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研究成果の概要（和文）：生体内で起こる様々な化学反応を実現するのは酵素などのタンパク質である。タンパ
ク質研究において、反応サイトで化学変化する分子の立体的な構造変化をを捉えることは重要課題の一つである
が、その難易度は高い。本研究では分子の立体的構造に最も鋭敏とされるラマン光学活性（ROA）の利用によっ
てタンパク質内の化学反応を追跡する新手法の開発を行った。
本研究では微生物の光応答を担う光受容タンパク質を具体的な対象とした。種々の光受容タンパク質の反応中間
体を低温下で捕捉してラマン測定を行い、量子化学計算を併用した構造解析を行った。低温ラマン装置を拡張し
て、反応中間体の立体構造を取得するための低温ROA装置を製作した。

研究成果の概要（英文）：It is proteins that perform diverse chemical reactions in living organisms. 
In proteins, the visualization of three-dimensional structures of reacting molecules is one of the 
most important challenge. This research aimed to build up a new method using Raman optical activity 
(ROA) spectroscopy, which is very sensitive to three-dimensional (3D)　structure　of　molecules, to 
track the biochemical reactions.
We chose the photoreceptors of micro-organisms, such as microbial rhodopsins and photoactive yellow 
proteins, for the target of our study and planned to measure ROA of their photointermediates trapped
 at low temperature. As the first step for this ROA measurement, we measured the low-temperature 
Raman spectra of the photointermediates of various photoreceptors  and analyzed their structural 
changes in the photoreactions. Then, we extended our this Raman spectrometer to the low-temperature 
ROA spectrometer to obtain the three-dimensional structure information of photointermediates.

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
本研究で実施した光受容タンパク質の低温ラマン測定は良質な分子のスペクトルを得られる方法でありながら、
世界的にみても同様の手法を用いる研究グループがほとんど無い。そのため、独自性ある構造情報に基づいた研
究成果を発信することができる。さらに、これを発展させた低温ラマン光学活性(ROA)分光法は、今日広く利用
されるどの分光手法でも測定ができない、溶液中のタンパク質の反応サイトの立体構造変化を捉えられる方法と
なる。本研究はタンパク質研究において"今まで見えなかった構造を観測する"展開を開拓する取り組みである

※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 
酵素などのタンパク質は内部に化学反応を実現するための活性部位といわれるサイトを持ち、

このサイトは一般に単一の化学反応を高い効率で起こす。タンパク質はアミノ酸が立体的に連
なった高分子であるから、その内部で起こる化学反応もまた立体的な構造変化・化学変化の連続
である。その立体的な構造変化を正確に捉えることはタンパク質でおこる化学反応の真のメカ
ニズムを知ることにつながる。しかし、立体構造の動的な観測はタンパク質研究における最難関
の課題の一つであり、現在でもその状況は変わっていない。 
 通常、タンパク質の立体的構造を見るには、タンパク質の立体構造の全容が原子レベルで可視
化できる X 線結晶構造解析が最も強力である。しかし、反応サイトの分子の立体構造を結晶構
造から特定する場合、空間分解能が足らずに不明確あるいは誤った構造が報告されることもし
ばしばである。結晶構造解析の他に、タンパク質中で反応する分子の構造を観測する方法として
用いられる手法に（赤外・ラマンに代表される）振動分光法があるが、通常の振動分光法は分子
の立体的構造情報を取り出すことが原理的にできないといたった弱点がある。そこで、本研究は
分子の立体構造を取得可能なラマン光学活性分光法をタンパク質の活性部位の研究に応用する
ことを企画した。 
 
２．研究の目的 
ラマン光学活性（ROA: Raman optical activity）はラマン散乱光の右円偏光成分と左円偏光成分

の微差を計測する方法であり、その微差をプロットした ROA スペクトルは分子の立体構造に極
めて鋭敏であることが知られている。本研究は、微生物の光受容タンパク質を具体的な対象とし
て、ROA 分光法を用いた活性部位の立体構造変化の観測を目的とした。光受容タンパク質は発
色団と呼ばれる色素分子を内包したタンパク質群であり、発色団の光反応を通してイオンポン
プや光感知などの様々な機能を発現する。光受容タンパク質の反応中間体のうち、特に光エネル
ギーを分子の立体的ゆがみとして蓄積すると考えられてきた初期中間体の計測に焦点を当てた。 
 
３．研究の方法 
(研究対象) 
光受容タンパク質の多くは発色団の種類によって分類される。本研究では、レチナール色素を内
包した微生物型ロドプシンと、p-クマル酸色素を内包した光活性イエロータンパク質（PYP）、
およびテトラピロール色素を結合したシアノバクテリオクロム（CBCR）を対象とした。微生物
型ロドプシンは古細菌やバクテリアの膜に存在して、光駆動型イオンポンプ、イオンチャネル、
あるいは光センサーとして働く光受容体である。PYP はバクテリアの光センサーであり、CBCR
はシアノバクテリアに存在して緑/赤など 2 色の光を感知し分ける光センサーとして知られる光
受容タンパク質である。 
 
(方法①：低温トラップ法を利用したラマン・ROA スペクトル測定) 
本研究で目的とする光受容タンパク質の反応中間体の測定には低温トラップ法を利用する。

通常、光受容タンパク質を光励起して生じる反応中間体は、マイクロ秒からミリ秒の寿命を持つ
ものが多い。低温トラップ法は極低温下でこれら反応中間体の寿命を長くする、あるいは実効的
に捕捉する方法である。液体窒素温度（77K）から常温の間で測定温度を調節することで、光反
応で現れるすべての中間体に対してラマン測定を進めた。またこれら中間体の立体構造情報を
取得するべく低温 ROA 装置の開発を進めた。 
 
(方法②：量子化学計算による構造解析) 
量子化学計算を利用した振動スペクトルの解析によって経験的には知り得ない詳細な分子構造
を明らかにすることが可能である。ほぼ全ての振動バンドの特徴を量子化学計算によって再現
できれば、分子構造を決定することができる。光受容タンパク質の実測のラマン・ROA スペク
トルを、タンパク質環境を考慮した QM/MM 計算や単純化活性部モデルなどを用いてシミュレ
ートし、計算結果と実測スペクトルとの整合性に基づいて活性部位における発色団の構造決定
を行った。 
 
４．研究成果 
① 微生物型ロドプシン、光活性イエロータンパク質、シアノバクテリオクロムの低温ラマン・
ROA 測定 
 近赤外レーザーを光源とした低温ラマン装置を用いて、微生物型ロドプシン、光活性イエロー
タンパク質、シアノバクテリオクロムの光反応中間体に対して低温ラマン測定を実施した。この
ような計測を行うグループは世界的に見ても少ないため、独自かつ新規な反応中間体の構造情
報を得ることができ、これら光受容タンパク質の反応中間体に関する研究結果の一部を下記の
国際雑誌に公開した。特に、微生物型ロドプシンの一種であるナトリウムポンプロドプシンの研



究では、細胞内から細胞外への一方向性の Na+輸送機構において鍵となる発色団の構造変化を世
界に先駆けて観測して公表した。 
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 低温ラマン測定を行った光受容タンパク質の中には、光励起前の暗状態（反応の始状態）に類
似する強度のラマン信号が得られたものが複数あり、このことは低温下の ROA 測定が現実的で
あることを示していた。そのため、低温ラマン測定と並行して低温 ROA 測定装置の開発を進め、
製作した装置を用いて微生物型ロドプシン等の光反応中間体に対して低温 ROA 測定を実施し
た。得られた信号の再現性等の確認を行っている現状である。 
 
② 微生物型ロドプシンおよび光活性イエロープロテインの ROA 測定と量子化学計算 
 上記の低温測定のほか、種々の光受容タンパク質に対して常温下で光励起前の暗状態の ROA
測定を行った。微生物型ロドプシンや光活性イエロータンパク質が内包する色素の構造に対し
て、従来の振動分光法では得ることができない詳細な立体構造情報を取得することができた。例
えば、色素がどの方向に、どのようにねじれているかといった構造情報を量子化学計算の併用に
よって明らかにすることができた。これら ROA 測定から得られた研究成果の一部を下記の国際
雑誌等に公表し、量子化学計算などを利用したスペクトル解析について著書を執筆した。 
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