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研究成果の概要（和文）：金属酵素は金属イオンの電子状態を上手く操作することで機能発現していることが知
られているが、市販のESR装置では半整数スピンをもつもののみが研究対象であった。そこで、すべての金属酵
素を測定対象とすべく高周波数・強磁場ESR装置の開発および金属酵素のESR信号検出に取り組んだ。
これまでに開発してきた高周波数ESR装置では感度不足なため金属酵素のようなスピン濃度希薄系では信号が観
測できないことが分かった。そこで従来より1,000～1,000,000倍高出力なジャイロトロン高周波数発振器を利用
したESR測定に取り組み、世界で初めて金属タンパク質由来のジャイロトロンテラヘルツESR信号の観測に成功し
た。

研究成果の概要（英文）：The function of metalloprotein has a relationship with the electron 
structure of metal ion in the active site. The conventional EPR, however, can detect signals from 
metalloproteins with half interger spin system. Thus we have developed high frequency and high field
 EPR spectroscopy.
The EPR transistion of metalloproteins was not observed by using reacently developed high frequency 
EPR spectroscopy since metalloprotein has only one metal ion in the large macromolecule. To increase
 the sensitivity of high frequency EPR, we have utilized gyrotpron THz osillator as a light source, 
which was one thousand to one million higher power. 

研究分野： 生物物理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高検出感度である熱検出器および高出力発振器であるジャイロトロンを利用することで、これまで不可能だと考
えられていた金属タンパク質の高周波数・強磁場電子スピン共鳴（ESR）信号の観測に成功した。これにより市
販の装置で信号検出できる金属タンパク質以外の試料や反応中間体も研究対象となることが明らかになった。ま
た、ジャイロトロンを利用した最大出力テラヘルツ光を利用することで、市販の装置ではESR信号を飽和させる
ことのできない金属タンパク質も飽和させられることが明らかになった。この現象は通常のESRより発展的な測
定法である電子-核二重共鳴法（ENDOR）への応用が可能であることを示している。

※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 
 
金属タンパク質、金属酵素は、その活性中心に含む『遷移金属イオンの電子状態や配位構造を

上手く変化させ、 多種多様な化学反応を触媒する』 重要な生体内キープレイヤーである。特に
金属酵素の代表格である『ヘム酵素』は、 その活性中心に鉄イオンを含む、プロトポルフィリ
ン IX（ヘム）を有する。このヘム鉄の電子状態や配位構造の詳細な情報を解析することは、 ヘ
ム酵素の生理学的な機能を正確に理解するのに必要不可欠である。このような情報を詳細に検
出できる最も適した物理化学的手法が、『電子スピン共鳴法』（Electron Spin Resonance：『ESR』）
であり、これまで多くのヘム酵素の研究において『ESR』が主役を担ってきた。しかし市販 ESR
装置ではヘム鉄イオンが Fe3+（スピン量子数 S = 5/2、1/2）などの半整数スピン系を持つ時のみ
が測定対象となり、生理的活性を有する整数スピン系 Fe2+（S = 2）や反応中間体（S = 1, 2…）
等は、測定不可能であった。これは市販の装置では整数スピン系の ESR 遷移を観測するのに必
要な周波数、磁場ともに不足しているたけである。このような背景があり、2000 年代に入り世
界中で高周波数・強磁場 ESR 装置の開発が盛んとなってきた。市販の装置では空洞共振器を使
用することで装置の高感度化が行われているが、高周波数 ESR で使用されるマイクロ波は波長
が mm サイズ以下になるため、空洞共振器による高感度化が不可能である。そのため、高周波
数・強磁場 ESR 装置による研究は磁性体などに留まっていた。 
 
２．研究の目的 
 
 金属タンパク質や金属酵素はアミノ酸から成る巨大な高分子中にひとつしか金属イオンが存
在しない。またタンパク質や酵素はたくさんの水分子に囲まれており、濃度を上昇させることが
困難である。このように金属タンパク質・金属酵素中の金属イオンから ESR 信号を取り出すこと
は困難である。高周波数・強磁場 ESR では上述のとおり、感度が低いことがネックとなり、生体
分子への研究が進んでいない。そこで、本研究では金属タンパク質の ESR 信号が可能な装置開発
に取り組む。 
 
３．研究の方法 
 
 以下、2種類のアプローチから高周波数・強磁場 ESR 装置による金属タンパク質の ESR 信号観
測に挑戦する。 
① 市販の装置の高感度化は空洞共振器と磁場変調の利用により達成されている。ところが、こ

れら 2つを現在開発している高周波数・強磁場 ESR 装置に組み込むことは技術的に困難であ
る。そこで、信号検出系をメンブレン検出法および熱検出法にすることで高感度化を行う。 

② 通常の高周波数マイクロ波の発振器はガンダイオード発振器による逓倍波などを利用する
ことから発振強度が mW～µW レベルとなる。ESR 測定では発振周波数による信号の飽和が起
こらない限り、高強度光の方が信号強度は増大する。つまり高出力高周波数マイクロ波の利
用によって高感度な測定が期待できる。そこで高出力が期待できるジャイロトロン発振器を
利用し、金属タンパク質由来 ESR 信号の観測を目指す。 

 
４．研究成果 
① メンブレン検出および熱検出高周波数・強磁場 ESR 装置は神戸大学分子フォトサイエンス
研究センター設置の分光器を利用した。まず初めにメンブレン検出法による金属タンパク質由
来高周波数 ESR 信号の検出を目指した。当装置では粉末試料のみが測定対象であった。しかしタ
ンパク質試料は大量の水を含有するため、水溶液試料の測定ができるように試料ホルダーの開
発を行った。新しい試料ホルダーで Fe3+ミオグロビン（Mb）についての測定を行ったが、開発し
た試料ホルダーでは供することのできる試料量に制限があり、信号検出に十分なスピン量を持
った試料を供せないことが明らかになった。そこで試料濃度を高めることで信号検出に至らな
いか検証を行った。遺伝子組み換え大腸菌を利用して大量にマッコウクジラ由来 Mb を発現させ、
高純度になるように精製を行った。この試料を限外濾過によって 20mM 程度の Mb になるまで濃
縮を行った。ここでさらに高濃度化できるように凍結粉末状にした。この試料について ESR 測定
を行った結果、信号観測はさらたが、ベースラインの再現性に問題があることが明らかになった。
これはメンブレンの外部振動によるものだと考えられる。 
 そこで検出法を熱検出型に変更して同様の測定を行った。熱検出型では試料ホルダーが金属
製であることから、上述の外部振動が避けられると予想された。そこで高濃度化・凍結粉末化し
た試料を銅製ステージに設置し、高周波数・強磁場 ESR 測定を行った。その結果、Fe3+Mb の多周
波数で強磁場 ESR 信号の検出に成功した。これは熱検出 ESR 法において世界で初めての金属タ
ンパク質の ESR 信号の観測である。 
② ジャイロトロン発振器を用いた金属タンパク質の ESR 測定はこれまでに行われていない。そ



こで、福井大学遠赤外領域研究開発センターで開発されているジャイロトロン発振器を利用
して、金属タンパク質の高周波数・強磁場 ESR 信号の観測を行った。一般的に Fe3+Mb の ESR
信号は高強度マイクロ波でも信号の飽和は観測されないと知られている。そこで高感度測定
のため、最大出力でジャイロトロンより 154 GHz を発振し、Fe3+Mb の ESR 測定を行った。そ
の結果、予想に反して信号が観測されなかった。そのため、発振強度を 125 mW まで下げて
測定を行ったところ、強い ESR 信号が観測されることが明らかになった。これは世界初の金
属タンパク質のジャイロトロン ESR 信号の観測である。また今回の研究により高出力ジャイ
ロトロンを利用することで、Fe3+Mb の ESR 信号を飽和させられることが明らかになった。ESR
信号を飽和させることができると、他の電子⁻核二重共鳴法などの先端的測定に利用できる。
今後は先端的測定法への開発も視野に入れた分光器の開発も行う。 
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