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研究成果の概要（和文）：本研究では超臨界水条件などの高圧・高温条件（圧力22.1 MPa以上、温度 374 ℃以
上）での円二色性計測に必要な要素技術の開発と評価を目的とした。まず高圧・高温条件での光学セルシステム
として、光学窓としてYAGセラミクス窓を採用したものを開発した。本セルにて圧力として40MPa以上、最大温度
400℃までの超臨界水条件を超えた昇圧・昇温試験に成功した。また短時間で円二色性スペクトルが計測可能な
分光システムを開発した。開発したセル等を用いて、標準的試料の円二色性スペクトル測定を行い、S体とR体で
逆符号の円二色性ピークを確認するなど、本システムにおいて円二色性の測定に成功した。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study was to develop and evaluate the technologies 
required for circular dichroism measurement under high-pressure and high-temperature conditions 
(pressure above 22.1 MPa and temperature above 374 °C) such as supercritical water conditions.　
First, an optical cell system for high-pressure and high-temperature conditions was developed by 
using a YAG ceramic window as an optical window. The cell was successfully tested at pressures of 40
 MPa or higher and temperatures up to 400°C, exceeding the supercritical water conditions. We have 
also developed a spectroscopic system that can measure circular dichroism spectra in a relatively 
short time. Using the developed cell and others, we measured the circular dichroism spectra of 
standard samples and observed circular dichroism peaks with opposite signs for S- and R-isomers, and
 successfully measured circular dichroism with this system.

研究分野： 分光分析、量子ビーム利用、キラル科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本システムにおいて超臨界状態等の高温・高圧条件での分子構造変化の時間変化の測定が可能になる。近年、
100 ℃を超えても活性を失わない超耐熱性タンパク質の発見や、高圧・高温水を用いたタンパク質の加水分解に
よるペプチドやアミノ酸の低コスト作製方法などが報告されており、本システムによって高圧・高温条件におい
て、タンパク質等のキラルな分子・高分子の構造変化や反応を詳細に調査することができる。また他にも薬品等
の滴下からの時間変化（ストップフロー測定）などにも応用できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 円二色性(Circular Dichroism: CD)は、左円偏光と右円偏光での光吸収の差分であり、この円
二色性スペクトルの測定はタンパク質やアミノ酸などのキラリティをもつ分子・高分子の分子
構造解析や医薬品等のキラル純度の決定などに広く用いられており、紫外線から赤外線では広
く装置が市販されている。例えばタンパク質の二次構造（αヘリックス、βシート、βターンな
ど）で円二色性スペクトルが異なることを利用し、測定したスペクトルと既知のスペクトルデー
タベースを用いることで、タンパク質の二次構造の含有率の解析等が行われている。 
 円二色性の大きな特徴として、結晶構造解析等と比較して、温度、pH、薬品添加などにおける
測定対象の分子構造・高次構造の変化を比較的容易に追跡できる点が挙げられる。温度変化に関
しては、その変化範囲は水溶媒では通常最大 100 ℃に限定される。近年、100 ℃を超えても活
性を失わない超耐熱性タンパク質の発見や、高圧・高温水を用いたタンパク質の加水分解による
ペプチドやアミノ酸の低コスト作製方法などの研究開発が報告されている。しかし高圧・高温条
件において、タンパク質等のキラルな分子・高分子のどのような構造変化や反応が起きているか
は調べられておらず、特に高圧・高温な超臨界水中での円二色性測定の報告例は提案者の知る限
り無い。 
 
２．研究の目的 
 上記より、本研究では超臨界水条件などの高圧・高温条件（圧力 22.1 MPa 以上、温度 374 ℃
以上）での円二色性計測を実現するために必要な要素技術として、高圧・高温条件での溶液用の
光学セルシステムの開発、ならびに比較的短時間で円二色性スペクトルを計測可能な分光計測
システムの開発、ならびに各開発技術の評価を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 高圧・高温条件での溶液用の光学セルシステムの設計と開発をまず行った。セルの本体材料や
フランジなどの主な部品の材料として、耐熱合金であるハステロイ合金を採用した。またフラン
ジなどの部品間の締結方法として、耐圧性の高い金属製 Cシールを用いたものを選択した。光学
測定に重要な光学窓の材料として、YAG（イットリウムアルミニウムガーネット）セラミクスを
採用し、直径 2 mm 程度の光に対する開口部を設けた。高圧セル等で一般的に用いられる光学窓
の材料は、主に耐圧性や透過性の高さからサファイアを用いることが多い。しかしサファイアは
異方性結晶のため、直線複屈折という垂直・水平直線偏光での屈折率が異なるという光学特性を
持つ。円偏光の左右に対する吸収率の差である円二色性とは一見無関係に思えるが、直線複屈折
のような直線偏光に対する異方性が、円二色性のような円偏光に対する異方性の測定に影響を
与え、更に一般的に直線偏光に対する異方性の方が円偏光に対する異方性よりも非常に大きい
ため、多くの場合で正確な測定を阻害する要因になる。このため円二色性計測用の光学セルの窓
材には、サファイアのような直線異方性を有する材料は適さない。そこで耐圧性、透過性ともに
サファイアに匹敵し、かつ透明セラミックスのため異方性を有しない YAG セラミックスを光学
窓に選定した。 
 円二色性スペクトルを計測可能な分光計測システムとして、圧力・温度変化中などの構造変化
を観測できるようにするために比較的短時間で測定可能なものの開発を目指した。一般的に円
二色性計測においては、円偏光の左右を光弾性変調子と呼ばれる光学機器で高速で切り替え、切
り替え周波数と同じ信号成分をロックインアンプなどで検出する。光弾性変調子の動作パラメ
ータは光の波長によって異なるため、分光器等で単一の波長にしてから、波長ごとに円二色性強
度を計測して、スペクトルを得ている。そのため条件にもよるが 10分以上は測定時間がかかる。
そこで光弾性変調子やロックインアンプなどを用いず、高感度なマルチチャンネル分光器等を
用いて、円二色性スペクトルを計測可能な分光計測システムを構築した。 
 
４．研究成果 
 
 図１(a)に開発した高圧・高温条件に対応可能な溶液用光学セルの外観を示す。ヒーターによ
り加熱と熱電対による中心部の温度計測を行い、ヒーター電源の ON/OFF により温度の制御を行
う。また外部の高圧ポンプを用いることで加圧を行うことができる。また本光学セルの光路長は、
部品を変更することで、最短 2 mm、最長 10 mm、他に約 3 mm と 4 mm を選択でき、試料の種類や
濃度に応じて適切な光路長を選択できる。 
本光学セルの耐圧・温度制御試験を行った結果、圧力として 40 MPa 以上、最大温度 400 ℃ま

での昇圧・昇温に同時に成功した。本セルは超臨界水条件である圧力 22.1MPa 以上、温度 374℃
以上の耐圧性、耐高温性を有していることが明らかになった。 
図１(b)に開発した円二色性スペクトルを計測可能な分光計測システムの外観を示す。光源と

してレーザー駆動のキセノンランプを用いた。このランプからの光をアルミコートされた非軸
放物面鏡を準平行光にした後、深紫外領域まで透過できる直線偏光プリズムで 45°の直線偏光



にし、更に広帯域の 1/4 波長板（対応波長 200～400 nm）により円偏光にした。直線偏光プリズ
ムならびに広帯域 1/4 波長板は面内回転ステージに設置されており、特に広帯域 1/4 波長板の
面内角度を 0°から 90°毎に変えながら測定することで、円偏光の左右の切り替えを行った。ま
たアパーチャーで不要な光を除去し、試料セルを透過させた後に、集光レンズで光ファイバーに
集光し、最終的には高感度なマルチチャンネル分光器で透過光強度スペクトルを計測した。試料
濃度やセルにもよるが、一回の強度スペクトル計測における露光時間は数十ミリ秒～200 ミリ秒
程度であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 1 (a) 開発した高圧・高温条件に対応可能な溶液用光学セルの外観 

(b) 開発した円二色性スペクトルを計測可能な分光計測システムの外観 
 
システムの評価のために、円二色性の標準的な試料であるカンファスルホン酸アンモニウム

に関して、それぞれ逆の円二色性を示すエナンチオマーである R体と S体の水溶液を調製した。
濃度に関しては、R体は約 1%、S体は約 0.6％とした。カンファスルホン酸アンモニウムは波長
290 nm 付近に、R体はマイナス、S体はプラスの円二色性ピークが観測されることが知られてい
る。 
 まず一般的なセル長 10 mm の石英製光学セルを用いて、本システムの評価を行った。広帯域
1/4 波長板の面内角度が、0°、90°、180°、270°での光吸収スペクトルを計測した。円二色性
信号は、例えば面内角度 0°と 90°の場合の光吸収強度の差分から得ることができる。ここで
R-カンファスルホン酸アンモニウム水溶液の円二色性スペクトルの、面内角度 0°と 90°の場
合、面内角度 180°と 270°の場合、およびその平均の結果を図 2(a)に示す。ここでそれぞれの
スペクトルは 3回測定を行い、その平均を取った。面内角度 0°と 90°の場合と面内角度 180°
と 270°の場合とで、スペクトルの形状はほぼ同じだが、円二色性のベースライン（強度ゼロ付
近）の信号が異なることがわかる。これは光学系の不完全性（直線偏光子や広帯域 1/4 波長板の
角度のずれなど）に由来するものと思われる。広帯域 1/4 波長板の面内角度を単に 0°と 90°だ
けで測定するだけでなく、測定角度条件を増やすことでベースラインを減らせることが分かる。
以下の測定は同様の角度、積算条件で測定を行った。 
 

 
 
図 2 (a) R-カンファスルホン酸アンモニウム水溶液の円二色性スペクトル； 赤線：面内角度
0°と 90°の場合、青線：面内角度 180°と 270°の場合、黒線：その平均、(b)測定した 0.6% S-
カンファスルホン酸アンモニウム水溶液（黒線）、1% R-カンファスルホン酸アンモニウム水溶液
(赤線)の円二色性スペクトルの結果、(c)開発した光学セル（セル長 10 mm）での 0.6% S-カンフ
ァスルホン酸アンモニウム水溶液の円二色性スペクトル 



 広帯域 1/4 波長板の面内角度条件を 0°、90°、180°、270°で計測した 0.6% S-カンファス
ルホン酸アンモニウム水溶液と、1% R-カンファスルホン酸アンモニウム水溶液の円二色性スペ
クトルの結果を図 2(b)に示す。なおここではスペクトルの長波長付近の信号をゼロにするよう
に補正を行っている。また濃度による規格化は行っていない。このように S体と R体とで、ピー
ク波長（約 290 nm）は同じで、強度が反対の円二色性スペクトルを測定することに成功した。 
 更に同じ測定条件で、開発した溶液用光学セルで 0.6% S-カンファスルホン酸アンモニウム水
溶液の円二色性スペクトルを室温・１気圧条件で測定し、ほぼ同じ円二色性スペクトルが測定で
きることを確認した（図 2(c)）した。 
今回の測定でトータルの露光時間は積算 1 回辺り 1 秒以下であり、面内角度の移動や測定プ

ログラムの自動化を行うことで、非常に短時間で円二色性スペクトル測定を行えることが分か
った。以上より、本研究の目的を適切に達成したと結論した。 
 将来的には光学系の改良等による測定システムの高度化等も含めて、本システムにおいて超
臨界状態などの高温・高圧条件での分子構造変化の時間変化の測定が可能になるだけでなく、薬
品等の滴下からの時間変化（ストップフロー測定）などにも応用できる。 
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