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研究成果の概要（和文）：本研究では、光受容タンパク質ＰＹＰの光反応途中において、高強度中赤外光を照射し、特
定振動モードを選択的に励振する。その効果を観測することで、超高速反応を実現しているプロトン移動と構造異性化
との協調機構を解明することを目的とした。中赤外光照射による反応過程の変化（促進、抑制、分岐など）は本システ
ムの測定精度(< 10<sup>-4</sup>)では有意の差としては現れなかったが、本研究手法により、初期状態における振動
エネルギーフローの全容を明らかにすることができた。また、フェムト秒誘導ラマン散乱測定によって、励起状態にお
ける超高速水素結合ダイナミクスを世界で初めてとらえることに成功した。

研究成果の概要（英文）：To reveal proton transfer and structural isomerization dynamics of photoactive 
yellow protein (PYP), we have developed the pump-pump-probe spectroscopy: The first pump pulse at 400 nm 
initiates the photocycle of PYP, the second pulse at mid-infrared modulates the vibrational states of the 
chromophore, and the subsequent broadband probe pulse measures the absorption spectrum of PYP. We have 
examined the effect of the mid-infrared pump pulse on the photocycle of PYP with a variety of the 
frequency and timing of the second pump pulse. It is found that the effect is less than our system noise 
level, 10<sup>-4</sup>. However, by using this method, we obtained the unified view of the vibrational 
energy flow in the electronic ground state of PYP. In addition, ultrafast hydrogen bonding dynamics in 
the electronic excited state was revealed with the femtosecond stimulated Raman spectroscopy.

研究分野：数物系科学・物理学・ 物性I・ 光物性
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１．研究開始当初の背景 
 
タンパク質は“機能”を発現する過程で、
その構造を適切に、高効率に変化させる。そ
の特有の構造変化は、アミノ酸残基で構成さ
れる水素結合ネットワークによって巧みに
制御されていることが、最近の遺伝子改変技
術やＸ線構造解析、分光研究によって明らか
になってきた。 
 光受容タンパク質 Photoactive Yellow 
Protein (PYP)においては、光励起によって一
連の構造変化（光反応サイクル）が生じる。
その際、発色団近傍（図１参照）における水
素結合ネットワーク内のプロトン着脱が、構
造変化と協調するように次々に進行する。マ
イクロ秒～ミリ秒の遅い構造ダイナミクス
については、核の動きをスナップショットと
して捉えることに成功している。一方で、光
励起直後の超高速構造ダイナミクスに関し
ては不明な点が多い。これまでに、フェムト
秒赤外吸収分光によって、最初の構造中間体
I0では、すでに異性化していることが報告さ
れている。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、光受容タンパク質の光誘起構造
ダイナミクスの初期過程において、プロトン
移動と構造異性化との協調機構を明らかに
することが第一の目的である。特に、カルボ
ニル部位の水素結合に着目し、光励起直後か
ら時々刻々と変化する核の動きと非調和性
を明らかにする。そのために、光励起直後の
振動モードの変化を、フェムト秒中赤外プロ
ーブ分光およびフェムト秒誘導ラマン分光
によって追跡する。トランス・シス異性化、
プロトン移動に対して指標となる振動モー
ドはすでに分かっているので、それらの時間
変化を追跡・解析することで、核の動きと非
調和性を明らかにする。 
次に、高強度中赤外光を用いて、水素結合
部分を強く励振し、非調和性を伴った高い振
動量子数まで励起する。その後の振動モード
の変化や反応過程を追跡することで、水素結
合ネットワークが構造ダイナミクスに与え
る影響を調べる。水素結合に対する光変調を
基軸としたタンパク質の反応制御・構造変化
誘起の可能性を提示することが、第二の目的
である。 
 
３．研究の方法 
 
開発済みの中赤外過渡吸収分光装置、可視
過渡吸収分光装置を改良し、一体化する。反
応トリガー光(400 nm)、電子状態プローブ白
色光（可視）、高強度振動励起光（中赤外）、
振動プローブ光（中赤外）のさまざまな組み
合わせが可能な一体型高精度分光装置を開
発する。試料は、発色団周辺のアミノ酸残基
を改変した一連の変異体光受容タンパク質

を用いることで、系統的比較を行い、水素結
合ネットワークの役割を明らかにする。高強
度中赤外光の有無による微小な変化を、振動
プローブ光および電子状態プローブ光を用
いて探索する。高強度中赤外光の波長、タイ
ミング、偏光を変化させることで、水素結合
ネットワークと構造異性化に関わるモード
間の相互作用を明らかにする。 
 
(１)高精度分光装置の開発 
 現有の中赤外過渡吸収分光装置に対して
改良を行う。チタンサファイアレーザー再生
増幅器からの 10％（0.1 mJ）の出力光を利用
して、反応トリガー光(400 nm)、電子状態プ
ローブ白色光（可視）を発生させる。プロー
ブ白色光を検出するために、分光器・フォト
ダイオードアレイを設置し、レーザー(1 kHz)、
２位相チョッパー(250, 500 Hz)との同期を
とる。可視および中赤外領域において 10-4以
下の吸収変化量を精度よく取得することを
目標とする。 
 
(２)振動状態基礎データの取得 
反応トリガー光によって光反応サイクル
を開始させ、その初期過程における振動状態
の変化を中赤外プローブ光によってモニタ
ーする。プロトン移動（1,500 - 1,700 cm-1）
と異性化（1,200 - 1,400 cm-1）の指標とな
る振動モードの相関を追跡する。また、スペ
クトル変化から非調和性について解析する。
中赤外過渡吸収分光だけでは、目的の振動モ
ードと他の振動モードとの分離をするうえ
で、不確かさが生じる可能性も考えられる。
したがって、フェムト秒誘導ラマン分光も補
足的に行うことで正確な情報を得る。特に、
電子状態に共鳴させることで選択性の向上
が期待できる。二つの分光法は、得られる情
報、測定の困難さなどに関して相補的であり、
両方行えることは、本研究の強みである。 
 
(３)振動励起光の導入 
振動励起光の有無によって生じる振動状
態、電子状態に関するわずかな信号強度変化
をとらえる。高強度中赤外光照射によって、
その後の振動状態・電子状態が変化したとき、
非線形効果や熱の効果と分離する必要がる。
そのために、中赤外光の波長やタイミング、
偏光をパラメータとして詳細に効果を調べ
る。また、一連の変異体試料を用いることも
有効であると考えている。 
 
(４)制御へ向けた試み 
高強度中赤外光によって、より高い振動量
子数まで励起するため、非調和性に合致した
チャープを与える。回折格子とレンズの組み
合わせにより、正負のチャープをコントロー
ルする。チャープ制御装置の透過率が低く、
必要な光強度が得られない場合は、CaF2や Ge
などの正負の分散をもつ窓材を組み合わせ
てチャープ制御を行う。 



 
４．研究成果 
 
(１)高精度分光装置の開発 
チタンサファイアレーザー（繰り返し1 kHz、
出力 1 mJ）を主要光源とし、出力の 90％を
光パラメトリック増幅（ＯＰＡ）・差周波発
生へと導入し、中赤外領域の高強度振動励起
光、振動プローブ光を得た。約 10 - 15 uJ
の高強度中赤外光が本装置により得られて
おり、本研究目的を達成するために十分であ
ると見込まれる。チタンサファイアレーザー
の残り 10%の出力光を用いて、反応トリガー
光(400 nm)、電子状態プローブ白色光を発生
させた。1 kHz のレーザーと同期させた２位
相チョッパーを導入することで、わずかな吸
収変化量（10-4）も精度よく取得することが
可能となった。検出器は、電子状態プローブ
白色光に対してはフォトダイオードアレイ
を、中赤外プローブ光に対しては MCT 検出器
を用いた。 
 
(２)フェムト秒誘導ラマン散乱分光 
 反応トリガー光(400 nm)による光反応開始
直後の構造情報を得るため、光受容タンパク
質ＰＹＰ（野生型 WT および変異型 E46Q）の
フェムト秒誘導ラマン散乱を行った。発色団
である p-クマル酸とその周辺アミノ酸残基
の構造を図１に示す。 

 
図１ p-クマル酸と周囲のアミノ酸残基
の構造。(Ａ)ＷＴ(B)Ｅ46Ｑ 
 
次に、図２Ａに基底状態における誘導ラマ
ン散乱スペクトルを示す。この結果は、これ
までに報告されている自発ラマン散乱スペ
クトルとほぼ一致している。1450 – 1600 cm-1

には、芳香環およびエチレン部の C-C, C=C
伸縮振動、1100 – 1350 cm-1には C=C（また
は C-C）と面内 CH rocking 振動が結合したモ
ード、1000 cm-1以下には、skeleton モード
や面外振動などが含まれる。同じ図に E46Q
の誘導ラマン散乱スペクトルを 1290 cm-1の
モードで規格化して図示した。明らかな違い
として、E46Q の 1555 cm-1のラマン強度が大 

 
図２ 基底状態(Ａ)および励起状態(Ｂ)
における誘導ラマン散乱スペクトル 
 
きく減少していることが分かる。1555 cm-1

の振動モードはチロシン Y19a に対応する p-
クマル酸芳香環の伸縮モードであり、フェノ
ール部位の水素結合状態に大きく依存する
ことが知られている。 
 図２Ｂに励起状態における誘導ラマンス
ペクトルを示す。WT は基底状態に比べて、
1555 cm-1のラマン信号の相対強度が大きく減
少していることが分かる。一方、E46Q はあま
り変化していない。結果として、励起状態で
は、WT と E46Q とがほぼ同じスペクトルとな
っている。しかし、1555 cm-1のラマン信号相
対強度の時間変化を詳細に見てみると、図３
に示すように両者で異なることが分かる。WT 

図３ 1290 cm-1 のラマン信号に対する
1555 cm-1の相対強度。WT (A)と E46Q (B)。
図中の実線は 0.15ps の時定数で減衰する
指数関数。矢印は基底状態での相対強度比 
 



の場合、基底状態における相対強度比は図中
矢印で示すように 1.64 である。励起後、相
対強度比は急激に減少し、1 ps 以上の時間領
域では一定値 0.92 に達する。その減衰時間
は時間分解能とほぼ同程度の 150 fs である。
一方で、E46Q は、励起後、相対強度比はほと
んど変化せず 0.98 であり、基底状態での値
1.15 に近い。 以上の結果から、WT では励
起後、Glu46 と p-クマル酸フェノール部位と
の水素結合が、時間分解能 150 fs よりも速
い時間で変化していると考えられる。 
 
(３)中赤外励起‐可視プローブ分光 
 次に、ＰＹＰの発色団および周辺アミノ酸
残基の特定振動モードを中赤外光で励起し
た後の構造変化、振動エネルギーの移動を、
中赤外励起－可視プローブ分光で明らかに
した。用意した中赤外励起光を図４に示す。
中心周波数は 1340, 1420, 1500, 1670 cm-1

である。 

図４ 実験で用いた中赤外励起光 
 

図５ 中赤外光励起による時間分解吸収
スペクトル。励起光の中心周波数は
(Ａ)1420、(Ｂ)1670 cm-1。定常吸収スペ
クトルを黒実線で(Ａ)に示す。矢印は過渡
吸収スペクトルのピーク位置を指す 
 
  

 図５にＰＹＰの中赤外励起による可視吸
収変化スペクトルを示す。440nm 付近の負の
信号は、基底状態の退色信号である。一方、
その長波長側に現れた正の信号は振動励起
状態からの過渡吸収信号である。励起後の時
間とともに過渡吸収スペクトルのピークは
短波長側にシフトしていき、信号強度は減少
していく様子が見て取れる。それらの詳細を
図６および図７に示す。 

 
図６ 過渡吸収スペクトルにおけるピー
クエネルギーの時間変化 
 
 

 
図７ 過渡吸収スペクトルにおけるピー
ク強度の時間変化 
 
図６から分かるように、ピークエネルギー
の時間変化として２成分（0.2, 14 ps）存在
する。図７からは、1670cm-1の中赤外光で励
起した場合、他の励起光とは異なる振る舞い
をすることが分かる。つまり、1670 cm-1で励
起した場合、新たな立ち上がり成分(4.2ps の
時定数)が含まれる。この立ち上がり成分は、



発色団への振動エネルギーの流入を示唆し
ている。1670cm-1というエネルギーから考察
すると、タンパク質骨格 C=O 伸縮から発色団
へのエネルギー移動と結論できる。以上、ま
とめると、図８のような結論を得ることがで
きた。 

 
図８ 実験から得られたエネルギー移動
経路。(Ａ)赤外励起光 1340, 1420, 1500 
cm-1の場合。(Ｂ) 赤外励起光 1670 cm-1の
場合 
 
(４)反応途中における振動分光と反応制御 
 上記の中赤外励起－可視プローブ分光を、
反応途中、あるいは反応中間体に対して行っ
た。つまり、反応開始光(400nm)－中赤外励
起光－可視プローブ光、というマルチパルス
分光である。照射した中赤外光の中心周波数
は 1100～1800 cm-1の範囲でチューニングし、
タイミングは反応開始後 0.2 ps ～ 1 ns の
範囲で変化させた。このパラメータ空間は以
下の反応過程をカバーする：電子励起に伴う
水素結合ネットワークの変化、プロトン移動
および構造異性化による初期反応中間体の
生成、さらに続く第二反応中間体の生成。し
かしながら、中赤外光照射による反応過程の
変化（促進、抑制、分岐など）は本システム
の測定精度(< 10-4)では有意の差としては現
れなかった。 
 反応制御には至らなかったものの、本研究
手法により、光受容タンパク質ＰＹＰ初期状
態における振動エネルギーフローを明らか
にすることができた。つまり、発色団の振動
モード間相互作用や、周辺アミノ酸残基から
発色団への振動エネルギー移動など、タンパ
ク質の高効率反応過程を理解する上で重要
な素過程を明らかにすることができた。また、
本手法は光受容タンパク質だけでなく、一般
的なリガンド結合タンパク質へと応用可能
であり、今後展開していく予定である。 
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