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研究成果の概要（和文）：わたしたちは、分子近接場振動分光法をもちいてタンパク質ダイナミクスを観測する
新しいプローブ開発を試みました。対称中心をもつ分子の共鳴ハイパーラマン過程では、その周辺にある分子か
ら分子間振電相互作用によりハイパーラマン散乱が観測されることが報告されています。エチオヘムは対称中心
がある分子で、ヘムタンパク質本来の活性中心であるヘムの代わりにタンパク質に再構成されます。本研究で
は、エチオヘム溶液において、溶媒やエチオヘムに配位しているイミダゾール分子からハイパーラマン散乱が観
測されました。この結果は、タンパク質の活性中心付近の局所タンパク質構造ダイナミクス観測の新たな手法の
可能性を示しました。

研究成果の概要（英文）：We tried to develop a new probe to selectively observe protein dynamics 
using molecular near-field vibrational spectroscopy. In resonance hyper-Raman processes for 
centrosymmetric molecules, it was reported that hyper-Raman scattering of their surrounding 
molecules can be observed due to intermolecular vibronic coupling. Etioheme is a centrosymmetric 
molecule and can be reconstituted into hemeproteins instead of heme as an intrinsic active site. In 
etioheme solutions, we were able to observe hyper-Raman scattering of the surroundings, such as 
solvent molecules and ligated imidazole molecules. These results indicates possibilities of new 
methodology for measurements of local protein dynamics around the active center in proteins. 

研究分野：振動分光学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
振動分光法をもちいると、サブナノメートルの空間分解能で化学結合の微小変化を検出できます。従来の時間分
解共鳴ラマン分光法によるヘムタンパク質の構造ダイナミクス観測では、プローブ部位が、ヘムとその軸配位子
であるアミノ酸残基、および芳香族アミノ酸残基に限定されていました。本研究では、第三のダイナミクス観測
プローブ部位としてこれまで観測ができなかったヘム周辺のアミノ酸残基の局所構造変化の時間分解計測法を開
拓しました。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

タンパク質ダイナミクス観測では、これまでに共鳴ラ
マン分光法により、補⽋分⼦族や芳⾹族アミノ酸残基の
振動バンドをプローブとして観測する実験研究が⾏われ
ているが、それ以外の部位では直接観測が困難であった。
2006 年に、対称中⼼をもつ β−カロテンの電⼦遷移が、近
接する溶媒分⼦のハイパーラマン散乱強度を著しく増⼤
させる現象が初めて報告された（Shimada, et al. J. Raman 
Spectrosc. 2006; J. Chem. Phys. 2008）。ハイパーラマン散乱
は、エネルギーωi の⼊射光に対し、エネルギー2ωi – Ω の
散乱光が発⽣する⾮線形ラマン散乱である。β−カロテン
の共鳴ハイパーラマン散乱は、低エネルギー側にある⼆
つの電⼦励起状態間の振電相互作⽤により発⽣する。こ
のとき、溶媒分⼦のハイパーラマン散乱も、溶質−溶媒分
⼦間振電相互作⽤により強度が増⼤し観測される。この
現象は、「分⼦近接場効果」と呼ばれている（図 1）。これを利⽤すれば、これまでサイレント
だったタンパク質内部の分⼦運動について新たな観測⼿法を創成できると考えた。 

 
２．研究の目的 

振動分光法をもちいると、サブナノメート
ルの空間分解能で化学結合の微⼩変化を検
出できる。従来の時間分解共鳴ラマン分光法
によるヘムタンパク質の構造ダイナミクス
観測では、プローブ部位が、ヘムとその軸配
位⼦であるアミノ酸残基、および芳⾹族アミ
ノ酸残基に限定される（図 2a）。プローブ部
位では、⾼空間分解能をもった⾼感度観測が
可能であるが、プローブ部位から離れた分⼦
運動はサイレントであった。本研究では、空
間分解能の⾼さを保ったまま第三のダイナ
ミクス観測プローブ部位として、タンパク質のアロステリック効果を⽣み出すのに重要なヘム
近傍のナノメートルスケールの局所構造変化の情報取得（図 2b）を⽬指す。 

 
３．研究の方法 
（1） 試料 

ヘムタンパク質内部における分⼦近接場効果の
効率を上げるために、補⽋分⼦族をヘムから対称
中⼼をもつエチオヘムに再構成する（図 3）。エチ
オヘムは、市販のエチオポルフィリンを原料に合
成する。ヘムの再構成は Neya らの⽅法（Biochim. 
Biophys. Acta 1989）をもちいる。ミオグロビンか
ら、酸性条件下でヘムをはずし、アポ体を調整す
る。その後、弱酸性（pH 6.5 付近）下で、エチオ
ヘムを再構成し、カラムクロマトグラフィーで精
製する。リガンド分⼦の結合は、タンパク質試料
溶液を気密性セルに⼊れ、試料をリガンド分⼦の
ガス雰囲気下で還元することで⾏う。 
（2） ハイパーラマン散乱測定 

ハイパーラマンスペクトルの測定は、再⽣増幅したチタンサファイアレーザーから得られる
ピコ秒パルスをもちいる。波⻑ 800 nm の基本波をプローブ光（ωi）として使⽤する。これによ
り、B バンドに共鳴するヘムの共鳴ハイパーラマン散乱が得られる。ヘムの共鳴ハイパーラマ
ン散乱は振電相互作⽤により強度が増⼤するため、ヘム近傍ナノメートル領域にある分⼦の振
動バンドが分⼦近接場効果を通じて観測されると考えられる。 

共鳴ハイパーラマン散乱が観測されるエネルギー領域（ωi に対して、2ωi – Ω）は、通常の共
鳴ラマン散乱の場合（同、ωi – Ω）とは⼤きく異なるため、それぞれの散乱光によるスペクトル
の区別は容易である。さらに、ハイパーレイリー散乱はレイリー散乱と⽐較して強度が⼩さい
ため、ハイパーラマン散乱は低振動数領域まで観測できる利点がある。 

 
４．研究成果 
（1） タンパク質中のヘムからの共鳴ハイパーラマン散乱観測 

ヘムタンパク質の補⽋分⼦族ヘムは、ポルフィリン鉄錯体である。⾦属ポルフィリンは、400 
nm 付近に⾮常に強い吸収帯の B バンドが、500 ~ 600 nm には弱い吸収帯の Q バンドが観測さ
れる。800 nm 付近の B バンドへの 2 光⼦吸収効率は、近接する Q バンドとの相互作⽤により

図 2. ミオグロビン（図中、○）のダイナミクス観
測プローブ部位（図中、グレーの部分）．(a) 共鳴ラ
マン分光法、(b) 分⼦近接場振動分光法． 

図 3.  (a) ヘム（鉄プロトポルフィリン IX）、(b)
エチオヘム．それぞれ Cs、D4h対称性をもつ．

図 1. 分⼦近接場効果．例として、2光
⼦許容（1光⼦禁制）の S0→S1遷移、1
光⼦許容（2 光⼦禁制）の S0→S2遷移
の場合を⽰す．波線は振電相互作⽤．



上昇することが知られている。そこで、800 nm 励起でミオグロビンの共鳴ハイパーラマン散乱
の観測を⾏った。このスペクトルは、400 nm 励起のヘムの共鳴ラマンスペクトルと形状が異な
っていた。共鳴ラマンおよびハイパーラマン散乱の強度増⼤機構では、各振動状態の波動関数
の重なりに起因する場合、スペクトル形状は互いによく似るが、振電相互作⽤に起因する場合、
スペクトル形状の類似は⾒られない。この結果は、タンパク質内のヘムの共鳴ハイパーラマン
機構が振電相互作⽤に起因することを⽀持し、ヘムタンパク質は分⼦近接場効果の必要条件を
満たすことを⽰した。 
（2） タンパク質中におけるヘムの対称性 

タンパク質中でヘムの対称性があるかを調べるために、天然のミオグロビンとエチオヘムを
再構成したミオグロビンにおけるヘムの共鳴ラマンスペクトルを測定した。その結果、タンパ
ク質中においても通常のヘムは対称中⼼がない構造であるが、エチオヘムは対称中⼼をもち、
⾼い対称性を保つことが明らかになった。 
（3） 有機溶媒中のエチオヘム溶液の共鳴ハイパーラマン観測 

有機溶媒をもちいた溶液中のヘミン（単離した状態のヘム）とエチオヘムの共鳴ハイパーラ
マンスペクトルを測定した。溶媒には、エチオヘムの溶解度が⾼いピリジン、ジメチルスルホ
キシド、ジメチルホルムアミド、ジクロロメタンをもちいた。エチオヘム溶液の共鳴ハイパー
ラマンスペクトルには、ヘミン溶液のスペクトルで観測されないバンドが観測された。このバ
ンドは、溶媒分⼦の振動バンドであった。しかし、使⽤した溶媒は、⾼いエネルギーをもつ励
起光により容易にハイパーラマン散乱を発⽣させるものであったため、新たに観測されたハイ
パーラマンバンドが、分⼦近接場効果によって発⽣するのか、過剰なエネルギーをもつ励起光
によって発⽣するのか区別をすることができなかった。実験条件の詳細な検討が必要となった。 

エチオヘムの溶解度が⽐較的⾼く、ハイパーラマン散乱発⽣確率が低い溶媒として、テトラ
ヒドロフランおよびアセトンに注⽬した。この結果、エチオヘムが持つ⾼い分⼦対称性により
⽣じる分⼦近接場効果により、溶媒分⼦のハイパーラマン散乱が観測されることを確認した。
また、ヘムタンパク質中の環境を模すために、エチオヘムに配位するイミダゾール分⼦を溶液
に加えて測定し、イミダゾール分⼦からも分⼦近接場効果によるハイパーラマン散乱を観測す
ることができた。この溶液における実験結果は、ヘムタンパク質においてヘムの周辺局所構造
変化の観測についての⾼い可能性を⽰した。 
（4） エチオヘム再構成ミオグロビンにおける共鳴ハイパーラマン観測 

溶液における実験結果から、励起光のエネルギーを低く抑える必要性が⽣じたため、タンパ
ク質中におけるヘム周辺のアミノ酸残基のハイパーラマン散乱を感度よく観測するにはいたっ
ていない。さらなる測定系の改良が必要である。 
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