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研究成果の概要（和文）：非線形振動分光法の一種である、ハイパーラマン（HR）分光法によって、タンパク質
をはじめとした生体関連分子に関する新たな構造情報を得ることを目的とした。本研究では、タンパク質中のア
ミド結合のモデル分子であるN-メチルアセトアミドからのアミドバンドのHR分光法によるはじめての検出、二次
構造のHR分光法による判別可能性、トリメチルアミン-N-オキシドなどの浸透圧調整物質の水分子への摂動の水
分子の束縛回転モードからのアプローチ　が主な結果である。

研究成果の概要（英文）：This study aims to obtain structural information on biomolecules, including 
proteins, by using hyper-Raman (HR) spectroscopy, which is one of vibrational spectroscopies. First,
 we detected multiple amide bands originating from the peptide structure of N-methylacetamide by HR 
spectroscopy. Second, we characterized the secondary structures of several model peptides, whose 
molecular structures are well-defined, from the amide bands in the observed HR spectra. Third, we 
studied the hydration structures of water molecules in the vicinity of osmolytes, including urea, 
ter-butyl alcohol, and trimethylamine-N-oxide by HR spectroscopy. We focus on the librational bands 
of water originating from the hindered rotation in the low-frequency region. We show that HR 
spectroscopy can detect the change of the librational bands, which can be hardly detected by IR and 
Raman spectroscopy.

研究分野：分子分光学

キーワード： 非線形分光　ラマン分光　生体関連分子

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質などの生体分子の分子構造は、その機能を考えるうえで非常に重要である。水溶液中での構造は、生
体分子が機能を発現している状態であるにもかかわらず、研究することが難しく、新たな研究手法を探求する必
要がある。本研究では、非線形振動分光法の一種であり、これまでほとんど研究が行われていないハイパーラマ
ン分光によって生体関連分子に初めて適応した。結果として、従来の分光法と同様にタンパク質の二次構造を判
別できる点、従来の分光法では測定できなかった、生体関連分子による周囲の水素結合環境の変化など、新たな
知見を得ることができた。このように、生体関連分子を研究する手法として、HR分光法の可能性を開拓した。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 生体分子の構造に関する知見は、その機能を理解するために必要不可欠である。これまでにさ
まざまな手法が生体分子の構造の計測に利用されている。その中でも、振動分光法は振動スペク
トルを通じて、試料の形態を問わず分子の構造情報を得ることができる手法である。これまでに、
赤外吸収分光法およびラマン分光法が広く用いられ、液相中の分子構造を研究するために必要
不可欠な手法となっている。一方、赤外・ラマン分光法と同様の振動分光法であるハイパーラマ
ン（HR）分光法は、これまでに生体分子を研究するための手法としてほとんど用いられてこな
かった。HR散乱は 2光子が消失し、その和のエネルギーから分子振動分のエネルギーだけシフ
トしたエネルギーをもつ 1光子が散乱される現象である。HR散乱断面積は極めて小さく、測定
が困難であり、生体分子のみならずこれまで研究がほとんど進んでいない。 
 
２．研究の目的 
 HR 分光法を溶液中の生体関連分子へと応用する。HR 分光法では、赤外・ラマン分光法では
得られない分子構造情報が得られる可能性がある。また、赤外・ラマン分光法法では得ることが
難しい、低波数振動の情報を得ることができる。HR分光法を生体分子に適応することで、タン
パク質をはじめとする生体分子から、これまでに得られなかったスペクトル情報を取得できる
と期待される。生体分子自身の信号のみならず、水溶液中であれば水分子の信号に着目すること
で、周囲の水素結合環境についての構造情報を得ることが予想される。このように、HR分光法
の適応範囲を広げ、生体分子から構造情報を抽出する手法として確立することを目指す。 
 
３．研究の方法 
 微弱な HR信号を検出するために、我々の研究室で構築した高感度な HR分光計を用いた。ピ
コ秒レーザーの出力である 1064 nmもしくはその第二高調波である 532 nmを励起光とした HR
分光計、もしくはフェムト秒レーザーの出力の第二高調波である 515 nmのスペクトルを狭帯域
化し、ピコ秒化した光源を励起光とした HR分光計により測定を行った。分光計の高感度化を達
成したことにより、それぞれの測定において、これまでに不可能であった偏光解消度の測定を行
えるようになり、一部の測定では偏光を制御することで HR信号の偏光解消度を決定した。 
 水溶液系の測定においては、温度によって信号のピーク位置がシフトする可能性があるため
に高精度で温度調整が可能なキュベットホルダーに石英製のキュベットを入れ、測定を行った。 
 
４．研究成果 
 本研究で得られた成果は以下のように 3 つに大別できる。すべてすでに査読付き雑誌に掲載
されている。 
(1) ペプチド結合のモデル分子である N-methylacetamide (NMA)の測定 

NMA はペプチド結合を含む最小の分子であり、分光法におけるモデル分子として用いられ
る。振動分光法においては、ペプチド結合に特徴的なアミドバンドの研究に用いられている。
本研究では、HR 分光法によるアミドバンドの検出に世界で初めて成功するなど、以下のよ
うな結果が得られ、J. Phys. Chem. Lett., 12 4780-4785 (2021).として出版されている。 
 
HR分光法によるアミドバンドの検出 
 赤外・ラマン分光法では選択律から、アミドバンドの有無や強度が大きく異なる。赤外分
光法では主にアミド II バンドに着目した研究が行われている一方、ラマン分光法ではアミ
ド I および III バンドが主に研究されている。赤外分光法ではアミド I バンドは溶液中にお
いては水の変角振動に埋没してしまい、研究が難しい。また、可視光を励起光とした場合、
ラマン分光法ではアミド IIバンドは検出されないことが知られている。 
 図 1に NMA純液体から取得した、1064 nm 励起および 532 nm励起 HRスペクトル、532 
nm ラマンスペクトルおよび ATR 配置で取得した赤外吸収スペクトルを示す。HR、ラマン
および赤外吸収スペクトルは、互いに大きく異なっており、選択律の違いを反映している。
HRスペクトル中には、1665 cm-1, 1565 cm-1, 1375 cm-1, 1300 cm-1および 882 cm-1にそれぞれ
アミド I、II、S（CCH3 symmetric bend.）、IVaに帰属される信号が検出された。また、アミド
VIおよび IVb に由来するバンドが 631 cm-1および 598 cm-1に観測された。さらに、低波数
領域にアミド VIII（297 cm-1）および IX（198 cm-1）が観測された。このように、アミド Vを
除くアミドバンドの検出に成功した。 
 HR スペクトルで特徴的であるのは、アミド III および II バンドの相対強度が大きい点で
ある。これは赤外・ラマン分光法と相補的に HR分光法をアミドバンドの検出に用いること
ができることを示している。また、アミド Iバンドのピーク位置について、赤外吸収および
ラマンスペクトルではそれぞれ 1641 cm-1および 1651 cm-1に観測されているのに対して、HR
スペクトルでは 1665 cm-1と有意に高波数に観測された。このような赤外・ラマン・HRスペ



クトル間のピーク位置の違いは、アミド Iバンドで顕
著であるものの、他のバンドでは大きな違いは見ら
れない。このアミド Iバンドの分光法によるピーク位
置の違いを、ノンコインシデンス効果に帰属した。ア
ミド Iバンドは大きな極性をもつ C=O結合の伸縮振
動の寄与が大きく、各分子の C=O結合が双極子相互
作用を通じてノンコインシデンス効果を引き起こす
ことが知られている。本研究では、確立されている赤
外・ラマン信号のノンコインシデンス効果に加えて、
同効果により HR 信号もこれらと異なるピーク位置
を与えることを見出した。 
 
NMAのHRスペクトルにおける電子共鳴効果の検討 
 また、電子共鳴効果が NMAの HRスペクトルに与
える影響を研究するため、1064 nmと 532 nmの二つ
の励起波長において、アミドバンドの偏光解消度を
決定した。アミド IIおよび IIIバンドについて、1064 
nm励起では偏光解消度が 0.3に近い値であったのに
対し、532 nm 励起では 0.2 に近い値が得られた。励
起光を短波長化すると偏光解消度が 0.2 に近づくと
いうことは、一つの電子状態に共鳴していることを
示唆しており、本研究では 190 nmに存在する*遷
移に 2 光子共鳴していることが考えられた。一方、
アミド Iバンドについては 1064 nmおよび 532 nm励
起ともに偏光解消度は有意に 0.2 よりも大きな値に
なった。これは、アミド I バンドはアミド II、III バ
ンドとは異なる電子共鳴効果を受けていることを意
味している。この結果は、紫外共鳴ラマン分光による
NMAの結果と矛盾しないものである。 
 以上のように、モデル分子である NMAの HR分光
を行うことで、バンド強度・ピーク位置・励起波長依
存性・溶媒依存性など、基礎物理化学的な知見を多く
得ることに成功した。一方、より詳細な電子共鳴効果
のメカニズムや、ノンコインシデンスの起源につい
ては、今後の研究課題である。 
 

(2) モデルペプチドを用いた、HR分光法によるタンパク質二次構造決定の研究 
NMA の結果を踏まえ、HR スペクトルに基づいた二次構造の研究を行った。この結果は J. 
Phys. Chem. B 127 (30), 6675-6683（2023）. にて出版されている。水溶液中において二次構造
がよくわかっているモデルペプチドである、ポリ-L-リシン（PLL）、ポリ-L-グルタミン酸
（PLGA）、ポリ-L-オルニチン（PLO）を測定対象とし、温度および pHを制御することで二
次構造を変化させた測定を行った。PLL については、図 2 に示すように-helix およびラン
ダムコイル構造、PLGAについては、図 3に示すように-helix、-sheetおよびランダムコイ
ル構造とし、515 nmを励起光とした HRスペクト
ルを取得した。 
 -helixおよびランダムコイルについて、以下の
スペクトルの特徴が得られた。-helix では 1300 
cm-1付近のアミド IIIバンドが非常に幅広く観測さ
れた一方、ランダムコイルでは 1260 cm-1 および
1394 cm-1にアミド IIIおよび CCH3対称伸縮振動が
分かれて検出された。バンド強度について、-helix
ではアミド I バンドが II バンドよりも強く観測さ
れた一方、ランダムコイルではこれらが同程度で
観測された。これらは 3 つすべてのポリペプチド
でみられた共通の特徴である。-sheetについては、
アミド IIIはランダムコイルに近い特徴と、アミド
I および II バンドでは II の方が I より強いという
特徴が得られた。 
 これらの特徴に加えて、アミド Iバンドのピーク位置が 1660 ~ 1680 cm-1という非常に高
波数に観測されることを見出した。このピーク位置はラマン分光や赤外吸収で観測されるピ
ーク位置よりも 10 cm-1以上高波数である。この結果を確かめるために、PLGA について重
水を溶媒とした測定を行った。その結果、アミド Iバンドのピーク位置が有意に高波数に位

図 1 NMA 純液体から得られた HR
スペクトル（a: 1064 nm励起、b: 532 
nm 励起）、c; ラマンスペクトル、d: 
赤外吸収スペクトル 

図 2 PLLの HRスペクトル。 
a: -helix、b: ランダムコイル 



置していることが確かめられた。アミド I バンド
が高波数に観測された由来について、NMAで得ら
れていた結果と同様に、ノンコインシデンス効果
によるものと考えた。ポリペプチド分子内に多数
存在する C=O結合が、双極子相互作用によってノ
ンコインシデンス効果を受け、赤外・ラマン信号
と比べると、高波数に存在する振動モードがハイ
パーラマン散乱を強く放出する振動を与えたと考
えられる。 
 以上のように、HR分光法を用いて、二次構造が
良く規定されたポリペプチドを測定し、そのスペ
クトルの特徴と二次構造の相関を得ることができ
た。HR スペクトル中で認められたユニークな特
徴の一つは、他の振動分光法と比較してアミド I
バンドが高波数に存在することであり、赤外・ラ
マン分光法と相補的に用いることで、ノンコイン
シデンス効果を通して新たな構造情報が得られる
可能性がある。 
 

(3) 浸透圧調整物質の水溶液における水の低波数振動モードの研究 
 トリメチルアミン-N-オキシド（TMAO）や尿素は生細胞中において浸透圧調整物質として
働くことが知られている。しかし、その分子レベルの動作機序に関して、解明されていない
点が残されている。その中で重要な点は、これらの分子がタンパク質と直接相互作用するの
か、それとも周囲の水分子と相互作用して水素結合環境を変化させ、その水素結合がタンパ
ク質と相互作用するのか、という点である。本研究では、HR 分光法によってこれらの水溶
液を測定することで、新たな構造情報を得ることを目指した。従来の赤外・ラマン分光法で
は非常に高い濃度の水溶液について、OH伸縮振動に着目した研究が行われている。一方本
研究では、HR分光法によって水分子の librationalモード（束縛回転モード）が強く観測され
ることを用い、この低波数に現れる振動バンドが、生体に存在する分子濃度（~ M）でどの
ように振る舞うのかを明らかにした。この結果は Phys. Chem. Chem. Phys. 26 (16), 12397-12405 
(2024).として出版されている。 
 TMAO、尿素および TMAO に構造が近い tert-ブチルアルコール（TBA）の水溶液をさま
ざまな濃度で 532 nm励起 HR分光装置で測定した。その結果、これら 3つの分子の水溶液
で< 2 Mの領域では OH伸縮振動のバンドのピーク位置はほとんど変化しなかった。一方、
水分子の束縛回転運動に由来する librationalモードについては、TBAと尿素では純粋な水と
ほとんど変化が見られなかった一方、TMAO では濃度をあげるにつれてピーク位置が大き
く変化することを見出した。純粋な水と比べると、librational モードが 15~20 cm-1高波数シ
フトすることが観測された。OH 伸縮振動がほとんど変化しなかったのに対し、この
librational モードの変化は非常に大きい変化で
ある。これは、OH伸縮振動が 1分子程度に局
在化した分子運動であるのに対して、
librational モードは本質的に非局在化した振動
であり、これらが相関しないことを意味してい
る。Librationalモードのピーク位置を、室温で
測定した TMAOの水溶液と、低温で測定した
純粋な水で比較すると、TMAO から得られた
ピーク位置は 5℃程度の純粋な水のピーク位
置に相当することがわかった。これは、TMAO
が~1 M程度の濃度であるにもかかわらず、水
分子の束縛回転運動を低温環境のように強く
束縛していることを示唆している。 
 このように、束縛回転運動が TMAO分子に
よって強く束縛される原因について、先行研
究と比較することにより、TMAOが複数の水
分子と水素結合により強く結合し、錯体を形
成することに帰属した。TMAOは N-O結合に
おいて Nが正、Oが負に電荷をおびており、
O 原子に水分子が強く複数結合する。その水
分子にさらに複数の水分子が水素結合し、そ
の運動が束縛されることが提唱されている。
本研究で回転運動が束縛された水分子は、こ
れらのTMAOの周囲の水分子群であると考え
た。 

図 3 PLGAの HRスペクトル。 
a: -helix、b: -sheet、c: ランダムコイル

図 4 TMAO水溶液の HRスペクトル。 
a: 低波数領域、b: OH伸縮振動領域 



 以上のように、TMAO がつくる特異的な水素結合環境を HR分光法により明らかにした。
重要な点は、通常振動分光法で研究対象とされる OH伸縮振動領域にはほとんど変化が見ら
れず、librationalモードにおいてのみ大きな変化が観測された点である。Librationalモードは
低波数に位置するために赤外吸収では観測が難しく、ラマン分光では信号強度が小さいとい
う問題がある。本研究では、librational モードを高感度に検出できるという HR 分光法の特
徴を生かし、生体関連分子の構造にアプローチすることができることを示した。 
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