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　　　C｝戊㏄㎞me　c－553　extr㏄ted　from

DesIψ』w匡栖o曙lgaris，　Miya剤d　is　an

e1㏄tron　can戊er　protein　that　has　only　one

heme，　bOund　to　a　single　POIypePtide　chain　of

molecular　weight　8，000【1］・Tlle　pu中ose　of

吐Us　research　　is　to　　clalify　　photophysical

processes　of　the　iron－free　cytochrome　c－553　so

as　to　develop　finally　an　opto－e1㏄tronic　protein

devi㏄such　as　novel　opdcal　melnory　by

means　of　photochemical　hole　burning（PHB）．

　　　Des“lfovib地vul8ari°5，　Miy蹴垣，　w鎚

cult町ed　as　described　befbre　［2］．　Bacterial

sonicate　was　p爬pa爬d　by　disintegrating　wet

㏄Us　of　Desulfovibrio　vu’ga」P’iぷ　suspended　in

5－6　vo1㎜es　of　H20　with　an　ultrasonic

dis血1tegrator　（皿一200P，　Tomy　Se止o　Co．，

Tokyo）砿20　kHz，180　w，　fbr　12輌L　QAE－

Sephadex　A－50（Pharmacia）chromatogmphic

colunln　was　used　to　concen仕ate　c－553加m

Ule　bacterii』sonic　ate　treated　with（NH4）2SO4．

Sephadex　G－50　chromatographic　column　w　as

used　to　separate　high　mo1㏄ular　weight

cyt㏄hrome　and　cyt㏄hrome　c－553［1］．

　　　Preparation　of　iron－free　cyt㏄hrome　c－

553．i．e．，　po叩hyrin　cyt㏄hrome　c－553，　was

carried　out　with　minor　modi行cations　of　dle

methOds　of　Fisher　et　a1．【3】a皿d　Vanderkooi

and　Erecinska　【4】．　Ten　milligrams　of

cyt㏄hrome　c－553　w脚e　cooled　in　an　open

Tenon　beaker　suspended　in　a　Dewar　flask

containing　liquid　nil匡ogen．　Anhydrous　HF

（pressure　of　O．2　kg／cm2）was　passed　into　the

beaker　for　fbur　minutes　and　the　cytcrchrome　c．

553　1岬ed　pulple，　mdicating　that　a　reaction

had　occurred．　The　beaker　was　transferred　from

the　liquid　ni加gen　con面ner　to　room

temperatu爬and　HF　was　removed皿der　a

stream　of　nitrogen．　The　porphy血cytochrome

c－553was面ed　under　reduced　pressure］for・24

hours，　and　then　was　purified　through
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Figure　1：Transient　absolpdon　spec加m　of　porphyrin　cytochrome　c－553　in悟s－HCl　solution　at　26

　　　　　　　　　ps諭er　exci励on　wi由a　fs　laser　at　400　nm．

Sephadex　G－50　chromatographic　columns

using　Tns－HCI　buffer　as　eluent．　The　po】4）hy血

cytochrome　c－553　eluted　a　little　earUer　than

normal　ferricytochrome　c－553，　which　indi－

cated伽抽e　molecula「sizes　o抽e　f（）㎝er　are

slightly　larger　than　those　of　the　latter　due　to　a

slight　change　㎞　the　sロucture　of　the　prote㎞．

The　fractions　of　the　po中hy血1　cytochrome　c－

553were　pooled，　dialyzed　against　disdlled

water，　and　applied　to　a　CM－cellulose（NHの

COlumn．

　　　　The　visible　spectrum　of　the　porphyrin

cytochrome　c－553　in　Tris－HCI　buffer　at　pH　7．2

showed　four　bands　with　abso1予don　maxima　at

503，540，568　and　620　nm　in　addition　to　strong

absorption　at　402　nm．　These　are　bands　chara－

cteristic　for　all　free　base　porphyrins　［5］．

Although　the　prtmary　structure　of　cytochrome

c－553is　different　from　that　of　horse　heart

cytoc　hrome　c　I4］，　the　absorption　peaks　of　iron

free　cytochrome　c’s　were　fb皿d　to　agree　with

one　another．

　　　　In　order　to　obt蜘the　infbrmation　on

excited　　states，　　the　　time－dependence　　of

transient　absorption　of　porphyrin　cyt㏄hrome

c－553was　studied　in　a　l　cm　cell　upon

excitation　with　a　400　nm　femtosecond（fs）

1aser．　Transient　absorptioll　measurements　were

perfbmed　using　a　pump－probe　system　with　a

regeneratiΨely　amplified，　mode－locked　fs　Ti：

sapphjre　l　aser［6，7］．　The　ampl　ified　Ti：sapphire

laser　deli　vered　pulses　with　an　FWHM　of　200－

250fs，10　Hz　repetition　rate　and　had　maxi－

m㎜power　of　6加ノpulse　at　800　nm　A　probe

white　light　was　obtained　by　f㏄using　the

resldual　800　nm　light　in　to　a　cell　containing

a2：1　vlv　mixture　of　D20／H20　after　passing

through　a　BBO　crystal　to　obtain　the　second

harmonics　for　pumping［6，7］．　The　transient

absorption　and　decay　dynamics　were　mea－

sured　by　a　duai　photodiode　arτay　system

（Hamamatsu　Photonics　C6140－PMA）using　an

optical　delay．

　　　　Fig・1　shows　the　transient　absorPtion

spectmm　of　a・Tris－HCI　solution（pH　7，2）of

porphyri皿cytochrome　c－553．　The　transient

absorPtion　bands　extend　to　the　blue　from　700

nm　and　haΨe　a　peak　at　450　nm．　The　ground

state　bleaching　is　also　observed　at　510，540，

570，砲d620－640順which　coπespond　to　the
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T㎞epro伍e　of仕ansient　abso叩Uon　at　450㎜飴r　polphy血cyt㏄㎞ome　c－553　upon
exci惚臼on　w汕afs　l品er　at400㎜．

absorp廿on　Peaks　of　the　visible　spectrum　of　the

porphyrin　cy　tochrome　c－553．　The　time　profde

o』nsient　absorPtion　at　450　nm　is　shown　in

Fig2，　w垣ch　demons輌very　fast　formation

and　slow　d㏄ay　of　a　photoexcited　state．

Nthough　the　rise　is　slighdy　slower　than　the

time　resolution（＜1ps）of　our　system　proba－

bly　due　to　larger　opdcal　length　of　the　ceU　used

to　　increase　　the　　transient　absolption，　the

observed　　仕ansient　　absorpdon　　could　　be

attributed　to　the　excited　singlet　state　from

following　discussion・The　transient　absorPtion

at　450　nm　showed　a　double　exponential

decay　with　a　minor　fast　component　with　a

time　constant（Ttte）of　3．8　ps　and　a　majer

slow　one　with　τ比of　longer　than　a　few

nanoseconds（ns）．

　　　　The　fluorescence　behavior　of　porphydn

cytochrome　c－553　was　also　measu民d　in

degas　sed　Ttis－HCI　solution　and　glycerol－water

（5：lv1Ψ）solution．　They　exhibited　relatively

strong　fluorescence　of　porphyrin　moieties　in

the　600・・700　nm爬gion　with　Peaks　at　620　and

680㎜．The爬is　no　l紅9e（iifference　between

the　two　soludons．　Fig．3showed　temperature

dependences　　of　　fiuorescence　　spectra　　of

porphyrin　　cytochrome　　c－553　　in　　degassed

glycerol－water（5：1　vlv）solution．　The　f］uore－

scence　peaks　shift　to　the　blue　with　a　decrease

in　temperature、　It　apPeaエs　to　be　induced　by

interaction　among　Porphyrin　moieties　and

solvents．

　　　　Fluorescence　d㏄ay　curves　were　obtained

with　a　Horiba　NAES－550　single　photon

counting　machine．　The　emission　of　porphyrin

cytochrome　c－553　in　degassed　Tris－HCl

solu加n（pH　7．2）was　measured　at　20℃

through　an　i　nterf（∋lence　fi　lter（630，652，　and

682nm）．　The　excitaUon　light　is　separated

through　a　B－390　filter　w並h　the　transmittance

peak　at　390　nm．　Time　constants　were

calculated　us㎞g　the　deconvolution　me血od　by

fitting　the　data　to　equations　consisting　of　the

sum　of　exponentials、　The　d㏄ay　curve　with

tme（ns）at　630㎜艦輪dΨe呼well　to，

　1630＝0．22exp（－t　113．0）＋0．78　exp（－t’3．2）．

The　time　pro刷es　of　fluo爬scence　at　other

wavelengths　we民also　calcUlated　to　be　the

sum　of　two　expOnential　functions　with　time
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Figu罰e　3： Euorescence　spectra　of　pOrphyrin　cytochrome　c－553　in　glycerol－water（5：1vlv）at

different　tempera血鵬s．　Excitation　waveleng也is　502㎜．

constants　of　2．8，　2．6　ns　and　13．0，　12．8　ns，

冨espectively．　The　dme　constants　of　a　major

component　in　fluon∋s㏄nce　d㏄ay　agτ鞠d　weIl

with　tho記of　transient　absorp血on・Therefore，

it　can　be　concluded　that出e　main　rdaxation

process加m　the　excited　state　of　porphyrin

cytochrome　c－553　is　llot　by　way　of　the　triplet

state，　but　rather　direc　tly　from　the　firs　t　excited

singlet　state．　The　existence　of　two　time　con－

stant8　suggests　dlat　there　are　different】micro－

environments　around　porphyrin　in　the　case　of

血on－free　cytochrome　c－553．　When　iron　atoms

were　removed　from　cytochrome　c－553，　heme－

liganding　histidine　and　melhionine　residues

are　released加m　coordinate　bonds　with　iron，

and　are　stab肋ed　by　having　new　i血teraction

with　o吐ler　parts　in．　this　protein．　This　would　be

a　1陀旧虚on　tllat　two　different　circurnstances

around　a　porphyrin　moiety　are　prOduced　and

the　molecUlar　size　of　porphy血cytochrome　c－

553slightly　changes．

　　　Now　the　nature　and　dynamics　of　the

excited　states　of　porPhy血cyt㏄hrome　c－553

are　clarified，　it　wi皿be　possible　to　apPly　it　to

optical　data　processing　devices　including　PHB

memory・
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