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【序】光受容蛋白質 Photoactive Yellow Protein (PYP)は、中

心色素である p-クマル酸（図１）が光励起されると、トラン

ス-シス異性化を含む一連の構造変化がフェムト秒～サブ秒

の幅広い時間スケールで進行する。これまで、フェムト秒誘

導ラマン散乱測定によって電子励起状態における共鳴ラマン

信号を初めて観測し、光励起直後の構造変化について報告を

行ってきた[1]。今回、p-クマル酸を保持している水素結合ネ

ットワークの機能的役割を明らかにすることを目的とし、特

に p-クマル酸のフェノール部位と周囲のアミノ酸残基との水

素結合に着目し、野生型（WT）および変異型(E46Q)との比

較を行った。 

 

【実験】チタンサファイア再生増幅器（1kHz, 1mJ）からの

パルス光を３分割して、励起光、ラマン励起光、プローブ光を発生させた。励起光（460 nm, 100 

fs）は、パラメトリック増幅（OPA）と和周波混合によって生成した。プローブ光は、サファイ

ア基板によって発生させた白色光を利用した。測定系の時間分解能は 150fs である。ラマン励起

光は狭帯域OPAによって発生し、520 – 650 nmで波長可変とした。今回は主に中心波長 520.5 nm 

(幅 32 cm1)のラマン励起光を用いた。通常、第１励起状態 S1の共鳴ラマン散乱を取得するには、

S1 – S2遷移に共鳴したラマン励起光を用いる。われわれが用いたラマン励起光は誘導放出過程 S1 

– S0遷移に共鳴している。この場合、ストークス側の信号は、逆ラマン過程によって励起された

S1 準位の振動を観測することになり、スペクトル形状は分散型になる。一方、アンチ・ストーク

ス側は、ラマン過程によって励起された S1準位の振動を観測することになり、スペクトル形状は

単純なローレンツ型になることが、これまでの研究から分かっている[1b]。従って、S1 準位の誘

導ラマン散乱に関してはアンチ・ストークス側のスペクトルを議論する。 
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図１ p-クマル酸と周囲のアミノ酸

残基の構造。WT (A)と E46Q (B)。 



【結果と考察】図２Ａに、WT の基底状態 S0 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 cm1には、芳香環およびエチレン部

の C-C, C=C 伸縮振動、1100 – 1350 cm1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 

cm1 以下には、skeleton モードや面外振動などが含まれ

る[2]。同じ図に E46Q の誘導ラマン散乱スペクトルを

1290 cm1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 cm1のラマン強度が大きく減少し

ていることが分かる。S0準位における両者のスペクトルの

違いは、これまでの報告と一致している[3]。1555 cm1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 S1 における誘導ラマンスペクトルを

示す。WT は基底状態 S0に比べて、1555 cm1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S0とS1とであまり変化していない。結果として、

S1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 cm1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 の場合、S0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、S0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。これまでに報告さ

れている中赤外フェムト秒過渡吸収分光[4]やピコ秒時間分解紫外共鳴ラマン散乱[5]との結果と

合わせて議論する。 
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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。
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図３ 1290 cm1 のラマン信号に対

する 1555 cm1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 


