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研究成果の概要（和文）：結核菌のカタラーゼ‐ペロキシダーゼ (KatG)酵素における酵

素反応初期過程を時間分解電子スピン共鳴法で室温において観測した。KatG－アン

トラキノンスルフォン酸イオン（薬物）の複合体において、レーザー光照射による光

誘起電子移動反応を観測し、メチオニンカチオンラジカルと電子受容した薬物のアニ

オンラジカルで構成されるスピン相関ラジカル対をナノ秒領域で観測することに成

功した。この薬物は KatG ヘムポケット内部に存在し、近傍のヘム、トリプトファン、

チロシン残基を介して高速の電荷分離過程が起こっていることが明らかになった。  
 
 
研究成果の概要（英文）： To explore initial enzyme reaction processes in Mycobacterium 
tuberculosis Catalase-Peroxidase (KatG), time-resolved electron paramagnetic resonance 
(TREPR) method has been utilized. We have successfully detected the TREPR spectra of spin 
correlated radical pair polarization composed of methionine radical cation and radical anion of 
anthraquinone disulfonate at nanosecond time scale by the laser irradiation of 
KatG-anthraquinone disulfonate complex. It has been suggested that the quinine molecule is 
located inside the haem pocket region and that the fast, sequential electron transfer processes 
from the excited triplet quinine to methionine residue takes place via heam, tryptophan and 
tyrosine. 
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１．研究開始当初の背景 
リボヌクレオチドリダクターゼ(RNR)やカ

タラーゼ‐ペロキシダーゼ (KatG)酵素
などの様々な酵素反応において、ラジカル部
位の伝達過程がタンパク質内の多段階のプ
ロトン共役電子移動によって起こることが
知られている。いくつものアミノ酸残基を介
して、特定のアミノ酸残基がラジカル化され
ると言われている。しかしながらどのような
アミノ酸残基がラジカル伝達に重要な役割
を果たすのかなどの詳細な機構は分かって
いない。通常の光検出分光法などでは、ラジ
カル部位が伝達していく様子を直接観測す
ることは不可能であり、ラジカルの生成や消
滅のダイナミクスを直接実験的に調べる研
究が酵素反応においてほとんど行われてい
ない。 
さらに、酵素内部で生じた反応中間体につ

いてアミノ酸残基を含むラジカル対の立体
配置が電子的相互作用できまる電子伝達機
能をどのように制御するのかを実験的に決
定した研究例はない。 

三重項-三重項スピン分極移動は、励起エネ
ルギー移動や光誘起電子移動機構を調べる
有効な手段として以前から時間分解 EPR 法
による研究が行われてきた。特に光励起によ
って生成する励起三重項状態は、項間交差お
よび零磁場分裂相互作用の両者に大きな異
方性を持っている。このため、反応前駆状態
の分子配向に対する、生成系三重項状態の立
体的配置がスピン分極移動で生成する時間
分解 EPR 信号に大きな影響を与える。この性
質を利用することによって、タンパク質中に
おけるリガンドの立体配置や電子供与体-受
容体連結系の分子構造などナノスケールの
立体構造や反応機構を特徴づけることが可
能となる。このため、三重項-三重項スピン分
極移動機構の理論的研究は極めて重要であ
る。従来、スピン分極移動で生成する三重項
副準位の電子スピン状態分布はスピン角運
動量保存の観点で説明され、前駆三重項状態
の基底スピン関数の性質を見出す確率で決
まると考えられてきた。しかし、このような
考え方は量子論で示されたものではなく、三
重項スピン分極移動に対する理論的解釈は
未だに確立されていなかった。スピン分極移
動機構を精密な立体的配置の決定などに応
用するためにはこの機構に対する量子論的
取り扱いが必要であった。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、KatG 酵素による触媒反応の
初期過程を物理化学的に解明する。この目的
で、KatG タンパク質の表面領域に電子受容
体やトリプトファンを含むポリペプチド鎖
を分子認識させ、パルスレーザー光をトリガ
ーとして光誘起電子移動による芳香族アミ
ノ酸残基のラジカル化を行う。時間分解電子
スピン共鳴法や蛍光検出磁気共鳴法でこれ
らラジカルの反応過程を観測する。 
 
 
３．研究の方法 
 まず、確率リュービル方程式に基づいて、
スピン分極移動で生成する三重項スピン状
態の電子スピン状態分布を密度行列で表し、
反応前駆体におけるスピン状態の量子コヒ
ーレンスがどのように生成系のスピン分極
に反映されるかを一般化する。 

時間分解電子スピン共鳴法を用いて１）タ
ンパク質活性領域で運動中にあるリガンド
の運動経路や分子配向をスピン間相互作用
として検出し、タンパク質表面領域の立体構
造を特定する。次に、２）この領域における
リガンド－アミノ酸残基間の一重項－三重
項エネルギー差を特定し、電荷分離状態の電
子伝達に対する電子的相互作用を決定する。
最後に３）タンパク質表面領域のアミノ酸残
基からのラジカル転移過程を直接観測し、こ
のタンパク質におけるラジカル伝達過程の
移動経路を調べる。 
 
 
４．研究成果 
 図 1に電子供与体－受容体系の励起三重項
を経由する光誘起電子移動過程で三重項電
荷分離状態に生成する電子スピン分極のス
キームを示す。まず前駆状態である励起三重
項状態は図 1A)に示されるように、スピン軌
道相互作用に基づく項間交差によりゼロ磁
場下の固有状態である基底スピン関数(X, Y, 
Z)に対して異方的な分布を生じる。図 1B)の
外部磁場存在下では、三重項副準位に対する
固有関数はX, Y, Zの線形結合となっている。
このため、この基底関数の係数に応じて副準
位に対するポピュレーションが分配され、さ
らに量子コヒーレンスが生じている。生成系
の三重項状態では、前駆体三重項とは主軸が



異なる図 1C)のスピン基底関数(X’, Y’, Z’)に
よって外部磁場中の固有状態が表現されて
いる。(図 1D)このとき図 1 において、ゼロ磁
場下の基底変換(A → C)および、外部磁場導
入による基底変換(A → Bおよび C → D)を
表すユニタリ行列を用いて、前駆状態の固有
関数(1, 2, 3)から生成系の固有関数(1’, 2’, 3’)
への基底変換 UCS (B → D)を表現すること
ができる。 

 
図 1. 励起三重項状態を経由した三重項－三重項

電子スピン分極移動モデル 
 

確率リュービル方程式による取り扱いか
ら、この反応によって生成する図 1D)におけ
る電子スピン分極について、以下の 1) ～ 3)
が示される。 

1)  生成系の電子スピン状態分布を表す密
度行列ρRP1’2’3’は、前駆状態 B)で生じたポ
ピュレーションとコヒーレンスから構成
される密度行列ρT123と図 1 の B → D の
基底変換 UCS により、ユニタリ変換 
ρRP1’2’3’ = UCS-1ρT123 UCSで表現される。 

2) 反応が前駆状態の外部磁場下で生じた
量子コヒーレンスの発展する周期より十
分速い場合、このコヒーレンスは初期状態
のまま上記ユニタリ変換で生成系の電子
スピン分極に受け継がれる。 

3) 反応が前駆状態における量子コヒーレ
ンスの発展周期より十分遅い場合、外部磁
場下で生じたρT123 におけるコヒーレンス
は量子ビートを繰り返す。このことにより、
反応によって移動されるべきコヒーレン
スは事実上平均化を受けて消滅し、生成系
のスピン分極に受け継がれない。このとき
三重項機構による net な電子スピン分極
が現れる。 

 以上の理論的考察に基づき、時間分解 EPR
スペクトルのシミュレーションを行うこと
によって、様々な実験結果を合理的に説明す
ることができた。 
 例として、図 2 にフラーレンと亜鉛ポルフ 
ィリンとをジフェニルジシランで連結した
分子の光誘起分子内電荷分離過程を観測し
た結果を示す。レーザー励起後 1 マイクロ秒
以降に観測された時間分解 EPR 信号はフラ
ーレン励起三重項状態を経由して生成した 
 

図 2. フラーレン―ポルフィリン連結分子のレー

ザー光照射で得られた時間分解EPRスペクトルお

よび三重項‐三重項スピン分極移動モデルによる

シミュレーションから明らかになった電荷分離状

態の立体構造 
 
電荷分離状態に帰属された。上で述べた三重
項‐三重項電子スピン分極移動モデルに従
ってスペクトルシミュレーションを行い、電
荷分離状態の立体配置を図 2b のように決定
することができた。さらに交換相互作用の値
を得ることができた。この値から電子的相互
作用の大きさが4 cm-1と比較的小さいことが
分かった。この弱い相互作用から、電荷分離
状態における不対電子軌道間が直交した立
体配置(図 2b)のために軌道の重なりが小さく
なり、電荷再結合を大きく抑制していること
が具体的に明らかにされた。以上の結果は光
エネルギー変換効率の高いナノ分子システ
ムの設計において極めて有用なデータであ
る。 
 
 次に KatG－アントラキノンスルフォ
ン酸（薬物）の複合体において、レーザ
ー光照射による光誘起電子移動反応を
観測し、メチオニンカチオンラジカルと
電子受容した薬物のアニオンラジカル
で構成されるスピン相関ラジカル対を
ナノ秒領域で観測することに成功した。
得 ら れ た 測 定 結 果 か ら 、 こ の 薬 物 は
KatG ヘムポケット内部に存在し、近傍
のヘム、トリプトファン、チロシン残基
を介して高速の電荷分離過程が起こっ
ていることが示唆された。これまで、
77K における Kat 酵素反応中間体の電
子スピン共鳴測定では、ヘム近傍のチロ
シン残基が酵素反応によってラジカル
となっていることが報告されている。今
回の光ラジカル化による時間分解電子
スピン共鳴測定の結果から、室温では、
酵素反応においてメチオニンが酸化さ
れることを示した。以上のことから、本
酵素反応機構を明らかにする上で極め
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て重要な結果が得られたと考えている。 
得られた電荷分離状態による時間分解共

鳴スペクトルから、立体配置、距離や電子的
相互作用を特徴づけるための量子論に基づ
く解析手法を確立した。励起三重項状態の
量子コヒーレンスの効果を考慮に入れ
たスピン分極移動モデルを構築した。こ
のモデルにより電子スピン共鳴スペク
トルから、メチオニンラジカルにおける
立体構造、ラジカル対の相対分子配向、
ラジカル間の距離および交換相互作用
から得られる電子的相互作用の値を決
定しヘムポケット内部における薬物分
子の位置や電子的相互作用を同時に特
徴づけることに成功した。  
光合成光学系 II 反応中心において光電荷

分離状態の電荷再結合過程で生成する励起
三重項状態の時間分解電子スピン共鳴スペ
クトルを観測した。極低温では、電荷分離状
態における一重項から三重項ゼロ量子準位
への変換を経た三重項電荷再結合でアクセ
サリークロロフィルに生じた励起三重項状
態に帰属された。一方、89 K においては、ア
クセサリークロロフィルとフェオフィチン
の両者の励起三重項信号の重ね合わせによ
るスペクトルが得られた。さらに、この信号
は Zカノニカル成分の信号のみが著しく減少
した。以上の結果について、三重項スピン分
極移動機構に基づく解析を行ったところ、初
期電荷分離状態において異方的な一重項－
三重項スピン緩和が起こること、および三重
項電子スピン分極移動により、フェオフィチ
ン‐アクセサリークロロフィル間の三重項
エネルギー移動が起きることが明らかにな
った。この結果は 1)光励起初期過程で生成す
る初期電荷分離状態において、アクセサリー
クロロフィルとフェオフィチン色素分子間
で電子のホッピングによる交換が起こり、2)
生成した励起三重項状態においても両色素
間の励起子移動によるホッピングが起こる
ことを示した。この研究成果は高等植物の光
合成初期過程で起こる電子伝達経路を明ら
かにするものであり、今後さらに詳細な検討
を進めていく予定である。 
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