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研究成果の概要（和文）：　巨大生体分子の局所構造を孤立気相状態で観測するため、液滴分子線赤外レーザー
蒸発法を用いた気相共鳴ラマン分光装置を開発した。この装置を用いて、ヘムタンパク質の一つであるミオグロ
ビンのヘム構造を反映する気相共鳴ラマンスペクトルを得ることに成功した。観測されたミオグロビンヘムは、
ポルフィリン骨格由来の配位に加えてヒスチジンと水分子からの配位がある水溶液中と同様の6配位型構造であ
った。

研究成果の概要（英文）：  A novel gas-phase resonance Raman spectroscopy combined with IR-laser 
ablation of droplet beam was developed in order to observe a local structure of huge biomolecule in 
the gas phase. By using the developed apparatus, we successfully measured a gas-phase resonance 
Raman spectrum of heme structure of myoglobin, which is well known as one of heme proteins. The 
obtained spectrum indicates a six coordination structure, which consists of porphyrin skeletal 
structure, histidine, and water molecule, is analogous to that in the aqueous solution.

研究分野：物理化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　これまでの生体分子の気相分光では、その構造解明に赤外分光法を用いるアプローチが一般的であった。しか
しこの手法を膨大な振動自由度を持つ巨大生体分子に適用するのは容易ではない。そこで本研究ではこれに代わ
る新たな分光法として気相共鳴ラマン分光法を開発した。この手法では、発色団周囲の振動情報のみに着目する
ため、振動スペクトルの複雑化を回避できる。本研究では、気相中においてもミオグロビンヘムに水分子が配位
することを初めて明らかにした。このことは、生体分子と水との関係を一分子レベルで理解できる計測技術にな
り得る点で、物理化学の枠を超えた幅広い応用が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
研究代表者はこれまで独自のレーザー脱離装置を用いた気相分光を精力的に行い、天然に存

在する核酸分子に関する中性分子クラスターの構造解析を中心に研究を進めてきた。また最近
では、本研究で用いる液滴分子線赤外レーザー蒸発法を利用して、ヘムタンパク質であるミオ
グロビン(Mb)の紫外吸収に相当する光解離スペクトルの測定に成功した。この光解離スペクト
ルのピークシフトから、pH 2 付近の溶液中で変性状態にある Mb が気相単離されることで、中
性付近での安定構造(天然体)へ大きく構造変化する可能性が示唆された。しかし、現状では振
動スペクトルのような構造情報に直結する実験結果が得られていないため、この気相単離時に
生じる構造変化の確証を得ることができていなかった。一般的に生体分子の気相分光法では、
構造解析手法として赤外分光と量子化学計算との比較を用いるが、タンパク質レベルの巨大分
子ではこの方法による明確な構造解析はほぼ不可能である。最近では、この解決策として同位
体置換を用いた赤外分光法が注目を集めているが、この方法をタンパク質レベルに拡張するこ
とは、時間的にもコストの面でも現実的とは言えない。このことから、タンパク質の気相構造
解析を実現するには、新たな方法論の導入が最大の課題となる。 
２．研究の目的 
生体分子の気相分光はレーザー脱離法や ESI 法の確立に伴い、比較的低分子量の核酸やペプ

チドについては構造解析手法が確立しつつある。しかし、タンパク質レベルの巨大生体分子の
構造解析には未だ有力な手法が無いのが実情である。特に、巨大分子ではその自由度が膨大な
ため、気相分光の強みである振動分光と理論計算を結びつけた議論が難しいことが最大の問題
である。また気化法として既に確立している ESI 法も生体環境で主要なイオンと考えられる低
価数のイオンを生成するツールとしては不十分である。当研究室ではこの問題点を解決するた
め、独自の液滴分子線赤外レーザー蒸発法を開発し、低価数のタンパク質イオンの効率的な生
成に成功した。本研究ではこの手法を用いて、低価数のヘムタンパク質を非破壊的に生成し、
共鳴ラマン分光法との結合によって、その構造解析を気相中で実現する。このことは、溶媒効
果がタンパク質の高次構造にどの程度影響を与えているかを明らかにすることに繋がるため、
理論計算との比較によってタンパク質と水分子の関係を解き明かす重要な手がかりになると考
えられる。また本研究によって、ヘムタンパク質を対象にした気相での構造解析が実現できれ
ば、他の巨大生体分子の構造解析へ容易に展開できるため、その研究意義、波及効果は共に極
めて高い。 
３．研究の方法 
 図 1 に開発した液滴分子線赤外レーザー蒸発法を用いた気相蛍光/ラマン分光装置を示す。10 
mM の塩酸中に Mb を 100 M 溶解させた 2 種の試料水溶液(pH 7.0 と 2.1)を作成した。この水
溶液を市販の液滴ノズルから 10 Hz でパルス射出し、直径 70 m の液滴を生成した。この液滴
をメカニカルブースターポンプ及びターボ分子ポンプで 2.0×10-6 Torr 程度に差動排気された真
空槽へ導入した。この真空内にはエンドキャップ及びリング電極から成る静電トラップ/加速電
極を設置した。2 つのスキマーを介してこの電極部へ誘導された液滴に、水分子の吸収帯であ
る 3591 cm-1 に波数を合わせた赤外レーザー光を照射した。気相単離された Mb 正イオンは、リ
ング電極部に印加された高周波電圧(pH 7.0: 125 kHz, 1.08 kVp-p, pH 2.1: 120 kHz, 1.06 kVp-p)によ
って 70 ms トラップされ、リフレクトロン型の飛行時間型質量分析計により観測した。本研究
では、Mb2+イオンを価数選択的にトラップし、これに紫外レーザー光(395 nm)を照射して共鳴
ラマン散乱光の観測を行った。この共鳴ラマン散乱光はリング電極上部に設置されたレンズ、
直角プリズム、コリメータレンズで光ファイバーへと集光し、分光器(リツー応用(株), MC-10N)
に導入した。分光器直前にはカットオン波長が 400 nm のロングパスフィルターを設置して、
効率的にレイリー散乱光を除去した。得られたスペクトルを解析するため、量子化学計算プロ
グラム Gaussian09 を用いて Mb ヘムの安定構造とその共鳴ラマンスペクトル(395 nm 励起)を
B3LYP/cc-pVDZ レベルで見積もった。 
４．研究成果 
＜1. 液滴分子線赤外レーザー蒸発法を
用いた気相蛍光/ラマン分光装置開発＞ 
 図 1に本研究で新たに開発した液滴分
子線赤外レーザー蒸発－気相蛍光/ラマ
ン分光装置を示す。リザーバーに封入し
た試料溶液は、液滴ノズルから直径 70 
m 程度の液滴として 10 Hz で射出され
る。射出された液滴は、真空チャンバー
に空けられたオリフィスと 2つのスキマ
ーを通過し、イオントラップ/加速電極部
まで誘導される。ここに赤外レーザー光
(3591 cm-1, 6 mJ/pulse)を照射することで、
液滴内に溶解している試料を気相単離
する。生成したイオンはイオントラップ
電極部に印加される高周波電圧(RF)の影響で 70 ms 程度トラップされ、加速電極に印加される
パルス電圧によって加速される。加速されたイオンはリフレクトロンで跳ね返り、検出器まで

 
図 1. 本研究で開発された液滴分子線赤外レー
ザー蒸発法を用いた気相蛍光/ラマン分光装置 



誘導される。この時の飛行時間差を利用する
ことで標的イオンの質量スペクトルを得る
ことができる。 
 この装置は既存の液滴分子線赤外レーザ
ー蒸発法を利用した質量分析装置のイオン
トラップ電極部に蛍光を観測するためのレ
ンズや光ファイバーを導入することで構成
されている。まず図 2 に示すように、リング
電極の上部にネジ穴(3/8-24UNF)を空け、そこ
に平凸レンズを収めた。この平凸レンズは、
PEEK で自作した中空のネジを用いて、上下
から押さえつける形で固定されている。
さらに図 3 に示すように、ワイリーマク
ラーレン型の 4 枚板加速電極の上部に
PEEK で作成したステージを設け、その
上に直角プリズムとコリメータレンズ
を設置した。このコリメータレンズは光
ファイバーと接続が可能であるため、リ
ング電極部で発光が生じると、その光は
平凸レンズで集められ、コリメータレン
ズで効率的に光ファイバーに導入され
る。この光ファイバーは、新たに設置し
たフィードスルー(図 1)を通して真空チ
ャンバー外へ誘導され、分光器(MC-10N,
リツー応用光学)に導入される。この時、
誘導された光は、図 1 に示すように分光
器の直前に設置されたコリメータレン
ズで一度 10 mm のビーム径に拡大され、
ロングパスフィルターを通過し、その後
再度平凸レンズで分光器のスリットへ絞り込む行程を経る。これによって、蛍光の励起光がリ
ング電極部で乱反射することで生じる迷光をロングパスフィルターで効率的にカットできるた
め、バックグラウンドを下げ、より高感度に蛍光を観測することができる。本研究では、励起
レーザーには 10 Hz のパルス OPO レーザーを使用しているが、これは CW のレーザー光に比
べてワット数が小さいため、観測される蛍光も微弱で且つ寿命が短い。そこで、分光器に導入
した検出器は CCD ではなく応答速度と感度の高い光電子増倍管(PMT, R13059)を採用した。 
＜2. 気相蛍光/ラマン分光装置の性能評価＞ 

完成した気相蛍光/ラマン分光装置を用い
て、まずリング電極内で散乱するレイリー散
乱光(迷光)を観測し、PMT 信号の時間依存性
を確認した。励起レーザーの波長は 532 nm、
強度は 0.3 mJ/pulse とし、PMT に印加する電
圧を-600 V とした。(ロングパスフィルターは
使用していない。) 図 4a に示すように、一般
的な分散型の波形が観測され、PMT から正し
い信号が出力されていることを確認した。ま
た分光器の波長を変えると 532 nm をピーク
に徐々に出力電圧が減少することも同時に
確認されたため、分光・検出部が正しく動作
していると考えられる。次に気相中での蛍光
信号を観測するため、非常に発光強度が高いことで知られるローダミン 6G(Rho6G)を標準試料
として用い、液滴ノズルのリザーバーに 1 mMのRho6G水溶液をチャージして、計測を行った。
この結果、図 5a に示す質量スペクトルが得られた。ここでリング電極に RF(500 kHz, 960 V)を
印加したところ、図 5b に示すように Rho6G の 2 価イオンを含むいくつかのイオン種が同時に
トラップされた。そこで、これらのイオンからの蛍光信号を観測するため、分光器の波長を 548 
nm に合わせてオシロスコープで PMT の出力波形を測定した。その結果、図 4b に示すように
スペクトル a とは大きく異なる幅広い波形が観測された。このことは、レイリー散乱光とは異
なる発光現象を正しく測定できている証拠と考えることができる。またこの波形上に周期的に
波打っているノイズが観測されているが、これはリング電極に印加している RF の生成に利用
しているコイルなどから生じる電磁波の影響を受けていると考えている。次に Rho6G の 2 価イ
オンを含む気相 Rho6G イオンから生じる蛍光が、バルクの蛍光とどのように異なるのかを調べ
るため、分光器の波長を掃引して蛍光スペクトルを測定した。図 6 に示すように、Rho6G 水溶
液の蛍光は 532 nm 励起の場合、548、566 nm のいずれのピークでもピークの半値全幅はバルク
のものよりもかなり狭い。このことは、バルクでの蛍光分光よりも気相での蛍光分光の方が分

 

図 3. 本研究で設計した加速電極の組図. 加速電極
のリング電極部に平凸レンズを収め、上部のステー
ジに直角プリズム、コリメータレンズを設置した. 

 
図 4. レーザー照射後の PMT の時間応答. (a) 
レイリー散乱光観測時(分光器波長: 532 nm). 
(b) トラップした気相 Rho6G イオンの蛍光
観測時(分光器波長: 548 nm). 

 
図 2. 製作したリング電極の図面 



子由来の蛍光特性を高分解能
で観測できることを示唆して
いる。  
 上記の気相 Rho6G イオンの
蛍光測定が終わった後、実験開
始から終了するまでの実験条
件の変化を調べるため、液滴ノ
ズルのリザーバー内を超純水
に置換し、水液滴を用いて質量
スペクトルを測定した。その結
果、図 5c に示すように水クラ
スターの信号の他に、Rho6G 試
料に由来すると考えられる非
常に強いイオン信号が観測さ
れた。これはリング電極部に沈
着した Rho6G の汚れが赤外レ
ーザー光でアブレーションし、水液滴の
赤外レーザー蒸発時に生成するプロト
ンと結合することで強く観測されるイ
オン信号であると考えている。またこの
イオンは RF(500 kHz, 1080 V)を印加す
ると容易にトラップできることも合わ
せて確かめた。この時、最も低質量側に
は Rho6G の 1 価イオンが観測されてお
り、条件を整えればこのイオン種のみを
トラップすることも可能であると考え
ている。 

＜3. Mb の質量スペクトルとイオントラ
ップ＞ 
図 1 の装置を用いて pH 2.1 と pH 7.0

の 2 種の溶液で得られた質量スペクトル
(図 7a,c)を示した。pH 2.1 では Mb の 1 価
から 3 価までの親イオンが顕著に観測され
るが、pH 7.0 では観測される親イオンの価
数は低価数側にシフトし、イオン強度も弱
くなる。これは酸性条件ではプロトンイオ
ンが試料溶液中に大量に存在するため、観
測されるイオン強度は大きくなり、価数は
高い方にシフトすることで説明できる。図
7b,d には、リング電極に高周波電圧を印加
して測定した 2 種の質量スペクトルを示し
た。いずれも Mb の 2 価の領域を選択的に
トラップした。pH 7.0 のスペクトル(図 7d)
では、Mb の 2 価だけではなく、Mb の 3 価
も同時にトラップされ、観測されるピーク
もややブロードになる。これは、pH 7.0 で
は気相生成される Mb2 価のイオン量が極
めて少ないため、Mb2 価の領域のみを選択
的にトラップできる RF 条件が無いためである。 
＜4. Mb の気相共鳴ラマンスペクトル(pH 7.0)＞ 
図 8 に pH 7.0 で得られた気相/溶液共鳴ラマンスペクトルを示した。スペクトル a は Mb 水溶

液の吸収極大 407 nm に励起波長を合わせて測定した水溶液(pH 7.0)の共鳴ラマンスペクトルで
ある。1378 cm-1と 1486 cm-1に 2 種のピークが観測されるが、これは酸化型 Mb ヘムの高スピン
状態で顕著に観測されるポルフィリン骨格の C-N および C-Cm 伸縮振動に帰属できる。これ
らスペクトルの特徴は、通常のメト Mb の共鳴ラマンスペクトルの形状とよく一致する。図 8b
に励起波長 395 nm で得られた気相共鳴ラマンスペクトルを示した。この励起波長は、気相 Mb
イオンの紫外光解離スペクトルで得られるピークの極大に一致している。1364 cm-1に観測され
ているピークは、鉄 2 価でみられる C-N 伸縮振動のピークとよく一致している。このことは、
観測されているヘム構造が酸化型ではなく還元型であることを示している。また 1479 cm-1に溶
液でも観測された C-N と C-Cmの伸縮振動が観測された。また 1648 cm-1には、C-C伸縮振動
に相当するピークも明確に観測されている。このことは、水溶液に比べて、気相では得られて
いる振動スペクトルのピークがシャープであること示唆している。得られたスペクトルに観測
されている構造を帰属するため、理論計算値との比較を行った。その結果、鉄 2 価で低スピン

 
図 6. Rho6G の蛍光スペクトル. 赤は気相イオン
状態での測定結果、青は水溶液中で測定したバル
ク状態での測定結果を示す. 

図 5. Rho6G の質量スペクトル. (a) トラップ時間 0 ms, (b) 
トラップ時間 70 ms, (c) トラップ時間 0 ms(測定試料は超純
水), (d) トラップ時間 70 ms(測定試料は超純水). 

図 7. Mb の質量スペクトル. (a) pH 2.1, イオン
トラップなし, (b) pH 2.1, イオントラップあり
(70 ms), (c) pH 7.0, イオントラップなし, (d) 
pH 7.0, イオントラップあり(70 ms). 



状態(S=0)のヘム構造のスペクトルと非常に良い一致を示し
た。特に、1000-1700 cm-1 の間に計算されるピークは実験値
と非常に良い一致を示している。以上の結果は、気相でも
水溶液中と同じ 6 配位型の構造(ポルフィリン骨格、ヒスチ
ジン、水分子から成る配位様式)が実験的に観測されている
ことを意味している。気相単離の前後でヘム中の鉄原子の
価数が減少しているが、これは入射光に用いているナノ秒
パルスレーザーによって光還元が生じたためと考えられる。
得られた気相共鳴ラマンスペクトルに非共鳴なラマンバン
ドが観測されていないことを確認するため、励起波長を 407 
nm に固定した測定した共鳴ラマンスペクトルを図 9a に示
している。この条件では励起波長が 395 nm の場合と比べて、
得られるラマンスペクトルの形状が大きく異なる。特に
1600 cm-1よりも高波数側で相対的に信号強度が高くなる。
この傾向は非共鳴な条件で計算した振動スペクトルの形状
と良く一致している。このことから、励起波長 395 nm の条
件では、明確な気相共鳴ラマンスペクトルが得られている
と結論できる。 
＜5. ミオグロビンの気相共鳴ラマンスペクトル(pH 2.1)＞ 

図 10 に pH 2.1 で得られた共鳴ラマンスペクトルを示す。
スペクトル a は Mb 水溶液の吸収極大 359 nm に励起波長を
合わせて測定した水溶液(pH2.1)の共鳴ラマンスペクトルで
ある。スペクトル a では、C-Cm に帰属できる 1456 cm-1の
ピークおよび、C-C伸縮振動に帰属される 1629 cm-1 が相
対的に大きな強度でブロードに観測された。一方、図 8a で
比較的強い強度で観測されていた1378 cm-1のピークは相対
的に弱い。このスペクトルの特徴は、励起波長が 360 nm 付
近で得られるスペクトルの形状とよく一致する。この酸性
条件では、光還元された 4 配位型のヘム構造が生成するこ
とが従来より知られているが、得られたスペクトルの形状
が極めてブロードであるため、明確な構造の帰属は困難で
ある。しかし、このブロードなスペクトルの特徴は、タン
パク質中のヘム構造の位置が固定されていないフレキシブ
ルな構造になっていることを意味していると考えられ、配
位がポルフィリン骨格のみの 4 配位型構造を示唆するもの
である。一方、図 10b に示した気相の共鳴ラマンスペクト
ルでは、pH 7.0 の気相スペクトルとは異なり、1676 cm-1付
近で強いピークが観測されている。また観測されたスペク
トルは pH 7.0 のものに比べてブロードな形状となっている。
構造の帰属を行うため、振動計算を行った結果を図 10c に
示す。その結果、鉄 2 価の高スピン状態(S=2)で得られたス
ペクトルの形は、気相共鳴ラマンスペクトルと非常に良く
一致している。このことは、気相中で観測されている構造
が、5 配位型の構造であることを示している。pH 2.1 の水溶
液中でのヘム構造は 4 配位型と帰属されているが、本結果
は、このヘム構造が気相単離されることにより、鉄原子と
ヒスチジンのイミダゾイル基との間に配位結合が形成され
ることを示している。このことは、変性構造であった Mb
が、気相単離によって、天然体に近いフォールディングな
構造を回復することを意味している。 
＜6. 成果の国内外における位置づけとインパクト＞ 
本研究は、従来かけ離れていると思われていた巨大生体

分子の構造解析と気相振動分光を結びつける先駆けと位置
づけられる。本研究により、タンパク質が気相中でどのよ
うな安定構造を形成するのかが明らかになれば、これまで
の溶液での構造解析の結果と比較することで、タンパク質
の構造に与える溶媒効果の本質を明らかにできる。これは
従来より注目されてきた「生体分子と水」との関係を明ら
かにする有力な結果に繋がると期待される。特に本研究で
は、気相中の Mb ヘムに水分子が配位していることを明らかにしたが、このことはヘム構造へ
溶媒である水分子が強く関与していることを示唆する結果である。この点は現状の生体分子の
気相分光分野に止まらず、溶液や結晶を利用したタンパク質の構造に関する研究に有益な情報
を与えていると考えられる。また今後、Mb の酸素クラスターへ系を拡張していくことで、Mb

 
図 8. Mb の共鳴ラマンスペク
トル . (a) 水溶液(pH 7.0), (b) 
気 相 , (c) 理 論 計 算
(B3LYP/cc-pVDZ level).  

 
図 9. Mb の気相共鳴ラマンス
ペクトルと理論計算. (a) 励起
波長 407 nm, (b) 励起波長 395 
nm. 黒のスペクトルはいずれ
も理論計算値(B3LYP/cc-pVDZ 
level). 

 

図 10. Mb の共鳴ラマンスペク
トル . (a) 水溶液(pH 2.1), (b) 
気 相 , (c) 理 論 計 算
(B3LYP/cc-pVDZ level). 



が生体中で酸素の貯蔵を担う本質的な理由や、構造的な優位性を解明できる可能性がある。こ
のことは、本研究が物理化学の枠を超えて、生化学や生物分野へ新たな知見を与えることを意
味しており、その波及効果は極めて大きい。 
＜6. 今後の展望＞ 

本研究では、気相中でヘムタンパク質の共鳴ラマンスペクトルを測定することと、気相中で
生じる動的な構造変化を明らかにすることを目標としてきた。前者に関しては十分な成果を上
げることができたと考えられるが、後者に関しては十分な成果を上げることができなかった。
この最大の原因は、本研究で用いた分光器の分解能が悪く(30 cm-1 程度)、得られる振動スペク
トルがブロードになってしまったことである。そのため、イオントラップ中で生じる微細な構
造変化を十分に捉えるに至らなかった。そこで今後の研究では、より分解能の高い分光器の導
入と、幅広い波長領域の共鳴ラマン散乱光を一度に観測できる CCD 検出器の導入を同時に進
める予定である。これにより、巨大生体分子が気相単離の過程でどのような構造変化を起こす
のかを追跡できるため、「生体分子と水」との関係をより詳細に議論できると期待している。 
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