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100残基以下の単一ドメイン球状タンパク質の折り

畳み過程は通常、安定な中間状態を経由しない２状

態モデルで説明される。しかし近年では、下り坂型

の折り畳み過程や変性状態の構造不均一性など、単

純な２状態モデルを超えた折り畳み自由エネルギー

地形の記述が試みられている[1]。自由エネルギー地

形を実験的に詳細に調べるためには、折り畳み過程

に現れる各状態を高い時間・構造分解能で観測する

必要がある。我々は近年、二次元蛍光寿命相関分光

法(2D-FLCS [2])を開発し、シトクロムcの折り畳み過程に現れる複数の中間状態をマイクロ秒の

時間分解能で観測できることを示した[3]。本研究では、小タンパク質の折り畳み過程の研究に

2D-FLCSを応用するため、プロテインA-Bドメイン(B domain of protein A: BdpA, 図１)を対象とし

た実験を行った[4]。 
 BdpAは３ヘリックスバンドル構造を持つ60残基のタンパク

質であり、非変性条件下で非常に速い(~10 µs)折り畳みを示す

ことから、実験・理論の両面で多くの研究が行われてきた。

BdpAのバッファー溶液に変性剤としてグアニジン塩酸塩

(guanidinium chloride)を加えると、変性状態の自由エネルギー

が低下して折り畳み速度が遅くなり、変性状態と天然状態が平

衡条件で共存するようになる。この条件で2D-FLCSを用いた測

定を行った結果、図２aに示すような二次元蛍光寿命相関マッ

プが得られた。ここで用いた試料は図１のA, Cの位置にFRET
対をなす蛍光色素標識（ドナー：Alexa488、アクセプター：

ATTO633）を導入したものであり、観測された蛍光寿命はド

ナーからアクセプターへのエネルギー移動効率を通してBdpA
の構造変化を反映する。この二次元マップは図２bに示す２つ

の異なる蛍光寿命分布をもつ成分の自己相関の和で表され、各

成分は変性剤濃度依存性から天然状態(sp1)と変性状態(sp2)に
帰属された。sp1は多峰性の分布を示しており、天然状態にお

ける構造不均一性の存在が示唆される。この多峰性分布の形状

は変性剤濃度に依存して変化した。また、相関遅延時間依存

性の解析から、天然状態と変性状態の間の相互変換には500 µs
以上かかる一方、sp1の構造不均一性は10 µs以内に緩和してい

図１. BdpA の構造と蛍光標識位置。 

図２. A,C 標識試料の 2D-FLCS 測定結

果（相関遅延時間 1~20 µs）。 



ることが分かった。つまり、BdpAの折り畳み自由エネルギー地形には２状態モデルが良く当て

はまるが、その「天然状態」が実際には単一の構造ではなく、変性条件を反映して揺らいでいる

ことが明らかになった。この「天然状態」内の構造揺らぎは、３本のヘリックスの一部が解離す

る構造変化に対応すると考えられる。 
一方、sp2の蛍光寿命分布のピーク位置はエネルギー移動効

率がほぼゼロであることを表しており、変性状態については色

素間距離が遠すぎて構造不均一性が十分反映されていない可

能性がある。そこで、蛍光ラベル位置をB, Cに変えた試料（ド

ナー：Alexa488、アクセプター：Alexa633）を用いた測定を行

った（図３）。その結果、多峰性の蛍光寿命分布を示す変性状

態(sp1’)とアクセプターを欠くBdpA分子(sp2’)に帰属される成

分が観測された（図３b）。sp1’の分布の形状も変性剤濃度依存

性を示し、変性状態においても変性条件を反映する速い構造揺

らぎが存在することが分かった。これは変性状態のタンパク質

が一般的にランダムコイル状の高分子として振舞い、変性剤濃

度に依存する空間的な広がりを持ちながら拡散的に構造変化

するという描像と一致するほか、部分的なヘリックスの形成／

解離を伴っている可能性もある。 
以上のように、2D-FLCSを応用することで小タンパク質の折

り畳み自由エネルギー地形をより詳細に調べられるようにな

った。今後は折り畳み遷移状態の観測[5]など、2D-FLCSの高い

時間分解能を生かした計測に挑戦していきたい。 
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図３. B,C 標識試料の 2D-FLCS 測定

結果(相関遅延時間 1~20 µs)。 



二次元蛍光寿命相関分光法を用いた 

ヘアピンRNA/DNAの構造変化ダイナミクスの研究 

Chao-Han Cheng, 石井邦彦, 田原太平 

理研・田原分子分光 

 

核酸の高分子としての物理的性質、特にそのダイナミクスは核酸が生体内で発現する機能に密接

に関連しており、これを詳細に明らかにすることは基本的に重要である。二種類の核酸、すなわ

ちRNAとDNAは化学的に非常に類似しているにもかかわらず、生体内で担う機能が大きく異なっ

ている。そこでこれらの核酸の物理的性質の違いを、化学的起源と生物学的意義に関連させなが

ら明らかにすることに興味が持たれる。 
 本研究では、我々が最近開発した2D-FLCS法[1]を応用して、ヘア

ピン構造を取る一本鎖核酸分子 （図１）の構造形成・解離ダイナミ

クスを調べた[2]。同等の塩基配列をもつRNAとDNAを比較すること

で、塩基配列依存性を排した性質の違いを明らかにすることを目標と

した。ヘアピン構造の形成速度(kclose)と解離速度(kopen)を求めること

で、それぞれ一本鎖の柔軟性と二本鎖の安定性の知見が得られると期

待される。 
これらの速度を末端に標識した蛍光色素間のFRET効率の変化を通して高精度に決定するた

め、従来の2D-FLCS法を拡張して２波長同時蛍光検出を行う構成に変更した。FRET対のドナー

／アクセプター蛍光光子を時間相関光子計数装置を用いて計測し、得られた光子時系列データを

元に拡張二次元蛍光相関マップを構築した[3]。この二次元マップのドナー蛍光減衰曲線部分に最

大エントロピー法に基づく逆ラプラス変換を適用することで、試料の各状態に対応する蛍光寿命

分布およびアクセプター蛍光強度を得た（図２）。その結果、アクセプターを欠く分子(sp1)・ヘ

アピン解離構造(sp2: “open”) ・ヘア

ピン構造(sp3: “closed”)に帰属され

る３つの独立成分が観測された。こ

の成分数と各成分の蛍光寿命分布

にはRNAとDNAの間で顕著な違い

が見られなかった。これらのことか

ら、測定に用いた核酸分子のヘアピ

ン形成ダイナミクスは “closed”, 
“open”の単純な２状態モデルで表

されることが確かめられた。 
得られた各成分の蛍光寿命分布とドナー／アクセプター強度比を元に、filtered FCS[4]と呼ばれ

る解析法を用いて各状態の自己相関関数と状態間の相互相関関数を求めた（図３）。 “closed”状
態と“open”状態の自己相関関数と相互相関関数は、２状態近似の元では以下の式で表される。 

図１. ヘアピン構造を取る

RNA（左）と DNA（右）。 

図２. ３成分の蛍光寿命分布（左）とアクセプター強度（右）。 
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Nは観測領域に存在する平均分子数、gD(∆T)は分子の並進拡

散を表す相関関数（状態により変化しないと仮定した）で

ある。この式を用いて観測された相関関数をグローバルフ

ィッティング解析することで、kcloseとkopenを決定した（表

１）。その結果、ヘアピン構造形成速度にはRNAとDNAの

間で大きな差がないのに対し、解離速度は10倍以上異なる

ことが分かった。 
以上の結果は、RNAとDNAの二本鎖部分の構造安定性が

大きく異なることを示唆する。生理的条件でのDNAの熱力

学的に安定な二本鎖構造はB型であるが、RNAは2’-OH基の

立体障害のためB型を取れず、A型で存在する。しかし、二

本鎖の安定性はRNAの方が高いことが知られている。これ

はRNAの2’-OH基が水の水素結合ネットワークに参加することによる付加的な安定化が寄与して

いると考えられている。今回の結果は、4塩基対の短い二本鎖のマイクロ秒オーダーのダイナミ

クスにおいても、この安定化の機構が働いていることを示唆している。 
一方で、今回の結果ではヘアピン構造形成速度(kclose)に差が見られなかったが、一本鎖の高分

子物性がRNAとDNAで異なる例も報告されていることから、今後kcloseの温度依存性[5]を測定する

ことで一本鎖のダイナミクスについてより詳しく調べていく。 
 
【参考文献】 

[1] Ishii, K.; Tahara, T. J. Phys. Chem. B 2013, 117, 11414 & 11423. 

[2] Chao-Han Cheng・石井邦彦・田原太平, 第 8 回分子科学討論会, 2014, 3A14. 

[3] 石井邦彦・Chao-Han Cheng・田原太平, 第 8 回分子科学討論会, 2013, 2D20. 

[4] Felekyan, S. et al. ChemPhysChem 2012, 13, 1036. 

[5] Chao-Han Cheng・石井邦彦・田原太平, 第 53 回日本生物物理学会年会, 2015, 2O1530. 

表１. グローバル解析により得られた
ヘアピン構造形成／解離速度定数。 

 kclose / s-1 kopen / s-1 
RNA 3650 ± 290 365 ± 30 
DNA 3600 ± 110 5600 ± 510 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３. 赤、青：それぞれ“open”、“close”
構造の自己相関関数。緑：それらの相互

相関関数。 
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図 1. 水晶で規格化した空気／水界面のχ(2)スペクトル（赤線：
虚部、黒線：実部）と空気／重水界面のχ(2)スペクトル（緑線：
虚部、青線：実部）。問題のバンドを青の矢印で示している。 
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空気/水界面は最も基本的な液体界面であり、これまでに二次非線形分光の一種である振動和

周波発生分光法による実験とその理論的解析を中心に精力的に研究されてきた。従来型の振動和

周波発生(VSFG)分光を用いた研究によって水界面には水素結合していない水のOHと水素結合し

たOHが両方存在することがわかっている。しかしながら従来法では光の強度のみを検出するた

め、実験的に得られる量は非線形感受率の二乗（|χ(2)|2）に留まってしまう。そのためχ(2)の位相

情報は失われてしまい、得られたスペクトルを詳細に議論することは困難である。 

この問題を克服するために干渉を利用して複素χ(2)スペクトルそのものを実験的に決定する方

法が開発された。Shenらがまず波長を走査しながら各波長で位相を測定する位相敏感VSFG

（PS-VSFG）法[1]を考案し、我々のグループは帯域の広い赤外入射光とマルチプレックス検出を

用いて非線形信号の振幅と位相を一度に決定するヘテロダイン検出VSFG(HD-VSFG)法[2]を開発

した。そしてShenらはPS-VSFG法を用いて 2008年に初めて空気／水界面のχ(2)スペクトルを発表

し[1]、吸収スペクトルに対応するその虚部（Im χ(2)）のスペクトルには 3240 cm－1以下に正のバ

ンド、3400 cm－1付近に負のバンド、そして 3700 cm－1付近に正の水素結合していないFree OHバ

ンドが現れることを報告した。2009年に

我々のグループはHD-VSFG法を用いて空

気／水界面を測定し、Shenの報告と本質

的に同じスペクトルを得た[2]。しかしな

がら 2011年にわれわれが行なった位相

精度を高めた測定では、スペクトルは三

つのバンドを示すものの、低波数の正の

バンドが著しく小さく現れていた[3]。こ

の低波数領域の正のバンドは空気/水界

面の水素結合構造を議論する上で本質的

に重要である。今回、我々はHD-VSFG分光

法の測定、校正方法を改良・再検討し、現

時点で最も信頼のできる空気／水界面χ(2)

スペクトルを決定した[4]。 

主な改良点は次の通りである：①赤外光

の中心波長をスキャンすることにより、広

い波数領域で良好な信号ノイズ比を実現

した。②非共鳴な液体である重水およびパ

ーフルオロノナンの信号を測定し、それま

で位相校正に用いていた水晶からの信号

 

図 2. 重水で規格化した空気／水界面のχ(2)スペクトル（赤線：
虚部、黒線：実部） 



の信頼性を検証した。これにより、これ

までの結果を覆す重要な事実が見つかっ

た。以下に詳細を述べる。 

図1に水晶で規格化した空気／水界面

のχ(2)スペクトルを示す。このスペクトル

の虚部（赤線）は2011年に我々が報告し

たスペクトルによく似ており、青矢印で

示すように3000 cm－1にわずかな正のバン

ドが見える。ところが、重水のスペクト

ルの虚部（緑線）も非常によく似た正の

バンドを示している。このため、軽水の

スペクトルを重水のそれで規格化する

と、図2に示すように、低波数の正のバン

ドは誤差の範囲で完全に消失する。また、

このスペクトルにおいては3800から3850 

cm－1の非共鳴な波数領域の位相が179° ± 
1°になることを確認した。一方、水晶で

規格化した軽水のスペクトル（図1）に対

して同じ波数領域の位相を求めると177° 
± 6°となり、重水で規格化したスペク

トルの方が繰り返し精度においても大き

く改善していることが分かった。 

さらに、図3に示すように、別の非共鳴液体であるパーフルオロノナンのスペクトルを重水の

スペクトルで規格化すると純実数になる。このことから、重水とパーフルオロノナンはともに完

全に非共鳴であることが実験的に確認された。一方、水晶で規格化した重水のスペクトルは水晶

を洗浄することでより実数に近づくことがわかった（図4）。これらの結果から重水で規格化し

たスペクトル（図2）が現時点で最も精度の高いスペクトルであり、3100 cm－1以下の領域には実

験精度の範囲では正のバンドは観測されないことが明らかとなった。 

Shenのグループと我々のグループの報告の後、複数のグループから空気/水界面のIm χ(2)スペ

クトルが報告されたが、それらはすべて低波数領域に正のバンドを示していた。このバンドはそ

れらの測定の位相精度が十分でなかったために現れていたと考えられる。今後この事実に基づい

て理論的解釈を再構築する必要がある。 
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図 3. 重水で規格化した空気／パーフルオロノナン界面のχ(2)ス
ペクトル（赤線：虚部、黒線：実部） 

 
図 4. 洗浄前および洗浄後の水晶で規格化した空気／重水界面
のχ(2)スペクトル（緑線：洗浄前虚部、青線：洗浄前実部、赤線：
洗浄後虚部、黒線：洗浄後実部） 
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Buried solid/liquid interfaces are important for many natural and industrial sciences. However, it is 
difficult to characterize solid/liquid interfaces by conventional spectroscopic methods because they are 
located between two bulk phases. In fact, the number of molecules at the interface is much less than in the 
bulk liquid so that the weak signal from the interface is hidden by the bulk signal. Moreover, the buried 
interface is not accessible by conventional surface science techniques such as electron microscopy. 

Vibrational sum frequency generation (VSFG) is forbidden in centrosymmetric media, such as bulk 
water, under the dipole approximation. This makes VSFG a unique tool for probing interfaces, where 
symmetry is necessarily broken. Previously, we have developed multiplex heterodyne-detected VSFG 
(HD-VSFG) that can directly measure the complex χ(2) (χ(2) : second order nonlinear susceptibility) 
spectrum over a wide frequency range at once with high signal to noise ratio [1]. The imaginary part of the 
χ(2) (Imχ(2)) spectrum directly represents the vibrational spectrum at the interface and can be easily 
interpreted in the same manner as bulk IR and/or Raman spectra. Furthermore, the sign of the 
Imχ(2) spectrum indicates the net orientation of the molecular species at the interface. However, application 
of HD-VSFG to the buried interface has been prevented by technical difficulties, in particular the lack of a 
suitable reference. We overcame this limitation, by using the nonresonant signal of the silica/air interface 
as a reference. In the present study, we investigated the pH dependent water structure at silica/water as a 
prototypical mineral/water interface [2].  

The optical layout of a HD-VSFG spectrometer for buried solid/liquid interfaces is shown in Figure 1. 
The experiment was carried out using isotopically diluted water (HOD-D2O). In vibrational 
spectroscopies, because the H2O spectrum is more 
complicated due to inter- and intra-molecular 
vibrational couplings, the isotopic dilution is often 
used as an aqueous phase to remove any vibrational 
couplings. 

Figure 2 shows the Imχ(2) spectra of the 
silica/HOD-D2O interface at different bulk “pH”. 
Here pH refers to both hydrogen and deuterium 
atoms. In the Imχ(2) spectra of the silica/ HOD-D2O 
interface at pH=12 (blue line in Fig. 2), a broad OH 
band is observed at 3400 cm-1. The positive sign of 
the OH band corresponds to the H-up orientation of 
interfacial water which directs their hydrogen toward 
negatively charged silica surface (Figure 3, A). 

 
 
Figure 1. Schematic of the experimental HD-VSFG 
setup. Broadband infrared (ω1) and narrow band 
visible (ω2) beams are focused on gold mirror to 
generate local oscillator (LO) at sum-frequency. 
The reflected ω1 and ω2 beams are refocused onto a 
sample interface, which generate sum frequency 
light of the sample (silica/water) interface. The SFG 
and LO lights are introduced into the polychromator 
to generate interference fringes and finally the 
interference pattern is detected by a CCD. 



 
Figure 2. Imaginary part of the χ(2) spectra of the 
buried silica/HOD-D2O interface for different pH in 
phosphate buffer (I = 10 mM, ratio of H2O:HOD:D2O 
is 1:8:16). 

Previous studies in which H2O was used as an aqueous phase reported that the Imχ(2) spectrum of water at 
SiO2 surface at high pH exhibits double band feature with peaks at 3200 and 3400 cm-1 [3]. The 
observations were interpreted as an indication of at least two different water structures, namely ice-like 
and liquid-like water structures [3]. However, the HOD-D2O data shown in Figure 2 clearly shows that the 
positive OH band observed in high pH is essentially one broad continuum and hence the double-band 
feature previously observed in the H2O spectra are due to the vibrational coupling. 

 At pH = 2.1 (black line in Fig. 2), the OH band becomes predominantly negative, centered around 
3200 cm-1. This indicates that the majority of interfacial water is in H-down orientation, in which water 
molecules at the interface direct their hydrogen toward bulk water side. This can be interpreted as the 
effect of the neutral silanol. At this acidic pH, the surface silanol is expected to be completely neutral and 
act as hydrogen bond donor. Therefore, interfacial water accepts hydrogen bonds from the surface silanol 
and donates hydrogen bonds to the other water molecules in the bulk (Figure 3 C). Nevertheless, the 
higher frequency side of the OH band remains positive, indicating that some portion of interfacial water 
preserves H-up orientation even at very low pH. This can be attributed to the water which hydrogen bonds 
to the oxygen of the surface silanol or a bridge oxygen at the surface (Figure 3 B). The negative OH band 
in the HOD-D2O spectrum is peaked at 3200 cm-1, showing long tail toward lower frequency side, 
suggesting the existence of a strong hydrogen bond at this interface. 

At pH = 7.2 (red line in Fig. 2), the OH band is in between the spectra at pH = 2.1 and pH = 12.1, 
showing small negative band and relatively large positive band. This indicates that some fraction of 
interfacial water molecules is in H-down orientation and majority is in H-up orientation. At neutral pH 7.2, 
all three types of water species can coexist. 
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Figure 3. Sketch of the different types of hydrogen bonds at the 
buried silica/HOD interface that appear at different “pHs”. A: 
H-up oriented water that is hydrogen-bonded to the negatively 
charged oxygen atom. B: H-up oriented water H-bonding to the 
oxygen atom of the silanol or siloxane bridge. C: H-down 
oriented water that is hydrogen-bonded to the silanol as well as 
bulk water.  
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二つの溶媒を適切な比で混合すると溶媒の極性や粘性、密度、蒸気圧など様々な物性を任意に

変化させることができる。このため混合溶媒は化学合成や再結晶、液体クロマトグラフィなど幅

広い応用分野で利用されている。これらの応用はよく知られている混合溶媒のバルク物性に基づ

いている。しかしながら、純液体の界面物性はバルクのそれとはかなり異なることが我々のこれ

までの研究から明らかとなっている。したがって、混合溶媒の界面ではこれまでに全く知られて

いない特殊な物性を示す可能性がある。本研究では界面選択的な分光法であるヘテロダイン検出

電子共鳴和周波発生[1,2]およびヘテロダイン検出振動和周波発生分光法[3]を駆使し、DEPNA 
(N,N-diethyl-p-nitroaniline) を極性指示薬として用いて空気/水-DMF 混合液体界面の実効的な溶

媒極性について調べた[4]。驚くべきことに、DMF の比率を上げるとバルクの実効極性が減少す

るのに対して、界面の実効極性は増加することが明らかとなった。この混合溶媒界面の実効極性

の異常な振る舞いについて界面の水素結合構造に基づいて議論した。 
実験は極性指示薬であるDEPNA (N,N-diethyl-p-nitroaniline)を含む水- DMF混合溶媒で行った。

バルクの実効極性は紫外可視吸収スペクトルのピーク波長で評価した。図 1に示すようにバルク

のピーク波長（青）は純水中の 430 nmからDMF比が増加するとともに短波長側にシフトしDMF
比 0.1では 425 nmである。このピーク波長に対応するEN

T極性を左軸に示す。明らかにDMF比が

増加するとバルクの極性は低下している。これは極性の高い水にそれより極性の低いDMFが加え

られることによって全体の極性が下がったことを意味している。一方、ヘテロダイン検出電子共

鳴和周波発生から求めた界面のDEPNA分子の共鳴ピーク波長はDMF比の増加とともに長波長シ

フトを示した（図 1赤）。つまり、界面の溶媒極性は、バルク極性と逆に増加したことになる。 
表面張力測定から混合溶液の表面

はほとんど DMF によって覆われて

いることが示唆されている。また、

ヘテロダイン検出振動和周波発生

分光測定からは DMF がメチル基を

空気側に、カルボニル基をバルク溶

液側に向けて配向していることが

わかった。これを基にバルク中と界

面における DEPNA の溶媒和構造の

違いを図 2のように考えると、観測

された界面の実効極性の奇妙な振

る舞いを以下のようにうまく説明

できる。 

まず、バルク純水中では DEPNA

図 1．バルク(赤)および界面(青)における DEPNA のピ

ーク波長(右軸)とそれに対応する EN
T極性(左軸)。 



は極性の高い水に取り囲まれ、最大限に溶媒和される。DMF 比が増加すると一部の溶媒和水が

比較的極性の低い DMF に置き換わる。このため混合溶媒中の DEPNA の溶媒和による安定化エ

ネルギーは減少する。つまり DEPNA が感じる実効極性が低下する。一方、純水界面においては

DEPNA のニトロ基側は水に溶媒和されているがジエチル基側は空気に突き出しており全く溶媒

和されていない。よって、界面の DEPNA は下側の半分しか溶媒和されていない。DMF 比が増加

して DMF が表面を覆うとむき出しだった DEPNAのジエチル基側が DMF によって溶媒和される

ようになる。したがって、界面の DEPNA は DMF が存在している方がより溶媒和される。つま

り DEPNA は混合溶媒の界面でより大きく安定化されるため、これが DEPNA の感じる実効極性

の増加として観測されたと考えられる。さらに DMF 比が増加して、混合比が 0.1 以上になると

DMF が界面を完全に覆い尽くしているため DEPNA は最表面には出てこなくなり、DEPNA の溶

媒和構造は基本的にバルク中のそれと同じになる。よって、界面の実効極性はバルクのそれと同

じになると考えることができる。 
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図 2．純水(左)および水-DMF 混合溶媒(右)のバルクおよび界面における

DEPNA の溶媒和構造。下部に DEPNA および DMF の分子構造を示す。図

中の赤い球は酸素原子、青い球は窒素原子、灰色の球は炭素原子、白い球

は水素原子を表す。DEPNA を囲む青い円はバルクの第一溶媒和層を、赤い

円は界面の第一溶媒和層を示す。 
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We employed time-resolved spectroscopy to investigate the 

structure and properties of a novel anthracene-embedded 

amphiphile (AEA) that forms micelle-like aggregates in 

water. AEA consists of a nonpolar, anthracene moiety and a 

polar ammonium salt. When AEA is dissolved in water, the 

anthracene moieties minimize interaction with the solvent 

by aggregating into an anthracene-shelled micelle (ASM). 

ASM has a hydrophobic interior that allows it to 

encapsulate a hydrophobic chromophore, as depicted in Fig. 

1.1 This enables solubilization of the hydrophobic guest in 

water. In order to better understand the environment 

surrounding the encapsulated chromophore, we used the 

solvatochromic probe molecule, Coumarin 153 (C153), as a 

guest in the micelle. The absorption and fluorescence of 

C153 are highly sensitive to the local polarity, and can be 

used to characterize the surroundings. 

The absorption and fluorescence spectra of C153 in 

various environments are presented in Fig. 2. The 

absorption and fluorescence maxima of C153 in 

cyclohexane and in water illustrate the red-shift of C153 in 

a highly polar (water) environment relative to a highly 

nonpolar (cyclohexane) one. The absorption maximum of 

encapsulated C153 (λmax = 457 nm) is red-shifted relative 

to that of C153 in water (λmax = 433 nm), suggesting that, 

despite being surrounded by nonpolar anthracene panels, 

the local polarity around C153 is greater than that of water. 

However, the fluorescence spectrum of encapsulated C153 

(λmax = 541 nm) appears in a similar position to that of 

C153 in water (λmax = 553 nm). Thus, in contrast to C153 in 

water, C153 encapsulated in ASM shows very little shift 

between its absorption and fluorescence spectra, indicating 

Fig. 1. Encapsulation of Coumarin 153 
(C153) in ASM aggregate to form the 
ASM⊃C153 complex. 

Fig. 2. Absorption and fluorescence spectra of 
C153 in various solvents and encapsulated in 
ASM. For the latter, the absorption spectrum 
of ASM was subtracted from that of 
ASM⊃C153. The region represented by the 
dotted line is considered unreliable.  



that little reorganization of the solvent and surroundings occurs following photoexcitation of encapsulated 

C153. 

Since the position of the fluorescence spectrum is an 

indicator of the stabilization of the excited state dipole 

by the surroundings, the reorganization dynamics of the 

local environment was examined using the 

time-resolved fluorescence spectra of encapsulated 

C153 (Fig. 3). Consistent with the small difference 

between the excitation and fluorescence spectra, only a 

small dynamic Stokes shift was observed at the red edge 

of the spectrum, at early times. The larger shift and 

intensity loss at short wavelengths are attributed to 

encapsulation of multiple chromophores in some 

micelles. The multiple chromophores were found to 

show strong, short-lived emission at short wavelengths, 

consistent with emission from an H-dimer. 

In addition to examining the solvation dynamics, we 

also examined the freedom of motion of the guest within 

the micelle, using the fluorescence anisotropy decay, as 

shown Fig. 4. Since both empty micelle and 

encapsulated guest are fluorescent, the fluorescence 

anisotropy of each was used to obtain their rotational 

time-constants. The encapsulated guest showed a time 

constant of 860 ps, which is greater than the 510 ps time-constant obtained for the empty host. Since the 

guest cannot rotate more slowly than the host, the slower rotation of the encapsulated guest indicates that 

the guest and host rotate together as one unit. The rotational diffusion constant can be related to the size of 

the complex, using the Stokes-Einstein equation. Using this method, a diameter of 1.6 nm was obtained for 

the empty ASM micelle, and a diameter of 1.9 nm was obtained for the host⊃guest complex. Based on the 

ability of the micelle to adjust its size to accommodate one or more chromophores, we conclude that the 

aromatic micelle is a soft material with a range of possible conformations, rather than a simple, enclosed 

cavity. 
 

1 Kondo, K.; Suzuki, A.; Akita, M.; Yoshizawa, M. Angew. Chem. Int. Ed. 2013, 52, 2308. 

 

 
 
 

 
Fig. 4. Fluorescence anisotropy decays of the 
unoccupied ASM host, excited at 400 nm, and 
encapsulated C153, excited at 435 nm. The 
anisotropy was obtained using the fluorescence 
between 600 and 700 nm. 

 
Fig. 3. Fluorescence upconversion showing very 
little dynamic Stokes shift for encapsulated C153. 



 

水溶液中におけるジシアノ金(I)錯体の励起２量体の超高速ダイナミクスと
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凝縮相における分子間での化学結合の生成の瞬間におこる分子の

ダイナミクスを観測することは、化学反応の本質的理解のために必

須である。しかしながら、フェムト秒分光でこのような過程を観測

するためには、ある程度以上の量の分子集団に対して分子間の結合

生成を光励起で同時に開始させなければならず、観測は通常容易で

はない。 
最も基本的な金(I)錯体である[Au(CN)2−]などの金(I)錯体が近接す

ると、金原子の間に金原子間相互作用と呼ばれるやや弱い引力が働

く。この相互作用により溶液中で生成した金(I)錯体の会合体を光励

起すると、電子遷移により金―金原子間のσ結合性軌道が占有され、

より強固な共有結合が生成する（図１）1。従って、高濃度の

[Au(CN)2−]水溶液に超短パルス光を照射し、この溶液の発光

や光吸収スペクトルの時間変化を計測することにより、会合

体中の金原子間に化学結合を生成させたときの会合体の構造

変化の様子を観測することができる。 
以前、我々は超高速時間分解分光法を用いて[Au(CN)2−]水

溶液中の 3 量体のダイナミクスに関する実験を行い、励起 3
量体中の金原子間の共有結合生成に伴う金―金間伸縮運動の

振動をはじめて報告した2。また、結合生成に伴い、10 ps程
度の時間をかけて 600 nm付近の過渡吸収帯の吸収強度が大

きく増大していくことを見出した。量子化学計算の結果、会

合体内における金原子の配列が折れ曲がった構造からまっすぐにならんだ構造への構造変形が、観測

されたような光吸収強度の大きな増大を引き起こすことが示された。 
最近、日本と韓国のグループによってX線自由電子レーザーを用いた高速時間分解X線分光の観測結

果が報告された3。 X線散乱の時間変化のデータ解析においても励起 3 量体の曲がった構造から直線構

造への変形過程があることが示された。しかし我々の報告と異なり、この変形が 200 fs以内に完了す

ること、また 10 psまでの時間領域に現れる信号変化は金―金間の距離がさらに短くなる過程である、

という主張がなされた。 
この論争の解決のため、水溶液中に常に共存しているにも関わらず、これまで観測されてこなかっ

たジシアノ金 2 量体のダイナミクスが注目される。2 量体は 3 量体のような会合体が曲がる自由度が

存在しないので、励起 2 量体の過渡吸収信号の時間変化には励起 3 量体と大きな違いが生じるはずで

図２ジシアノ金水溶液の時間分解発光ス

ペクトル(λex = 269 nm) 
 

図１ジシアノ金(I)会合体のフ

ロンティア軌道と電子遷移 
 



ある。また、溶液中におけるジシアノ金会合体のダイナミクスの理解のためには、最も基本的な 2 量

体のダイナミクスの情報が必要不可欠である。そこで、我々は[Au(CN)2−]水溶液中の 2 量体に対する

超高速時間分解分光計測実験を行った4。 
[Au(CN)2−]の高濃度の水溶液は 260 nmより長波長

側に濃度によって大きく変化する会合体由来の吸収帯

を示す。[Au(CN)2−]水溶液中では金原子間相互作用に

より 2 量体、3 量体といった複数の会合種の平衡が存在

するので、時間分解分光においては、任意の会合種を

選択的に励起することが重要である。各会合体の燐光

に関しては、Pattersonらにより会合度に応じた詳細な

帰属が行われている1ので、励起直後に観測される発光

から励起分子の帰属を行った。0.038 mol/dm3の水溶液

に 270 nmの光を照射し、時間分解スペクトルを計測す

ると、励起直後は 2 量体の燐光に帰属される 330 nmの

発光が観測され、25 psの時定数で減衰するのが観測さ

れた（図 2）。 
濃度 0.038 mol/dm3、励起波長 270 nmの条件では、

励起直後のスペクトルは 2 量体由来の発光が支配的で

あったので、この条件を用いて過渡吸収スペクトル測定を

行った（図 3）。励起直後に 550 nm付近の吸収が 0.2 ps
の時定数で増大し、その後 26 psの時定数で減衰するのが

観測された。続いて残った 560 nm付近の吸収が 1 ns程度

の時定数で減衰するのが観測された。0.2 psの増大は 3 量

体の項間交差過程との類似性から励起 2 量体の項間交差、

26 ps、1 nsで減衰する吸収成分は、それぞれの燐光寿命

と一致することから励起 2 量体、3 量体の減衰に対応する

と考えられる。また、過渡吸収の時間変化に振動成分が存

在するのが確認された。量子化学計算の結果、これらの振

動数は、励起 2 量体の金-金原子間結合の伸縮振動による

核波束運動に対応することわかった（図 4）。このことは、観測された過渡吸収帯が 2 量体由来である

ことをより確かにすると同時に、2 量体においても金原子間の結合生成が起こることを示す。 
励起 2 量体においても、3 量体同様、金原子間の結合生成に伴うコヒーレントな振動が観測された。

しかしながら、2 量体の吸収の時間変化では 10 ps までの時間領域で 3 量体で示されたような大きな吸

収強度の増大は観測されなかった。これは、3 量体で観測された大きな吸収の増大が会合体における金

原子が曲がった配置から直線型に変化する過程に対応することを強く示す。 
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図３ ジシアノ金水溶液の過渡吸収スペクトル

(a~d)と時間変化(d)(λex = 269 nm) 
 
 

図４ 過渡吸収にて観測されたジシアノ金 2
量体における核波束運動に伴う振動成分(a)
と振動スペクトル(b)および低波数領域にお

ける励起 2 量体の全対称振動モード(c) 
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蛍光タンパク質（Green Fluorescent Protein, GFP）を用いたイメージングは生命科学分野におけ

る最先端技術の一つであり、近年では特に、二光子励起による生細胞の三次元イメージングが広

く利用されている。イメージング技術が確立している一方、その基礎となる二光子励起された GFP
の発光メカニズムは、適切な観測手段が限られているため不明のままであった。 
そこでわれわれは以前、新規に開発されたマルチプレックス二光子吸収分光法を用いて、最も

イメージングに利用されるGFP変異体enhanced GFP（eGFP、図 1a）の二光子吸収（TPA）スペク

トルを精度よく測定した。観測されたTPAスペクトルが一光子吸収（OPA）スペクトルと一致せず

高エネルギー側に現れた（図 1b）ことから、eGFPでは、一光子励起によって生成するS1電子励起

状態の近傍に”隠れた”電子励起状態（S2 ）が存在する（図 2b）と報告した[1]。しかしその後、蛍

光励起スペクトル測定に基づき、eGFPの二光子励起過程に関与するのはS2励起状態ではなく、S1

の高い振動励起状態（S1 (ν>0)）（図 2a）であるという、われわれとは異なる帰属が報告された[2]。
また計算化学によっても研究され広く議論になっている。そこで本研究ではeGFPの二光子励起過

程へのS2励起状態の関与を明確に証明することを目的として、eGFP発色団モデル化合物

4’-hydroxybenzylidene-2,3-dimethylimidazolinone (HBDI) の二光子吸収スペクトルの溶媒依存性を

研究した[3]。HBDIは、eGFP発色団（図 1c）の主鎖につながる部分をそれぞれメチル基に置換し

た有機化合物（図 1d）である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図1. (a) eGFPの立体構造。(b) eGFPの一光子吸収（OPA、黒）、および二光子吸収（TPA、青）スペクトル。OPA

と TPA ピークのエネルギー差を緑で示す（波数単位）。OPA と TPA スペクトルは一致せず、TPA ピークが OPA

ピークと比較して 1050 cm-1 高波数シフトする。(c) eGFP発色団と(d) eGFP発色団モデル化合物 HBDI の構造。 
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5 種類の溶媒（メタノール、酢酸エチル、ア

セトニトリル、N,N-ジメチルホルムアミド

（DMF）、ジメチルスルホキシド（DMSO））中

のHBDIのOPAおよびTPAスペクトルを図3に示

す。eGFPと同様に、全ての溶媒中でHBDIのTPA
スペクトルはOPAスペクトルと一致せず、高エ

ネルギー側に現れた。またOPAとTPAピークの

エネルギー差は 670～1100 cm-1と溶媒によって

大きく変化した。この結果はS1 (ν>0) ← S0遷移

への帰属（図 2a）と矛盾する。なぜならば、S1 
(ν>0) ← S0遷移と考える場合、OPAとTPAピー

クのエネルギー差は関与する振動モードのエ

ネルギーに相当するが、その溶媒依存性は一般

に非常に小さい（数cm-1程度）からである。よ

って、HBDIの二光子励起過程に関与するのは

S1 (ν>0)ではなくS2励起状態（図 2b）であると

結論した。 
HBDIで得られた結論を適用してeGFPの二光

子励起蛍光過程を理解することができる。二光

子励起されたeGFPはまずS2状態となるが速や

かにS1状態へと緩和する。そのS1状態の蛍光

は、一光子励起によって観測される蛍光と全く

同じとなる。本研究により、最も広く利用され

るeGFPの二光子蛍光メカニズムを明らかにす

ることができた。 
 

[1] H. Hosoi, S. Yamaguchi, H. Mizuno, A. 

Miyawaki, and T. Tahara, J. Phys. Chem. B, 112, 
2761-2763 (2008). 
[2] M. Drobizhev, S. Tillo, N. S. Makarov, T. E. 
Hughes, A. Rebane, J. Phys. Chem. 
B, 113, 855-859 (2009). 
[3] H. Hosoi, R. Tayama, S. Takeuchi, and T. 

Tahara, Chem. Phys. Lett., 630, 32-36 (2015). 

 

図2. eGFPとHBDIの二光子スペクトルの高波

数シフトの起源として考えられる二つのメカニズ

ム。(a) S1 の振動励起状態への遷移。(b)異なる

電子励起状態への遷移。 

S1(ν>0)

S1(ν=0)

S0

(a) (b)

S2

S1

S0

図 3. HBDI の一光子吸収（OPA、黒）、および

二光子吸収（TPA、赤）スペクトル。OPA と TPA

スペクトルが一致しない。また溶媒によってエネ

ルギー差が大きく異なる。 



5<���2�$9;��,�
-8�,	����

'0( 	 ��+:62 	 �����"* 	 �&.%) 	 �

-/�&.-8��1�/3 	 ��1����-# ��

細胞の表面や内部には、種類や長さ、分岐構造の異なる糖鎖が多く存在する。糖鎖はタンパク質
や脂質に結合し、分子認識を通じて細胞の分化や免疫など基本的な生命現象と関係している。糖
鎖構造の少しの違いにより糖鎖が結合した分子の生理活性が大きく変わることも珍しくなく、関
連糖鎖を精密に特定し立体構造を決定することは、生命現象の理解と診断・創薬応用で重要な課
題である。しかし、糖鎖構造の複雑さや柔軟性が原因で、現在でも糖鎖構造解析は困難を極めて
いる。イオン移動度質量スペクトル（IM-MS）は、気相中の標的イオンを質量だけでなく大きや
形（衝突断面積、CCS）で分離することが出来るため、複雑な生体分子の構造解析に有用とされ
る。IM-MSを用いれば、通常の質量分析では区別することの出来ない糖鎖の構造異性体を分離す
ることが出来き、糖鎖構造を精密に特定する有力な手段として期待されている。しかし、１）CCS
が単一コンフォマーに由来するのか、それとも複数コンフォマーの情報を含んでいるのか、２）
イオン化がCCS（コンフォメーション）にどう影響するのかなど、CCSの物理化学的な起源は良
くわかっていない。本研究では、これらの問いに答えるために、10種類のイオン化N型糖鎖の分
子動力学（MD）計算を行い、理論的に求めた
CCSと実験結果[1]を比較した（図1）。上記の
問いに正しく答えるためには、正確なモデルと
十分な構造探索が必要不可欠である。そこで私
たちは構造探索の効率を上げるためにレプリ
カ交換分子動力学法（REMD法）[2]を用いた。
REMD法は、通常のMD計算では起こりづらい
コンフォマー間の遷移を加速し広い構造空間
の探索を可能にする。従来のMD計算が幾つか
の低エネルギー構造に対してCCS評価を行う
のに対して、構造アンサンブルに基づいたCCS
計算を行った。さらに、実験で扱われているイ
オン化糖鎖（プロトン化ピリジルアミノ糖鎖
（PA-glycan + 2H+））を厳密に再現したモデ
ルを用いて、実験との直接的な比較を行った。
計算に必要な力場パラメータは既存の力場を
もとに新たに作成した。プロトン化の位置は実
験的に知られておらず、量子化学計算を行い、
ピリジルアミノ基とα1-3鎖またはα1-6鎖に
プロトンが付加した二つのモデルを構築した。
REMD計算には16レプリカを用いた（温度範囲
は300K～1058K）。各糖鎖に対して全0.8μs 

図１. 10種類のイオン化糖鎖モデル（a）と計算から求

めた衝突断面積（b, c）。（白：α1-3鎖がプロトン化、

黒：α1-6鎖がプロトン化、グレー：平均値） 



の計算を行った。REMD計算にはREIN[3]を、衝突断面積の計算にはMOBCAL[4]を用いた。 
 最初に、イオン化がCCSに与える影響を検討した（図2）。その結果、プロトン化状態（α1-3
鎖がプロトン化するかα1-6鎖がプロトン化するか）によってCCSの値が大きく異なることがわ
かった（平均して8.9Å2）。また、実験値との比較からプロトン化状態を理論的に推定した結果、
多くの場合でα1-3鎖がプロトン化していることも示唆された。プロトン化状態を仮定すると、
計算結果は実験データと良い対応を示す。実験データに見られる異性体間のCCS分離も良く再現
されている（実験値：7 Å2 – 18 Å2	!��74�>10 Å2 – 19 Å2=�そこで次に、CCSの分
布から構造アンサンブルを検定した。CCS分布は比較的シャープであり、特定のコンフォマーか
らの寄与が支配的であると考えられる。クラスター解析の結果もこのことを支持する。構造的に
は、コンパクトな球状のものと棒状のものとに分類することが出来る。CCSの値は常に後者で前
者よりも大きくなっている。異性体ペアに着目すると、α1-3鎖がα1-6鎖より長いものが球状、
逆のものは棒状の構造をとっている。G0にGal残基が付加したG1(3)とG1(6)の水素結合解析を行
った結果、棒状の構造ではα1-6鎖とキトビオース間に高頻度で水素結合が形成されていること
がわかった。α1、6結合は、柔軟性が高く折れ畳み易くなっていると考えられる。これらの結果
は、分岐鎖を繋ぐ結合の柔軟性と分子内水素結合がCCS（コンフォメーション）を決める主要な
因子であることを示す。 
 本研究では、10種類のイオン化N型糖鎖のREMD計算を行い、IM-MSスペトルによる構造異性
体分離の物理化学的な基盤を明らかにした。今後は新規糖鎖のスペクトルも理論的に予測するこ
とが出来ると期待しており、精密な構造情報に基づいた新たな糖鎖機能解析につなげたい。 
 
【参考文献】�
 [1] Yamaguchi, Y. et al. Rapid Commun. Mass Spectrom 2012, 26, 2877. [2] Sugita, Y and Okamoto, Y. Chem. 

Phys.Lett. 1999. 314, 141. [3] Miyashita, N. et al. Int. J. Quantum. Chem. 2015, 115, 325. [4] Mesleh, M. et al. J. 

Phys. Chem. A 1997, 101, 968. 

 

図２. REMD計算から求めた G0、G0F、G1、G1Fの衝突断面積分布とクラスター解析から求めた主コンフォマー。

クラスター解析の 
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The electronic excitation of molecules triggers diverse phenomena, such as luminescence, photovoltaic effects, 

and various chemical dynamics. Absorption spectroscopy is the primary technique to directly investigate the 

excitation process, and researchers have been pursuing higher spatial resolution and sensitivity to promote 

understanding and control of the molecular excited states, envisaging creation of novel functionalities with organic 

materials. To date, several kinds of principles for realizing single-molecule absorption spectroscopy have been 

proposed based on either far-field1 or near-field2 optics. However, detailed characterization of the electronic 

excitation of a single molecule remains infeasible because of the limited spatial resolution of the optical methods. 

Here we demonstrate the measurement of the absorption spectra of a single isolated free-base phthalocyanine 

(H2Pc) molecule using the localized plasmon as a spatially controllable point excitation source driven by the 

tunneling current of a scanning tunneling microscope (STM). Figure 1(a) illustrates the design of the experiment. 

The tunneling current excites the localized plasmon which then interacts with the molecule through the 

plasmon-exciton coupling, and the emitted photons are detected.  

A series of luminescence spectra induced by the tunneling current were obtained near an H2Pc/NaCl as a 

function of the lateral distance of the STM tip from the molecular center (Fig. 1(d)). When the tip is placed far from 

the molecule (ݎ	  4	nm), the luminescence spectrum is dominated by a broadband emission, which is attributed to 

Figure 1 (a) A schematic illustration of the design of the experiment. The localized plasmon in the STM junction excited by the 
tunneling current interacts with an isolated single molecule located close to the tip apex. μ represents the transition dipole moment 
of H2Pc, which is oriented in the molecular plane. (b) An STM topographic image of H2Pcs adsorbed on a 3 monolayer (ML)-thick 
NaCl(100) island grown on Ag(111) (sample bias voltage V = -2.5 V, tunneling current I = 2 pA, 25 × 25 nm2). (c) the 
measurement tip positions for the spectra shown in d and the definition of the coordinates around the molecule. An H2Pc has two 
hydrogen atoms with a trans configuration at the molecular center. The column on the right is the list of the distances (r) measured 
from the molecular center. (d, e) A series of STL spectra measured on and near an H2Pc/3ML-NaCl with different tip positions (V 
= -2.3 V, I = 50 pA, exposure time t = 3 min). The spectra are offset for clarity.  



the radiative decay of the localized plasmon. Remarkably, 

dip structures emerge at 1.81 and 1.92 eV in the broad 

spectrum when the tip is positioned close to the molecule 

(r = 1.4–3 nm), and the spectral features becomes 

prominent as the tip is closer to the molecule. When the 

STM tip reaches at the edge of the molecule where direct 

excitation of the molecule by carrier injection turns into 

possible, intensive molecular luminescence is observed 

(Fig. 1(e)). The luminescence peaks at 1.81 and 1.92 eV 

are attributed to transitions from the first and second 

singlet excited states of H2Pc, so-called the Qx and the Qy 

states, respectively3. 

Figure 2(a) shows two representative STL spectra 

measured with tip positions far from and close to the 

molecule. We define the STL spectrum measured with the 

tip located far from the molecule as the excitation source 

spectrum I0, and that measured close to the molecule as 

I(r,θ). As shown in Fig. 2(b), the ratio spectrum I/I0 

clearly reveals the change in the spectral shape resulting 

from the plasmon-exciton coupling.  

The origin of the dip structures is investigated based 

on the theory of STL using the nonequilibrium Green’s 

function method4. Figure 2(c) shows calculated STL 

spectra with the plasmon-exciton coupling g of 0 and 

10 meV, and Fig. 2(d) displays the I/I0 spectrum. When 

g  = 10 meV, the energy of localised plasmons is 

absorbed by the electronic transitions of the molecule through the plasmon-exciton coupling, which leads to the dip 

structures at 1.81 and 1.92 eV. The asymmetric spectral profile is explained by a quantum mechanical interference 

effect. The energy of localised plasmons is absorbed by the molecule, and then the energy of the excited molecule 

is re-emitted into localised plasmons (Fig. 2(e)). The I/I0 spectrum reproduces the features seen in the typical 

absorption spectrum of H2Pc3, which essentially represents the single-molecule absorption spectrum of H2Pc. 

In conclusion, we have developed a novel single molecule absorption spectroscopy by using a localized 

plasmon at the tip of an STM to overcome the diffraction limit of light. Based on the versatility of STM, the novel 

absorption spectroscopy in combination with STL establishes an absorption/emission spectroscopy, providing an 

integrated platform for real-space investigation of localised excited states. 
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Figure 2 (a) STL spectra measured with r = 2.2 nm (upper) 
and 4 nm (lower) (θ = 45º, V = -2.5 V, I = 250 pA, t = 5 
min). (b) An I(r,θ)/I0 spectrum (r = 2.2 nm, θ = 45º), 
generated by dividing the upper curve (I) with the lower 
curve (I0) in a. (c) Calculated luminescence spectra using the 
theory of STL with plasmon-exciton coupling g  = 0 
(lower) and 10 meV (upper). (d) An I/I0 spectrum using the 
two simulated spectra in c. (e) A schematic diagram 
illustrating the dynamic processes arising from the 
plasmon-exciton coupling. G and E stand for the ground and 
excited states of the molecule, respectively. The energy of 
the localised plasmon is absorbed by the molecule (upward 
arrow) through the electromagnetic interaction between the 
plasmon and the molecule, and then the energy is re-emitted 
into plasmons (downward solid arrow) or the energy is 
non-radiatively dissipated (downward dashed arrow).



Seamless growth of a supramolecular carpet 
 

Ju-Hyung Kim1,2,3,4, Jean-Charles Ribierre3, Yu Seok Yang3, Chihaya Adachi3, Maki Kawai4, 

Jaehoon Jung1,5, Takanori Fukushima6 & Yousoo Kim1 
 

1Surface and Interface Science Laboratory, RIKEN, Japan 

2Department of Chemical Engineering, Pukyong National University, Republic of Korea 

3Center for Organic Photonics and Electronics Research (OPERA), Kyushu University, Japan 

4Department of Advanced Materials Science, The University of Tokyo, Japan 

5Department of Chemistry, University of Ulsan, Republic of Korea 

6Chemical Resources Laboratory, Tokyo Institute of Technology, Japan 

 

 

Organic thin films have received much attention for their potential in various electronic and optoelectronic 

device applications, since they have outstanding advantages (i.e., low cost, low weight and mechanical 

flexibility) in comparison to standard inorganic technologies [1]. In particular, it has been recognized in recent 

years that organic/metal interfaces at which charge carriers are injected into organic thin films play a crucial 

role in the operation and performance of organic devices [2]. Various interactions at the organic/metal 

interface, such as surface-molecule and intermolecular interactions, are of great importance in the formation 

of intermolecular networks and organic epitaxy, and have a strong correlation with their electronic structures 

[2,3]. Although the purity and uniformity of organic thin films at the organic/metal interfaces have profound 

effects on the operating characteristics of organic devices [2], the formation of organic thin films with high 

interfacial uniformity on metal surfaces has suffered from the intrinsic limitation of molecular ordering 

imposed by surface step edges, due to the relatively weak intermolecular interactions between organic 

molecules. Thus, the creation of widely uniform organic thin films on metal surfaces that maintain structural 

integrity based on non-bonding intermolecular interactions remains a challenge for further development and 

enhancement of organic devices fabricated by one-step deposition of organic molecules. 

In this work, we successfully demonstrate the formation of a supramolecular carpet, with a widely 

uniform interfacial structure and high adaptability, on a metal surface, via a one-step deposition process. The 

geometric and electronic structures of the supramolecular carpet were investigated by means of scanning 

tunneling microscopy/spectroscopy and density functional theory calculations. For this work, 

bis[1,2,5]thiadiazolotetracyanoquinodimethane (BTDA-TCNQ) was used as the key building block with 

which to realize the supramolecular carpets [4], not only on a single crystal gold (Au) surface but also on a 

pre-annealed amorphous Au surface (see Fig. 1). Tetracyanoquinodimethane (TCNQ) is one of the strongest 

organic electron acceptors to have found wide use in organic devices, and forms a strongly bonded 

donor-acceptor complex with tetrathiafulvalene (TTF). Thus, we employed a model system of BTDA-TCNQ, 

which integrates the structural properties of both TCNQ and TTF in a single molecule, for realizing 

self-organization into an ordered domain. BTDA-TCNQ is a TCNQ derivative fused with 1,2,5-thiadiazole 



rings, exerting strong intermolecular interactions in a 

planar fashion to form network structures in the single 

crystal [4] and even in its charge-transfer crystals [5]. 

The rhombic structure of BTDA-TCNQ exhibits 

two-fold symmetry with two mirror planes, allowing 

perpendicular alignment of two electrostatically opposite 

symmetry axes consisting of electronegative and 

electropositive end groups, respectively. It, therefore, 

enables equivalent intermolecular interactions along the 

four sides of the molecule. Such rhombic structure also 

facilitates access of neighboring molecules to each other 

via high electrostatic interactions in the four directions, 

which leads to topographically favorable intermolecular 

interactions. The strong non-bonding intermolecular 

interactions, balanced with surface-molecule interfacial 

interactions and site-specific rearrangements of the 

BTDA-TCNQ molecules near surface step edges, enable 

the “step-flow” growth mode for the supramolecular 

carpet formation. This can lead to an extension of the 

supramolecular carpet over step edges of the Au surface 

without loss of its structural integrity, and results in a 

covering with high interfacial uniformity over multiple 

surface steps and terraces, even on the pre-annealed 

amorphous Au surface prepared on a glass substrate. In 

addition, different types and dimensionalities of the 

interfacial electronic structures are distinctively 

observed in the supramolecular carpet of BTDA-TCNQ on the Au(111) surface, corresponding to the energy 

region and the local position of the system, implying that various types of electronic structures projected onto 

the supramolecular carpet can be selectively accessible. These results suggest that the supramolecular carpet 

has great potential for applications in organic electronics, and also provide important guidelines to develop 

novel materials forming seamless organic thin films on various surfaces. 
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Figure 1. (a) The chemical structure of BTDA-TCNQ. 

(b) STM image of BTDA-TCNQ/Au(111), which shows 

that the molecular network of BTDA-TCNQ grows from 

the step edge at the lower terrace (sample bias voltage (Vs) 

= 1000 mV, tunneling current (It) = 1.00 nA, scale bar (S) 

= 10.0 nm). Height scale is indicated in color. (c) Close-up 

STM image of the network structure formed by 

BTDA-TCNQ (Vs = 2000 mV, It = 1.0 nA, S = 1.0 nm). 

(d) The electrostatic potential map of the BTDA-TCNQ 

network. Blue to red corresponds to positive to negative 

charges. The distance for the S-N contacts (indicated by 

grey dotted lines) is 2.80 Å, and the calculated binding 

energy is ~0.70 eV per molecule. 
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The formation/breakage of a metal-carbonyl bond makes it possible to control the electronic structure and physical 

properties of organometallic compounds. In particular, introducing carbon monoxide (CO) onto a metal atom at the 

centre of a metalloporphyrin provides additional versatility to its electronic and optical properties1. For example, 

the coordination of CO onto ruthenium tetraphenyl porphyrin (RuTPP) increases its electronic excitation lifetime 

1000 fold by switching the lowest excited state from (d,*) to (,*) state, leading to phosphorescence2.  

 

A scanning tunneling microscope (STM) is a versatile tool for investigating chemical reactions and motions of a 

single molecule either by imaging or by manipulating individual molecules. However, in contrast to CO on metal 

surfaces, only a few comparable studies have been made using tunneling electron injection to the organometallic 

molecule from the tip of an STM1,3,4. Stróżecka et al. reported electric-field effect induced CO desorption from 

manganese phthalocyanine on Bi(110)4. The authors observed a sudden drop in the tunneling current (It) in the Vs 

range of 400–600 mV, which shows the threshold Vs increases linearly with the tip-sample distance. Meanwhile, 

energy transfer from the tunneling electrons to the Co-NO bond through the IET process was inferred to induce the 

desorption of NO from NO-CoTPP/Au(111)4. Interestingly, desorption of NO was observed as two-carrier process 

at 0.8 V while it alters to one-carrier process at 1.0 V. The proposed mechanism is vibrational ladder climbing of 

the Co-NO bond, where 1.0 V electrons are sufficient to lead to direct desorption, while two lower energy electrons 

need to arrive within the vibrational relaxation time to cause desorption4. Here, we present a single-molecule 

investigation of the desorption of CO from the CO-RuTPP on a Cu(110) using a combination of scanning tunneling 

spectroscopy (STS) and reaction yield measurements. The single-molecule study revealed a novel mechanism of 

CO desorption that is driven by IET with a two-carrier process. 

 

CO-RuTPP and RuTPP molecules are indicated by solid and dotted lines in the STM images of Figs. 1a-b, 

respectively. The desorption yield Y was calculated from Y = e/Iτ, where e is the elementary charge, and τ is the 

average time required for desorption. The averaged values of Y(Vs) were obtained from current trace by repeating 

this experiment 10 times at each Vs. The desorption yield was recorded in the range of Vs=-1.075 to -1.60 V, as 

shown in Fig. 1d. No CO desorption was seen in the vibrational energy region below 400 mV at 4.7 K or 77 K. 

Instead, we only observe an increase in the desorption probability at voltages below -1.1 V, followed by a plateau in 

the region of Vs=-1.15 to -1.45 V and an increase for higher bias voltages. Above about -1.2 V, signal levels were 

sufficiently high to measure the current dependency of the desorption yield Y (Fig.1e). The slope of the double-log 

plot is the power n in the power-law dependence: Y=In, where n=2.10.2, 2.30.3, and 1.80.1 for Vs=1.25, 1.40, 

and 1.60 V, respectively. This power-law dependence on the applied current represents that the desorption process 

consists of a two-carrier process, regardless of the applied bias voltage, in the range of - 1.25 to -1.60 V.  



We can explain the increase in the desorption yield 

observed below -1 V and the subsequent plateau by 

the peak observed by STS (Fig1.c) around Vs=-1.1 

V: while STS detects the LDOS at a specific Vs, the 

reaction yield reflects the integral over the same 

LDOS. The IET process is enhanced by the 

CO-RuTPP HOMO or the pure RuTPP HOMO. A 

second threshold is observed at -1.5 V and 

corresponds again to a two electron process.  

 

Fig.1(d) shows that CO desorption from RuTPP on 

Cu(110) has been already observed to begin at 

Vs=-1.075 V. In contrast, CO desorption from a 

copper surface requires a bias voltage higher than 

2.4 V5. This difference cannot be explained by 

different desorption barriers, because the CO 

desorption temperature of CO-RuTPP is 80 K 

higher than that of CO/Cu(110). The desorption 

mechanism of CO from a copper surface is electron 

injection to the unoccupied 2* state, which occurs 

in a single-electron process5.  

 

Since our reaction thresholds are in the energy range of electronic excitations, we propose that the first hole excites 

CO-RuTPP to an electronically excited (positive ion) state. The second electron then leads to desorption by 

injecting a further hole. A single hole in the CO-RuTPP HOMO at -0.8 V would be unlikely to result in desorption: 

the HOMO of CO-metalloporphyrins is governed by the dxy orbital which has little overlap with the orbitals of CO, 

while an efficient IET process would require the localization of the tunneling electrons at the target chemical bond. 

However, once a hole is injected in the CO-RuTPP or RuTPP HOMO, lower occupied states might become 

energetically accessible to the second hole. For example, HOMO-1 and HOMO-2 originate from the hybridization 

between metal dxz/dyz and CO * orbitals, which contribute to the bond strength of the centre metal-CO. Since these 

states contain the target chemical bond, their excitation could lead to relatively efficient desorption via vibrational 

excitation in analogy to desorption induced by electronic transition (DIET) or simply withdrawing electrons from 

bonding states to induce repulsive CO-Ru potential.  

【References】1) W. Auwärter et al. Nat Chem, (2015), 7, 105-120. 2).L. M. A. Levine et al. JPC (1988), 92, 714-720. 3) A. 

Stróżecka et al. PRL (2012), 109. 4) H. Kim et al. ACS Nano, (2015), 9, 7722-7728. 5) L. Bartels et al. PRL (1998), 80, 2004-2007. 

Figure 1  Schematic illustrations for the isomerization pathways 
and the potential energy diagrams.(a)–(b) STM images of 
CO-RuTPP adsorbed on Cu(110) (Vs= 500 mV, It = 0.5 nA) before 
and after injection of tunneling electrons to the rightmost 
CO-RuTPP molecule as pointed by an arrow. RuTPP and 
CO-RuTPP are marked by dotted and solid lines, respectively. (c) 
STS spectra of CO-RuTPP and RuTPP on Cu(110) surface. The 
STS spectrum of bare Cu(110) is subtracted to emphasis the change 
in dI/dVs. (d) Reaction yield per electron for desorption of CO 
from CO-RuTPP/Cu(110) as a function of the sample bias voltage 
of the injected electrons. (e) CO desorption rate as a function of 
tunneling current for Vs=-1.25, -1.40, and -1.60 V. The solid lines 
are the results of least squares fits to the data, whose slopes for the 
applied bias voltages correspond to powers (n) in the nonlinear 
power-law dependence. The error bars of (d) and (e) were 
determined from the standard deviation. The lower side of 
boundary of the error bar for -1.25 V in (e) is determined from the 
maximum desorption time. 
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2次元グラファイトシート、つまりグラフェンでは、
フェルミ準位近傍での電子のエネルギー分散が運
動量に比例する、質量ゼロの相対論的なディラック
電子と同じエネルギー分散を示すことが知られて
いる。さらに、この質量ゼロのディラック分散は、
グラフェンにおける副格子対称性（単位胞当たりふ
たつの炭素があり、そのふたつの炭素の位置を入れ
替える対称性）が本質的であることも明らかにされ
ている。また、近年、我々は、炭素原子の電子間相
互作用によってもディラック分散は本質的に影響
を受けないことを報告した[1,2]。しかしながら、
グラフェンの副格子対称性を破った場合、通常、質
量ゼロのディラック分散は不安定である。この通説

に反して、最近、
遷移金属表面上に
付着した副格子対称性が破れたグラフェンにおいて、図１に示
すように質量ゼロのディラック分散が角度分解光電子分光実
験で観測された[3]。 
 この起源を解明するために、我々は、Ni(111)表面上に付着
した単層グラフェンに対する最も簡単な模型を構築し、その模
型に対してNiの3d電子間相互作用を有限サイズクラスタ内で
厳密に扱えるクラスタ近似を用いて解析した。その結果、副格
子対称性が破れているにもかかわらず、遷移金属の電子間相互
作用によって質量ゼロのディラック準粒子が出現することが
分かった[4]。 
 まず、模型を構築するために図２に結晶構造の模式図を示
す。STM実験[3]から、グラフェンはNi(111)表面ではAC 
stackingと呼ばれる構造で吸着しており、図２に示すように、
B副格子炭素の真下にはNi(111)表面の一番上の層のNiがあ
り、一方、A副格子炭素の下には、Ni(111)表面の三番目の層
のNiがある。つまり、グラフェンとNiの結合を考えたとき、B
副格子炭素はNiと強く結合しているが、A副格子炭素とNiの結
合は弱い。したがって、Ni(111)表面上のグラフェンは副格子

図１. Ni(111)表面上の単層グラフェンに対する

角度分解光電子分光実験より得られたスペクト

ル（文献[3]より）。 

 

 

図２. Ni(111)表面上の単層グラフ

ェンの結晶構造の模式図。上から見

た構造（上図）と横から見た構造（下

図）。 



対称性が明らかに破れている（図３も参照）。 
 図３を見ると明らかなように、炭素の2pz軌道とNiの結合
を考えた場合、第一近似として、炭素の2pz軌道はNiの3dz2

軌道のみと結合しその他のNiの3d軌道とは結合しない。し
たがって、Ni(111)表面上の副対称性が破れたグラフェンの
電子状態を記述する最も簡単な模型は、炭素の2pz軌道と
Ni(111)表面最上層にあるNiの3dz2軌道からなる周期的アン
ダーソン模型であることが分かる。つまり、この周期的ア
ンダーソン模型では、伝導バンドが純粋グラフェンのディ
ラックバンドであり、不純物軌道がNiの3dz2軌道でありそこ
での電子間相互作用Uが考慮されている。 
 この周期的アンダーソン模型の一粒子励起を、一粒子近
似を超えた範囲で理解するために、本研究ではクラスタ近
似計算を行った[4]。クラスタ摂動理論および最も簡単なク
ラスタ近似であるHubbard-I近似の二通りの計算を行った
が、計算結果は本質的に同じであった。そこで、Hubbard-I近似の計算結果を図４に示す。まず、
電子間相互作用がゼロの場合、フェルミエネルギー直上にフラットバンドが存在することがわか
る。不純物軌道の電子間相互作用を有限にすると、そのフラットバンドがふたつにわかれエネル
ギー分散をもとこと、および波数がKとK’点において質量ゼロのディラック準粒子が現れること
がわかる。しかも、ディラック速度が電子間相互作用とともに大きくなっていることもわかる。
つまり、我々の計算より、副格子対称性が破れたグラフェンにおいても電子間相互作用によって
質量ゼロのディラック準粒子が誘起されることが明らかになった。 
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図 4. 周期的アンダーソン模型に対するHubbard-I 近似の計算により得られた一粒子励起分散[4]。(a)から(e)へと

不純物軌道の電子間相互作用 U をゼロから増やしてある。エネルギー単位は最近接炭素間の飛び移り積分 t を取

ってある。その他の模型のパラメータは、粒子-正孔対称なパラメータを選んでいる。フェルミエネルギーはωk=0

に対応している。 

 

 

図３. グラフェンとNi(111)表面最上層

の模式図（炭素原子は黒点、Ni原子は

オレンジ丸）。見やすくするため第二
層にあるNi原子も白丸で示してある。 
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In the two-dimensional graphite sheet, i.e., graphene, the 

electronic dispersion exhibits the massless Dirac dispersion 

with two Dirac cones at K and K’ points, where the 

electronic dispersion is proportional to the momentum. It is 

well know that, in addition to time reversal symmetry and 

120° rotational symmetry, the sublattice symmetry (or 

equivalently the inversion symmetry) is essential for the 

massless Dirac dispersions to be stable at K and K’ points. 

We have also shown that the electron correlations do not 

essentially affect the massless Dirac dispersion of graphene 

as long as the system 

is metallic [1,2]. 

However, against the 

common belief that 

the massless Dirac 

dispersion is unstable against the violation of the sublattice symmetry, 

the recent angle resolved photoemission spectroscopy experiments have 

reveal the existence of the massless Dirac dispersion in a single layer 

graphene deposited onto Ni (111) surface [3], as shown in Fig. 1.  

    To understand the origin for this unexpected massless Dirac 

dispersion observed in graphene on Ni (111) sureface, we have first 

constructed the simplest possible model for graphene on Ni (111) 

surface. To treat the electron correlation beyond the single-particle 

approximation, here we have adopted quantum cluster approximations 

which can treat the electron correlations exactly within small clusters 

and approximate the inter cluster coupling within the random phase 

approximation. We have found that the massless Dirac quasi-particles 

are induced by the electron correlations even when the sublattice 

symmetry of graphene is broken.  

    Figure 2 shows a schematic crystal structure of a single layer 

graphene on Ni (111) surface. From the STM experiments [3], the 

Figure 1. Angle resolved photoemission 

spectroscopy spectrum for a single layer graphene 

on Ni (111) surface (taken from Ref. [3]).  

 

 

Figure 2. Schematic figure of the 

crystal structure for a single layer 

graphene on Ni (111) surface. Top 

view (upper panel) and side view 

(lower panel) are shown. 



graphene is grown on the Ni (111) surface in the AC stacking, 

where the carbon atoms in B sublattice is placed exactly on top of 

the Ni atoms in the outmost layer, whereas the carbon atoms in A 

sublattice is located on the Ni atoms in the third layer. Therefore, 

the carbon atoms in B sublattice hybridize very strongly with the Ni 

atoms but the hybridization between the carbon atoms in A 

sublattice and the Ni atoms is weak, thus breaking the A-B 

sublattice symmetry of graphene.   

    As shown in Fig.3, the 2pz orbital of the carbon atoms on B 

sublattice strongly hybridizes with Ni 3dz
2 orbital, but not with 

other 3d orbitals. Therefore, the simplest possible model to describe 

the electronic structure of the graphene is a half-depleted periodic 

Anderson model where the conduction band is the Dirac band of 

pure graphene and the impurity sites are represented by the Ni 3dz
2 

orbitals where the local Coulomb interaction is included.  

  To examine the single-particle excitations of the half-depleted periodic Anderson model, we have 

employed the cluster perturbation theory and the Hubbard-I approximation, the simplest quantum cluster 

approximation. Since the results are qualitatively the same, we show only the results obtained by the 

Hubbard-I approximation in Fig. 4 [4]. When the local Coulomb interaction of the impurity sites is zero, 

there exists the flat band located exactly at the Fermi energy. Once the local Coulomb interaction is 

introduced, the flat band is split into the two bands and the massless Dirac quasi-particles emerges at K and 

K’ points with the Dirac points located at the Fermi energy. It is also noticed that the Dirac Fermi velocity 

monotonically increases with increasing the local Coulomb interaction. Our results thus demonstrate that the 

massless quasi-particles are induced by the electron correlations even when the A-B sublattice symmetry is 

broken in graphene.  
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Figure 3. Schematic figure of graphene 

(solid dots) and the first layer of Ni 

atoms (orange circles). For clarity, 

the Ni atoms in the second layer are 

also indicated by open circles. 

 

Figure 4. Single-particle excitation dispersions of the half-depleted periodic Anderson model obtained by the Hubbard-I 

approximation [4]. The local Coulomb interaction U is increased from (a) to (e), as indicated in the figures. The energy unit is 

taken as the nearest neighbor hopping t of the conduction sites. The other parameters are set so as to satisfy the particle-hole 

symmetry. The Fermi energy is located atωk=0.  
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