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Green Fluorescent Protein (GFP)は生体イメージングにおいて欠かす
ことのできない蛍光タンパク質である。近紫外光吸収に伴い GFP
の発色団は ~10 ps の時定数をもって励起状態プロトン移動
(Excited-State Proton Transfer, ESPT)を起こし、フェノール部位のプロ
トンがタンパク質中にて形成される水素結合ネットワークを通じ
てグルタミン酸（E222）へと渡される。結果として生成する脱プロ
トン化したアニオン型の発色団から緑色(~510 nm)の蛍光が生じる。
一方で溶液中における GFP 発色団モデル化合物 HBDI
（4’-hydroxybenzylidene-2,3-dimethyl-imidazolinone, 図 1）の励起状態失活過程はタンパク質中
のそれとは大きく異なり、光励起後わずか１ ps以内に内部転換過程を通じ電子基底状態に緩
和する[1,2]。励起状態において進行する cis-trans 異性化がこの超高速失活過程の要因である
ことが理論的研究などから示唆されている。またタンパク質・溶媒環境がこの失活過程に大
きな影響を与えると考えられているが、その実験的な検証、特に構造学的知見は乏しい。そ
こで我々はフェムト秒時間分解インパルシブラマン分光法 (Time-Resolved Impulsive 
Stimulated Raman Scattering, TR-ISRS [3])を用い溶液中における HBDIのフェムト秒構造ダイ
ナミクスの観測を行った。また以前我々が報告した野生型 GFPの励起状態ラマンスペクトル
[4]との比較を行い、タンパク質環境が励起状態ダイナミクスに及ぼす役割について検討した。 
 TR-ISRSではまず光反応を開始させるための励起光（390 nm, 90 fs）により電子励起状態を
生成させる。任意の遅延時間DT の後、HBDI の誘導放出遷移（S1→S0）に共鳴する可視極短
パルス（520-700 nm, 7 fs）を照射し、インパルシブ誘導ラマン散乱過程を利用し電子励起状
態に核波束運動を誘起した。この核波束運動を時間分解吸収信号のビート成分の形でプロー
ブ光（520-700 nm, 7 fs）を用いて検出し、励起状態の分子振動を時間領域で観測した。 
 まず図 2に野生型 GFPと溶液（メタノール）中における HBDIの基底状態の誘導ラマンス
ペクトルを示す。多くのバンドが広い周波数領域に渡って両者に共通して観測されているが、
>1500 cm-1にて観測される C=C, C=N, C=O伸縮振動といった分子の骨格構造を鋭敏に反映す
るようなバンドに大きなピーク波数の違いは見られない。この結果はタンパク質・溶液中に
おいて発色団の骨格構造は基底状態では大きく異ならないことを示唆する。 

図 1. GFP 発色団モデル
化合物、(cis-)HBDIの 
構造. 



 次に TR-ISRS を用いたメタノール中におけ
る HBDIの励起状態構造ダイナミクス測定の結
果を示す(図 3)。光励起後各遅延時間における励
起状態での核波束運動に伴うビート信号(a)を
測定し、これら時間領域信号をフーリエ変換す
ることで周波数領域の振動スペクトル(b)を得
た。観測された振動バンドは HBDI励起状態の
寿命に対応して~0.4 psの時定数で減衰するが、
この間に大きなスペクトル形状の変化、波数の
シフトは観測されない。この結果は観測された
ラマンスペクトルは励起状態の準安定構造に
由来することを示唆する。図 3c に観測された
メタノール中における HBDI励起状態のラマンスペクトルと野生型 GFPの励起状態ラマンス
ペクトルとの比較を示す。特筆すべきことに両スペクトルは共鳴条件はほぼ同じであるにも
かかわらず、強度パターンと波数の両方において互いに大きく異なっている。基底状態ラマ
ンスペクトルの高い類似性を考慮すると、この結果は光励起後、励起状態の準安定状態に至
るまでの非常に短い時間スケールで両者の構造の違いが現れることを示唆する。発表ではア
ニオン型 HBDIの測定結果も含め、野生型 GFPと溶液中における HBDIの励起状態ダイナミ
クスについて詳細に議論する。 
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図 3. (a) 光励起後各遅延時刻DTにおいて得られた TR-ISRS信号のビート成分.  (b) TR-ISRS信
号のビート成分のフーリエ変換パワースペクトル.  (c) 野生型 GFP と溶液中における HBDI の
励起状態ラマンスペクトルの比較. 

図 2. 野生型 GFPと溶液中における HBDIの基
底状態ラマンスペクトル(lexc = 430 nm). 


