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研究成果の概要（和文）：光合成の光化学系II反応中心(PSII)の溶液について、岡山大学のグループとの共同研
究で過渡吸収スペクトル測定を行い、論文発表した。その後、PSIIの結晶について、フェムト秒時間分解過渡吸
収顕微分光による予備実験を、関西学院大学のグループとの共同研究で行った。PSII微結晶は、オイルバッチ式
サンドイッチ結晶化法で作成し、約10 マイクロメートルの薄い微小結晶を選択して測定を行った。縮退四光波
混合によるコヒーレント顕微分光の測定には、倒立型光学顕微鏡を除振台の上に設置し、再生増幅型チタン：サ
ファイアレーザー励起の非同軸光パラメトリック増幅器(NOPA)からのレーザーパルスの導入を試みている。

研究成果の概要（英文）：Transient absorption (TA) spectroscopy was performed on the solution of 
photosystem II reaction center (PSII) in collaboration with a group in Okayama University, and the 
paper was published (Yoshida, Y., Yoshida, et al., J. Am. Chem. Soc., 138, (2016) 11599-11605). 
Subsequently, preliminary experiment on the microcrystal of PSII with femtosecond time-resolved TA 
micro-spectroscopy were conducted in a joint research with a group in Kwansei Gakuin University. 
PSII microcrystal was prepared by an oil-batch sandwich crystallization method, and the TA 
measurement was performed by selecting a thin microcrystal with a diameter of about 10 micrometers. 
For the measurement of coherent micro-spectroscopy by degenerate four-wave mixing, an inverted 
optical microscope was placed on a vibration isolation table and introduction of laser pulses from a
 non-collinear optical parametric amplifier (NOPA) excited with a regeneratively amplified Ti: 
sapphire laser is performed. 

研究分野：超高速時間分解分光
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１．研究開始当初の背景 
研究者は、フェムト秒パルスレーザーを用い
た多光子励起蛍光顕微鏡を開発し、それを応
用した実験を行っている。光学顕微鏡内では、
短いパルス幅を維持することが難しいが、分
散媒体の影響を受けにくい近赤外の Cr: 
Forsterite レーザーを使用することで、パル
ス幅 35 fsの多光子励起蛍光顕微鏡を実現し
た。【H. Matsuda, et. al., J. Phys. Chem. B, 
110, 1091 (2006)】これほど短いパルスを用
いると、顕微鏡下で多光子励起が可能となり、
ピレン分子の微結晶から明瞭な４光子励起
蛍光を観測することに成功した。 
 さらに研究者は、この多光子顕微鏡を応用
し、フォトクロミック分子ジアリールエテン
の単色繰り返し書込み消去実験に成功して
いる。【K. Mori, et al., J. Am. Chem. Soc., 
133, 2621 (2011)】ジアリールエテンは紫外
線照射で着色、可視光照射で脱色する分子で
ある。本研究では、フォトクロミック反応を
同一波長の近赤外線レーザーで繰り返すと
いう技術を創成した（３光子で着色、２光子
励起で脱色）。 
 これらの研究は、顕微鏡下でフェムト秒超
短パルスレーザーを使用すると、非線形光学
過程により、興味深い現象が起こることを示
している。しかし、これらはすべて定常状態
での観測であり、分子ダイナミクスを直接観
測したものではない。今後は時間分解的な手
法を取り入れて研究していく必要がある。 
 
２．研究の目的 
分子振動の半周期よりも短いフェムト秒光
パルスを使用すると、分子振動をコヒーレン
トに誘起し、核波束運動を観測することが可
能となる。研究者は、縮退四光波混合の一種
であるフェムト秒３パルスフォトンエコー
（3PPE）を利用すると、特定の核波束運動
を選択的に増幅できることを明らかにした。
【Y. Nagasawa, et al., J. Phys. Chem. B, 
109, 11946 (2005)】今後は、3PPE法を発展
させ、化学反応の新規なコヒーレント制御法
を開発することが期待されている。このよう
な超高速分光は、化学反応ダイナミクスを追
跡する手法としては、究極的な時間分解能を
有していると言える。これに対し、光の回折
限界を突破し、究極的な空間分解能を有する
顕微分光も開発が進み、凝縮系のミクロな不
均一性を解明する研究に応用されている。本
研究の目的は、こうした究極的な時間分解能
と空間分解能を併せ持つコヒーレント制御
分光法を開発することである。分子振動が周
囲の微視的な環境の不均一性にどのような
影響を受けるか解明し、さらにこれを超短光
パルスにより制御することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
顕微過渡吸収（TA）測定系を構築し、核波束
運動の波長依存性を観測する。プローブ光と
して使用する白色光の短いパルス幅を保持

するために、負の分散を持つプリズム対を導
入した顕微分光専用の光学系を作製する。装
置的に補正できない分散に関しては、TA ス
ペクトル測定後、パソコン上で補正を行う。
光学分散測定用の光学Kerr効果(OKE)測定系
も平衡して構築する。３パルスフォトンエコ
ー(3PPE)は TA 測定とは異なり、白色光は用
いないが、３つのパルスを用いることが、こ
の実験の困難な点となる。最初の２つのパル
スのあいだで生じた干渉縞に３つ目のパル
スを回折させて測定する。顕微鏡下で干渉縞
を生じた実験は既に報告されており、３つ以
上のパルスを顕微鏡に入射した例もあるの
で、顕微鏡下で 3PPEも実行可能であろう。 
 開発した非線形顕微分光測定系を用いて、
微小結晶やナノ粒子、アモルファス等の不均
一系で実験を行う。とくに結晶中では分子の
配向を揃えることができるので、偏光した超
短パルスレーザーを使用すれば、分子がラン
ダムに分散した溶液やアモルファスとは異
なる現象が観測できる。シアノバクテリアや
植物の光化学系 II反応中心（PSIIRC）はダイ
マーを形成し、その中には 70 個のクロロフ
ィル（Chl）分子が存在するが、そのエネルギ
ー伝達経路はよく解明されていない。PSIIRC
の結晶はある程度配向しているので、偏光し
たレーザーを用い、特定の Chlを選択的に励
起できれば、エネルギー移動経路を特定でき
る可能性がある。 
 
４．研究成果 
岡山大学のグループとの共同研究で光合成
の光化学系 II 反応中心(PSII)について、まず
は溶液系で過渡吸収スペクトル測定を行い、
PSIIのモノマーとダイマーの光エネルギー移
動と電荷分離過程を比較し、論文発表した。
【Y. Yoneda, et al., J. Am. Chem. Soc., 138, 
11599 (2016)】励起光強度を上げていくと、蛋
白質複合体中の複数のクロロフィルが励起
されることにより、励起子-励起子対消滅が起
こるようになる。ダイマーにおいても高効率
に対消滅が起こることが観測され、ダイマー
中のモノマー間でも高速のエネルギー移動
が起こることが確認された。さらに奇妙なこ
とに、二項定理に基づくモデル計算では、ダ
イマーの場合も一つしかラジカル対ができ
ないことが示唆された。ダイマーでは反応中
心が二つあるため、ラジカル対が二つ生成す
ることも可能だが、一つしか生成しないため、
なんらかの過剰光防御機構が存在すること
を示唆する。 
 その後、PSIIの結晶について、フェムト秒
時間分解過渡吸収顕微分光による予備実験
を、関西学院大学のグループとの共同研究で
行った。PSII微結晶は、オイルバッチ式サン
ドイッチ結晶化法で作成した。この方法では、
二枚のカバーガラスの間に PSII 溶液を挟み
込んで固定し、これを軽質パラフィンオイル
中に沈めて放置し、結晶化させる。これを顕
微鏡下で観察すると、直径 100マイクロメー



トル程度の結晶が多数確認されたが、このサ
イズの結晶はプローブ光が透過しなかった。
そこで、約 10 マイクロメートルの薄い微小
結晶を選択し、C-MOS検出器を利用して、時
間分解能 30 fs 程度で測定を行った。その結
果、680 nm付近の PSIIの基底状態ブリーチ
が観測でき、過渡吸収測定には成功したが、
550 nm から 650 nmにかけて励起光の散乱強
度が大きく、時間変化も観測されなかった。
今後は CCD カメラ等を使用して、実験精度
を上げ、最終的には縮退四光波混合顕微分光
によって、PSIIにおける励起子のコヒーレン
ト過程を観測する。 
 縮退四光波混合によるコヒーレント顕微
分光の測定には、再生増幅型チタン：サファ
イアレーザー励起の非同軸光パラメトリッ
ク増幅器(NOPA)を使用した波長可変測定系
を現在構築中である。倒立型光学顕微鏡を除
振台の上に設置し、レーザーパルスの導入を
試みている。なお、この実験系は、二波長四
光波混合の実験系と同時進行で構築してい
るので、完成すれば多角的な測定装置となる。
また、四光波混合においては、最初の２つの
パルスで干渉縞を生じ、三番目のパルスの回
折光を測定する。この原理を応用し、複数の
高強度レーザーパルスを対物レンズで集光
すると、ガラス等に複雑な微細パターンを焼
き付けることができる。そこで今後は、フェ
ムト秒パルスレーザーのマイクロ加工によ
る人工構造色形成実験にもこの実験系を応
用していく。 
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