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研究成果の概要（和文）：　　本研究の大きな目的は申請者らが開発してきたラマン光学活性分光装置の更なる
高感度化と、生命科学における重要課題への適用である。本手法は円二色性分光（いわゆるCD）のラマン分光版
で、通常のラマン分光に比べて極めて多くの構造情報を提供する。特に溶液中では平面構造の分子がタンパク質
中ではキラルな非平面構造になることに注目し、活性中心である補欠分子の構造的な歪みを検出できることを示
してきた。特に本研究では、発色団の水素面外変角振動モードのラマン光学活性バンドの強度が歪みを表す二面
角と比例関係にあることを見出し、活性部位構造を調べる物差しとして使えることを明らかにできた。

研究成果の概要（英文）：Many biological cofactors, such as light-absorbing chromophores in 
photoreceptors, are intrinsically planar molecules. A protein environment, however, causes 
structural distortions of the cofactor, and such structural changes can lead to a modulation of 
chemical properties of the cofactor to maximize its biological activity. In this project, we have 
constructed a near-infrared excited Raman optical activity (ROA) spectrometer with a scattered 
circular polarization scheme. Using this state-of-the-art ROA spectrometer, We found that a hydrogen
 out-of-plane ROA band provides a spectroscopic ruler for the out-of-plane distortion of the 
chromophore that is embedded in a protein environment.

研究分野： 分子分光学

キーワード： 振動分光　生物物理　光受容タンパク質　量子化学計算
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　　タンパク質は生体内におけるさまざまな機能に関与しており、生命現象の解明という基礎研究から生体分子
の工業的な応用や医療にも関係する極めて重要な生体分子の一つである。従って、タンパク質の活性部位構造を
明らかにすることは生命科学における重要な研究課題であり、我々はラマン光学活性分光とよばれる手法を用い
ることで、色素タンパク質の活性部位構造を解析する新しい研究手段を開発することに成功した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

自然界には補欠分子を活性中心としてもつ色素タンパク質が数多く存在する。例えばヘムタ
ンパク質はさまざまな機能を発現するため鉄ポルフリン錯体であるヘムを活性部位としてもっ
ている。また光受容タンパク質では発色団と呼ばれる有機化合物を光の検出に使っており、光
吸収によって引き起こされた発色団の構造変化がタンパク質の構造変化を引き起こして信号伝
達などの機能を実現している。このような補欠分子の多くはπ電子系を有した化合物で、溶液
中などでは平面構造である。しかし、タンパク質というキラルな環境中に取り込まれることで
非平面構造となり、この構造の歪みがタンパク質の機能と密接な関係をもつことが示されてき
た。例えば、光受容タンパク質では発色団の吸収波長制御や光物理・光化学的な性質などに関
与していることが示されている。 

上記のように補欠分子の構造歪みの重要性は指摘されてきたが、その実験的な検出は容易で
はない。例えば、X 線結晶回折では 1.5	 Å	 程度の高分解能構造でも正確に面外方向の歪みを検
出することはできない。そこで我々は非平面構造への歪みに関する構造情報が期待できる分光
手段として、ラマン光学活性分光（Raman	 Optical	 Activity,	 ROA）と呼ばれる手法に注目した。
ROA は右回りと左回りに円偏光したレーザー光を照射した際に観測されるラマン散乱光の強度
差 IR−ILで、鏡像異性体ではその符号が反転する性質を用いたキラル分光の一つである。紫外可
視光を用いた電子円二色性分光（いわゆる CD）に比べて ROA スペクトルでは多くの振動バンド
から構成されており、個々のバンドが有益な構造マーカーとなり得るのが大きな利点である。
このため ROA はタンパク質や糖鎖などのさまざまな生体関連分子に応用されてきた。しかし、
従来開発されてきた ROA 分光装置のほとんどは可視レーザー光を励起光源として用いているた
め、多くの色素タンパク質では蛍光や試料の光損傷などのため応用できなかった。そこで我々
は近赤外励起の ROA 分光装置を開発し、タンパク質中に存在する発色団の ROA スペクトルを選
択的／優先的に測定できることを明らかにしてきた。 
 
２．研究の目的 

本研究の大きな目的は申請者らが開発してきた近赤外ラマン光学活性分光法の高感度化
と、実際に本手法を用いて生命科学における重要課題を解決していくことであ る。この目的を
達成するため、本研究ではつぎの目的を設定した。（１）装置の高感度化：我々は近赤外ラマン
光学活性分光が色素タンパク質の構造解析に有効であることを示してきたが、高濃度の試料を
用いた長時間測定が必要であるなどの問題点があった。そこで、測定感度の向上を目指し、後
述の散乱円偏光方式を採用した新しい近赤外ラマン光学活性分光装置の開発を第一の目的とし
た。（２）応用研究の推進：本手法が実際に“使える”手法であることを示すためには、広範囲
の系への応用が必要である。そこで、光受容タンパク質の反応中間体や蛍光タンパク質、金属
タンパク質などへの応用を試みる。我々は近赤外ラマン光学活性スペクトルを測定できる世界
中で唯一の研究グループであり、生命科学における重要課題の解決に率先して挑戦したい。 
 
３．研究の方法 

ROA では入射光として右回りおよび左回りに円偏光したレーザー光を用いてラマン散乱光
を観測する。これらの和 IR	 +	 IL は通常のラマンスペクトルに対応するが、これらの差 IR	 -	 IL
が ROA スペクルとなる。キラルでない分子では IR	 -	 IL =	 0 となるが、キラルな分子では IRと IL
の強度がわずかに異なり IR	 -	 IL	 ≠0 となる。ところが ROA 信号 IR	 -	 ILはラマン信号強度 IR	 +	 IL
の 10-3以下と極めて小さく、その測定は容易ではない。しかし鏡像異性体では ROA スペクルの
符号が反転して区別でき、生体関連分子の多くはキラルであることから通常のラマン分光より
も高次の構造情報が期待できる。本研究では、まず我々が開発した近赤外ラマン光学活性分光
装置の更なる高感度化に取り組んだ。従来の装置では入射光を左右円偏光に変調して測定した
ラマン散乱光を観測し，その差 IR	 -	 IL から得ることができる。この方法は入射円偏光方式
（Incident	 Circular	 Polarization，ICP）と呼ばれる。一方、無偏光の入射光を照射して観測
されるラマン散乱光の左右円偏光の強度差を観測する散乱円偏光方式（Scattered	 Circular	 
Polarization、SCP）でも同様の ROA スペクトルが得られることがわかっている。この方式では
左右円偏光成分を同時観測するため、レーザー光の出力や発振波長の揺らぎの影響を受けずに
ラマン光学活性スペクトルを観測可能だと期待できる。また改良した装置を用い、受容タンパ
ク質を中心にさまざまな系に応用した。また得られたスペクトルは Gaussian16 などを用いた量
子化学計算により解析した。	 
	 
４．研究成果	 

我々は 532	 nm 励起と 785	 nm 励起の 2 台の ROA 分光装置を保有しているが、本研究において
ともに ICP 方式から SCP 方式に改良を行った。この装置改良により、ROA 分光装置の長期的な
安定性が飛躍的に向上した。この改良した装置を用い、Photoactive	 Yellow	 Protein（PYP）や
微生物型ロドプシンへの応用研究を行った。PYP については同位体標識した p-クマル酸を再構
成したサンプルについても測定を行い、PYP の ROA スペクトルにおいて顕著な信号を示すバン
ドを C-H 面外変角モード(γ8、γ2)に帰属することができた。また密度汎関数理論（DFT）を用い
た解析から C-H 面外変角モードγ8に由来する ROA バンドの強度は発色団の面外方向への捻じれ
を表す二面角に比例することを見出した。微生物型ロドプシンについてもナトリウムポンプ型



ロドプシンを始め、さまざまな試料への応用研究を行った。その結果、微生物型ロドプシンの
ROA スペクトルはレチナール発色団のコンフォメーションに極めて敏感であり、通常のラマン
分光法では得られない精密な活性部位構造に関する知見が得られることを明らかにできた。ま
た光中間体への ROA 測定を目的に、低温下で光照射することで初期中間体を捕捉する低温ラマ
ン分光法を微生物型ロドプシンなどに応用した。現在までに、海洋性細菌がもつ光駆動プロト
ンポンプであるプロテオロドプシンや塩化物イオンポンプであるハロロドプシンの初期中間体
である K 中間体について、ラマンスペクトルの測定に成功した。これらの低温ラマン分光によ
る研究により、将来的な ROA 分光への応用の基礎を確立することができた。	 
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