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視覚は生物にとって最も重要な感光の一つである｡視党は､感度の高さ.空間分解

能力 .高度な情報処理などの点で際立った特徴をもっている.こうした特徴のうちい

くつかは､目の形態 ･神経系の構成に依存したものである｡これらは生物の柾によっ

て互いに異なり､実に多様な進化を遂げている｡しかしながらいずれの生物において

も､光子の一次レベルの受容にかかわっている分子(視物質)は､そろって111CISレ

チナール(ビタミンAアルデヒド)がオプシンと呼ばれる蛋白質と結合した分子なの

である.視物質が光を吸収すると､まず 11-cisレチナールがa‖-Lransレチナールに

構造変化をおこし､これが更にオプシンの構造変化を誘起する｡この構造変化が分子

レベルで増幅され､最終的に神経に対する刺激として検出される｡オプシンのアミノ

酸配列は生物によっても異なるし､色覚を持つ生物の場合は細胞の種類によっても異

なるOまたレチナールにも数種類ある.こうした違いのために感度が極大になる波長

は視物質の種類によって異なっている｡しかし､ここで述べたような視覚の分子レベ

ルの機構は驚くほど似かよっているのである｡

また､視党系の感度の良さ､ダイナミックレンジの広さは光検出器としても極め

て優れた性能を誇るもので､視覚の研究は応用的な観点からも重要な課題として認識

されているoこうした卿味から､視覚の機構は古くから研究されており､今なお多く

の研究者を魅了して活発な研究が続けられている｡

本研究で扱ったロドプシンは､薄明視つまり明暗を感じる鮒泡(脊椎動物の場合梓

体細胞)に存在する視物質であり､最もよく研究されているものである｡
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高)iE好塩菌[/aLobacLenumllaLobltLmの細胞膜にも､発色団としてレチナ-)I,をも

つ蛋rL旧 が見つかっており､バクテリオロドプシンと呼ばれている｡バクテリオロド

プシンは光を吸収してプロトンを細胞外に改みだす働きをもっておりJlalobacLe7Y7Lm

Fl,ILoblumはこうしてできるプロトンの濃度勾配をエネルギー源として利用している｡

バクテリオロドプシンの場合､レチナ-ルはaH-Lrans型をとっており､光を吸収する

とL3_cISに構造が変化する.このようにバクテリオロドプシンの生理的役割はロドプ

シンと興なっているが､光反応の第-尉皆にレチナールのcZS-lrans(lransICIS)異性化

を利用している点では共通性があり､同じ閃退意識のもとに研先が進められている｡

木論文では､フェムト秒時間分解分･光技術を用いておこなった､タコロドプシン

およびバクテリオロドプシンの光励起後の初期過程の研究について論ぜられる｡

近年の超短光パルス発生技術の発展は､分光学にもIiYl一命的な進歩をもたらし､こ

れによって物質のダイナミクスをフェムト秒の時間分解能で観測することが可能に

なった｡現在では､物理学 ･化学.生物学の幅広い領域で標軽的技法として使われる

ようになり､多くの成果を産みだしている｡この技法はロドプシンの光初期過程の研

究にも早い段階から応用されてきた｡しかし､ロドプシンを励起するためには､波長

約500nmの繰包帯の光が必要であるoこの波長域のフェムト秒パルス発生は難しく､

このため従来行われてきたロドプシンの初期過程の研究は､(ごく最近発表されたも

のを除いて)佐古でも6ピコ秒の光パルスを用いておこなわれたものしかなかった0

しかし､共鳴ラマン散乱や発光効率の実験結果は､ロドプシンにおいては｡tS_Era,LS異

性化がピコ秒以下の時間で起こることを示していた｡従って6ピコ秒の時間分解能で

は不十分であり､ロドプシンの光初期過程において肢も興味深い過程であるcts一汁ans

異性化過程を見ることはできていなかった｡また､3種類の中間体 (プライムロドプ

シン､ヒプソロドプシン､バソロドプシン)の関係などの問風軸 寸数多く残されてい

た｡本論文では､パルス幅約300フェムト秒の光パルスを用いておこなったタコロド

プシンの研究の結米が示される｡本研究によって､上述した問題点に関する重要な知

見を数多く得ることができたO

バクテリオロドプシンの光初XIJ過程については､既に多くの研究者によってフェ

ムト秒領域での研究が進められている.その結果､名称 卜問体の存在とその渡御の時

定数や､励起状態での波束の運動の様子が明らかにされているoLかし､破却の時定

数を決める要因や､異性イヒの分子機構を考えるためには､さらに実験データや理論的

考察を加えていかねばならない0本論文では､分子の化学構造の一部を変更して得ら

れるアナログの研究を通じて､発色団の花子梢道と丹肘 ヒのダイナミクスのFLuのLXJ係

について考察を加えた｡

以下､論文の内容を略説する｡

まず第2章では､ロドプシンの研究のために開発した波長可変フェムト秒光源に

ついて述べられるoまず630nmのフェムト秒パルスのスペクトル幅を自己位相変調

効果によって拡げ､その一部分を取り出すことにより改長変換を実現したoこれをQ

スイッチNdYAGL,-ザーの第三高調波で励起された色素増幅掛 こよって卿 高する

ことによって､測定に充分なパワーを持つパルス幅約300フェムト秒の緑色帯の光パ

ルスを得ることができた｡

次に第3章では､この装置を用いておこなったタコロドプシンの光初期過程の結

果が示されるoまず､プライムロドプシンの生成は約400フェムト秒以内に起こり､

それがバソロドプシンに移行することがわかったoこの間の吸収変化が小さいことか

ら､プライムロドプシンとバソロけ シンは似かよったものであり､プライムロドプ

シンに加 で既にロけ シンはa)I-Lransへの異性化を完了しており､基底状態にいる

可GbbJ性が古いと結論されたoまた､800nm より長政長側には2-4ピコ秒の寿命を

持つ利得が観測された｡これはプライム(バソ)ロドプシンを生成する以外に､何ら

かの光る状掛 こ分岐しているためであると考えられた｡

ヒプソロドプシンに関しては､はっきりとヒプソロドプシンの生成を示すような

信号は得られなかったoヒプソロドプシンの減衰にしたがうバソロドプシンの生成は

見られなかったことから､ヒプソロドプシンを経て生成されるパソロドプシンは､プ

ライムロドプシンから直接生成されるものに対して､20%以下の寄与を持つに過ぎな
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1 第 1章 序 -- -

いと結論された｡

次に､第4草では､バクテリオロド7･シンのレチナールの14位の水素をふっ素

で置換することによって得られるアナログ ｢14-フルオロバクテリオロド7'シン｣の

フェムト砂吸収分光の結果が示される014-フルオロバクテリオロドプシンでは､発

色Plの花子構造には大きな変化が期待できるが､蛋白質と発色団の問の相互作用は､

通常のバクテリオロr7･シンの場合と似ていると考えられるoこの研究は､発色団の

花子構造を変化させることにより､輿性化のダイナミクスがどのような影響を受ける

かを調べることをrl的としておこなった0

14_フルオロバクテリオロドプシンには､艦)rr即古とry=川頁応の2種類の状態が存在し､

Ey]))阪応状態では特異な長波長シフトした成分が存在することがわかっている｡

まず暗順応状態では､通常のバクテリオロドプシンとほとんど変わらず､励起状

態1刊LU体は約500フェムト秒でJ中間体に殺和していた｡このことは､異性化のダ

イナミクスを決定する要因は､発色団の電子構造ではなく､蛋白質-発色団相互作用

であることを示している｡

また､明順応状態では､長波長シフトした成分からの寄与のため､励起状態の寿

命は約1ピコ秒と遅くなったoこれは､発色団とそのシッフ塩基の周臥 こあるプロト

ン供与一題との相互作用を考えることにより説明された｡

第 2章

波長可変フェムト秒レーザー

2.1 序

近年の超短光パルス発生技術の発展には日をみはるものがある【1】｡1960年にレー

ザーが発明されて以来の急激な進歩で､現在ではフェムト秒領域の光パルスを発生さ

せることもそう難しいことではない｡また､これらの技術は時間分解分光学の飛躍的

な発展をもたらした｡短パルス化という面では､1987年にベル研究所で6フェムト

秒という記録r2】が達成され､競争にも一息ついた感がある.しかし､物理学･化学･

生物学-の応用という面からみて重要なのは､短パルス化だけではない｡その彼長を

変えられなければ､自ずと適用範囲が限られてしまう｡例えば､本研究で取り上げた

タコロドプシンの場合､吸収極大は約480nmにある｡しかし､従来著者らが修士過

程で開発してきたフェムト秒光源は､中心波長が約630nm に固定されており､ロド

プシンを励起することはできない｡このため､まず本研究では淡長可変フェムト秒光

源の開発を行なった｡開発にあたっては次の点を考慮した｡

･ロドプシンを励起できる波長を発生させること｡つまり､背～緑の領域(400-

550mm)の光を発生させること｡

･ボン7'-プローブ型吸収分光を行うために十分なだけのパルスエネルギーを得

ること｡これは対象とする物質 ･レーザーのくり返し周波数などにも依存する

が､大体の目安として1パルス当たり数〝Jである｡
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6 節2串 波長可変フェムト砂レーザ~ --

.できるだけ広い波長可変域を確保すること｡

レーザーの改良を変える方法としては､大きく大別して2つの方法があるO-つは､

色A:･などの交換が容易な利得媒質か､広い利得スペクトル幅を持つ利得媒質を励起し

てレーザーの発振改良を変える方法である｡もう一つは､何らかの形で非線型光学効

児を利用して､レーザーの改良変換を行なう方法であるO

まず､節-の)j法について考える｡色素レーザ-を用いて､青-緑の彼長城のフェ

ムト砂パルスをIE'媚 発Jとさせることは､不可能ではないがかなり難しいo主な問題点

は､励起光源の制約にある｡音一線の披長城で色素レ-ザ-を発掘させる場合､400nm

より矩改良のレーザーを励起光源として用いなければならない｡この条件を満たすも

のの内で､フェムト秒パルス発生に適当なものの一つは､CWモード同期Nd‥YAGあ

るいはNdYLFレーザーの第三高調波である｡これらのレーザ-を用いた同期励起

色素レーザーも発売されているが､励起光源の強度に余裕がないことなどが問過であ

り､フェムト秒パルスの発生は困難であるのが現状である｡ただし､近年優れた非線

)坦光学材料が次々と開発されて､高調波発生の効率が上がってきているので､この先

有効な方法の一つである｡

またもう一つの方法として､パルスQスイッチモード同期Nd.YAG(またはNd･Glass)

レーザーの節三高調波などを励起光源に用いた､分布帰還型色素レーザーによって

フェムト砂パルスを発生する方法があるⅠ31 ｡

レーザーからl7-線H,･'の光を直接発生させるのでなく､赤外の短パルスを発生し
てから､新二高調波発生により可視光を発生することもできる｡特に､妓近優れた固

体レーザー媒質(Ti:A120,)が開発され､これによって波長720-1000nmの広い帯

域でフェムト砂パルスが容易に発生できるようになった｡この第二高調故の利用が､

今後投も布力な手法となると思われる｡ただし､この場合は530nm近辺の波長帯の

光の発生は難しい｡

次に､新二の非線型光学効果を利用する方法について考えるo波長が固定したレー

ザーから､辿競的に彼長を変えられる光を取り出すには､二つの方法が考えられる｡

一つは､光パラメトリック発振を利用する方法である｡もう一つは､強い超短パルス

2,1序 7

を物質に炎光し､自己位相変調効共によって広帯域の白色光を発生させる方法であ

る｡本研究では後者の方法を用いて波長変換を実現している｡パラメトリック発振を

用いるほうがエネルギーの変換効率が良いが､励起光より艮改良側の光しか発生でき

ない｡一般的なフェムト秒光源は波長600nm近辺に火中しているので､7号～緑の光

を発生させるた桝二はさらに第二市調波発生によって変換する必要がある｡これに比

して､自己位相変調を用いる方法では､直接この帯域の光を発生できる｡ただし､後

に述べるように､エネルギーをある特定の波長にだけ躯申して変換するのではなく､

スペクトル幅自体を広げた後にその一部分だけをとりだすことによって波長変換を行

うため､そもそも効率が悪いという欠点がある｡特に､求める波長が入射光の彼長か

ら離れるにつれて強度が弱くなるため､入射光から非常にはなれた波長の光を得るの

は難しいo長所としては､位相整合の条件がないので､非常に附 郎こ改良変換を達成

できることがあげられる｡

また､レーザーの発振波長を直接変更する第-の方法に比べた場合､波長を変える

ために共振器内の素子を変更する必要がないことがこの方法の長所であるO強いピー

ク強度を持つパルスを発生させなければならないため､装置が大掛かりになるのが欠

点であるが､本研究の場合､既に自己位相変調による白色光を発生させるのに十分な

だけの強度をもつフェムト砂光源を開発済みであったのでこの問題は無視できた｡

自己位相変調により白色光を発生させ､この一部を取り出しただけでは､試料を

励起する光源としてはエネルギー不足である｡このためこれを増幅する必要がある｡

波長可変性､フェムト砂パルスに十分な帯域幅､育～繰領域という波長帯などの条件

を考えると､色素を利得媒体に用いた増幅器がもっとも適している.このようなシス

テムは既にMigus等【4]が報告している｡また､銅蒸気レーザーを色素増幅器の励起

光源として用いて､近赤外域の波長可変光パルスを発生させるシステムもよく利用さ

れてきた【5】｡しかし､この構成の装置は､原理的にいって光をだすだけなら簡単で

あるが､実際には実用的な強度で､ASE(AmpliRedSpontaneousEm,ssi｡n､増幅さ

れた自然放出)をできるだけ抑えて出力するのが問題になる｡実際､本装置の開発を

始めた時点では､緑色帯でサブピコ秒～フェムト秒の分光を行なった例はなかった｡



8 第 2章波長可変フェムト砂レーザー

その後Shocnlchlら【6げ ､同じ即 削二進づいて､色素上馴扇器の励起光跡 こXeFエキ

シマーレ-ザー(35｣nm)をJl=)いた中繰り返し(400117J)の市～緑帯のフェムト秒光源

をf井J発し､やはりロドプシンの研究に応用しているt7).本研究では､レーザーを2

hJTlいて､ポンプ プローブ型吸収分光に十分使えるレベルの光を発生させることを

目的とした｡もちろん佐近のレーザーを用いるなら､一台でも基本改用と波長可変光

糠ノ目の両)J-の増幅器を励起するのに十分なパルスエネルギーがあるが､現有の装置を

発展させる)J一向で検討を進めた.結果として､手持ちのレーザーがもう一台あったの

で､これを改良可変光源用の色素増幅器の励起光源に利用することにした｡

2.2 装置

2.2.1 基本波フェムト秒光源

図2･)に赤色フェムト秒光パルス(630nm)を発生させるための装置を示す【8,9】 o

これは著者らが修上課程において製作した装置に､若干の改良を施したものである｡

光跡ま､祷突モード同期(co川d.ngPulseModeJocked,CPM)色素レーザーと､4段

の色糸増幅署諒からなる.CPM色素レーザーは､7枚のミラーと4つの群速度分散

机E川プリズムからなる共振器を持つ｡励起光源としてはア)t'ゴンイオンレーザー

(SpccLraPhys･cs､Model2030またはLEXELLASER､Model3500)を用い､利得

娘体にRJ'odam‖lC6Cのエチレングリコール溶液､過飽和色素にDODCIのエチレ

ングリコール溶液を使用している｡最短約40フェムト秒の光パルスを発生できるが､

安定性を確保するため､通常は80-120フェムト秒で使用している｡その他の出力特

性は､くり返し100Ml】Z､パルスエネルギー約200pJ､波長625nmである｡

このCPM レーザーの出力を､4段の色素増幅器を用いて増幅する｡増幅器の励

起光源としてQスイッチ Nd･YAG レーザー (Quanta-Ray,DCRlA)の第二高調波

(532nm,LOllz)を川いた｡増幅用の色X-としては､初段にRhodarnine640､残りの3

段にSu】forhodam･nc640を2%の界面活性剤 (ArnImOl-ixLO)を含んだ蒸留水に溶か

したものを使った04段共に横励起配IEをとっているが､第3段にはBethunecelll10上

郡4段にはAxiconce叩 1】を用いて､ビームクオリティと安定性の向上を達成したO

2.2装置 9

▲ しっ<

M MDOt)CT MI M >.て)Za

M M _X J '､ l 2(山

一′ ′M'R6G h

P (′)I

M P p

PM BS BS BSノ ′ /

工 芸 gpalr Msl SAI SAl JEM

､ V '∪Axiconcell JLJ'LJ /＼＼｣

図2.1‥基本波フェムト秒光源の概略図.CPM色素レーザーと4段の色素増幅器から

なる｡M:ミラ-､BS:ビームスプリッタ-､P:プリズム､SA.過飽和色素｡
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630nm,0.2mJ,100fs,10Hz

図2,2=フェムト砂白色光捌 高装置｡M ミラー､BS:ビームスプリッタ-､L:レンズ､

cLシリンドリカルレンズ､pプリズム｡

マラカイトグリーンのエチレングリコール溶液のジェットを過飽和色素として各段の

I,",]Lこ挿入し､ASEからの寄与を除去している｡増幅器の後には､グレーティング対

(600本/mm)を用いた負の分散をもつ素子を用いて､増幅器内での群速度分散による

パルス幅の広がりを補正している｡最終的な出力として､パルスエネルギー02mJ､

パルス幅約100フェムト砂､改良630nmの光パルスが得られる0

2.2.2 白色光増幅器

白色光を士別再するための装L'辻を図22に示すO前節で述べた基本波光源からの出力

は､まずビームスプリッターで2つに分割される｡このうちの透過側は､図23に示

す吸収分光装道に沸かれ､プローブ光を発生させるために用いる｡反射側は､レンズ

で四塩化炭素を含んだ光踏抜3mmのガラスセルに集光し､自己位相変調効果によっ

2.2装置 11

てスペクトル幅を広げる｡生成した白色光をアルミ全反射凹面錠で反射させて､プリ

ズム列に導く｡プリズムを2つ通過したところにスリットを置き､凹面鏡の位置を調

節して白色光がスリットの面上に焦点を結ぶようにする｡こうすると､スリットの面

上で分光された白色光が像を結ぶので､この装置は分光器として機能し､スリットの

位置 ･幅を調節することによって任意の波長 ･スペクトル幅の光を切り出すことがで

きる｡またこのプリズム列は､負の群速度分散をもつ京子であり､白色光発生過程お

よび増幅器内で発生する正の群速度分散を補正するための装位としても働くr12】｡プ

リズムの材質には､高屈折率 ･高分散のスーパーフリントガラスSF57あるいはSF10

を用いたO通常のガラスでは､プリズム托F.Jの距離を数 m にしなければ群速度分散を

補正できないが､これらのガラスを用いれば15cm(SF57)ないし40cnl(SFIO)程度の

距離で済むためである｡群速度分散の調節は､プリズムをビームに対して垂直に動か

すことによってなされる｡更に2つのプリズムを通って､波長による空間位置のずれ

を元に戻した後､ビームは増幅器に導かれるo

増幅器の励起光源にはパルスQスイッチNd:YAGレーザー(Quantel,YG-472)の

第三高調波を用いた｡基本波の増幅に使用 しているレーザー､白色光の増幅に使用し

ているレーザー共にパルス幅は約5-15nsであるから､CPM レーザーの出力を基準

としてこの2台のYACレ-ザーを同期させて動作させなければならない｡このため

の同期回路を自作した｡CPM レーザーの出力をフォトダイオードで検出したものを

基準に､レーザーのフラッシュランプのトリガ､Qスイッチのトリガ､および測定系

用のトリガを出力する｡Qスイッチのトリガはデジタルデイレイラインおよび電圧可

変型デイレイラインによってサブナノ秒-ナノ秒の精度で調整できる｡

増幅器は2段構成になっており､励起エネルギーの分岐比は初段 10%､2段目

90%である｡初段のセルには通常の色素レーザー用のクローズドのセルを用い､マグ

ネティツクスターラー(サイ二クス,CSIOl)で撹拝して色素の分化を防ぐ｡2段目のセ

ルはフロ~セルで､マグネットギヤーポンプ(イワキ,M工)G-M2TD24)を用いたサー

キュレーターを作製して､色素浴液を流している｡各段からのASEの除去には､ピ

ンホールや色ガラスフィルターを使用している｡
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凶2.3 フェムト秒ポンプープローブ吸収分光装置｡M･ミラー,BS‥ビームスプリッタ-,

L･L,ンズ,PC‥分光器,CCDCCDセンサ~

2.2.3 吸収分光装置

別23にボン7･_プロ-プ塑吸収分光装置の概要を示すO励起光としては上記の増

幅装道の出))､あるいは630nrnの基本波パルスを用いるo励起光は､ステッピング

モーターで駆動された可変遅延路を通って､サンプルに集光される｡残 りの基本波パ

ルスはレンズで四塩化炭-#の入った光路長3mmのセルに集光され､自己位相変調効

先により白色光を発生させる｡これを凹面鏡で平行光にしてフィルタ-類を通した後

に､ビームスプリッタ-で2つに分割し､片方は試料に集光され､プローブ光として

用いる｡もう一方はプローブ光の変動を補正するための参照光として用いる｡プロー

ブ光､参照光井に77イバー束ケーブルを通して分光器(Jarrel-Ash,Monospec27)に

中かれる｡分光器で分散させた光をCCD(Charge-CoupledDevICe)センサ(Princeton

lnsLruments,TE-576UV)で検出する｡この時 CCDセンサの領域を2分割し､プ

ローブ光 ･参照光を同時に一つの検出器で測定する｡CCDセンサは専用コントロー

ラ(PrinceLonlnstt･ul..entS,ST-110)で制御されるoコントローラはGP-1Bインター

フェイスを介してマイクロコンピュータ-(日本稚気 pC-9801RA21)に接続され､吸

収変化の計井などの一次データ処理を行ない､結果は磁気ディスクに保存される｡

2.3装置との特性 13

(
s

TTu
n
'q
J

t:)
A

TT
Su
3t
u
t

0.8

4

2

0

0

0 500 600 700 800 900

W aveleng th (nm )

図2.4:四塩化炭素を含んだ光路長3mmのガラスセルによる白色光スペクトル｡

また同じ光学系を用いて､励起光とプローブ光､あるいは励起光と並木披バ)I,ス

の間の2次の強度相互相関を測定し､プローブ光の時間特性や励起光のパルス幅を求

めている｡この場合は､試料の位置に非線型光学結晶をおき､和周波発生によって相

互相関を測定するo非線型光学結晶には､厚さ0･2mmのBBO(β-barlumborate)結

晶を用いている｡発生した和周波の光を､分光器(リソー,MC110)を通して光電子増

倍管(浜松ホトニクス,lP28)で検出する｡

2.3 装置の特性

白色光のスペクトル 図2.4に四塩化炭素の入った光路長3mmのガラスセルにフェ

ムト秒パルスを集光したときに得られる白色光のスペクトルを示す｡入射パルスの中

心波長630nmを中心に裾が広がる形になっている｡裾の部分では､およそ中心波長

から100mmずれるごとに1/10になっている｡絶対的な強度としては､波長 500｡m
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図2,5:上馴高後のパルスの出力特性｡各点でスペクトル幅3nmの光を増幅したときの

出力強度を示してある｡

においてスペクトル幅3nmの光を切り出したとき､10-20nJのパ)レスエネルギー

が得られるo

増幅後の出力 匡Ⅰ2.5に､増幅後の出力特性を示すO色素としては､クマリン500､ク

マリン522､クマリン540Aの3種勅を用い､スペクトル幅3nmの光を増幅したと

きの出力強度である｡長波長側ほど強くなっているのは､白色光のスペクトルの形状

を反映しているためである｡実際､得られる利得はどの色素を用いた場合でも約100

-200倍であったOまた､ここの園に示した強度は､ASEの流入をなるべく(10%以

下)抑えるような対策を施した上での強度であることに注意しておく｡つまり､この

図に示したのは実用的な意味での強度である｡これから､約500nmから580nmの光

がこの3つの色素を使って得られることがわかる｡

2.3装置の特性 15
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図2.6増幅されたパルスの群遅延の分散｡丸印は実測､実線はガイドラインである｡

パルスの時間特性 切り出して(増幅した)白色光パルスと韮本披(630nm)の問の相

互相関を測定して､パルスの時間特性を評価するために利用した｡装置内で発生する

群遅延の分散のため､最短パルスを得るには､波長ごとにプリズムの位置を最適化す

る必要がある｡図26に､出力波長を変えたときの､出力の相対的な遅延時間の変化

の一例を示す｡増幅器内の正の群速度分散と､プリズム対による負の群速度分散が組

み合わさって､遅延時間に極小点が発生している｡この極小点で､2次の群速皮分散

が0になるので､プリズムの位置を動かして､極小点がいま得たい波長におよそ一致

するようにすれば､パルス幅を最短にすることができる.もっと単純に､-改長点で

のパルス幅を測定して､それが最短になるようにプリズムの位置を最適化する方法で

も､同じ結果を得ることができる｡

図27(a)に､増幅後のスペクトルを､また図2.7(b)に基本波との相互相関波形を

示すo相互相関波形はガウス型でよくフイットすることができ､その半値全幅は320
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図2.7:(a)増幅後のスペクトルの一例｡中心波長は543nm､スペクトルの半値全幅

は6.4zlmo(b)増幅後のパルスと基本波との相互相関波形.*･実測値､実線は半値全
幅320フェムト砂のガウス型関数へのフィッティング.

2.4データの処理について 17

フェムト砂であった｡この時の盛本彼の自己相関波形の半佃全幅は210フェムト砂で

あったので､これから増幅後の緑色パルスの半値全幅は280フェムト秒と見6-もる

ことができる｡この時のスペクトル幅は64nmであるから､パルスのスペクトル幅

と時間幅の積△ レ△丁-i.8となる｡ガウス型を仮定した場合､フーリエ変換限界では

△L,△'-044であるから､これはフーリエ変換限界には到達していない｡ただし､ス

ペクトル幅をこの約半分の3nm にした場合でも､パルス幅はほとんど変わらなかっ

た｡このときは､△L,△'-09となるが､まだフーリエ変換限界には到達しないoこ

の原因として､まず3次以上の群速度分散の効果が考えられる｡しかし､もし3次

以上の群速度分散が間掛 こなる場合には､スペクトル幅を広げたときに､パルス幅が

どんどん広がっていくはずである｡また､図26に示した群速度遅延の分散を見ると､

スペクトル幅3nm程度の範囲では､3次の分散による広がりは鯉視できる程度であ

ることがわかる｡よって､高次の分散が原因であるとは考えにくい｡それよりも､白

色光発生過程での空間的なふらつきが影響している可能性が大きい｡

2.4 データの処理について

この節では､データの解析手順について簡単に触れておく｡

CCD検出器で測定された1ショット毎のプローブ光と参照光強度から､その場で

吸収変化スペクトルの平均値を計算し､磁気ディスクに保存する｡この測定プログラ

ムは竹内佐年氏によって製作されたものを改造して用いた｡

可変遅延鹿の長さを変化させて､各遅延時間での吸収変化スペクトルを測定する｡

ところが､測定系の群速度遅延の分散のた桝 こ､プローブ光が試料に到達する時間が

波長によって異なっているoつまり､プローブ光の励起光に対する遅延時間は､可変

遅延路の長さだけでなく波長にも依存しているo従って､披長に応じて時間原点のず

れを補正する必要がある｡補正を行なうためには､まずプローブ光の時間特性を調べ

なければならないoこのために､和周彼発生法を用いて励起光とプローブ光の強度相

互相関を測定し､各波長での時間原点を求める｡通常は約40｡mおきに測定し､これ

を光周波数の自乗を横軸にとって二次スプライン関数でフイットすることにより､各
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改良での時F7.1]原点と可変遅延路長の対応を決定する｡

この情報を盛に､測定したデータの時間原点のずれを補正する｡ある遅延時間､あ

る改良での吸収変化を､前後の最も近い時間データを直線補rH]して求めているo従っ

て､ある程度掛二･.(変遅延路良を変えてデータ点をとらないと､直線補間が成り立た

なくなるので､注意が必要であるoつまり､通常変化の速い時ll'J原点付近では時間間

隔を短くして､データを密に測定しなければならないo

吸収変化の時間依存性は､各時間点でのスペクトル変化を益にして得ている0時

定数を求めるために､非線型最小自乗法を用いて次の関数-のフイットをおこなった

【13】 ｡

･̂ (E,-exp(響 )★〈oE:-lAtexp'-壬)り o …三;oo,' (2･1,

つまり､応答を指数関数(+定数)､入力をガウス型と仮定したときの信号である｡

ガウス)型と仮定したのは､(2.1)式は誤差関数を用いてあらわすことができるので､比

較的mJ雌 に割切できるためであるOまた､パルスの相互相関波形がガウス型でよく合

わせることができることからも､この仮定は妥当であると考えられる｡ただし､時定

数がパルス幅に比べて短くなってきた場合には､より正確なパルス波形の情報が必要

になるであろう｡本研究では､フィッティングを行なう際にガウス関数のパルス幅を

土20%程度変えてフイットを行ない､それによる変動分も含めて時定数のおよその誤

;tt.iをiJ.Tl'i･もっているO

以上の解析を行なうプログラムは全て自作したものである｡

2.5 装置の性能と問題点

以上のように､芙用になるレベルのフェムト秒波長可変光源を製作することがで

きた｡この装位の性能を下にまとめておく｡

波長 500-570nm

エネルギー 1ILJ◎500nm,30JJJ◎560nm(△入-3nm)

2.5共進の性能と問題点 19

繰り返し 101tz

パルス幅 約300フェムト秒

この装置の閃温点を以下に整理しておくO

白色光発生時の空間バターンの悪さ 自己位相変調によってフェムト砂白色光を発生

させているが､空行8バターンが汚く､分光した後で見るとスペックル様になっている.

この原因としては､もとのフェムト秒韮本渡パルス自体の空間バターンも均一とはい

えないものであるので､これを四塩化炭素に絞りこんだときに､sc汀-locusingをおこ

していくつものフィラメントになってしまうためではないかと考えているoこの空間

バターンの悪さのため､初段の増幅用セルにきつく放れなかった｡このため､初段の

倍率は約5倍であり､あまり高い利得が得られていない｡

安定性 増幅器の出力の変動は約30-50%程度である｡この原因は､主として白色

光発生過程に生じている.レーザーのlBi気的なジッタ-は】ナノ秒以下であり､関越

にならない程度であった｡

パルス幅 前節の最後で述べたように､パルスはフーリエ変換限界に到達していない｡

結局､問題点の原因は白色光発生過程でのバターンに集約される.これを改善す

るため､絞りこむレンズの焦点距離や､白色光発生用の媒質をかえてみたが､有意な

結果は得られなかった｡やはりビームクオリティの良いパルスから白色光を発生させ

るより他に手はないのかもしれない｡



第 3章

タコロドプシンの光初期過程

3.1 序

生物の視覚については､古くから様々な研究がおこなわれてきた｡全ての生物の

視党系において､光子の受容を担っている物質は､ll-ctsレチナールが蛋白質オプシ

ンとシッフ塩基結合したものである｡この中で最もよく研究されているのは､脊椎動

物の樺体細胞または一部の無刑 巨動物の感梓細胞にあるロドプシンと呼ばれる物質で

ある｡ロドプシンの発色団の梢進を図3.1に示す｡ロドプシン中において､レチナ~

ルは11_cts型をとり､プロトン化されたシッフ塩基をもつOプロトン化シッフ塩基を

もつレチナールは単体では442nm に吸収極大をもつが､これがオプシンと結合する

ことにより､長波長シフトする｡これはオプシンシフトと呼ばれている｡生物によっ

てオプシンはそれぞれ異なるので､吸収極大の位置にも違いがあるが､およそ500nm
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であるO例えば本研究で放ったタコロドプシンの場合480nm､また同様によく研究

がおこなわれているウシロドプシンの場合500nmに吸収極大を持つoこの吸収極大

改良は､それぞれ海中および地上における太陽光スペクトルの極大に一致しており､

/ヒ和的理由と合故しているのである｡

ロドプシンが光子を吸収して最初に起こす変化は､レチナールの11-Gis- a】1-Lrans

lq-.性化である｡プロトン化されたシップ塩盛をもつレチナール単体では､この異性化

の益子効率は高 2々5%程度であるが､ロドプシンにおいては60-70%という非常に

大きな値 【14】となり､視覚の高い感度を支える一因となっている｡これから､オプシ

ンはこの異性化過程において本rlr的な役割を担っていることがわかるOこの異性化反

応に誘起されて蛋白質はさらに構造変化を続け､メタロドプシン71(metalhodopsin,

頭足類の場合アシッドーまたはアルカリーメタロドプシン)に至ると､トランスデュー

シンと結合し､様々な反応過程を経て化学的に増幅され､最終的に神経に対する刺激

として感知される｡脊椎動物では､メタロドプシンは一旦オプシンとレチナールに分

解した後に再生されるが､タコ･イカなどの頭足類の場合､約20oC以下の低温では

分節せずにロドプシンが再生される【15】0

本研究で故うのは､レチナールが異性化する100ピコ秒以内におこる現象である.

レチナールが異性化する初期過程において､現在3つの中間体があると考えられてい

るoそれらはバソロドプシン(bathorhodopsln)､ヒプソロドプシン(hypsorhodopsin)､

プライムロドプシン(primerhodopsin)と呼ばれる中間体であるo図32に､低温での

光誘起スペクトルから再構成したバソロドプシン､ヒプソロドプシンの吸収スペクト

ルとその差スペクトルを示す【16,17】｡以下これらの中間体の性格を簡単にまとめて

おく｡

/(.Jロドプシン 書沢らは､ロドプシンを低温 (871く)で光照射することによりバソ

ロドプシンを発見した【18,19】Oその後､生理的条件下のピコ秒時FlurJ分析吸収分光で

もこれに対応する中Ful体が見つかり､その生成時f.".)は6ピコ秒以内と見積もられた

【20,21,22】｡但し後述するように､ヒプソロドプシン･プライムロドプシンが見出さ

れてからは､バソロドプシンの生成時間は数十ピコ秒であると考えられた｡バソロド
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図 32: (a)タコのバソロドプシン､ヒプソロドプシンの吸収スペクトル

Rhodopsir.:10oCでのロドプシン､BaLho:10I(でのバソロドプシン､Hypso:10K で

のヒプソロドプシンのスペクトルo(I))(a)から計許した差スペクトル｡BaLho-Rh./†
ソロドプシンーロドプシン､Hypso-】th‥ヒプソロドプシンーロドプシン｡
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ブシンは長波長シフトした吸収ピーク(約535nm)をもっているoまた､バソロドプ

シンが9_cISロドプシンからも生成する事実t19】や､C1.-C12を同定したアナログで

の実勘 23ト 円二色性(24ト )純 ラマン散乱の結果t25】から､バソロド7●シンがね

じれたalト(,ansレチナールをもっことはほほ確立されたといっていいだろうO

ヒプソロドプシン ヒプソロドプシンは､ロドプシンを液体ヘリウム温度(101く)で光

照射することによって発見されたt26)｡ヒプソロドプシンの吸収ピークは約440nm

にある｡ヒプソロドプシンは､温度を20-40-くに上げるとバソロドプシンに変換さ

れることから､ヒプソロドプシンはバソロドプシンより前にある｢胴 体ではないかと

考えられ､実際に室温でのピコ秒分光でヒプソロドプシンに対応するrF･FEli]体が確認さ

れた【27,28】o

小林 【29,30]心 室温でのピコ秒分光でウシロドプシンの研究をおこない､ヒプ

ソロドプシンの生成時問を15士5ピコ秒､ヒプソロドプシンからバソロドプシンに変

換される時定数を50士20ピコ秒と見積もったoまたバソロドプシンより約20nm長

波長にシフトした誘導吸収をもち､ヒプソロドプシンに線和する状態を見出し､これ

を緩和励起状態であると考えた｡さらに､大部分のバソロドプシンはヒプソロドプシ

ンから生成されるとしたが､ヒプソロドプシンを経ずにバソロドプシンが生成される

過程が存在する可能性についても指摘した｡

一方､松岡ら【311は､室温でピコ秒1,-ザ-(波長532nm)を用いて吸収変化の強

度依存性の実験を行ない､ヒプソロドプシンは二光子励起によって生成すると結論し

た｡これに対し､大谷ら【171は､バソ(あるいはプライム)ロドプシンの二段階吸収

を避けるため､改良461nmの光源を用いて同様の実験を行ない､ヒプソロドプシン

が-光子過程でも生成することを示した｡

また､ウシロドプシンにおいては､室温でのピコ秒分光でヒプソロドプシンの生

成を検出できたのは/J､林【29,301のみであるoこのようにヒプソロドプシンの生成に

閲しては研究者によって悪鬼が分かれている状態である.

ヒプソロドプシンの構造に関してはよくわかっていないが､共鳴ラマン散乱の結

果から､プロトン化されたシッフ塩基をもち､レチナールはall-trlJns型であると推定
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されている【32】｡

プライムロドプシン Doukasらは､ロドプシンの発光の茄子効平を測定し､(1.2j=

0.5)×1015という佃を得た【33】｡これから励起状態のjf命を見哉もり､1ピコ秒以下

であろうと結論した｡また､共鳴ラマン散乱の結果も､サブピコ秒でCLS-Lrans異性化
が起こることを示していた【34,351｡そこで七mら【361はウシ､イカ及びタコロドプ

シンのピコ秒分光を行ない､ノJ､林が見出していたのと同様の､バソロドプシンによく

似ているが約 10nm長波長シフトした誘導吸収をもつ変化を新しい中間体とみなし､

これをフォトロドプシンと名付けた｡一方同じ｢flr."11体を､大谷ら【17Jはプライムロド

プシンと名付けた.また､榊取らf37】は､五月環､七nlR-でC‖-C12の結合を閃足
したアナログのピコ秒分光を行なった｡五月環の場合には､強固に固定されているの

で長波長シフトした中間体は観測されず､異性化が阻害されたため励起雌 の寿命が

長くなり蛍光が観測された｡一方､cll=C,2の結合がある程度ねじれることができる

七月環の場合には､プライム(フォト)ロドプシンに対応する吸収変化が観測された｡

このことは､プライムロドプシンがかなりねじれたall-Lrans状態であることを示唆し

ている.この場合蛍光は非常に弱く､プライムロドプシンが韮底雌 にある証拠の一

つとなっているO

次に､同位体効果の問題があるoPetersら[387は､低温 (<40Jく)でウシロドプ

シンのピコ秒分光を行ない､570nm付近に見られる誘g_吸収の減衰に同位体効果が

あり､重水中ではl/7の速度になることを見出した｡重水中においては､シッフ塩基

の水素イオンが重水素イオンに置き換えられることが知られている｡このことから､

彼らは光励起後最初に起こる過程は､シッフ塩基の水菜イオンのトンネリングによる

移動であると結論しているo但し､､前述したように光励起後に起こる巌初の変化は

CもS-lT･ans異性化であることを示す証拠は数多く､危近では彼らの説はあまり省みられ

なくなっている｡しかし､彼らが観測している過程が､一体何に対応しているかにつ

いては再検討の余地がある｡

問題点をまとめると､以下のようになる｡
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.プライムロドプシンの位置付けo

プライムロドプシンの′ヒ成時臥 つまりロけ シンが異性化に安する時間はど

れほど速いのか?

また本当に7･ライムロドプシンは,l底状態なのだろうが

.ヒ7･ソロドプシンの位遊付けO

-光f･で生成するのか､それとに 光子なのかo

バソロドプシンはヒプソロドプシンを経て生成されるのか?

.韮水r日のサンプルでの違いo

これらをnJ]らかにするた捌 二は､時間分解能を上げることが必須である0本研究の目

的は､サブピコ秒の分光手法をロドプシンに応用して､これらの間越点を解決するこ

とである｡

ごく最近､Schoenlcinら(7げ ウシロドプシンのフェムト秒分光を行なって結果を

報告している｡彼らは35フェムト秒の時間分解能で450-580mmの範囲の吸収変化

を観測し､プライムロけ シンが200フェムト砂以内に生成し､数ピコ秒でバソロド

7･シンになると報告している.彼らが観測している波長はごく狭い範囲に限られてい

るが､彼らの結果は本研究の結果とほほ一致する｡詳しくは考察の節で壊いたい0

3.2 実験

3.2.1 試料

試料は姫路工IX大学の中川将司博士および津田韮之教授に調製していただいたも

のである｡以下の5つのサンプルについて実験をおこなったo

サンプルaタコ視kIuJ抱マイクロビライ膜を2%界面活性剤 L-1690で可溶化したも

の｡ODミ蒜､爪-So
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サンプルb タコ視紺胞マイクロビライ膜を2%界面活性剤 Ⅰ.1690で可溶化したも

の｡OD三買'nm-12｡

重水中のサンプルC2%界面活性剤L11690で可溶化したタコ棚 MJraマイクロビライ

膜を凍席乾燥して盈水に溶かしたもの｡ODユ写T,.m-150

サンプルd タコ視細胞マイクロビライ膜を2%界面活性剤 L1690でHJ溶化したも

のoODI,C,Tnm-100

サンプルeタコ視,WTJ泡マイクロビライ膜を2%界面肝性剤 L L690でTTJL溶化したも

のoODic7言',mt=140

上記で､タコ視細胞のマイクロビライ膜に含まれる膜蛋白のうち､タコロドプシ

ンの比率は約80%である｡また､光学的純度 A28.nm/A475mm ≦3であるoタコには

複数のロドプシンが存在する可能性があるが､網膜においては一種新しか存在しない

Ⅰ39】 ｡

基本的な試料の調製法は､文献 【15,17】に示した手順と同様であるが､殺衝液の

構成あるいは界面活性剤の種類などの細かい点で違いがある｡以下に試料の調製法の

概略を示す｡

以下の調製は全て暗室中で､赤色光下において行なう｡北海道近海で捕らえられ

たみずだこ(ParocLoptLSdej7elnZ)は､即座に暗所で解体され､眼球だけを取り出して

一80oCに保有しておく｡氷中で約50個の眼球を切り裂き､網膜を取り出す｡それを

緩衝液 A(400mM KCl,10mMMgC12,10mMMOPS【pH7.4),ImM DTT,20FLM

APMSF)に懸濁させてガーゼでこす｡残留物を再度殺循液 Aに懸濁したものを合わ

せて､遠心(201くrpm,30分)にかけてペレットを取り出すOこれをショ糖を溶かし

た殺衝液 Aに懸濁しテフロンホモジナイザーでホモジナイズし､故終的な濃度を34

% にする｡ショ糖浮揚法でマイクロビライ膜を単離する｡遠心の条件は201くrpm,30

分 である｡赤色光下で敗色の屑がショ糖の上に浮かび､底に黒いペレットが落ちる｡

オレンジ色のゾーンを取り出し､赤色光下で敗色の屑だけを回収し緩衝液 Aで薄め

てホモジナイズした後､遠心(20Krpm,30分)にかけてペレットを取り出す｡これ
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をもう一皮､上と同様にショ糖浮揚法を用いて精製するoこれを等張の殺循液 Aに

懸濁してホモジナイズした後､遠心にかけて上掛 こ抽出される蛋白質を除く作業を数

bJくりかえす.その後低張の殺祷液 B(10mM MOPSlpl17･4),1mM DTT,20FLM

ApMSF)に懸濁し､遠心法により低イオン濃度で抽出される蛋白質を除く作業(20

Tくrpm,40分)を数回くりかえすo最終的に渡橋液 Bに懸濁した状掛 こし､完全に遮

光し-80oCで独結して保存しておく｡50個の眼球から､totalOD･175nm -60-SOの

ロドプシンが得られる｡また､このサンプルの花気泳動パターンは､～501くDの単

-バンドとなる｡このことは､他の蛋白質による汚決がほとんどないことを示してい

るOまた､花気泳動の粂作によっては二量体のバンドも現れるが､その比率は30%以

Fである｡また二立体より大きな会合体は存在しない｡実際の試料では､以下に述べ

るように界面活性剤を高い濃度で使用しているので､二立体の比率はこれよりもかな

り小さいと考えられる｡また､可視域での二量体の吸収スペクトルは単分子の場合と

ほとんど一致することから､二立体が存在するとしても光初期過程に与える影響は小

さいであろう｡これらのことから二品体の影響は無視できると考える｡

この凍結保存した状態の試料を必要なだけ取り出して解放し､まず遠心分離樵で

ペレットの状態にする｡これを2mMMOPS【pH74】,2%界面活性剤 (L-1690､サン

プルeではSM-1200)で可溶化する｡まず約10分間震とうした後､遠心(1001くrpm,

L5分)にかけ､上約だけを取り出して試料としたo

重水中のサンプルCは､この界面活性剤で可溶化した試料を嫌.結乾燥し､重水で

同じ体積になるように溶かす作菜を3回繰り返すことにより調製したo

また､サンプルdおよびサンプルeでは､centr捕O､vCF-25型(AmlCOnCol)フィ

ルターを用いて限外泌過することにより試料を濃縮したO

サンプルa,b及び丑か~PのサンプルCは､完全に遮光し､-18oCで凍鹿 した状態

で輸送され､-20oCで保有し､測定の直前に解凍して用いた｡サンプルd,eは､完全

に遮光し､4oCの液体の状態で輸送され､4oCで保有して試料として用いたOサンプ

ルaは一年以上冷凍保有されており古い試料であるが､サンプルb,Cは調製後2ケ月

以内､サンプルd,eは一週間以内に全ての測定を終えており､これらについては試料
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図3･3二タコロドプシンの吸収スペクトル｡実線:サンプルb､破線 重水中のサンプル｡

の劣化の心配はない｡

主として同時に調製されたサンプルbと重水中のサンプルの結果について述べ､

サンプルaに関しては試料依存性が見られる部分についてのみ参考データとして用い

るoサンプルd,eの実験結果は図示しないが､まずサン7'ルdの結果は､サンプルb

の結果とほぼ一致したO界面活性剤の種類が違う(sM-1200)サン7'ルeでは､界面

活性剤の光生成物からの信号の寄与が見られたが､それ以外の点ではサンプルbの結

果と~致している｡但し､サンプルd,eの実験では､励起光の散乱の影響が大きく､

500nm より短波長側では信頼性の高いデータは取れなかった｡試料の吸収スペクト

ルを図3･3に示す｡各サンプルの吸収スペクトルはほとんど一致していた｡また､重

水中のサンプルについても､吸光度が違うのみでスペクトル形状はほは一致する｡
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3.2.2 装置

主な実験装掛こついては節2車で述べたo白色光の増幅に用いた色表はCoumar)n

503あるいはCot)mar)n522∧であるoサンプルaの実験では､Couma川-522Aを

用い､励起波長は538nm ､励起エネルギーは5I▲J､励起エネルギー密度は 2･5

mJcm-2(69×1015phoLons･cm-?)であったoこれはロドプシン一分子あたり017個

の光7-を吸収する励起密度に相当するO

サンプルb及び重水中のサンプルの実験では､Coumalin503を用い､軌超波長

は525nm､励起エネルギ-はS/LJ､励起エネルギー密度は4mJcm12(1･lxlO16

photons･cn.-2)であったOこれはロドプシン一分子あたり0･27個の光子を吸収する励

起密度に棚当する｡

ロドプシンの吸収スペクトルの帽は約100mm と広いので､これらの実験での励起

波長の違いは軽視してかまわないと考えられるO

試料の保持には光路長 ll¶mのガラスセルを用い､一回の測定で約250〃1の試料を

使った｡タコロドプシンは20｡C以上で光をあてると分解してしまうので､試料を常

温より低い温度に保つ必要があるoこのため試料セルをベルチェ素子により冷却し､

pID制御装-L･Zt(小松エレクトロニクス,7く1204A)を用いて温度を一定に保ったo但し､

温度の制御は､試料セルの内部の制空をモニターしながらするのではなく､ベルチェ

京子の表面付近に温度センサ-を設置して制御しているo理由の一つは､制御のため

に用いている温度センサ(サーミスター)が大きいこと､もう一つは､セルの内部の

温度をモニターして制御しようとすると､不安定になりやすく､安定になる制御定数

を見つけるのが難しいことである｡その代わりに､セルの中の温度をモニターするた

めに､薄膜白金温度センサー(村m製作所,TRFAIOIB)を利用した電子温度計を自作

して用いた｡これらにより､試料の温度を80士05oCに保つことができた｡また､セ

ルの表面に乾燥窒兼をわずかに吹き付けて､冷却のためにおこる結露を防止したO

励起光をあてると試料は長い寿命を持つ光生成物となって槌色してしまうので､

励起光が当たる位芯でのサンプルを入れ替えながら実験しなければならないOタコロ

ドプシンの場合､試料の丑が限られているため､セルの中を撹拝することによってこ

3･3蘇果 ____型

の問題を解決した｡プラスチックコートされた細い金属線を､モーターで上下させる

ことによって､連続的に試料をかきまぜた｡

サンプルに約 150ショットの励起光パルスをあてた後､槌色したロドプシンを回

復するために､握色の光を約40秒間照射した.このための光源としてはコールドラ

イトソース(TIOŶ -SchotL,HLIOOR)の光をカットオフフィルター(HOYA,058)及

び熱線吸収フィルター(I10YA,lî 30)を適して試料に.照射した｡

3.3 結果

3.3.1 吸収変化スペクトル

図3･4にサンプルbの吸収変化スペクトルを､図3.5に丘水中のサンプルのスペク

トルをそれぞれ示す｡

一部スペクトルが切れているところは､試料での励起光の散乱がプローブ光に混入

して検出されてしまうために､測定が困難な領域である｡訂道 は△d.汀crenceabso,bance～

0･005程度であるoまた､630nrnの付近では､プローブ光のふらつきのためにノイズ

が比較的大きくなっているoこれらの吸収変化スペクトルに共通してみられる特徴は､

｡530-620nmに見られる誘導吸収

･450-500nmに見られる礎色

.800-1000nmに見られる過渡利得

であるoこれらについては次の節で時間依存性と共に論ずる｡

その他､遅延時間opsの前後で､サンプルbの約440nm､韮水中のサンプルの

約465nmに､鋭い訪中吸収が現れているOこの- 応答は､励起光パルスに追随す

ることから､これは逆ラマン損失によるものであると考えられる｡スト クスシフト

を計算してみると､サンプルb､及び重水中のサン7･ルに対し､それぞれ3680cm-1､

2460cm-tともとまるoこれはそれぞれ0-日､0-D伸縮振動のエネルギーに相当す

る[40】o従ってこれらの吸収変化は水あるいは重水の逆ラマン損失であると結論でき
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図3･4‥タコロドプシン(サンプルb)の吸収変化スペクトルo励起波長は525nm､温
度は8oC｡
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図3･5･重水素化したタコロドプシンの吸収変化スペクトル｡励起波長は525nm､温
度は8oC｡
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waveleTlgLh540-560nm560-580nm iiiii jSampLeb sampLet'nD20

rlSC o▲40土0.10 0.44士0.10

nSCdecay 0.36士0.08 0.34土0.082,0土 1.0 4士2

580-600nm rISedecay o_26士0.12 0.33士0.103,0±1.0 4.8士 1.2

610-630nm risedecay1-ise <0.1 <0.1

2.5土0.8 3.7士 1.2

<0_1 <0.1640-660nm
deca 036士0.18 0,6土0.3

Hse <0.i <0.1680-730ー1m

衷 31:540-730nmでの変化の時定数o単位は全てピコ秒であるO

る｡さらに､正水中のサンプルのスト クス側には､約595nmに負の方向にシャー

プにtH1んだ吸収変化が見られるoこれは逆ラマン損失に対応したラマン利得であるo

サンプルbでははっきりしないが､ちょうど620-640nmのS/N比が悪い領域に重

なっているためであると考えられる0

3.3.2 吸収変化の時間依存性

540-730nmでの吸収変化の剛 依存性を図36､図3･7に示すoまた､フィッティ

ング結果から締られた時定数を衷3･1に示すO

まず540-630nmに見られる誘gl吸収は､どちらの試料でも､ビ-クの短波長シ

フトをともなって400フェムト秒以内で立ち上がるo

また540-560nmでは全く誘静吸収の減衰は見られなかったが､560-630nmに

かけては､サンプルbでは2･0-30ピコ秒､重水中のサンプルでは3･7-4･8ピコ

秒のt蛇 数で減衰が見られたoただしこの減衰する成分の比率は､十分長い時間持続

する成分に比べると小さいo

次に640-730nmの駿時に現れる誘導吸収は､瞬時(≦100フェムト砂)で立ち

上がり､速い時定数(140-600フェムト秒)で減衰したoこの波長域での誘導吸収
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図3･6:タコロドプシン(サンプルb)の吸収変化の時間依存性｡(a)と(b)の違いは時
間範囲のみである｡
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図37 韮水中のタコロドプシンの吸収変化の時間依存性｡(a)と(b)の違いは時間範
囲のみである｡
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-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Delaytime(ps)

図 38 波長530- 620nm の範囲で計算した吸収の重心位位の時間変化o(a)サン7･
ルbo実線は時定数240±100フェムト秒と20±10ピコ秒をもつ2つの指数関数の

利へのフイットO(b)重水中のサンプル｡実線は時定数340j=80フェムト秒と13土4
ピコ秒をもつ2つの指数関数の和へのフイット｡

は､非常に小さい(サンプルbの680- 730nm でFJOOl)ものであるが､5つの試料

に全てで再現するo実際にはサンプルaでは､この波長域に長い寿命を持つ負の吸収

変化があらわれるために誘導吸収としては観測されていないO(この負の吸収変化に

は再現性がなかったo)しかし､この負の吸収変化は200- 400フェムト秒の立ち上

がりをもっており､このことは他のサンプルと同様の正の誘群吸収が負の吸収変化に

重なって見えているためだと考えることができるo従って､全てのサンプルで再現し

ていると結論できるoまた､サンプルb､重水中のサンプルCについてはそれぞれ2

回づつ測定を行ない､これらについても一致した紡巣が得られている0

図38に､彼長530- 620nm の範囲での吸収の ｢重心｣の時間変化を示す｡これ

]
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は次の式によって計解したものである〇

･9(i,- 巷 認 諾

(3･l)

散乱のため 卜分髄 馴 ほ で観測できなかったため､ここに示した削 ､の位置は吸収

変化のピーク(約560nm)より約 10nm長波長側げ れているが､時rurJ変化を知るた

めには関越ない｡サンプルbでは､240士100フェムト秒の時定数でまず急速に短波

艮シフトした後､20土10ピコ秒で7土3mmだけ短波長シフトしているo重水中のサ

ンプルでも同様に､340土80フェムト砂の速いシフトの後､13土4ピコ秒でゆっくり

と11士3nm短波長シフトしているOこのシフトの絶雌 に関しては､積分する範囲

を変えると変化するので注恋が必要であるが､オーダーとしては正しいであろう｡

速い成分は､5′10-600nmの領域での吸収の立ち上がりの時定数と同じ時間領域

であるから､この領域での吸収の立ち上がりに対応したものであると考えられるo遅

い成分が吸収変化の矧棚 存性に現れなかったのは､変化として非常に小さなもので

あったためであろう｡

次に図39に､波長860-920nmの範囲で積分した利得の時間変化を示すoこの

利得を単一指数関数でフイットすると､サンプルbで2･0士08t'コ秒､重水中のサン

プルで4.0土15の時定数が得られた0

450-500nnlの槌色には､試料催存性が見られた｡まず波長460-500nmの範囲

で杭分した信号の時間変化を図3110に示すoサンプルa及び重水中のサンプルでは､

ラマン抗矢による脚 的 応答の寄与が含まれているので､欄 数成分を考慮してフィッ

ティングを行なった｡サンプルaでは最初は誘導吸収が観測され､それが2･3土03ピ

コ秒で減衰して槌色になっているのに対し､サンプルb及び韮水中のサンプルでは､

励起直後に大部分が槌色し､その後の増加は観測されなかった｡また図3･11に､波長

400nm～440nmで彬 JLL,た信号の時間変化を示す0億号が小さいのでかなりS/N比

が悪く､有意な時定数を求めることはできないが､励起直後にわずかに正の方向の吸

収変化があるようにみえるo少なくともサンプルaでは比較的はっきりした変化が見

られている｡
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図3･9:波長860-920nmの範囲で積分 した信号の時間変化.(a)サンプルb｡実線

は単一指数関数でのフイットであり､時定数は2.Oよo.8ピコ秒｡(b)重水中のサンプ
ル｡時定数は4.0士1.5ピコ秒｡
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図310:波長460-500nmの範酢 積分した信号の時間変化o(a)サ ンプルao実線

は(61Xl数+指数偶数+定数)をガウス型関数(幅300フェムト秒)でE:み込んだ関数へ

のフイットo指軌対数の時定数は23士0･3ピコ軌 (b)サンプルbo定数成分のみ｡
(C):韮水中のサンプルO欄 数と定数成分のみ.
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図 3111･波長400-440nmの範囲で積分 した信号の時間変化｡(a).サンプルa.(b).

サンプルb｡(C):重水中のサンプル｡
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3.4 考察

3.4.1 重水中のサンプルでの遣い

以上のように奄水中のサンプルと､サンプルbの信号のスペクトル形状にはほと

んど追いがない｡また､540-600nmの吸収の立ち上がりは､どちらの試料でも誤

差の範囲内で一致するo

peLersらは､低温(<40-く)で､570nm付近に見られる誘導吸収の減衰は重水中の

試料のほうが遅い(1/7)ことを見出した囲 0本実験の結果では､570mm付近での誘

瀞吸収の減衰の時定数は､韮水中のサンプルではサンプルbに比べ糾 15倍程度長く

なっている｡このことは､この過程がシッフ塩基のプロトンの動きを伴っている可能

性を示唆している○但し､この吸収変化はバソロドプシンによる吸収変化(つまり一

定の､減衰しない吸収変化)と比べて小さく､時定数の誤差は大きいので､注意が必

要である｡

以後の談論では､盈水中での追いについては考えずに話を進める0

3.4.2 プライムロドプシン及びバソロドプシンの位置

実験結果で､600-700nm付近には､瞬時(100フェムト秒以内)に立ち上がる誘

導吸収が観測されている○この吸収の減衰は､短波長側では数t'コ秒の長い時定数に

なるが､長波長側では400フェムト秒以下になるoこれらは晩時に立ち上がること､

また長波長側では400フェムト秒以下という速い時定数で減衰することから､励起状

態からの誘導吸収であると考えられるO長波長側で非常に速く減衰するのは､フラン

ク_コンドン状態近くからの吸収であるためであろうo

また､100ピコ秒でみられる長寿命の成分は､

.100ピコ秒での吸収変化の形状はバソロドプシンの生成による吸収変化と一致

する

.バソロドプシンは100ピコ秒以内に生成することは確立している

などの事実から､バソロドプシンによるものであると断定できるo
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次に､530-600｡mで､有限の瀬命をもつ誘導吸収の立ち上がりが観測されてい

る｡ここでは短波長側ほど長い時定数で立ち上がっているが､これについては2つの

理由が考えられる,.

1.フランク_コンドン状腰から波束が運動する様子が､連姐御こみえている0

2.瞬時に立ち上がるものと､400フェムト秒ぐらいの時定数をもつものが混ざっ

て､中間的な時定数が観測されている｡

本研究での時間分解能約300フェムト秒では､この2つを判別するのは難しい｡Schocn-

1e‖-ら[71は時間分別 巨35フェムト秒でウシロドプシンの実験を行ない､570nm付近

では200フェムト秒以内､535nmでは400フェムト秒以内の立ち上がりを観測して

いる｡彼らの信号には振動構造があり､非指数関数的であるので､時定数を求めるこ

とはできないが､本研究と時定数のオ-ダーや傾向は一致している｡彼らの結果の場

合､晩時の応答+400フェムト秒の応答ということでは説明できない｡よって､本研

究で得られた結果に関しても､前者の説明が適当であろう｡

この400フェムト秒以内という庵めて速い時定数で生成する中間体は､ピコ秒分

光で見出されているプライムロドプシンに対応すると考えられる｡ピコ秒分光の結果

では､プライムロドプシンの誘辞吸収はバソロドプシンの誘導吸収より約 5r)m長波

長側に現れている｡本研究でも､プライムロドプシンの誘導吸収のバソロドプシンの

それに対するシフトは5-T5nmであり､これは誤差の範囲内で一致する.

次に､プライムロドプシンがどこに位置するかについて考える｡次の二つの可能

性が挙げられる｡

(1)プライムロドプシンは既に韮底状態にある中間体であり､よりねじれた状態に

あるバソロドプシンである｡(図312)

(2)｢プライムロドプシン｣であると考えたものは実は殺和励起状態であり､約2

ピコ秒で基底状態に落ちてバソロドプシンになるo(図3.13)
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図3.14･プライムロドプシンとバソロドプシンの吸収変化スペクトルの比較｡実線:過

延時間2ピコ秒 (プライムロドプシン)､破線‥遅延時間100ピコ秒 (バソロドプシン)

ここで､プライムロドプシンとバソロドプシンの吸収変化スペクトルを比較して

みる｡図3_14に示すように､実験結果に現れているプライムロドプシンとバソロドプ

シンの違いは､

･580nmより長波長側での誘導吸収の減衰(1-3ピコ秒)

･吸収の重心の短波長シフト(10-20ピコ秒)

の2点である｡これらはどちらも全体の吸収変化に比べると非常に小さなものであっ

て､プライムロドプシンとバソロドプシンの構造上の類似性を示唆している｡

また､この変化はバクテリオロドプシンの場合のJ中間体からK中間体-の渡和

とふるまい(625nm-590nmへの短波長シフトト 時定数 (約 3ピコ秒)が似ているO

バクテリオロドプシンの場合､時間分解ラマン散乱の結果からJrFlfr'q体においてすで

に異性化を完了して､かなりねじれた13-cIS状態になっていることが最近示されてい

る【叫 ｡これからプライムロドプシンの場合も同様に､発色団がよりねじれていて､
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高い振動励起状態にあるバソロドプシンであると考えることができる.また七月環で

C.,-cl2をゆるくui促 したレチナールアナログを封入したロドプシンの紡巣も､プラ

イムロドプシンが大きく歪んだalトITansi,チナールを持つことを示唆している【37】O

これらの結児は(1)のモデルを考えると自然に理解される｡モデル(2)の場合は

破却励起状腰とパソロドプシンの吸収スペクトル､強度がたまたま一致すると考えな

ければならない｡

一方､800-900nmには2-4ピコ秒の寿命を持つ利得が観測されたO

(2)のモデルを採用するならば､,緩和励起状態からの発光であるとして説明できるo

(1)のモデルの似合は､益底状態からの利得は観測されないはずであるので別の機

構を-4-えなければならない.

一つの可諒巨性としては､ロドプシン以外のものからの寄与が有り得るO

まず､可溶化剤からの発光が考えられるが､可溶化剤(L1690)だけからなる試料

では､測定可能な彼長城 (400-950nm)において全く吸収変化が見られなかったた

め､その可能性は排除できる｡

また､実験の前後でサンプルの吸収スペクトルの変化がなかったことから､ロド

プシンが壊れてできたものからの寄与でもないと考えられる｡

低温での放終産物であるアシッドメタロドプシンが蓄積して､その吸収変化が観

測されている可胎性も考えられる｡しかし､試料に励起光を約500ショット照射する

前後での吸収スペクトル変化を測定したところ､まったく変化が見られなかった｡ま

た､光生成物からの寄与であれば励起光強度の自乗に比例して信号が増大するはずで

ある.図3･15に､波長805-957nmで平均した吸収変化の励起光強度依存性を示すo

このように､誤差を考慮しても自乗依存性とは考えにくいことから､光生成物の蓄積

効果の可能性は否定される｡よってロドプシン以外のものからの寄与である可能性は

低い｡

もう一つの可能性としては､ロドプシンが励起された後､バソロドプシンに至る

反応経路を辿るものとは別のものに分岐し､そこからの利得が観測されていることが

考えられるoあるいは､ロドプシンの基底状熟 こ2つのサブステートがあって､それ
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図3115 改良805-957nmの範P_fJで平均した吸収変化の励起光強度依存性｡

ぞれが異なる反応経路を経ると考えることもできる｡この場合､ロドプシンの発光ス

ペクトルが間道になる｡工)oukasら【33】はロドプシンの発光極大は約 620nm にある

と報告しているが､彼らは560～800nmの範囲でしか発光を測っていないので､こ

こで観測された利得については議論できない｡また､ピコ秒時間分解吸収分光でもこ

の披長城での測定結果の報告は存在しない｡従って､この耶 巨性については否定でき

ない｡

以上を給合すると､現在のところ以下の可能性が最も高いと考えている｡

プライムロドプシンにおいて既に異性イヒが起こっており､すでに逝底状態にいる.

(モデル(1))

ロドプシンが何らかの ｢発光する状憩｣に分岐して､そこからの利得が観測され

ている｡

前述したように､プライムロドプシンからバソロr7･シンへの変化の過程で､560

～630nmの範囲では2-4ピコ秒で減衰する誘抑吸収が観測されている｡この時定

数は利得の時定数と一致しているoそこで､プライムロけ シン以外のものが光ると

する以上のモデルの場合には､この範軌 こ現れている訪群吸収はプライムロドプシン



以外の ｢発兄する状乱 に起因していると考えたほうが適切であろうoこの場合､プ

ライムロけ シンとバソロドプシンの違いは､吸収の重心の5～15nmの長波長シフ

トだけということになる｡

佐々木ら【42】は､低温での光誘起スペクトルから､バソロドプシンには2種類あ

ることを見出したo′.謁･tFI･Lでのナノ秒分光からも､このことを基づける結果が得られて

いる囲 O佐々木らは､ll-cts- all-Lrans異性化が時計回りと反時計回りの両方向

で起こり､それにヌ推 して2種勅のバソロドプシンが生成するのではないかと論じて

いるo今観測されている ｢発光する状態｣も､2種灘のバソロドプシンと関係してい

るt,用巨性がある｡

観測された利得の起因･バソロドプシンとのf渇係を脚列するには､800-900nm

の彼長城での発光 ･吸収の測定にJuTlえ､時間分脈ラマン分光などの手法による光初期

過程の研究を今後積み重ねていく必要があるであろう0

3.4.3 ヒプソロドプシン

従来の研究では､励起後プライムロドプシンが生成した後､それが一旦ヒプソロ

ドプシンになり､それからバソロドプシンになるという図式が考えられてきた【28,27,

29,30,17】0本研究の結果でも､400-440nrnで非常に小さい誘導吸収が見られてお

り､これをヒプソロドプシンによるものと帰着させることも可能であるoLかし､バ

ソロドプシンの吸収がみられる領域には､時定数400フェムト秒 (以下)で立ち上が

る成分のほかには､吸収が上勤nする傾向がみえない｡もしヒプソロドプシンからバソ

ロドプシンが生成するのであれば､ヒプソロドプシンの減衰とともにバソロドプシン

の増加が見えなければならないはずである｡またもしプライムロドプシンからヒプソ

ロドプシンが生成するなら､プライムロドプシンの減衰につれてヒプソロドプシンが

上C?julルなくてはならない｡ヒ7.ソロドプシンの吸収の見えるべき400-450mmの改

良城では､信号が′｣､さく､またS/N比自体も悪いので､立ち上がりの時定数を論じ

るのは難しいが､比較的はっきり見えているサンプルaの信号では､少なくとも400

フェムト秒以内に立ち上がっている｡これはヒプソロド7°シンが励起状態から直接生
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成することを示している｡これらの条件を考えると､ヒプソロドプシンがプライムロ

ドプシンとバソロドプシンのJIJに位置すると考えるにはいささか無理がある.ここで

見られている ｢ヒプソロドプシン｣は､バソロドプシンに綻和しないか､または ｢ヒ

プソロドプシン｣自体の生成効率が｣､さいと考えないとうまく説明できない｡少なく

とも､バソロドプシンの誘導吸収の大きさ(サンプルbのピーク付近で約 003)と､

実験データの誤差(<0005)から考えて､20%以下の寄与しかないと結論することが

できる｡

本研究では､ヒプソロドプシンの存在自体については､断定的なことはいえない｡

大谷ら【17Jのピコ秒分光の実験では､ヒプソロドプシンによると考えられる誘瀞吸収

の強さは､バソロドプシンの誘導吸収と比べて1/5-1/10であった｡本研究の場合､

パソロドプシンの誘導吸収の強さはピークで約002-0.04であるから､ヒ7'ソロド

プシンに期待される誘群吸収の強度は0008-0.002であるOこれは実験誤差0.005

に比べて同程度の信号であるので､検出するのは困難である｡従って､この実験結果

から大谷らが検出しているヒプソロドプシンの存在について論ずることはできない｡

3.5 まとめ

最後に本研究で得られた知見についてまとめておく｡

･励起状態の誘苓吸収が波長600-700nmにかけて観測された｡

･励起後400フェムト秒以内にcIS-Lrans異性化が起こり､プライムロドプシンが

生成する｡

･プライムロドプシンは韮底状態の中間体であるO

･プライムロドプシンがバソロドプシンへ変化すると､吸収が5-15｡m短波長

シフトするoこの過程は10-20ピコ秒の時定数を持ち､発色団のねじれの変

化を伴っていると考えられる｡
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.ヒプソロけ シンを経るバソロドプシンの生成過掛 ま､全体のバソロドプシン

の生成品に対し20%以下の寄与しかしていないO

.励起後､バソロドプシンに至るものの他に､｢発光する状乱 に至る経路もあ

る｡この状掛ま800nmより長波長側に利得を持ち､2-4ピコ秒の寿命で減衰

する｡

以上は猿もイ丁)Jなモデルに港づいた解釈であるが､掛 こ利得の起因についてはま

だ問題が残されているOまた､ヒプソロドプシンの生成も将来の課超であるo

第 4章

14-フルオロバクテリオロドプシンの光

初期過程

4.1 序

既に序章において簡単に述べたように､バクテリオロドプシン(bacteriorhodopsin,

BR)とは高度好塩性の古Al1蘭 JJaLobacLmumJIaLobtumの紺泡膿中に存在する分子量

約 26,000の膜蛋白であり､光を吸収してプロトンを細胞外に汲みだす機能を持って

いるoHaLobacEe77umは､このプロトンポンプ機構によって発生するプロトンの濃度

勾配を利用して､ATPの合成をおこなう｡ロドプシンは光センサとして働 くのに比

べ､BRはエネルギー源として働くという点で､生理的機能には大きな違いがある｡

しかし､BRは発色団として､Lys2.6にシップ塩生結合されたレチナールをもつこと

や､蛋白質が膜を横断する7本のα-ヘリックスからなる構造をもっこと､アミノ酸組

成の類似性などから､ロドプシンとの進化上の関連性にも,qu衆がもたれている｡その

光初期過程に関しても､レチナールの異性化を伴うことなどの点で分子機構にロドプ

シンとの類似性が見られる｡このような興味深い点に加えて､試料を大正に得ること

が比較的容易なため､精力的に研究が進められている【44,45】 0

FIalobacle77umJlalobtumにはバクテリオロドプシンの他にも3種類のレチノイド

蛋白質(ハロロr7'シン【46ト セン̀サリーロド7'シン【47ト フォポロド7･シン囲 )が

見つかっている｡ハロロドプシンは塩素イオンの汲みだLに､センサリーロドプシン

は正の光走行性に､フォポロドプシンは負の光走行性にそれぞれ関与している｡
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バクテリオロドプシンには､明脹応雌 と暗凧芯状態の2つの状態があるo明順

応状態では､レチナールはすべてall-Lransの形をとっているが､脚拡 雌 ではall-

t,･ansと13-ct･Sの比は50%‥50%であるといわれているt49】oただし放近の研究では､

all_i,ans‥13-cIS=66%I34%であるとの報告もある【5010明順応雌 から暗♪拡 状

態へ馴 1する速度は,I/2-30分(26｡C)という非′削こゆっくりした矧抑 ケールで起

こるOこのrllで､a=-l7･anSレチナールをもつバクテリオロドプシンだけが7'ロトンポ

ンプとして機能することができるoa=-transバクテリオロド7'シンの光サイクルにつ

いては､非′.lif;Lこよく研究されており､次のようなスキームが提案されているo

DR568 a=-L7anSバクテリオロドプシン(BR)の)Ji底状態
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紋和励起状態

より発色団がねじれた状態にあるIく59'

13-C'5,プロトン化シッフ塩基

13-ctS,脱プロトン化されたシッフ塩並

このqlで､本研究で注目するのは初期過程､つまりⅠく中間体が生成するところま

での過程である｡Ⅰく中間体は､低温(77-く)で光励起した場合に生成し､撫隈に長い

寿命を持つ中間体であるので､基底状態にある｡共鳴ラマン分光の結果 【51,52】など

から､1く中T7D体の発色団の構造は13-cISで､プロトン化されたシッフ塩基を持つこと

が確かめられている｡従って分包団のalLL,ans- 13lCISの異性化は､励起状態から

lく中間体にいくまでにおこる.BRの明脚Et状態の初期過程のダイナミクスは､既に

ょく研究されており､励起後約200フェムト秒で緩和励起状態に到達し､その後500

4.1序 53

図4.1:14-フルオロバクテリオロドプシンの発色団の化学梢造.aH-Lrans,15-anLl構
造をもつ｡

フェムト秒でJ中間体が生成する【53,54,55,56,57,56,58,59,60JoJ中問体は､こ

の中間体からの利得が見えないこと､またⅠく中間体とよく似た吸収変化スペクトル

をもつことから､韮底状態の第一中間体であると考えられているOまたピコ秒共鳴ラ

マン分光の結果から､J中fLU体は131CISであるがかなりねじれた発色団を持っており､

高い振動励起状態にあることが最近報告されたT4ユ]oJ中間体は約 3t='コ秒でJく中

間体に殺和するo

Lかし､励起状態の殺和時間500フェムト秒が､どのような要因で決定されてい

るのかはまだよくわかっていない｡例えば､酸性塑バクテリオロドプシンの場合には､

8･6ピコ秒という非常に長い時定数が得られている【59,601｡この場合は蛋白質の構

造変化のためであると考えられるが､異性化の分子メカニズムを明らかにするた桝 二

は､いろいろな条件下での実験を積み重ねていくことが必要であろう0本研究では､

特に発色団の電子構造と異性化のダイナミクスの関係についての情報を得るために､

発色団であるレチナールをふっ素で化学的に修飾することによって得られるアナロ

グ ｢14-フルオロバクテリオロドプシン(14-nuorobacteriorhodopsin,14-FIBR)｣の

フェムト秒吸収分光を行なった｡141F-BRの発色団の構造を図4.1に示す｡レチナー

ルのC14位置の水素原子を､ふっ素原子で置換したものである｡ここに示 したのは､

all-lrans､15-anl21構造を持つ発色団である014-F-BRの吸収櫨大は587nm にあり､

BRに比べると30nmほど長波長側にある｡しかし､オプシンシフトの立は4940｡m-1

であり､BRのオプシンシフトと一致するoこのことは､141F-BRにおける蛋白質-

発色団相互作用は､BRの場合と同程度であることを示唆している｡また､14_F_BR
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除目 2.14-フルオロバクテリオロドプシンの発色団の化学構造o a‖-lrans,151Syn構

造をもつ｡長波長シフトした成分のもつ構造と考えられている｡

はプロトンポンプ能力を持ち､M中間体と0中間体に相当する中間体が見つかって

いるt61]oこれらは､光サイクルもまたBRの場合と同様であることを示しているo

但し､M及び0中間体の寿命は､それぞれ30ミリ秒､100ミリ秒と､BRに比べて

良い｡

しかし､ふっ系原子は高い花気陰性皮をもつため､発色団の電子状態には大きな

影野があると期待されるo予想される変化としては､ふっ素置換のた桝 こC13-C14の

結合がよりイオン的になり､励起状態で異性化が起こりにくくなり､殺和の時定数が

遅くなる､といったことが考えられるであろう｡

14_F_BRにも､暗順応状態と明順応状態が存在する.暗順応状態では､a]1-lrans

体と13_cis体の比は50% 50%であり､BRの場合と同様である【61]Oしかし､明順

応状態においては､約95%がall-Lrans体であるが､暗順応状態にはない新たな長波

艮シフトした成分が見つかっている｡この成分は約680nm付近に吸収ピークをもち､

不安定であり暗順応状掛 こ38秒(25oC)で熱的に戻る｡これは通常のBRの略服応速

度に比べて格段に速い｡TlernOら【61】は､この事実及び再構成の過程の解析から､こ

の新たな長波長シフトした成分が､図4.2に示すようなal1-trams,15-synの構造をも

つと主張している｡結局､明順応状悪では､長波長シフトした新しい成分(all-Lrans､

15-syn)､普通のall-lrans､ユ5-anLlの成分､および徴証の13-cISという3つの成分が

混ざっていることになる｡

この長波長シフトした新しい成分･は､14位をふっ素か塩素で置換したときのみに

見られるものであり､他の位置(8,10,12)をふっ素で置換した場合や､14位をメチル
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盤で道捜した場合には生成しない｡このことから､この長波長シフトした成分の生成

には､ふっ素とふっ素の近くにあるプロトン供与基との静電相互作mが何らかの役割

を果たしていると考えられている｡

4.2 実験

4.2.1 試料

試料はサントリ-生物有機化学研究所の関谷紀子博士と吉原和雄伸上に調製して

いただいたものである｡試料の調製法の概略を以下に示す｡

ユ･まずバクテリオロドプシン紫膜を､OesterherLとStoeckeniusの方法 【62】によ

り得る｡

2･紫膜を脱色することにより､アポバクテリオロドプシン膿を得る｡

以下の操作は全て暗室中･赤色光下で行なう｡精製した紫膜(10mg)を､0.5M

ヒドロキシルアミン､0･1MTris-Hcl､3mMNaN｡水溶液に懸濁し､水酸化ナ

トリウムで症終pHを7.5にするO液温を25｡C以下に保ち､撹拝しながら500

W のプロジェクターランプの光をY-52フィルター(東芝)を通して照射する｡

適時吸収を測定し､560nmでの吸収が完全に消失するまで行なう(約 7-8時

間)oこうして脱色された膜を､20mMTris-HCI､3mMNaN3水溶液(pH7.2)

で数回洗い､遊離しているヒドロキシルアミンを取り除く｡

3･アポバクテリオロドプシン腹中に残っているレチナールオキシムを取り除く｡

このため､まず得られた膜のペレットを5% bovi｡ese,umaJb｡min､3mM

Na･N3､20mMTrisIHCl水溶液(prI72)に懸濁し､O｡Cで5-12時間撹拝し

た後､遠心分離(100,000×g,30分)によりアポバクテリオロドプシン膜を回収

するoこの操作を､360mmに現れるレチナールオキシムの吸収が上清に認めら

れなくなるまで繰り返すoこれを20mMTrisIHCl､3mMNaN,水溶液で数回

洗浄し､最終的なアポバクテリオロドプシン膜が得られる｡
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1アポ/くクテリオロドプシン膜と14-フルオロレチナールから､14-フルオロ/くク

テリオロドプシンを再構成する0

14_フルオロレチト ルの合成は､Asatoら【63764】の方法によるo棚戊の過

程も､赤色光下で行なったo上記の方法により得られたアポバクテリオロドプ

シン股を､100mM燐惟ナトリウム水溶液 (p-160)に懸濁するOこれに09等

lJ･の14-フルオロレチト ルを加え､250に保って数時間以上放置し､14-フルオ

ロバクテリオロドプシンを得る(14-フルオロレチナールを019等益にしている

のは､余剰のll1-フルオロレチト ルが残らないようにするためである)0

14_フルオロバクテリオロドプシンは､遠心分掛 こよりペレットにして､4oCで輸

送された｡これを蒸留水に懸濁して試料として用いたo

剛 3に､暗楓芯状態及び明順応状酢 の試料の吸光度を､その差スペクトルと共

に示す｡前節で述べたように､明順応状憩では大きく長波長シフトしたスペクトルに

なっている｡

また､これと比較するために用いたバクテリオロドプシンの試料は､東京工業大

学の大谷弘功 教授に提供していた- たo試料の吸収スペクトルを図4･4に示す0

4.2.2 装置

実験には､第2章で述べたフェムト秒吸収分光装置を用いたo励起光には､フェ

ムト秒パルスの基本波(634nm)を用いたo励起エネルギーは3･3/▲J､励起エネルギー

密度は12mJ｡ml2(3.SxlOL5photons･cm12)であったo

試料の保持には､光路長 1mmのガラスセルを用いたo試料の温度は第3車で述

べたのと同じベルチェ素子で一定に保った｡略服応状態の実験では､より速い聴牌芯

速度を得るため､温度を18｡Cに保ったo明順応状態の実験では､脚蔽応の速度を遅

くして試料を卿陥 状態にとどめるため､温度を7｡Cに設定した｡明順応状態に保つ

ための光源としては､100W のタングステンハロゲンランプを用い､熱線吸収フィル

ター(HOYA,nA30)とバンドバスフィルター(-10YA,G533)を通して試料に照射し

たoまた､中間体からの約 を避けるため､第3章で述べた桝 装置を月1いて､試料
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を連続的に枕拝しながら実験を行なった｡

比較のために行なった幡脱応､状態のバクテリオロド7･シンの実験では､試料を暗

順応状態に保つために､ボン7･(アト ,ペ･)スタSJ-1211rりで約3mlの試料を循環

させながら実験をおこなったoまた､実験の途中で吸収スペクトルを測定し､暗順応

状態にあることを確かめた｡

4.3 結果と考察

4･3･1 バクテリオロドプシンの吸収変化スペクトルとその時間依存性

14-フルオロバクテリオロドプシンの結果について述べる前に､バクテリオロけ

シン暗順応状態･明J岨芯状態のフェムト秒吸収分光の結果について簡単に触れておく｡

図4･5に､バクテリオロドプシンの掛 取応状態 ･明順応状掛 こおける吸収変化スペク

トルを示すoこれらは非常によく似ており､共通した特徴は､

･460nm付近に見られる顕著な誘導吸収

●580mm付近の槌色

･600-700nmの誘導吸収

･800-1000mmの過渡利得

であるoこれらの特徴は､これまで報告されてきた明順応状態の結果 E53,57,58]と

よく一致するので､同じ掛 こ解釈することができる0460nm付近に見られる誘導吸収

は､励起状態及び御 臓 起状態からの誘静吸収であり､それにヌ拡 して､励起状態か

らの過渡利得が800-1000nmの信号に対応するOまた､600-700nmの誘導吸収

は､基底状態の第一中間体であるJ中間体､およびそれがさらに脚 nして生成するlく

中間体からの誘導吸収である｡

また､図4･6に､吸収変化の時間依存性を示す｡いずれの波長にか ても､明順応

状態の信号､暗胤 古状態の信号共に､時定数500フェムト秒でよくフイットできる｡

peLrichら【567は､暗順応状態でのフェムト秒時間分解分光を行ない､明順応状態と
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ほとんど変わらない時定数を待ている｡本研究の結果も､彼らの結果にほほ一致して

おり､励起状態ではa】LLransr3Rと13-cISが同じ断熱ポテンシャル面をもつという考

えを支持している｡

4.3.2 暗順応状態での14-フルオロバクテリオロドプシンの吸収変化

スペクトルとその時間依存性

図4.7に､略服応状態での14-FIBRの吸収変化スペクトルを､既に図4.5に挙げた

J捌取応状態のBllの吸収変化とともに示す｡暗順応状態での14-F-BRの吸収変化ス

ペクトルは､BRの場合に比べて槌色の位置が約20nm程長波長シフトしているが､

全体のヲ別犬はよく似ている｡このシフトは定常吸収スペクトルにみられるシフトとほ

ほ一致するので､本質的な構造の違いによるものではないと考えられる｡従って､増

収応状態においては14-F-BRの吸収変化スペクトルに､BRでのアサインメントをそ

のまま適用しても問題ないと考えられる｡すると､460nm付近の誘導吸収および800

- 1000nmの利得は､励起状態および媛和励起状態(BRの1460)によるものであり､

また600-700nmの誘導吸収は､BltのJ中間体およびⅠく中間体に相当する中間体

からの吸収であると結論づけられる｡

次に､図4.8に､暗Jr即El状態での14-F-BRの吸収変化の時間依存性を､柳 原応状

態のBRの吸収変化とともに示す.単一指数関数でフイットすると時定数は500j=100

rsとなり､これはBRの場合とよく一致する0640nmの信号では若干の不一致が見ら

れるが､これは前述した祐也の長披長シフトのためである0

4.3.3 暗順応状態の14-フルオロバクテリオロドプシンの結果に関す

る考察

これまで述べたように､14-F-BRの光初期過程におけるふるまいはBRとほとん

ど変わらなかったことから､発色馴 こふっ素原子を中人したことは､Cl,=C.4のまわ

りの異性化のダイナミクスに影廿をあたえなかったと結論づけることができるOこれ

に比べ､酸化塑バクテリオロドプシンでは､励起状態からの緩和の顕著な低速化が観

測されている酋 60】｡また､バクテリオロドプシンのキャスト膜を共空中におき､
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乾燥させることによって得られるバクテリオロドプシンの乾燥膜の場合にも､馴 】の

時定数は約3ピコ秒であり､BRに比べて非常にゆっくりになる(65]｡酸作Jjy/ヾクテ

リオロけ シンの場合には､pHの変化によって蛋白質の構造にも大きな変化がある

と考えられるo実際吸収ピークは約605nmにあり､オプシンシフトが大きくなって

いるoまた､乾燥膜の場合にも､発色団の周囲に存在する水分子が取り除かれてしま

うので､発色団と蛋白質の間の相互作用に大きな変化があると考えられる(661 0 これ

らの場合に比べると､141F-BRでは､蛋白質蛸 色団の問の相互作用はBRの場合に

似ている｡これらの事実は､異性化のダイナミクスを支配している因子は主として蛋

白質-発色mjll互作用であることを示唆しているoこれによって､14-F-BRに於いて

は発色団の芯子状態に大きな変化がjyl待できるにも関らず､励起状態の凝加のダイナ

ミクスが大きく変化しない原因をうまく説明できるOこれまで､蛋白質は韮底状態の

構造をむしろ安定化する方向に働き､励起状態では二重結合が反籍合的になるために

異性化するというモデルも考えられてきたr67】｡しかし､本研究の結果からは次のよ

うなモデ)Vl68日こ妥当性があると考えられる｡

｢基底状態においても､蛋白質原 色団相互作用のために発色団は異性化しようと

しているが､二重結合のためにロックされているoLかし励起状態では､結合交替位

置の入れかわりによってロックが解除され､蛋白質-発色団相互作用のために異性化

する｡｣

このモデルの場合は､異性化角度が90度に近いところに蛋白質一発色団相互作用に

よるポテンシャルの極小があると考えれば､暗順応状態でレチト ルの配置がall_Lrans

:13-CIS-50%=50%であること､また基底状態の第一中間体であるJ中間体がかな

りねじれた発色団をもつことなどの実験事実が矛盾なく説明できるOレチナール単体

では異性化の速度は遅く､三重項状態を経ておこるoバクテリオロドプシンにおける

非常に速い異性化は､蛋白質を抜きにしては説明できないのであるから､蚤白質が異

性化を助けていると考えるのは自然な考えであろう｡また､最近の時間分解ラマン分

光の結果も､この考えを支持しているr69】｡
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4･3･4 明順応状態での14-フルオロバクテリオロドプシンの吸収変化
スペクトルとその時間依存性

剛 9に､明J悦応状態での川-FIBRの吸収変化スペクトルを示すo比較のため､暗

Jllfl一応状態の結果も同時に示してあるO明順応状態での141F-BRの吸収変化スペクト

ルは､暗順応状態の場合に比べて秘色が長波長側に広がっているが､全体のチ紺 はよ

く似ているoこの長波長側の広がりは､暗順応状態のときと同様に定常吸収スペクト

ルから説明できるO従って､nAjt拡 状態に- ても､14-F-BRの吸収変化スペクトル

に､BJtでのアサインメントをそのまま適用しても問題ないと考えられる｡すると､

460nm付近の粥 吸収および800-1000nmの利得は､励起状態および殺和励起状

態(BRの14W)Lこよるものであり､また700-800nmの誘導吸収は､BRのJ中間体

およびlく中間体に相当する中間体からの吸収であると結論づけられる｡但し､10ピ

コ秒後の信号からわかるように､Ⅰく中間体に相当する吸収は非常に弱い｡また､遅延

時ILUo付近の信号と､lピコ秒後の信号の大きさを比較すると､明順応状態のほうが
ff命が長いことがわかるo

この事実は､次の図410に示した､明順応状態での14-F-BRの吸収変化の時間依

存性からよりはっきりするoここでもまた､暗順応状態での吸収変化とともに示して

あるoこれらを単一指数関数でフイットすると時定数は900士100フェムト砂と削

られるoこの長い時定数は､明ノ肪 雌 で新たに現れる､長波長シフトした成分から

の寄与であると考えられるoただし､卿駈 雌 の場合､暗順応状凱 存在するのと

同じ成分からの寄与も考えに入れる必要があるO-つの時定数を､暗J肪 雌 で観測

されたのと同じ500フェムト秒に固定して､二つの轍 関数の和でフィッティングを

行なうと､もう- の噸 数として川 士0･2ピコ秒という値を得Lo単一指数関数

でのフィッティングの結- られる時定数もこの時定数の範臥 含まれているので､

長波長シフトした成分の励起雌 の寿命は1･0土02ピコ秒と結論して間削 いであ
ろう｡
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図49:実線 明順応状態の14-フルオロバクテリオロドプシンの吸収変化スペクトルo

破線:掛取応状態の14-フルオロバクテ･)オロドプシンの吸収変化スペクトルO
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実線ly])lm芯状態の14-フ
ルオロバクテリオロドプシンの吸収変化の時間

依存性
.
実線は時定数1ピコ秒と500フェムト秒の2成分指数JXJ
数によるフィッティ

ング結果o+､
破組噌)lb芯状態の14-フルオロバクテ
リオロド7'シンの吸収変化の時

棚衣存性
｡
破線は時定数500フェムト秒の単一指数関数と
定数の和によるフイットo
どちらも規依化してある｡
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HA2
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図4ll:14-フルオロバクテリオロドプシンの発色団の化学f'-F}造o a=-Lrans,15-anLl構
造をもつ｡

4･3･5 明順応状態の14-フルオロバクテリオロドプシンの結果に関す

る考察

この長波長シフトした成分においでは､蛋白質および発色団における何らかの構

造変化が､蛋白質一発色団相互作用を変化させ､その結果通常のBRに比べて時定数が

長くなっていると考えられる｡しかし､今回測定された吸収変化スペクトルでは､ス

ペクトルの形状にはほとんど違いが現れず､時定数だけが変化しているので､この情

報だけから､ダイナミクスの低速化を説明できるような構造の違いを決定するのは難

しい｡ただ､明順応状態にあらわれる長波長シフトした成分が､all-lrans,15-syn構

造をもつのではないかというTiernoらの示唆r61)に益づいて､次のようなモデルを

立てることができるoシッフ塩基の周囲には､いくつかのプロトン供与基が存在する

ことが古くから主張されており･電子線回折の結果もこの主張を宴付けている【70】｡

これらがシッフ塩基-プロトンを供給し､基底状態ではシッフ塩益がプロトン化され

ている｡バクテリオロドプシンの光サイクル中､M中間体ではシッフ塩基からプロト

ンが外れていることが確かめられている｡このことから､発色団を介したプロトン供

与基間のプロトン移動が､何らかの形でBRのプロトンポンプとしての機掛 こ関係し

ていると考えられている｡シッフ塩基の周Bllのプロトン供与並の数としては､通常2

-3個を考慮の対象としているが､ここでは2個あるモデルで考えてみる｡2つのプ

ロトン供与基が､シッフ塩基の両側に存在しているとする｡

図4･11のように､aJトLrans,15-antl構造を持つ場合には､シッフ塩基がプロトン
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図412▲14-フルオロバクテリオロドプシンの発色団の化学構造｡all-lT･anS,15-syn構
造をもつ｡

化されることによって､ふっ素JiTL子と同じ側にあるプロトン供与盛がイオン化するO

ふっ宗原子はFi;気陰性皮が高いので､負電荷を帯びていると考えられる｡ふっ素原子

とイオンの静'Tlijl]互作用を考えると､この系は不安定になり､発色団の異性化は促進

される方向である｡これに対し､図4.12のように､発色団がal)-Lrans,15-syn構造を

持つ場合には､シッフ塩基にプロトンを供給するプロトン供与基は､ふっ素原子の反

対側にある｡その結果､プロトンを介して､ふっ素原子とプロトン供与基の間が水素

結合で結ばれ､発色団の構造は安定化する｡従って異性化の過程は遅くなる｡

以上の説明では､14-F-BRの略服応状態では通常のBRに比べて異性化が速くな

ることが期待される｡しかし､実験結果によれば､異性化のダイナミクスには変化が

ない.これについては､暗順応状態の14-F-BRでは､静';E相互作用により異性化さ

せる力は大きくなるが､水素原子がふっ素原子に置きかわったことにより慣性モーメ

ントが増大し､これらの効果が打ち消しあって結果として通常のBRの場合と同じに

なっている､という可命巨性も考えられる.

実際のところ以上に述べたプロトン供与基との相互作用によって生ずる変化を定

立的に評価するのは錐しいが､定性的には実験結果を説明できたといえる0

られる｡一つには､定常吸収が長波長側にシフトしているのにもかかわらず､Ⅰく中間

体の吸収の位'LrYgはそれほど変わらないために､吸収の槌色と重なって見えなくなって

しまっている可能性がある｡もう一つは､Kの生成効率自体が低いという可青旨性であ
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るO励起状態からの遅い濃和に対応して､異性化の効率つまりlくの生成効率が低い

と考えることには安当性がある｡両方が関与している可能作も考えられる.

明順応状態でのプロトンポンプ能力や､M中間体の生成効率を調べることによっ

て､この問題を解決することができるだろう｡

4.4 まとめ

14-フルオロバクテリオロドプシンの光初期過程に関して得られた主要な結論をま

とめておく｡

･暗順応状態では､1∠IIフルオロバクテリオロドプシンの励起状態(ll.60)の寿命は

500j=100フェムト秒であり､通常のバクテリオロドプシンの場合とほとんど

変わらないことがわかった｡このことから､発色団のErans-cIS異性化のダイナ

ミクスを支配している因子は蛋白質一発色団相互作用であると考えられた｡

･明膿応状熱 ま､暗胤芯状掛 こ比べて長い寿命 (10j=0.2ピコ秒)をもっていたo

このことはシップ塩益の周囲のプロトン供与基と発色団の問の相互作用を考え

ることによって定性的に説明できた｡

今回の研究では-種類のアナログだけを取り扱ったが､将来様々なアナログの初

期過程の研究を積み重ねていくことによって､バクテリオロドプシンにおける発色団

と蛋白質の相互作用の様子をより精密に理解することができるようになるであろう｡
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まとめ

本研究の主要な内容を以下に円びまとめておくO

.まず､ロドプシンを励起するために必要な､彼長50011m苛の波長可変フェムト

秒光源の開発を行ない､パルス幅約300フェムト秒で十分な出力強度を持つ光

源を開発することができた｡

｡この光源を今までフェムト秒領域の研究がなされていなかったタコロドプシン

の光初期過程の研究に応用し､以下の知見が得られた｡

一励起状態の誘導吸収が波長600-700nmにかけて観測されたO

-励起後400フェムト秒以内にcw-lra7W異性化が起こり､プライムロドプシ

ンが生成する｡

-プライムロドプシンは基底状態の中間体であるO

-プライムロドプシンがバソロドプシンへ変化すると､吸収が5-15nm短

波長シフトする｡この過程は10-20ピコ秒の時定数を持ち､発色団のね

じれの変化を伴っていると考えられる｡

一 ヒプソロドプシンを経るバソロドプシンの生成過程は､全体のバソロドプ

シンの生成品に対し20%以下の寄与しかしていない｡

-励起後､バソロドプシンに至るものの他に､一部分は ｢発光する状態｣に

分岐する｡この状態は800nmより長波長側に利得を持ち､2-4ピコ秒の
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寿命で減衰する｡

.また､バクテリオロドプシンの光異性化過程において､発色団の芯子状態が異

性化のダイナミクスに対してもつ役割に関する知見を得るために､14-フルオロ

バクテリオロドプシンのフェムト秒吸収分光を行なった｡この結果から次のよ

うなint論が得られたO

一昭胤芯状態では､14-フルオロバクテリオロドプシンの励起状態(h6.)の寿

命は500土100フェムト秒であり､通常のバクテリオロドプシンの場合と

ほとんど変わらないことがわかった｡このことから､発色団のLrans-C2S異

性化のダイナミクスを支配している因子は黄白質一発色団相互作用であると

考えられた｡

一明順応状態は､Ⅰ馴良応状態に比べて長い寿命 (10士02ピコ秒)をもって

いた｡このことはシッフ塩基の周囲のプロトン供与並と発色団の間の相互

作用を考えることによって定性的に説明できた｡

残された課題として敏も重要なものは､タコロドプシンで観測された利得の帰属

である｡この解明のために､試料依存性も含めて､今後近赤外領域の発光 ･吸収分光

の知見をもっと積み重ねていく必要がある｡

今や超高速時間分解分光は､視覚だけでなく光合成なども含め､生物の光初期過

程の研究にはなくてはならない重要な手法となっている｡本研究でも､その大きな可

能姓の一端を示したといえるだろう｡本研究で使用した装置は大掛かりで熟練を要す

るものであるが､今後はこの手法がもっと手軽なものになることが期待される｡その

結卿 F究対象が立的に拡大することにより､質的に違った知見が得られるようになる

であろう｡

また一方で､理論の進展も期待されるOロドプシン･バクテリオロドプシンに関

する分子軌道計frは数多くあるが､花子数が多いので励起状態の扱いが難しいこと､

また蛋白質との相互作用をきちんと取り入れるのが難しいことなどが問題となってい

る.吉慣 機の能力向上と火に､蛋白質の高次構造予測や､その動的挙動のシミュレー
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ションを行なうことができるようになり､こうした理論上の問題点も徐々に解決され

ていくことが期待される｡
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