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研究成果の概要：電子励起した生体分子がどのような挙動を示すかを研究するために、励起状

態のポテンシャルエネルギー面を計算する方法を整備した。巨大な蛋白質－色素複合体を計算

するために、量子－古典ハイブリッド法である QM/MM 法のプログラムを開発した。その応用

として、レチナール蛋白質、ホタルルシフェラーゼなどの励起状態を計算した。その結果、ヒ

ト色覚で見られるレチナールのスペクトル制御メカニズムやホタルの黄緑色発光の起源などを

明らかにし、人工的な発光色チュ－ニングの提案などを行った。また、ヘムにおける酸素分子

吸着過程を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

植物の光合成系、視覚、生物発光などに

おいて、生体分子の光反応過程が生命活動

の本質において重要な役割を担っている例

が多く知られている。近年、それらのタン

パク質の結晶構造が得られて、分子論的メ

カニズムの理解が可能になりつつある。 

また、色素－蛋白質複合体からなる生体分
子は量子化学計算においては極めて巨大な
系である。従って、生体分子を高速で計算で

きる方法論の発展が必要であった。具体的に
は巨大な蛋白質分子を取り扱うために、量
子・古典論を組み合わせた計算手法を開発し
た。即ち、電子状態の記述を必要とする蛋白
質活性中心には量子論を用い、活性中心を取
り巻く蛋白質による構造、静電的な効果を古
典理論組み合わせるものである。 

他方で励起状態の電子理論の計算精度は

向上し、分光学の実験結果を十分解析でき

る精度に至っている。我々が開発を進めて

いるSAC-CI法は励起状態理論としてシンプ
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図 1. 定量性のある電子状態理論(SAC-CI 法)
により行われた光機能性蛋白質の励起・発光

エネルギーを実験値と比較したもの。 

ル且つ正確で、理論上の制約が少なく、計

算プログラムにおいても他の方法論と比較

して、より大規模な計算が可能である。ま

た、励起状態において原子核に働く力が計

算でき、励起状態のポテンシャルエネルギ

ー面を研究する基礎理論が準備されつつあ

る。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、上述した SAC-CI 法と
QM/MM 法を用いて、生体分子の励起状態の
ポテンシャル面に関する研究を行った。具体
的には、ホタルの発光色の制御メカニズム、
色覚を実現しているレチナール蛋白質にお
ける光吸収スペクトルの制御メカニズムな
どを明らかにすることである。 
 蛋白質において色素の励起エネルギーが
変化する要因には、構造効果、蛋白質とのク
ーロン相互作用効果が考えられる。前者につ
いては、色素が蛋白質の内部における安定構
造をとるので、気相中の構造と比較すると歪
んだ構造になり、励起エネルギーが変化しう
る。後者については古典的なクーロン相互作
用と量子力学に由来する相互作用がある。色
素の励起状態において電荷移動性があれば、
クーロン相互作用が励起エネルギーに大き
な影響を与えうる。 
 これらの解析を通して、励起エネルギーが
変化するメカニズムを明らかにし、得られた
原理を元に励起・発光エネルギーの制御法を
提案することも本研究における目的の一つ
である。 
 
３．研究の方法 
 生体分子の分子構造を QM/MM 法により
決定する。使用した QM 理論については、基
底状態では DFT(B3LYP), 励起状態では CIS
を用いた。基底関数では DZP クラスのもの
を用いた。 

生体分子の構造を QM/MM 法で決定する
にあたって、Protein Data Bank に登録され
ている構造を初期構造として用いた。ホタル
ルシフェラーゼに関しては、蛋白質－色素複
合体の構造が未解決であったため、古典的な
分子動力学法を用いて、安定な構造を幾つか
計算したのち、QM/MM 法で構造を決定した。
また、アミノ酸の荷電状態については、実験
的に同定された結果や pKa の計算などを行
って決定している。 
 励起状態の計算には SAC-CI 法を用いた。
図 1 に幾つかの生体分子の光吸収・発光エネ
ルギーについての SAC-CI 法による計算結果
を示す。計算結果は実験値を平均誤差
0.1eV(2.3kcal/mol)程度で再現できている。
基底関数は DZP クラスのものを用いた。
SAC/SAC-CI 波動関数における励起演算子
は摂動選択法により２次摂動エネルギーの

大きいものを選択した。閾値としては
Gaussian03 プログラムにおける”LevelTwo”、
即ち基底状態 5.0d-6 hartree, 励起状態
6.0d-7 hartree で行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 

(1) オキシヘム類縁体と酸素分子の可逆的

結合過程に関する理論的研究 

生体内での酸素運搬または貯蔵蛋白質であ

るヘモグロビンやミオグロビンにおいては、

ヘム（鉄ポルフィリン錯体）が酸素分子を結

合するアクティブサイトである。ヘムにおけ

る酸素結合に関しては２つの重要な性質、(i)
スピン状態の変化、(ii)鉄の面外位置の変化、

がある。本研究前半ではこれらの２つの点に

着目してヘムにおける酸素結合を理論的に

研究した。 
また、実験研究から天然のミオグロビン中

の鉄ポルフィリン錯体をポルフィリン類縁

体（本研究では鉄ポルフィセン錯体、鉄コル

フィセン錯体を扱った。）に置き換えること

により、再構成されたミオグロビンが天然ミ

オグロビンとは大きく異なる酸素親和性や

その他の性質を示すことが明らかになった。

そこで、本研究後半ではヘム（鉄ポルフィリ

ン錯体）と比較しながらこれら類縁体錯体に

おける酸素結合を理論的に研究した。我々は

DFT 法を用い各スピン状態での構造と電子

状態およびポテンシャル面を求めることに

より酸素の結合メカニズムを調べた。  
まずヘムにおける酸素結合について述べ

る。鉄−酸素間距離および鉄の面外位置とい

う２つの反応座標により酸素結合に対する

ポテンシャル面を三重項状態および一重項

状態で求め、反応経路に沿ったポテンシャル

カーブを図２(a)に示した。三重項状態の面は



 

 

全体的に解離的で、一重項状態は吸着的な面

を示すことが分かった。従って、酸素の結合

過程は解離状態の三重項状態のままでは酸

素は結合できないが、結合過程の途中で見ら

れる系間交差の点で三重項状態から一重項

状態に遷移することにより酸素が結合でき

るようになることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、類縁体における酸素結合について述

べる。図 2(b,c)にそれぞれ、鉄ポルフィセン

錯体および鉄コルフィセン錯体に関するポ

テンシャルカーブを(a)の鉄ポルフィリン錯

体と同様に示した。酸素の解離状態で鉄が面

外位置にあるとき、鉄ポルフィセン錯体は三

重項状態が鉄ポルフィリン錯体に比べ不安

定化し、鉄コルフィセン錯体は逆に安定化し

ていることが分かる。この相違が結果的に酸

素結合メカニズムと酸素親和性に最も大き

な影響を与えていると考えられる。鉄ポルフ

ィセン錯体の酸素結合メカニズムは鉄ポル

フィリン錯体や鉄コルフィセン錯体のよう

に途中で系間交差を伴わないことが分かっ

た。また、酸素親和性は、鉄ポルフィセン錯

体＞鉄ポルフィリン錯体＞鉄コルフィセン

錯体の順に大きく、これは実験結果と一致し

た。 

 

(2)蛍ルシフェラーゼにおける発光色制御メ

カニズムと理論ミューテーション 

蛍の黄緑色発光は発色団である蛍ルシフ

ェリンに由来する。しかし、蛍ルシフェリン

は化学的な環境下では赤色発光する。本研究

ではSAC-CI法を用いて、北アメリカホタル

の蛋白質中において発光色が大きく青方シ

フトする原因について研究した。 

ま ず 、 溶 液 中 で の keto 及 び enol 型

oxyluciferinについて、種々の幾何異性体と

プロトン化状態を考慮して化学発光エネル

ギーを計算した。keto型の計算値は2.10eV

で あ り 、 実 験 値 （ 1.97eV ） に 約

0.13eV(3.0kcal/mol)の誤差で良好に一致し

た。また、塩基性環境下での発光についても

enolate型の発光エネルギーが2.17eVと計算

され、実験値(2.20eV)を良く再現した。この

ように、化学発光におけるketo型の赤色発光

とenolate型の黄緑色発光をSAC-CI計算によ

り確認できた。 

 
 
 
 
 
 

次に蛋白質環境下での計算を行った。X線

構造解析の結果と実験的仮説に基いて、蛋

白質中にketo型ルシフェリンを挿入し、分

子動力学、分子力学、量子化学計算を行っ

た。得られた構造を用いてSAC-CI計算を行

ったところ、発光エネルギーは2.24 eVと算

出され、実験値2.23eVによい一致を示した。

つまり、keto型のoxyluciferinが化学的環

境下で赤色発光し、ルシフェラーゼ蛋白質

環境下においては約0.2eV青方シフトさせ

て黄緑色発光することが明らかになった。 

より詳細なメカニズムを解析するために

基底・励起状態の電子分布を解析した。図4

の様に、ルシフェリンは励起に伴い分子末

端の酸素原子の電荷分布が変化する。他方

でルシフェリンは正に帯電したArg218と負

に帯電したリン酸基に挟まれるように位置

する。Argに水素結合する酸素原子の負電荷

減少と、リン酸に最も近接する酸素原子の

負電荷増加により、励起状態のエネルギー

keto form (1)             enolate form (2) 

図 3. 蛍ルシフェリンの化学構造式 

(1,1,1,1) 

(a) 鉄ポルフィリン錯体 

(b) 鉄ポルフィセン錯体 

(2,0,2,0) 

(c) 鉄コルフィセン錯体 

(2,1,0,1) 

図 2. (a)鉄ポルフィリン、(b)鉄ポルフィセン、

(c)鉄コルフィセン錯体における酸素結合のポ

テンシャルカーブ。 



 

 

が特異的に不安定化すし、青方シフトの原

因になっていることが明らかになった。 

 
 
 
 
 
 
 

 

また、従来説である蛋白質中のケト－エノ

ール互変異性についても検討した。enol型お

よびenolate型はketo型に近い発光エネルギ

ーを示すが、蛋白質中でのenol変換は約26 

kcal/mol不安定化することが明らかになっ

た。また、Arg218からのプロトン移動を原因

とする説についても検証したが、発光エネル

ギーの計算値（3.02eV）は実験結果から大き

く逸脱しており、エネルギー的にも不利な過

程であった。 

更にこれらの結果を基に、ルシフェラーゼ

の分子設計を行った。アミノ酸残基を置換す

ることにより活性中心の静電場を制御し、赤

オレンジ色の発色を示すと期待されるミュ

ーテーション実験を提案した(図5)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3)レチナール蛋白質におけるカラー・チュ

ーニングメカニズム 

視物質ロドプシン(Rh)やプロトンポンプの

機能を有するバクテリオロドプシン(bR)に代

表されるレチナールタンパク質は、共通のレ

チナール色素分子を含みながら、周辺タンパ

ク質(オプシン)の影響で吸収波長が大きく変

化することが知られている。この機構を解明

するために多くの研究が行なわれたが、これ

まで実験値を系統的に再現するには至って

いない。本研究では、QM/MM 法および

SAC-CI 法によりロドプシン(Rh), バクテリ

オロドプシン(BR), センサリーロドプシン II 

(sRII)の励起状態を解析し、カラーチューニン

グメカニズムの起源を考察した。 
 まず計算方法とモデルに関する検討を行

った。レチナール分子のような π系の構造最

適化にはよく CASSCF 法が用いられる。しか

し、active space が不十分なために、得られた

構造は HF 法と同様に結合長交替を過大評価

し、σ電子の相関効果を含むことができない。

結果として、CASSCF 構造を用いると励起エ

ネルギーを 0.3 eV 程度過大評価する。B3LYP
構造は MP2 構造によく一致しており、算出さ

れる励起エネルギーも MP2 構造によるもの

とほぼ一致する。また、レチナールの Schiff 
base部位のカウンターイオン（アミノ酸残基）

の効果も励起エネルギーに大きな影響を与

える。カウンターイオンを点電荷で近似する

と、励起エネルギーを 0.3 eV 程度過少評価す

る。B3LYP functional を用いた TDDFT 計算を

行うと、Rh と sRII では実験値とよい一致を

示すが、bR においては 0.4 eV 程度過大評価

しており、系統的な励起エネルギーの議論に

用いることは困難と判断した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に、bR と比較して Rh と sRII の励起エネ

ルギーが約0.3 eV大きい原因について研究し

た。種々の計算から励起エネルギーの分割解

析をすると、蛋白質との静電的な相互作用が

最も主要な効果であることが明らかになっ

た。これらの励起状態は HOMO から LUMO
への一電子励起が主配置であるが、HOMO は

β-イオノン環側、LUMO は Schiff base 側に偏

った分布をしており、励起状態は分子内電荷

移動の性質をもつ(図 6a,b)。他方で蛋白質

(opsin)がレチナール分子上に形成する静電ポ

テンシャル(図 6c)は主にカウンター・アミノ

酸により分極している。従って、電荷移動励

起エネルギーは静電的に分極した環境に敏

感であり、スペクトルシフトの起源になって

いる。 
 
(4)ヒト色覚に関わるレチナール蛋白質のカ

ラー・チューニングメカニズム 

P
O

O
-O

-O
NH

NH2H2
N

Arg218 AMP

Phosphate

励起により負電荷が減少 

励起により負電荷が z 増加 

図４. 励起に伴うルシフェリンの電荷分布の変化と周辺

の蛋白質環境。 

(a)

(b)

(c) Protein-electrostatic potential

図 6. レチナール分子の(a)HOMO と(b)LUMO。(c) 
Opsin による静電ポテンシャル。 

図 5．北アメリカ蛍のルシフェラーゼにおける理

論ミューテーションの結果得られた黄～赤色発

光が期待されるルシフェラーゼ・ミュータント。



 

 

網膜中に存在する錐体視物質は光機能が

高度に制御されたレチナール蛋白質として

色覚に関与する。ヒトは網膜中に赤・緑・

青色の三原色の光に対して応答する錐体視

物質、human red(HR), human green(HG), 
human blue (HB)を有するが、光に応答し

て励起状態を形成するレチナール色素は 3
つの錐体視物質に共通する。つまり、色素

を取り囲む蛋白質(オプシン)がレチナール

色素の励起エネルギーを制御しているので

ある。この機構を解明するために QM/MM
法を用いてレチナール蛋白質の構造を最適

化し、SAC-CI 法を用いて基底・励起状態

を計算し、スペクトル・チューニングのメ

カニズムについて解析した。 
SAC-CI 法により計算された励起エネル

ギーは HR, HG, HB 及び rhodopsin (Rh)
の実験結果を誤差約 0.05 eV 程度で再現で

きた。この結果を基に、励起エネルギーを

制御する物理的因子について、色素の構造

ひずみ、蛋白質との静電相互作用、カウン

ター残基の量子効果に分割した。その結果、

スペクトル制御の起源は蛋白質との静電

的な相互作用であった。 

 次に、スペクトル制御の生物学的な起源

を調べるために、静電相互作用エネルギー

をアミノ酸単位で分割して解析した（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
その結果、レチナール蛋白質におけるアミ

ノ酸のシークエンスに特異的なカラー・チ

ューニングが見出された。例えば、186 位

のアミノ酸は Rh, HG, HR の励起エネルギ

ーを低エネルギーシフトさせ、HB との差

別化がなされている。同様に 181,184 位か

らなる Cl-結合サイトは、HG, HR のみを低

エネルギーシフトさせ、それ以外との差別

化されている。このようなシークエンスに

特異的かつ、系統的なカラー・チューニン

グにおいて、レチナール蛋白質の分子進化

との関連性を見出すことができた。また、

ミューテーション実験の結果を理論的に再

現することもでき、上記の結論を確認する

ことができた。 
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