測され た こ と か ら

1°｝
， こ の 過渡種は バ ク テ リ

オ ロ ドプ シ ン の電子励起状態と同定 された．さ ま ざ ま なグル
ープの 測定 に よ っ て ，励起状態 の 吸収 ，

誘導放出の 寿命 とし て 500fsの 値が 報告 され ，
バ ク テ リオ ロ ド プ シ ン は 500　fsの 励 起状態の 寿命 を

もつ こ とが明 らか に な っ た．

　 こ こ で 注意 が 必要で ある．「バ クテ リオ ロ ドプ シ ン の励起状態の 寿命は 500fs で ある」 とい う実験

事 実 は か な り有名 で あ る が ， こ の事実か ら異性化が 500fsで 起 こ る と理解 して お られ る方が多 い こ

と で あ る．ポ テ ン シ ャ ル が 図 2 の よ うに 記述され るの で あれ ば ， 励起状態 の 減衰時間は産物の 生成時

間 と一
致 しな けれ ば な らな い ．つ ま り 500fs で よ い ．しか し こ の こ と は

， 産物生 成の時定数が 正 確

に 測定 され ， 励 起状態 の 寿命 と一致して は じ め て確定す る こ とで ある．初期の
一

連 の 報告に お い て

は，こ の こ とが あ ま り考慮 されず ， 常に図 2 の ポ テ ン シ ャ ル を用 い て議論が 展開され て い た．

　ポテ ン シ ャ ル の多次元性の問題は ，
バ ク テ リオ ロ ドプ シ ン の類縁蛋白質であるハ ロ ロ ドプ シ ン の 測

定に お い て 提起 さ れ た．ハ ロ ロ ドプ シ ン の フ ェ ム ト秒過渡吸収の結果 ， 励起状態の 吸収 と誘導放 出 の

減 衰の 時定数 と して 2．3ps と い う ，
バ ク テ リオ ロ ドプ シ ン よ りも長 い励起状態の寿命 が得 られ

た
13j．と こ ろ が ，初期 中間体 の 生成時定数を詳細な解析の もと に 求 めた と こ ろ ， 意外 な こ と に 1ps

以下 とい う結果 （0．6〜0．9ps）が 得 られた の で ある．励起状態 （状態 B〜C）の 寿命が 中間体 （状態 E＞の

生成時間 よ りも長 い と い う実験結果を図 2の ポテ ン シ ャ ル 面 を もとに説 明す る こ と は不可能で ある。

レ チナール 蛋白質 の 異性化 ダイ ナ ミ ク ス を表現する た め に は ， それ まで
一

般 的 に 用 い られ て きた 異性

化 に 対 す る
一

次元座標で は不 十分 で あ り，よ り複雑 な ポ テ ン シ ャ ル 面を考慮す る 必要 が あ る こ とがわ

か っ た．ハ ロ ロ ドプ シ ン に つ い て の こ の よ うな結果 は， よ り高 い 時間分解能の実験に よっ て も確認 さ

れ て い る
14・15）．

　以上 の結果は，よ り短 い 励起状態の 寿命 を もっ バ ク テ リオ ロ ドプ シ ン に対 して は どうで あ ろ うか ？

残念な が ら， 筆者 ら の 時間分解能で は 。
バ ク テ リオ ロ ドプ シ ン の 初期中間体で あるJ中間体の 生成時
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定数 を十分 な精度で決定す る こ と は で き な か っ た．そ こ で ，
ハ ロ ロ ド プ シ ン と同様の 解析をより高 い

時間分解能の測定
le）に対 して 行な っ て み る と，生成時定数 と し て 150〜200　fsとい う値が得 られ る．

励起 状態の寿命が 500fs で あ る こ と を考 え合わ せ る と，
パ ク テ リオ ロ ドプ シ ン も共通の性質を もつ

こ とが考えられた．そ の 後， さ らに広範な波長領域をカバ ーする精度の高 い 測定が行なわれ る ととも

に
1fi−’「g），図 2 の よ うな シ ン プ ル な ポ テ ン シ ャ ル 面で は十分な説明が つ か な い こ とが明 らか に な っ て

きた．提案さ れた モ デル は ， 基本的 に ハ ロ ロ ドプ シ ン の場合 と同様 ， 励起状態 に 別の ポテ ン シ ャ ル 面

を考慮 す る と い うもの で あ る
IS ｝．こ の よ うな 多成分 の 問題は ，

バ ク テ リオ ロ ドプ シ ン の フ ェ ム ト秒時

間分解螢光測定 に よ っ て 確定的な もの と な っ た 2°〕．すなわち ， ア ッ プ コ ン バ ージ ョ ン 法を用 い た螢光

測定に よ り， 励起状態の 減衰 として 90〜 240fs と 0．6〜0．9ps の成分を含む 3成分が 検出された．時

間分解螢光分光 は励起状態の情報しか 与え な い が ， 過渡吸収に加え て もとの 吸収の減衰や発光な ど惰

報量の多い （多す ぎ る）時間分解吸収分光の データ を補完し て
， 総合的な解釈 をす る た め に重要で あ

る．現在の と こ ろ ， 励起状態の 緩和 が多成分で あり， 速 い 成分 が 産物生成に深 く関わ っ て い る とい う

点に関 して は共通の認識が与 えられ て い る と い っ て よ い で あろう．そ の
一

方で ， ど の よ うな ポ テ ン シ

ャ ル を描 くべ きか に つ い て は，さまざ まな可能性が 考え られ結論 は下され て い な い ．

3． 視物質 ロ ドプシ ン の フ ェ ム ト秒分 光一 コ ヒ ーレ ン トな異性化 ？

　
バ クテ リオ ロ ドプ シ ン か らやや遅れ て ， 1991年 に 最初の （ウ シ ）ロ ド プ シ ン の フ ェ ム ト秒分光 が 米

国 の 2 グル
ープ に よっ て報告さ れた

21・22）．とこ ろ が興味深い こ とに ，カ リ フ ォ ル ニ ア の グル ープ は最

初の 中間体生成が 200fs以内で完了す る と い い
21）

，
ニ ュ

ーヨ ーク の グル ープ は 3ps で 起 こ る 22） と結

論 レた．
一

方 Taijiらは， タ コ ロ ドプ シ ン の 測定を行 い
， 0．4ps ， 2ps と い う 2 つ の 速度成分 を報告

した
23｝

．
一

体 ， 異性化 は い つ 起 こ る の だ ろ うか ？

紐
＼

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 500　　　　550　　　　600　　　　650

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 波 長 ／nm

図 4　ウシ ロ ドプシ ン の過渡吸収変化
2‘）．500　nm ，35　fsの 励起光で ロ ドプ シ ン

を励起 し，10fs の プ ロ ーブ 光 に よ り過渡吸 収変化 を透過光量の 変化 と し て 測
定 した．もとの 吸収（図 2 の A ）の 減少や 励起状態 の 吸収，フ ォ トロ ドプ シ ン の

吸収（図 2の E）が見 られxig．
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　 カ リフ ォ ル ニ ア の グル ープ の実験は 35fs の 励起光 ，
10　fsの プ ロ ーブ光 と い う当時， 最高の時間分

解能の装置 を用 い て 行な わ れ た ．そ し て，彼 ら は こ の 装置 を用 い て ， そ の 後 も次々 と論文を出版 し

た
Z4 ”’Z7 ｝．そ の結果 ，

バ ク テ リオ ロ ドプ シ ン の 場合 とは異な り， 彼 ら
一

グル ープ の 実験結果や解釈が

ロ ド プ シ ン に お ける定説 と して 受 け入れ られ る こ ととな っ た．その典型的なデー
タ を図 4 に 示 す．縦

軸 に 記さ れ た時間 は
， 励起光 に 対す る プ ロ ーブ光の遅延時間を表わ し ， 縦軸は も との吸収に対 す る過

渡吸収の変化（実際 に は透過光量 の変化）を表わす．したが っ て ， 正 の 信号が過渡吸収 ， 負の 信号 が も

との 吸収の 減少を 示 す．ロ ド プ シ ン は 500nm 付近 に 吸収 をもつ の で ， 100　fs以降 に観測 さ れ る 500

nm 付近 の 負の信号は ロ ドプ シ ン の 減少 に 対応 し， 530〜630　nm に観測 され る 正 の信号が最初の 中間

体で あ る フ ォ ト ロ ドプ シ ン の 過渡吸収で あ る．一
方 ，

33fs で 500　nm 付近 に 現わ れ る正 の信号は ，
ロ

ドプ シ ン の 電子励起状態の 吸収 と解釈さ れた
24）．本特集号 で紹介され る他の 系に お け る ス ペ ク トル 変

化 と比較さ れ る と ，
ロ ドプ シ ン に お け る こ の よ うな過渡吸収が か な り特異で ある こ とがわ か る だ ろ

う．その 特徴 と し て，励起状態の吸収が 現われ る時間に （励起状態ならば当然 ， 期待さ れ る）誘導放出

が観測さ れ な い こ と
，

さ らに は異性化産物で ある フ ォ トロ ドプ シ ン の 吸収の生成が 200fs に お い て

す で に 完了 し て い る こ とで あ る．図 4 を も と に ， 生成の 時定数を推定す る と 100fs程度 と な る．こ

れ は レ チ ナ ール 分子 を構成す る炭素原子問の 伸縮振動のわずか数周期分程度の時間であ る．20年前

に，シ ス が トラ ン ス に な るの に ピ コ 秒 で 起 こ っ て い い の か ， と い う こ とが 問題 に な っ て い た こ とを考

え る と ， 驚 くべ き速 さ で あ る．彼 ら は
， 図 1 の ような状態 C か ら状態 D へ の無輻射遷移を考慮 した

従来か らの モ デ ル （断熱的な ポ テ ン シ ャ ル 交差 に 基 づ く）で は ，
こ の ような超高速異性化を説明す るの

が 困難で あ る と考え，状態 B が 非断熱的 な ポ テ ン シ ャ ル 交差 に よ り状態 E と 強 く相互作用 す る モ デ

ル （図 1， 破線）を提唱 し た
24 ）．そ して ， 非断熱的 な ポテ ン シ ャ ル 面 で の 励起波束 の 振る舞 い を ，

Lan −

dau−Zenerの式に よ っ て表現 し， こ の よ うな高速反応 が ロ ド プ シ ン に お け る高 い 効 率の 産物 生成 を

もた らして い る と結論 した ．

　彼 らの モ デ ル に よれば ， 目の 中で は ， 励起 → 緩和 → 反応 と続 く通常 の 光化学反応の ス キーム に は従

ト

沁
ぐ
ー

5り0 ・m

　　　（B）
500nm

　　　（A

530nm

　i
530nm

　1
聞Onm

5白。 ・m

550rlm

58G 冂m

…

610 冂m

…

610nm

　 　 　 　 　 　 　 　 0 　　　1，000　2，000　3，0000 　100　200300

　　　　　　　　　　　 遅 延 ／fs　 　 　 波数／cm
−L

図 5　ロ ドプ シ ン の 初期反 応 に 見出 され た振 動 の コ ヒ ーレ ン ス
26 ）．（A ＞そ れ

ぞ れ の 波長 に お け る吸 収変化の キ ネ テ ィ ク ス ．振動 が見 られ る．（B）振動成

分 の フ ーリエ 変 換 に よ り得 られ た 振 動バ ン ド．60　cm ’i
に ピークをもっ バ ン ド

が，プ ロ
ーブ 波長 に 依存」て 現わ れ る．
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わ ず ， 励起 → 反応→緩和 とい う過程が進行する こ とに なる．緩和よ り速 い 反応の 結果 と し て ，カ リフ

ォ ル ニ ア の グル
ープ はさ らに興味深 い デー

タ を報告 した．すわな ち ， 図 5（A ）の よ うに 200fs で 完了

す る異性化産物の生成の キネ テ ィ ク ス に は振動がの っ て い る．この振動 を フ
ーリエ 解析 した とこ ろ ，

60　cm ”i
の振動が得 られた の で ある が，こ の振動 モ

ー
ドの位相を調べ た と こ ろ，プ v 一ブ波長依存性

が見出さ れた
2G｝

，550　nm よ りも短波長側 と長波長側 で 位相が逆転 した結果 を，彼 らは異 性化後 の ポ

テ ン シ ャ ル 上 で 起 こ る レ チナール 分子 の ね じれ運動 に よるもの と解釈し た ．励起状態で の 反応が完了

した後 ， 基底状態 の ポ テ ン シ ャ ル 上（図 2の E）で 位相が緩和 して い く様子 が観測 され た の で あ る．こ

の ような振動の コ ヒ ーレ ン ス は ， レ チナ
ー

ル の ような大 きな分子が，蛋白質 とい う複雑な環境の も と

に行な う異性化反応に お い て見出されたため ， 大 きな反響 を呼ん だ．筆者も， 1994年に カ リ フ ォ ル

ニ アで 開催 され た 「超高速現象の国際会議」で は じめ て聞い た ときの 印象が強 く残っ て い る．

　カ リフ ォ ル ニ アグル ープの実験は，200fsで の 産物生成 とい い ，基底状態産物 に見 ら れ る振動 の コ

ヒー
レ ン ス とい い ， 視覚の初期過程の解明に大 き なブ レ ーク ス ル ーをもた ら し た．彼 らは

， ほか に も

11一シ ス 型 で な く9一シ ス型の ロ ドプ シ ン の ダイ ナ ミ ク ス 測定
25 ），13−一位の メ チ ル 基 を もた な い ロ ドプ

シ ン の ダイナ ミ ク ス測定
2η か ら， 10一位 の 水素原子 と 13一位の メ チ ル 基 と の 立体障害（図 1（a））が ロ ド

プ シ ン に お ける超高速反応の駆動力 とな っ て い る こ とを報告 して い る．し か し
， 異性化が非断熱的な

遷移に よ っ て記述 され る の で あれ ば， 今度は逆に なぜ ， 量子収率が 1に な らな い の か，と い うこ とが

疑問と な る．さ らに ， ウ シ ロ ドプ シ ン を試料 とした図 4 の ような高 い 時間分解能 ， S／N 比 で の 実験

に お い て も， 誘導放出 は観測さ れ て い な い ． こ の ような結果は，タ コ の ロ ドプ シ ン 15123〕 や バ ク テ リオ

ロ ドプ シ ン
1°・12・1η と は大 き く異な っ て い る．ウ シ や ヒ トの ロ ドプ シ ン だ けが 特別な反応 ダ イ ナ ミ ク ス

をもつ の で あ ろ うか ？　1 つ の問題 は ， 前述の 通 り時間分解能が どれ だけ高まろ うと，
ス ペ ク トル 成

分に重な りがあ る以上 ， 解析が複雑に な っ て しまうと い う過渡吸収分光の計測自身 に 由来す る 問題が

ある．そ こ で筆者 らは ， ウ シ ロ ドプ シ ン か らの螢光を実時間で 測定す る こ とを試み た ．測定中の 試料

の 退色は困難な問題であ っ たが ， こ れ を克服 し， 図 6に 示す ように ロ ドプ シ ン の螢光 を実時間で 測定

遡

慧
米

　 　 　 　 　 　 0　　　 1　　　 2　　　3　　　4　　　5

　　　　　　　　　　 時聞／ps

図 6　ロ ドプ シ ン の 螢光
2S 〕．実線 は装置の 時間分解能 を考

慮 した フ ィ ッ^ テ ィ ン グカーブ．

一 760 一

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Bussei Kenkyu

NII-Electronic Library Service

Bussei 　 Kenkyu

「第 45 回物性若手夏の学校 （2000年度）」（そ の 2＞

す る こ と に成 功 した
28，．そ の結果 ， ウ シ ロ ドプ シ ン の 励起状態 の 緩和 に も，フ ェ ム ト秒 の 成分 と と も

に数 ピ コ 秒 の 成分が存在す る こ とが わ か っ た．さ らに 2 つ の波長 の キネテ ィ クス に は明 らか に 有意な

違 い が あ り， ウ シ の ロ ドプ シ ン の 励起状態ダイナ ミ ク ス は，200fs以 内に すべ て が 完結 して しまう・
シ

ン プル な もの で は な い こ とが 明ら か に な っ た．理解を深め るため に も，さらな る研究の進展 が期待さ

れ る．

4．　 異性化 の 機構 に 関 して一 何が反応 速度を決め る ？

　 こ れ ま で の研究か ら ，
ロ ドプ シ ン の初期過程 は励起状態 に お け る異性化 で あ り， そ の緩和に は フ ェ

ム ト秒と ピ コ 秒の （少な くと も 2 つ 以上 の ）成分が存在す る こ とが明 らか に な っ た．過渡吸収に お ける

産物生成の ダ イ ナ ミ ク ス とあわ せ る と ， フ ェ ム ト秒の緩和成分が コ ヒーレ ン トな異性化に関与 して い

る可能性が あ る．で は この よ うな多成分性の 起 源は何だ ろ うか ？　 興味あ る仮説は ，
こ れ らの ダイナ

ミ ク ス が異性化の 方向性 と相関し て い る と い うもの で あ る．蛋白質 と い う反応場 は ，
シ ス と トラ ン ス

の 間 で異性化 す る の に も右回 り と左 回 りで は環境 が 異な り，ダイナ ミ ク ス が 変わ っ て くる可能性が あ

る．一方向の 異性化 が 蛋 白質内で の 反応の 特徴，すなわ ち高 い 効率や 選択性 を説明 で きる可能性が あ

る．

　 こ の 仮説を検証す るた め に は，発色団の ダ イ ナ ミ ク ス を よ り対称な系で調べ て やればよ い ．こ の よ

うな観点か ら，筆者 ら は溶液中で の レ チナール 発色団の励起状態ダイナ ミ ク ス を調 べ た と こ ろ ，
バ ク

テ リア の ロ ドプ シ ン
29，

， 視 覚 の ロ ドプ シ ン
3°）の い ずれ の 発色団 に お い て も，メ タ ノ ール 中 で フ ェ ム

ト秒 と ピ コ 秒の 2 つ の成分が観測さ れ た．こ れ ら の 実験で注意すべ き こ と は，視覚の ロ ドプ シ ン の 発

色団（11一シ ス レ チナール ）で は 13の 位置の メ チ ル基 と 10 の位置の水素の 間に立体障害が生 じ る ため

に，溶液中 で も 2種類 （つ ま り， 右 回 りと左回 り）の 構造を と る とい うこ とで あ る．
一

方 ，
バ クテ リア

の ロ ド プ シ ン の発色団は全 トラ ン ス 型 の ため立体障害 は生 じず ， 基本的に は 1種類の構造 を とると考

え る こ とが で き る．し か し，実験結果 は ， 両者とも 2 つ の成分 の緩和 過程が観測 された．した が っ

て ， 2成分の緩和過程は発色団 の 異性化 の 方向性 を示 して い るの で はな く， 励起状態 での異性化 のチ

ャ ネ ル に 入 る前の発色団構造の 不均
一
性に 由来 して い るよう に 思え る．その

一
方 で ， 溶液中 と蛋 白質

中でのダイナ ミク ス を比較す る と， フ ェ ム ト秒の成分が蛋 白質 中でよ り大 き くな っ て い た．11一シ ス

型 の 場合 ， 溶液中の 異性化効率 （約 0．15）は蛋 白質中（0，67）よ りも小 さ く，
こ れが フ ェ ム ト秒の緩和

成分 と相関がある可能性がある．

　蛋 白質 とい う反応場 の 性質 を調 べ るため に は ， 溶液の よ うな ま っ た く異な る 環境の も とで 調べ る方

法の ほ か に ， ア ミ ノ 酸置換に よ っ て 蛋 白質環境 を わ ずか に 改変す る 方法がある．しか し ， 視覚の ロ ド

プ シ ン の場合 ， 光を吸収す る と退色す る ため実験 に は多量 の試料が 必要 で あ る が ， 作製可能 な試料の

量が限 られ て い る こ とか ら， 変異 蛋白質 の フ ェ ム ト秒分光は あま り現実的 で はな い 。一
方 ，

バ クテ リ

ア の ロ ドプ シ ン は変異蛋 白質 を大量 に 調製す る こ とが可能で あり， 光反応がサイクル に な っ て い る事

実とあわせ ると有力で ある．現に ，
バ ク テ リオ ロ ドプ シ ン に お い ては，

シ ッ プ 塩基周辺 の ア ミノ 酸残

基を置換した試料の 過渡吸収分光が行なわれ ， 高速異性化に対 して ， シ ッ プ塩基の対イオ ン が重要 な

寄与を して い る こ とが報告された
31 ”’33｝．変異蛋白質を利用 した初期過程の 系統的な ダイナ ミ ク ス 測

定は ， 今後の よ り深 い 理解の た め に 重要で あ ろ う．
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講義 ノ
ー

ト

　 ロ ドプ シ ン の 超高速分光に よれ ば ， 異性化のポテ ン シ ャ ル 面が図 2の ような単
一

な もの で はその ダ

イナ ミ ク ス を説明す る こ とが で きな い ．現時点で は さ まざまな解釈 が 可能 で あ る が ， 筆者は以 下 の よ

う に考え て い る．

　「異性化に お ける断熱的なポ テ ン シ ャ ル 交差 と非断熱的なポテ ン シ ャ ル 交差は ，
レ チ ナ ール 蛋 白質

の発色団が もち合わせ る本質的な性質で ある．異性化に対す るよ り古典的な描像で ある断熱的な過程

と， よ り高い 異性化効率を与え る非断熱的な過程に よ り全体 の異性化過程 は記述 さ れ る．両者の 分布

は まわ りの inhomogeneous （不均一一）な環境 に依存 し，蛋白質環境 で は後者が優勢で あ る．」

　ポ テ ン シ ャ ル 交差が断熱的か非断熱的か を決定す る要素は，レ チナール 分子の 基底状態に お け る構

造の相違を反映す るもの か もしれ ない ．あるい は均
一

な分子構造か ら励起され て も， 異な っ た 異性化

過程が決定され るの か もしれ な い．こ れ は今後の課題で ある．

5．　ポ テ ン シ ャ ル の 向 こ うに

　フ ェ ム ト秒パ ル ス の 実現に よ り，ロ ドプ シ ン の異性化過程の研究は劇的な進展 を見 せ た．しか し，
こ れ ま で 見て きた ように フ ェ ム ト秒分光 は ，

ロ ドプ シ ン の超高速 ダイナ ミク ス に 対 して多 くの知見 を

与えた の と同時に解決すべ き疑 問も提示 した．視覚の ダイ ナ ミク ス に関して 正 しい 描像を与え る た め

に も，さ らに詳細な解析が 期待 され る．特に 蛋 白質 とい う反応場が どの ような役割を演 じて い る の か

に つ い て は ， さ らな る理解が求め られ る と こ ろ で ある． こ の 観点か ら す る と，最近 の構造生物学の 進

展は新たな可能性 を も た らした と い う こ とが で き る．

　20年前，ピ コ 秒 の 光 が ロ ド プ シ ン の実験 に利用 され た と き ， 蛋 白質 とい う反応場 は ま っ た くの ブ

ラ ッ ク ボ ッ ク ス で あ っ た．し か し
， 最近 ，

バ クテ リオ ロ ドプ シ ン の立体構造（図 734））が決定され ，
ロ

ドプ シ ン に つ い て も 10 年以 内に は 原子 レ ベ ル で の立体構造の決定が 予想 され る．異性化に 関して ，

なぜ 決 ま っ た と こ ろで 回 る の か （選択性の 問題）， 右回 りか 左 回 りか ど ち ら向き に回 る の か （方向性の

問題）， なぜ蛋白質内で はよ く回 るの か （効率の問題）， とい っ た蛋白質反応場の 不思議さ は立体構造

　　　　　　〆

　　　　… 9 さ

　　　　　　　　il

　　　　墨藻
　 　 　 　 　 　 Asp　85　　　：
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

lt

　　　　　　　　　　　＠ 水

図 7 バ ク テ リ オ ロ ドプ シ ン の 構造．発 色団 レ チ ナ ール と異 性 化

に よっ て 構造変化が 誘 起 され る と 思われ る蛋 白質部分を示 した，
（文 献 34 の 構造 よ り）
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「第 45回 物性若手夏 の学校 （2000年度）」（そ の 2）

と密接 に 関わ っ て い る．し か し ， 立体構造 が あ る だ けで は
， 反応 ダイナ ミ ク ス は 理解で きな い ，立体

構造をも とに ，蛋 白質を改変す る分子生物学 も含め て
， 包括的 なダイナ ミ ク ス 解析に よ り正 しい 描像

を構築 す る こ とが で き る もの で あ ろ う．こ れ まで わ れ わ れ 研究者は ， 超高速ダ イナ ミ ク ス を実時間で

捉え ，
い か に 正確に ポテ ン シ ャ ル 面を表現する か を求めてきた．凝縮系で は こ の ポテ ン シ ャ ル 面を実

空間に お け る構造変化 と対応 さ せ る こ と は容易 な こ とで は ない が
， 蛋白質 とい う反応場は原子が決ま

っ た位置 に 固定され て い る と い う点で，溶液な ど他の系 よりも精緻な解析が 可能で ある か もしれ な

い ．

　さ ら に ，フ ェ ム ト秒 （10
−’S 秒）の オ ーダー

で 起 こ る蛋白質中で の 異性化反応の 研究 に は ，
ペ タ秒

（101s秒）の オーダーで起 こ る生物進化 と い う
一

見か け離れ た研究か らも示唆が得 られ る．ロ ドプ シ ン

を含めた視物質は ， 生物の 40億年 に わた る進化過程で ， さ ま ざ ま な種類に 多様化 して きた．最近 の

研究 に よ る と， 本総説で取 り上 げた ウ シ と タ コ の ロ ドプ シ ン は ， 脊椎動物と無脊椎動物が分岐する は

るか 以前 ， すなわ ち単細胞生物か ら多細胞生物が生 じる頃 （約 9億年前）に 多様化 した こ とが示 さ れ て

い る．つ まり， 分岐の時期か ら現在まで 非常に長い 時間が 経過して い る の であ る．生物は進化の過程

で視物質の遺伝子 を重複さ せ ，また ， 蛋 白質部分の ア ミ ノ酸 を さ まざ まに変異させ ， 色（吸収極大）の

違う多くの 視物質を つ く っ て き た ．最近 で は， 光吸収後の 蛋白質構造 の変化の しや すさ の違 う視物質

も発見 され て い る
35 ・3s ｝．そ れ に もか か わ らず ， ウ シ や タ コ の ロ ドプ シ ン はお ろか ， こ れ ま で 調 べ られ

た視物質 の 量 子収率 は ほ とん ど変わ らない
35，36）．つ まり， 発色団 の 異性化 に 関与す る分子構築 は進化

の 初期 に す で に獲得 され ， そ の後 の 変化 に よ っ て もほ と ん ど改善さ れ なか っ た と考えられ る．裏を 返

せ ば．レ チ ナ ール を発色団 と し て 使 う 限 り ， 生 物 が で き る こ と （つ ま り発色団 の ま わ りの ア ミ ノ 酸 を

置換 して 環境を変え る こ と）は そ れ ほ ど大 き くは な か っ た の か も し れな い ．そ の た め ， 量子収率の 高

さは意外 と単純 な仕組み ， た と え ば発色団 の 両端 を固定 し て 発色団構造 の 不均
一
性 を減少さ せ る こ と

にある の か もしれな い ．また ， 両端 を固定す る こ とに よ り， 光 エ ネ ル ギー
を中心付近の構造変化に利

用しや す くな っ た の か もしれな い ．すで に 述べ た ように ， 最近 の分子生物学の進展に よ り発色団の ま

わ りの ア ミ ノ 酸 を自由 に 変化 させ る こ とが可能 に な っ た．今後の研究の進展 が期待され る．

　本総説に お い て は，ロ ドプ シ ン の 超高速ダイ ナ ミ クス に っ い て ， 特 に フ ェ ム ト秒パ ル ス を用 い た 実

験結果 を中心 に解説 した ．紙面 の制約で 十分に包括的な紹介 は で き な か っ た 面 もあ り， また理論的な

研究 に 触れ る こ とが で きな か っ た．そうい っ た部分 に 関して は ， 他の総説な ど 37〜391
を参考に して 補

完 して い ただ けた ら幸い で あ る．
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【2 】バ ク テ リオ ロ ドプ シ ンの プ ロ トンポ ン プに つ い て

　高度好塩菌 とい う細菌には 、
バ クテ リオ ロ ドプシ ン と呼ばれ る イオ ンポ ン プが存在

する 。
バ クテ リオ ロ ドプシ ン は 光の エ ネル ギ ーを使 っ て プ ロ トン を輸送す る膜 タ ンパ

ク質で あ り、プ ロ トン結合基の プロ トン化状態 を時間的、空 間的 に制御す る こ とに よ っ

て 、 エ ネル ギ
ー

勾配 に 逆 らっ て プロ トン を 「能動輸送」する こ とが で きる 。 系の エ ン

トロ ピー を減少 させ る 「能動輸送」 とい う不思議な 出来事は なぜ生体分子にお い て実

現で きるの で あろ うか ？

分子 ポ ン プは濃 度勾配 に逆 らっ て輸送 で きる
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バ クテ リオロ ドプ シン　分子ポ ンプ タンパ ク質の トッ プラ ンナ ー
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バクテリオ ロドプシンの可 艮吸収賓化
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最近 、高分解能の 結 晶構造や プ ロ トン の 輸送経路が明 らか に され 、タ ンパ ク質の 構造

変化 と共役 した能動輸送 の メ カ ニ ズ ム を原子 レ ベ ル で理解する こ とが可能にな っ た。

こ こ で は 、
バ ク テ リオ ロ ドプシ ン の 光駆動プロ トン輸送機構解明の 現状 を紹介 したい 。
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