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研究成果の概要（和文）：紅色光合成細菌で光センサーとして働く光受容タンパク質において重要な役割を果た
す水素結合変化が起こる仕組みを解明するため、極短パルス光源を用いたフェムト秒広帯域時間領域ラマン分光
を高度化し、その初期過程を観測・可視化した。その結果、光を吸収する部位とそれに隣接する水素結合網の核
の動きに強い結合（連動性）が確認された。これにより、光受容タンパク質における光吸収を起点とする「信号
伝達のはじまり」の分子機構とその時間スケールを明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：We studied the initial nuclear dynamics in a bacterial photoreceptor protein
 by ultrafast time-domain Raman spectroscopy.  Newly developed high-order nonlinear Raman scheme 
enabled us to observe a distinct anharmonic coupling between the chromophore vibration and the 
hydrogen-bond motion surrounding the chromophore.  The obtained result revealed the molecular 
mechanism of signal transduction in the primary photoreception process.

研究分野：分子分光学

キーワード： 超高速分光　ラマン分光　核運動　非調和結合　光受容蛋白質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体の中で起こる現象を分子レベルで観測することは、生命活動に対する深い理解につながる。このような観点
から本研究では、光受容タンパク質の中の様々な部位の原子の動きを観測し、それらの動きどうしの相関を可視
化することのできる新たな実験手法の開発に成功した。この成果は今後、生体内での連動した原子・分子の動き
がいかにして生体信号を伝え、生命機能を発現および維持させているかという根源的な問いを解明していく手が
かりのひとつになると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
水素結合は重要な化学結合の１つであり、水の特異な物性や蛋白質の天然構造形成などにお
いて中心的な役割を果たしている。特に、結合に関与する水素原子（プロトン）の移動は結合
強度の変化や分子の互変異性化をもたらすため、合成化学のみならず、物質科学、蛋白質科学
などの広範な分野で重要であり、これまで赤外吸収、ラマン、Ｘ線回折などによる様々な研究
が行われてきた。しかし、水素は最も軽い元素で量子性が高いため、水素結合ダイナミクスを
実時間で捉えることは先端的な方法を用いてもなお容易ではない。実際、分子内の光誘起プロ
トン移動の多くは数十フェムト秒以内に起こり、実験的に不明な点が多い。また光受容蛋白質
の初期過程の水素結合変化では、数ピコ秒以内という時間スケールがようやく示された段階に
過ぎない。つまり、分子の光吸収がいかにして水素結合変化につながるのか、未解明な点が多
いと言える。数十フェムト秒領域では、電子コヒーレンスの存在のもと水素結合変化が進んで
いる可能性もある。従って、光励起分子の電子状態の振舞い、電子コヒーレンスの減衰、水素
結合強度の変化を観測し、比較し、そして電子と水素の「連動性」を解明することは、光が水
素結合変化を引き起こす仕組みを理解するうえで重要である。特に光受容蛋白質においてこの
知見は、発色団による光吸収を、水素結合の変化を通して高次構造変化へと変えていくこと、
つまり「信号伝達のはじまり」の理解につながるものであり、蛋白質科学における意義は大き
い。 
研究開始の当初、我々は 10 フェムト秒級のパルス光を用いた独自の時間領域分光の開発に
より、それまで困難であったフェムト秒領域でのラマン測定を可能とし、スチルベン分子の光
異性化に伴う連続的な構造変化の追跡に成功していた。また、紅色光合成細菌の負の走光性（光
から遠ざかる性質）をつかさどるイエロープロテインのフェムト秒構造ダイナミクスを調べ、
発色団と隣接アミノ酸との間の水素結合強度を反映するラマン指標が光吸収後 100 フェムト以
内に減衰するという結論を得ていた。この結果は、光受容初期過程で水素結合の変化が重要な
役割を果たしていることを示唆するが、同時に、発色団分子の電子状態変化との連動性など、
本質の理解にはいまだ至っていないことを浮き彫りにした。 
そこで、我々が培ってきた先端分光技術と独自に開発する方法論をさらに高度化して適用す
ることにより、光励起された発色団分子の電子状態や構造の変化と周辺の水素結合網の変化と
の連動性、協調性を明らかにすることができるのではないかと考えた。またこれは、光受容蛋
白質の動作機序の理解に向けた新たな展開をもたらすと期待された。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、光受容蛋白質の初期過程で重要な役割を果たす光誘起水素結合変化に着目し、
その分子過程を観測し、可視化し、解明することを目標とする。特に、独自に開発を続けてき
た極短パルス光源を用いたフェムト秒広帯域時間領域ラマン分光を極限まで高度化し、さらに
高次非線形ラマン分光（二次元ラマン分光）の方法論と実験スキームを開発し、それを光受容
蛋白質に適用する。この先端的な分光実験により、発色団分子の光吸収による電子状態変化と
周辺の水素結合網の変化との連動性、協調性、およびその時間スケールを明らかにするととも
に、発色団分子およびその周辺の核変位どうしの相関（非調和性）を解明する。これにより、
タンパク質が機能を発現し始める精巧な分子メカニズムと動作機序を分子科学に立脚して深く
理解する。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、複数の極短パルス光を用いたフェムト秒広帯域時間領域ラマン分光(TR-ISRS)
のための分光装置を開発、高度化するとともに、二次元ラマン分光の新たな実験スキームを開
発することにより、フェムト秒構造化学研究と振動構造における相関解析を推進した。 
TR-ISRS 分光による研究では、チタンサファイア再生増幅器の出力光（800 nm, 80 fs, 1 mJ, 
1 kHz）を光源として用いて２つの非同軸光パラメトリック増幅器（NOPA）を励起し、独立に波
長可変の２つパルス光を発生させた。一方の NOPA 出力を中心波長 450 nm に調整し、その群遅
延分散をプリズム対により補正した。さらに、回折格子とスリットを用いた 4f光学系によりそ
のスペクトル幅を調整し、パルス幅が 35 fs または 75 fs となるように設定した。この青色極
短パルス光を励起光(P1)として用い、タンパク質試料の光励起をおこなった。 
他方の NOPA 出力は波長域 500～680 nm の広帯域光となるように調整し、前置プリズム対を用
いてそのパルス幅を 15 fs 程度まで圧縮した。それに続き、この広帯域光を回折格子、凹面鏡、
可変形鏡から構成される 4f 光学系に導入し、その群遅延分散を高次項まで補償した。試料位置
におけるパルスの位相構造を自己回折方式の周波数分解光ゲート測定により評価した。この評
価信号をフィードバックし、いわゆる遺伝アルゴリズムを用いたプログラムにより可変形鏡の
形状を最適化した。この方法により可視領域での原理限界に近い 6 fs へのパルス圧縮を実現し
た。このフーリエ変換限界の極短パルスを２つにわけ、それぞれ TR-ISRS 分光のためのラマン
励起光(P2)およびプローブ光(P3)として用いた。P1-P2 および P2-P3 間の遅延時間をモーター
駆動ステージおよびピエゾ駆動ステージで調整したのち、これら３つのパルス光を試料のフロ
ーセルに集光した。試料を透過した P3光の強度をフォトダイオードで検出し、P2 光の ON/OFF
による変化分から TR-ISRS 信号を求めた。 
 



４．研究成果 
（１）ＰＹＰの初期構造ダイナミクス 
光吸収を起点として機能を発現する光受容タンパク質は時間分解分光によるダイナミクスの
研究に適していることから、構造と機能発現の連関に関する研究の格好の対象といえる。その
中でもイエロープロテイン（Photoactive Yellow Protein; PYP）は紅色光合成細菌
(Halorhodospira halophila)が有する光受容タンパク質であり、その負の走光性にかかわる青
色光センサーの役割を担っていると考えられている。このタンパク質では、Cys69 残基に繋が
れた発色団分子（trans-p-クマル酸）が青色光を吸収して trans→cis 異性化を起こし、それが、
いくつかの中間体を含む光サイクル反応を通してタンパク質全体の構造変化を引き起こし、機
能発現に繋がると理解されてきた。しかし、発色団による光吸収の直後に現れる励起状態（pG*）
が観測されるフェムト～ピコ秒時間領域での構造ダイナミクスに関する知見が限られていたた
め、我々は TR-ISRS 分光による PYP の光反応初期構造ダイナミクスの研究を続けてきた。 
 高次非線形ラマン分光による研究に先立ち、まず PYP 励起状態の振動構造の観測と確認をお
こなった。この実験では、励起光による振動コヒーレンスの誘起を避け、励起状態の純粋な分
布数ダイナミクスおよび振動構造を観測するため、約 300 fs までパルス幅を伸ばした（狭帯域
化した）励起光で PYP（緩衝溶液中、pH7）を光励起した。様々な遅延時刻（T）にラマン励起
光を照射し、それにより誘起された励起状態のコヒーレントな核運動をプローブ光の吸収の変
化として時間領域で観測した。この時間領域で観測された信号（振動成分）をフーリエ変換す
ることで各遅延時刻におけるラマンスペクトルを得た。観測されたラマンスペクトルは、二色
ポンプ・プローブ分光を用いて以前に測定したフランク・コンドン状態の振動スペクトルと同
じ振動数パターンを示し、かつ、PYP 励起状態の寿命（約 2.4 ps）で減衰することから、励起
状態（pG*）のラマンスペクトルに帰属することができた。得られたラマンスペクトルには 1160、
751、538、310、135 cm-1に主要なバンドが観測され、これらの振動数やスペクトル全体として
の強度パターンは励起状態寿命の間に大きな変化は見られなかった。この結果は、PYP 発色団
分子が励起状態の寿命の間、元のトランス型の分子構造を保持していることを示唆している。 
 
（２）二次元ラマン分光スキームの開発と実現 
 PYP 励起状態での振動モード間の非調和結合を調べるための二次元ラマン分光を実現するた
めに、PYP の電子状態にあわせた実験条件の最適化をおこなった。励起光の波長は S1←S0遷移
に共鳴する 450 nm とし、これによって励起状態（pG*）の分布数だけでなく振動コヒーレンス
も誘起するために、励起光のパルス幅を 35 fs とした。このパルス幅はこれまでの PYP の構造
ダイナミクス研究に使われてきたもの（約 300 fs）に比べて十分に短いため、励起分子の生成
とともに励起状態に約 1000 cm-1までのラマン活性な振動をコヒーレントに引き起こすことが
できる。実際、励起光とプローブ光（6 fs）のみを使ったポンプ・プローブ分光により、励起
状態に由来する誘導放出信号の時間プロフィールには励起状態のコヒーレントな振動によるビ
ート成分が明瞭に観測された。このビート成分のフーリエ解析により、751、538、310、135、
50 cm-1などのバンドがみられた。これらのバンドは励起光によって誘起された S1状態のラマン
活性な振動モードに対応する。 
 二次元ラマン分光では、励起光によってT=0 に誘起された振動コヒーレンスの自由誘導減衰
がまだ続いている間に、極短ラマン励起光を時刻T に照射する。このラマン励起光の波長を、
S0状態の吸収帯とは重ならないが S1状態の誘導放出帯には重なるように調整すると、S1 – S0
誘導放出遷移を使ったインパルシブ誘導ラマン過程により、S1状態に新たなコヒーレント振動
を引き起こすことができる。これらのコヒーレントな振動は、ラマン励起光とプローブ光との
遅延時間（τ）を掃引することで、プローブ光の吸収信号に含まれる振動成分として観測され
る。このようにT=0 に励起光によって誘起されるコヒーレント振動とτ=0 にラマン励起光に
よって誘起されるコヒーレント振動が干渉可能な条件下で観測される分光信号は、全体として
５次の非線形光学過程によるものと捉えることができ、２つの異なるパルスによって励起され
た同一電子状態（S1状態）の振動モード間の（非調和）結合に関する情報を含んでいる。 
 これまでにも、このような２回のラマン励起過程とプローブ過程からなる高次ラマン分光に
より、振動モード間の非調和結合に関する研究は主に基底状態分子を対象として行われてきた。
しかし、同一波長を用いた実験では、前半の光学過程で生じる３次非線形分極からの光電場が
後半の３次非線形光学過程にも使われ、その結果みかけ上、５次の非線形分極より生じる本来
の信号と同様のものが観測されてしまう場合が多くあった。つまり、これまでの実験では３次
非線形光学過程のカスケード成分が信号に混入することが多く、純粋な５次非線形分極に由来
する信号の観測は困難とされていた。 
 これに対し本研究では、S1状態での振動を２つの異なる光学遷移（S1←S0吸収過程と S1→S0
誘導放出に共鳴するインパルシブ誘導ラマン過程）でコヒーレントに励起することにより、３
次非線形光学過程のカスケードによるアーティファクトを実効的に抑え、純粋な５次の非線形
光学過程に由来する分光信号を観測することに成功した。これは２次元ラマン分光分野におけ
る実験上の長年の問題を解決したとして高く評価され、本研究の成果は Science Advances 誌に
掲載されることになった。 
 
（３）ＰＹＰ励起状態における振動非調和結合 



 PYP の二次元ラマン分光ではまず、ラマン
励起光によって誘起されたTR-ISRS信号に含
まれる振動成分をフーリエ解析することに
より、光励起からの時刻T での S1状態のラ
マンスペクトルを得た。この観測されたラマ
ンバンドの振幅は振動しながら減衰してい
く振舞いをみせた。これは励起光によって誘
起された振動コヒーレンスとラマン励起光
によって誘起された振動コヒーレンスの間
の一種の干渉によるものであり、観測された
振動的振舞いが５次非線形光学過程による
ものであることを示唆する。そこで、この時
間的変調の中に含まれる振動モード間の非
調和結合に関する情報を引き出すために、ラ
マンスペクトルデータの一式をT について
フーリエ解析し、変調周波数を求めた。この
解析により、右図に示すとおりの二次元振動数相関マップを得ることができた。この図におい
て縦軸は励起光によって誘起されたコヒーレント振動の振動数、横軸はラマン励起光によって
誘起されたコヒーレント振動の振動数を表し、二次元マップ中の各ローブの強度は対応する２
つの周波数成分間の相関の強さを表す。図に見られるようにローブの多くは対角線上に現れて
おり、これらはその振動モードのラマン強度が自分自身の振動数で変調していることを意味す
る。この現象は、励起光によって誘起された振動コヒーレンスがラマン励起光との相互作用に
よって分布数状態に移動すること、すなわち coherence transfer に対応する。この対角線上の
ローブ信号も５次非線形光学過程によるものではあるが、振動モード間の相関を表すものでは
ない。しかし図の二次元相関マップをよくみると、751 cm-1と約 160 cm-1の振動数成分に対応
する交差ピークが観測されていることがわかる。つまり、751 cm-1の振動モードのラマン強度
が約 160 cm-1振動の周期で変調されており、このことは両者が非調和結合していることを端的
に示している。 
 PYP 励起状態で観測された 751 cm-1モードは発色団のフェノール部位の C-O 伸縮振動による
ものである。一方、二次元マップで観測された交差ピークに対応する約 160 cm-1の振動数は S1
状態の 135 cm-1および 189 cm-1のモードの寄与を含むと考えられる。これら２つの低波数モー
ドの核変位の正確な表現や帰属は簡単ではないが、野生種および変異体に対する共鳴ラマン分
光の結果より、これらのモードは発色団分子と直接的に水素結合している隣接アミノ酸残基（42
位のチロシンと 46 位のグルタミン酸）と発色団分子との間の相対的な運動を多く含む分子間振
動に対応すると考えられている。したがって、観測された二次元マップは発色団分子の C-O 伸
縮運動とこの分子間振動が非調和結合していることを意味する。実際、PYP 発色団分子はフェ
ノールの C-O 部位で隣接するチロシン、グルタミン酸と水素結合をつくり、発色団分子周辺の
水素結合網を形成しているため、両者の動きに連動性が期待される。言い換えれば、C-O 伸縮
振動座標に沿ったポテンシャル局面は、この分子間振動運動との非調和結合を通して歪んでお
り、それが二次元振動数相関マップにおける交差ピークとして観測されたと理解することがで
きる。このように、本研究で開発された５次非線形分光過程にもとづく二次元ラマン振動数マ
ップ法は、タンパク質のような多次元、多自由度をもつ複雑系においても、互いに相関しあっ
た核運動どうしの連動性を可視化することのできる優れた分光手法であるといえる。 
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