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研究成果の概要（和文）：極限まで高度化した独自のフェムト秒時間領域ラマン分光により、光受容タンパク質の初期
の分子過程を生理条件のもとに観測し、解明した。特にイエロープロテインでは、励起状態の低波数ラマン信号の振舞
いを初めて観測し、光吸収後の100 fsで発色団と隣接するアミノ酸残基との間の水素結合が弱くなることを示した。ま
た、発色団が励起状態の間は初期のトランス型構造を保持するのに対し、最初の基底状態中間体では捩れたシス型に異
性化していることを明らかにした。さらに、新規の２次元フェムト秒ラマン励起プロフィール分光を開発し、超高速異
性化に伴う励起分子の振舞いを構造の観点から可視化することに成功した。

研究成果の概要（英文）：We elucidated the initial events of photoreceptor proteins at the molecular level 
using femtosecond time domain Raman spectroscopy that has been graded up to the ultimate level. The data 
obtained from photoactive yellow protein showed ultrafast changes in the low-frequency Raman signals, 
indicating that the hydrogen bond between the chromophore and adjacent amino acid residue is weakened in 
100 fs after photoabsorption. It was also shown that the chromophore retains its initial trans 
conformation during the excited state lifetime, whereas it has a distorted cis conformation in the first 
ground state intermediate. In addition, we developed a new method, two dimensional femtosecond Raman 
excitation profile spectroscopy, and succeeded in visualizing the structural evolution of excited state 
molecules in ultrafast photoisomerization.

研究分野： 分子分光学

キーワード： 時間分解分光　ラマン散乱　光受容タンパク質　フェムト秒　水素結合　光異性化
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１．研究開始当初の背景 
光受容タンパク質は、生物が光を吸収しそ

れを生体信号やエネルギーに変換する機能
のセンサー部分に相当し、生命活動の維持に
重要な役割を果たしている。光を吸収した発
色団分子に何が起こり、それがいかにして機
能の発現につながるかを知るために、これま
で赤外吸収、ラマン、NMR、X 線回折など、
様々な実験手法により多くの研究が行われ
てきた。例えば、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（PYP）では、発色団である
trans-p-クマル酸が青色光を吸収して trans
→cis 異性化を起こし、それがタンパク質全
体の構造変化を引き起こす、という機構が提
案されている。しかし実験上の困難から、従
来の研究は100ピコ秒より遅い時間領域に現
れる電子基底状態の中間種に関するものが
中心であり、光吸収直後の構造情報は十分と
は言えなかった。つまり、光受容タンパク質
がいかにして機能発現に向けた一連の動作
を開始するか、ほとんど分かっていない状況
であった。光吸収後のフェムト秒領域にはす
でに、発色団の変化（光化学反応）は始まっ
ていると考えられる。従って、フェムト～ピ
コ秒領域で(i)発色団がどのような構造変化
を起こし、(ii)それが発色団－タンパク質間の
相互作用にどのような変化を引き起こすの
かを解明することは、光受容タンパク質の
「機能のはじまり」を理解するうえで極めて
重要であると言える。 
研究開始の当初、我々は 10 フェムト秒級

の極短パルス光を用いた独自の時間領域分
光により、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、それにより
cis→trans 光異性化を起こす最も基本的なモ
デル分子であるスチルベンの構造変化の可
視化に成功していた。また、独自の紫外共鳴
フェムト秒誘導ラマン分光を用いて trans-p-
クマル酸（PYP 発色団）の構造ダイナミクス
を緩衝水溶液中で調べ、(i)フェムト秒領域で
すばやい面内変形が起こるが、(ii)電子励起状
態の間は trans 形が保たれている、という結
論をすでに得ていた。この研究により、発色
団分子の初期過程に関する基礎的な知見を
得ることができたとともに、我々の先端的な
分光手法がタンパク質にも適用可能である
という感触を得た。よって、我々が培ってき
た独自の先端分光手法を光受容タンパク質
に適用すれば、光励起された発色団分子の構
造をフェムト秒時間スケールで追跡すると
同時に、周辺アミノ酸残基との相互作用の変
化を明らかにすることができ、それはタンパ
ク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ていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、光受容タンパク質の機能発現

における最初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、(i)近赤外

光を用いた二次元フェムト秒誘導ラマン分
光を開発し、それにより励起分子のすばやい
構造発展と電子緩和を観測する。これにより、
発色団分子が光を吸収した後に起こす反応
や内部転換等のダイナミクスを構造の観点
から追跡する方法論を確立する。また、(ii)
我々の独自のフェムト秒時間領域ラマン分
光を極限まで高度化し、それを光受容タンパ
ク質に適用することにより、発色団およびそ
の周辺アミノ酸残基の構造ダイナミクスを
初めてフェムト秒スケールで観測する。これ
らの構造データにもとづいて、発色団からタ
ンパク質部位への構造変化の伝播経路と時
間スケールを明らかにする。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
て深く理解するとともに、新規機能を有する
タンパク質設計等、タンパク質科学の新たな
方向性の創出をめざす。 

 
３．研究の方法 
本研究では、複数の極短パルス光を用いた

二次元フェムト秒誘導ラマン分光(FSRS)お
よび広帯域フェムト秒時間分解インパルシ
ブラマン分光(TR-ISRS)のための分光装置を
開発、最適化し、これらを駆使したフェムト
秒構造化学研究を推進した。 
二次元 FSRS 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、測定に必
要な励起光（Ex 光）、ラマン励起光（Rp光）、
プローブ光（Pr 光）を発生させた。まず、基
本波の一部(0.2 mJ)で非同軸光パラメトリッ
ク増幅器（NOPA）を励起し、その出力をプリ
ズム対によりパルス圧縮し、Ex 光（610 nm、
20 fs）を得た。残りの基本波で同軸光パラ
メトリック増幅器（OPA）を励起し、そのシ
グナルまたはアイドラー出力を第二高調波
に変換することにより、600～1200 nm で波長
可変なフェムト秒パルスを得た。そのスペク
トル幅を回折格子(600 gr/mm)、レンズ(f = 
300 mm)、可変スリットから成る 4f 光学系に
より 20 cm-1 程度にまで狭帯域化し、それを
Rp 光として使用した。上記のシグナルまたは
アイドラー出力の一部をサファイア板（厚み
3 mm）に集光し、発生したフェムト秒白色光
を Pr 光として用いた。上記の Ex 光、Rp 光、
Pr 光をフローセル中の同一点に集光し、Rp
光の ON/OFF による Pr光スペクトル強度の変
化を分光器と InGaAs 多チャンネル検出器で
検出し、誘導ラマンスペクトルを得た。 
TR-ISRS 分光による研究では、上記と同じ

チタンサファイア再生増幅器を光源として
用いて２つの 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
出力を波長 450 nm の励起光(P1)として用い
た。光励起の過程で生じる振動コヒーレンス
の影響を調べるため、P1 光をプリズム対で
30 fs 程度までパルス圧縮する、または、4f
光学系でスペクトル幅を狭帯域化しパルス



幅を 300 fs 程度まで伸長できる光学配置と
した。他方の NOPA 出力(520～700 nm の広帯
域光)はインパルシブラマン測定のためのラ
マン励起光(P2)およびプローブ光(P3)とし
て用いるため、極限的な短パルス化が実験上
の鍵となる。そこでまず、前置プリズム対を
用いて 15 fs 程度まで圧縮した後、それを回
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、群遅延分散を高次項まで補
償した。圧縮後のパルス幅や位相構造は、試
料位置において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。この方法によりフーリエ
変換限界に近い 6 fs へのパルス圧縮を実現
した。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 による変化分からインパ
ルシブラマン信号を求めた。 
 
４．研究成果 
（１）近赤外 FSRS による構造追跡 
 光励起された発色団分子のすばやい電子
緩和とそれに伴う構造ダイナミクスの解明
は、光受容タンパク質による機能発現の始ま
りを理解する上で非常に重要である。特にフ
ェムト～ピコ秒領域で基底状態に失活する
分子の場合、円錐交差点やポテンシャル
funnel 領域を経由したすばやい緩和過程の
解明が鍵といえる。このような分子では緩和
とともに S1、S0状態のポテンシャル曲面が接
近するため、両者の間の遷移エネルギーが小
さくなる。そこで、光子エネルギーの小さい
近赤外光を用いたフェムト秒時間分解吸収
および FSRS による研究を強く推進し、超高
速光異性化を起こす代表的なモデル分子で
あるシアニンに対する実験を進めた。 
 まず、シアニン分子を 610 nm 光で S1状態
に光励起し、400～1300 nm で時間分解吸収ス
ペクトルを測定したところ、600 nm 付近の基
底状態吸収の褪色に加えて、650～800 nm 領
域の誘導放出および 400 、950 nm 付近の励
起状態吸収が観測された。この誘導放出バン
ドは 1 ps にかけて 1200 nm 領域まで長波長
シフトを示した。これは、S1分子がポテンシ
ャルの近接領域に近づくことに対応してい
ると考えられる。 
 次に、S1分子の構造ダイナミクスを調べる
ために、1100 nm のラマン励起光を用いた
FSRS 測定を行った。この波長は誘導放出帯の
長波長端に相当するため、ポテンシャル
funnel 領域近傍の S1 分子を選択的に共鳴増
強して観測することができると考えられる。
光励起の直後（0.1 ps）、指紋領域にいくつ
かのバンドが観測された。中でもキノリン環
の伸縮の寄与を多く含む 1570 cm-1バンドは、

0.6 ps にかけて 1600 cm-1まで高波数シフト
を示すことから、異性化に伴う構造変化の良
い指標であると考えられる。 
 一方、励起直後のフランクコンドン状態近
傍の S1 分子を選択的に共鳴増強できると考
えられる 740 nm のラマン励起光を用いた測
定では、このマーカーバンドは 1555 cm-1 に
観測された。この振動数は 1100 nm ラマン励
起の場合の初期値（1570 cm-1）よりも低波数
であることから、捩れがより小さい S1分子が
観測されていることを裏付けている。このラ
マン信号は S1状態の寿命（1.3 ps）よりも早
く消えることから、異性化に伴う構造変化が
～100 fs の時間スケールで進み、フランクコ
ンドン状態近傍の S1 分子が速やかに消える
ことを示していると考えられる。このことは、
1100 nm ラマン励起で観測された捩れた S1分
子の信号が 0.1 ps にはすでに立ち上がって
いることにも対応している。 
 そこで、異性化によって捩れる S1分子の構
造ダイナミクスを追跡するために、誘導放出
帯の全域にわたりラマン励起波長を740, 780, 
836, 902, 983, 1100 nm と変えて FSRS 信号
を測定し、各時刻においてラマンスペクトル
vs ラマン励起波長の二次元プロットを得た。
これは二次元フェムト秒ラマン励起プロフ
ィール分光と呼べる新規の分光方式であり、
ポテンシャル曲面上の S1 分子の振舞いを構
造の観点から直感的に理解することのでき
る新しい表現といえる。この測定により、シ
アニン分子は光励起後～100 fsの時間スケー
ルですばやく捩れ座標にそった異性化を起
こし、その一部はポテンシャル funnel 領域
に達することが分かった。また、異性化座標
にそって構造分布が広がり、その重心が時間
とともに funnel 領域に近づくダイナミクス
の可視化に成功したといえる。 
 
（２）時間領域ラマン分光装置の性能極限化 
広帯域 TR-ISRS による研究では、装置性能

を大幅に向上させることに成功し、それによ
り光受容タンパク質に対するフェムト秒ラ
マン分光を実現した。 
まず、可変形鏡を組み込んだ 4f 光学系を

導入することにより、ラマン励起光(P2)およ
びプローブ光(P3)をフーリエ変換限界に近
い約 6 fs まで圧縮することに成功した。こ
の結果、時間領域ラマン分光が本来得意とす
る低波数（THz）領域だけでなく、指紋領域、
さらには 3000 cm-1 の高波数領域の振動の検
出を可能とした。つまり、ほぼすべてのラマ
ン活性な振動基音を時間領域で直接的に捉
えることが可能となった。これに加えて、レ
ーザー光源の更なる安定化により数μOD レ
ベルまで検出限界を下げたこと、試料循環方
式の工夫により周期的なノイズ源を除去し
たこと、長作動距離ピエゾ素子を使って光学
遅延を精密に掃引することにより時間領域
分光の周波数の偏差を 1 cm-1以下に抑えたこ
となど、多くの点で性能の向上を達成した。



これにより、このTR-ISRS分光は時間分解能、
観測波数領域幅、検出感度などの重要な点に
おいてほぼ究極の時間分解ラマン分光計と
いえるレベルに達したと考えている。この分
光装置の開発、性能向上に関する成果は Rev. 
Sci. Instrum.に報告済みである。 

 
（３）ＰＹＰの初期構造ダイナミクス 
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。これまで PYP の機能発
現機構を分子レベルで理解するために様々
な実験手法による研究が行われ、ナノ秒より
遅い時間領域に現れる中間体（pR, pB）につ
いては発色団構造やプロトン化状態などの
詳細が明らかにされてきた。しかし、光励起
状態（pG*）や最初の基底状態中間体（I0状態）
については、その後の光サイクル反応を引き
起こす重要な初期過程であるにもかかわら
ず、実験上の困難により構造変化の知見が得
られていなかった。そこで我々は TR-ISRS 分
光によるPYPの光反応初期構造ダイナミクス
の研究を行った。 
実験では、450 nm の P1 光で PYP（緩衝溶

液中、pH7）を光励起した後、様々な遅延時
刻（T）に P2 光を導入し、それにより誘起
されたコヒーレントな核運動を P3 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。この測定で使用した P2
光および P3 光のスペクトル（520～700 nm）
は PYP基底状態の吸収とは重なりを持たない
が、励起状態（pG*）や最初の基底状態中間体
（I0）の吸収とは重なる。この共鳴条件のた
め、得られたラマン信号は pG*および I0状態
に帰属することができる。 
実験の結果、光励起直後のラマンスペクト

ルには 1160、751、538、310、135 cm-1 に主
要なバンドが観測された。これらは光励起と
ともに現れ、10 ps までにほぼ消滅した。こ
のラマンスペクトルは PYP 基底状態（pG）の
スペクトルとは明確に異なる一方、20 fs ポ
ンプ・7 fs プローブ実験で観測された励起状
態の振動スペクトルとはよく似たパターン
を示した。このことから、TR-ISRS 分光で得
られた光励起直後のラマンスペクトルを PYP
の励起状態（pG*）に帰属した。この測定の結
果、指紋領域の pG*スペクトルは励起状態の
寿命の間、大きな変化を示さないことが分か
った。従って、発色団分子 pCA は励起状態の
間、初期のトランス型の構造を保持している

と考えられる。 
しかし、スペクトルを詳細に調べた結果、

135 cm-1 の低波数バンドだけが他には見られ
ない約 100 fs のすばやい減衰を示すことが
分かった。この低波数バンドは、報告されて
いるフェムト秒蛍光分光や分子動力学シミ
ュレーションの結果から、発色団分子と直接
的に水素結合するアミノ酸残基（Glu46 と
Tyr42）との間の分子間の動きを含む振動で
あると考えられている。従って、この観測結
果は光励起直後の 100 fs 以内に発色団周辺
の水素結合構造が変化することを示唆する。 
この初期ダイナミクスを理解するため、46

位のグルタミン酸をグルタミンに交換した
変異体（E46Q）に対する測定も行った。この
結果、野生種で光励起直後に強く観測される
135 cm-1のラマン信号が変異体では弱いこと、
また、数百フェムト秒以降では両試料がよく
似たスペクトルを示すことが分かった。これ
は、野生種において光励起後の約 100 fs 以
内に、発色団分子と 46 位グルタミン酸との
間の水素結合が弱くなることを示している。 
PYP 基底状態（pG）における発色団周辺の

水素結合構造は中性子回折により調べられ
ており、発色団と Glu46 との間の結合はいわ
ゆる低障壁水素結合と呼ばれる、通常より強
い水素結合だと報告されている[1]。一方、
ピコ秒紫外共鳴ラマン分光で周辺アミノ酸
残基の振動を観測した研究によると、この結
合は光励起後 3 ps の時点ですでに通常の水
素結合であると報告されている[2]。従って、
我々が観測したフェムト秒ラマン信号の変
化は、発色団と Glu46 との間の結合が低障壁
型から通常強度の水素結合への変化による
ものと理解することができる。このような水
素原子位置のわずかな変位を伴う結合変化
は、光励起された発色団分子の中での電荷分
布の変化とそれによる結合サイトでの酸性
度の変化によってすばやく引き起こされる
と考えられ、このことが、発色団による光吸
収を周辺アミノ酸残基の構造変化へと伝え
るための機構だと考えることができる。 
 
（４）I0中間体の構造 
 PYP の励起状態（pG*）が寿命 2.4 ps で減
衰した後、最初の基底状態中間体（I0状態）
が生じる。この I0状態は PYP の機能発現のい
わば出発点と呼べる状態であり、その構造に
興味が持たれている。我々はこの I0状態の構
造を調べるため、遅延時刻T を 60 ps に固定
して TR-ISRS 信号を測定し、観測された振動
成分をフーリエ変換することで I0 状態のラ
マンスペクトルを得ることに成功した。測定
の結果、I0状態のラマン信号は 45、630 cm-1

付近に強いバンドをもつ特異なスペクトル
パターンを示した。また、これらの主要なバ
ンドに比べて一桁ほど弱いが、指紋領域全体
にわたり多くの重要なバンドも確認するこ
とができた。この I0スペクトルは基底状態 pG
や遅い時間領域に現れる pR 中間体のスペク



トルとは明確に異なることから、I0状態の特
徴的な構造を示すものと考えられる。 
 I0状態のラマン信号から得られる重要な構
造情報の１つは、発色団の C=O 基とタンパク
質骨格との間の水素結合状態に関するもの
である。実際、1600 cm-1 領域に観測される
C=O 伸縮振動バンドはその良いマーカーとし
て知られ、水素結合を有するpG状態では1628 
cm-1 に観測され、一方、発色団が異性化し水
素結合が切れた pR 状態では 1666 cm-1まで高
波数シフトする。I0状態においてこの C=O 伸
縮振動バンドは 1634 cm-1 に観測され、この
振動数はpG状態における値に近い。従って、
I0状態では発色団の C=O 基はタンパク質骨格
と水素結合していると結論した。 
 さらに、I0状態における発色団分子の骨格
構造を明らかにするために、量子化学計算に
もとづくスペクトルとの比較を行った。これ
までPYPの最初の基底状態中間体については、
Ｘ線構造解析にもとづいた結晶相での構造
が精力的に研究され、２つの異なる構造
（pR0[3]および IT[4]）が提案されている。こ
れらの構造では、発色団分子の C=C 結合まわ
りの二面角がそれぞれ 33°、81°と明確に異
なり、両者をめぐる論争が続いている。そこ
で我々は、発色団分子および隣接する３つの
重要なアミノ酸残基（Try42、Glu46、Cys69）
からなるモデル系を用意し、その構造を、結
晶構造を初期値として使用した密度汎関数
計算により最適化した。この最適化構造に対
して振動解析を行い、ラマンスペクトルを計
算した結果、IT 構造よりも pR0 構造にもとづ
く計算スペクトルの方が実験で得られた I0

スペクトルによく似ていることが分かった。
これにより、生理条件下で生じる最初の基底
状態中間体（I0状態）では、発色団分子がや
や捩れたシス型構造をとっていると結論し
た。I0スペクトルで強く観測された 630 cm-1

付近のバンドはいわゆる HOOP (hydrogen out 
of plane)モードに帰属できる振動であり、
この振動が強く観測されることは分子骨格
が捩れていることによると理解できる。 
 上記のとおり、PYP の初期過程ではまず、
光励起された発色団分子（pCA）の電子分布
の変化を反映する形で、隣接する Glu46 との
間の水素結合が 100 fs 程度で弱くなり、周
辺の水素結合構造が変化する。pCA の骨格構
造そのものは励起状態の寿命の間、初期のト
ランス型が保持されているが、最初の基底状
態中間体（I0状態）が生成する過程で異性化
が進行し、捩れたシス型となる。この捩れた
骨格はタンパク質の環境で実現される特徴
的な構造であり、その歪みに蓄えられたエネ
ルギーがその後の光サイクル反応を引き起
こす原動力になっていると考えられる。 
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