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研究成果の概要（和文）： 周辺の分子環境に応じて光吸収・発光エネルギーを大きく変化させ

る光機能性蛋白質（ヒト錐体視物質・蛍光タンパク質）について、理論化学計算によりメカニ

ズムを解析した。その結果、色素の電子励起に伴い電荷分布が大きく変化すること、蛋白質が

偏った静電ポテンシャルを色素上に形成することを見出し、これらのシナジーにより励起エネ

ルギー準位が変化することを明らかにした。また、いくつかのレチナール蛋白質では、周辺ア

ミノ酸の電子状態が励起エネルギーに寄与することを見出した。このような蛋白質の電子的効

果を解析するために、新たに分子軌道の局在化法を開発し、事前に定義した形状や領域に局在

化した分子軌道を得ることが可能になった。この方法を応用し、励起エネルギー移動における

super-exchange 機構について移動経路の解析を行なった。 
 
研究成果の概要（英文）： Depending on molecular environment, some photo-functional 
proteins (human visual cone pigments and fluorescent proteins) significantly change their 
photo-absorption/emission energy. We performed quantum chemical calculations to analyze 
the mechanism. We found that, upon excitation, the charge distributions of the 
chromophores change significantly and the proteins produce polarized electrostatic 
potential. These two facts cause a synergy effect on the excitation energy. We also found 
that the wave functions of amino acids close to the chromophore also affect the excitation 
energy in some retinal proteins. To analyze the electronic effect of the protein environment, 
we have developed a new localization scheme that can localize MOs into predefined shapes 
and regions. This localization scheme was applied to analyze the pathway for the excitation 
transfer.         
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１．研究開始当初の背景 
 

光化学、光生物学分野の重要な研究対象で
ある光合成・視覚・フォトクロミズム・発光
などの光過程においては、光機能性分子の電
子励起状態が機能発現において本質的に重
要である。これまでに励起状態における分子
間相互作用が光機能制御と密接に関わる系
が報告されているが、分子の励起状態と周辺
環境の分子間相互作用理論が未成熟である
ため、研究の進展が停滞していると言わざる
を得ない。反応場が制御する励起状態の化学
を研究するためには、場そのものの記述と、
場との相互作用理論を高度化する必要があ
った。 
また、蛋白質においては、そもそもどのよ

うな分子間相互作用が機能に重要となるか
が未解明である。光機能性分子と蛋白質と分
子間相互作用を解析するための手法もまた
開発途上であった。 
 
２．研究の目的 
 

申請者はそれまで高精度量子化学理論を
用い、主に光生物学システムについて、蛋白
質中における分子の励起状態と機能の関わ
りについて研究してきた。本研究では、  
(i)視物質や蛍光タンパク質などの光機能性
蛋白質について、励起分子と周辺環境である
蛋白質との相互作用に関する解析を行い、  
(ii)現実系をよく反映した計算モデルを発展
させ、標準的な理論モデルを確立する。  
(iii)これを光合成系や視物質などの重要な系
に応用し、励起分子の機能と周辺環境の関係
を明確にする。  
(iv)また、分子間相互作用理論を励起エネル
ギー移動理論の一般的に応用する。  
ことを目的とした。 

本研究により、励起状態における分子間相
互作用の理論、励起エネルギー移動の理論を
高度化し、光合成系・視覚の量子化学を確立
させ、分子間相互作用の制御を通した色素の
励起エネルギー制御を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
 光機能性蛋白質は光機能性分子と蛋白質
の複合体である。このような生体分子の分子
構造は QM/MM 法により決定した。 
 光機能性分子と蛋白質環境の相互作用を
解析する方法として、蛋白質を分子力学と量
子化学の二種類が考えられる。前者について
は、古典的な静電相互作用が励起エネルギー
に与える影響を 

 
                  (1) 
 
で考慮した。これを用いて各アミノ酸毎の寄
与は 
 
                  (2)    
 
と見積もられる。他方で、量子化学に基づく
方法としては、電子励起の寄与を各アミノ酸
毎に区別する必要がある。この方法について
は、本研究課題において達成され、次章にお
いて報告する。 
 
４．研究成果 
 
ヒト錐体視物質のミュータントを用いたカ
ラー・チューニング機構の解析[9,14,16] 
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、色素であるレチナールの励起エネルギー
を蛋白質(オプシン)が制御している。本研究
では、ミューテーションに関する計算を行い、
実験結果と比較した。 
QM/MM法およびSAC-CI法を用いて励起状態

を計算した結果、塩化物イオン結合サイトが
スペクトルの赤方シフトに寄与すること示
した。同様に、HG と HR の励起エネルギーに
差を与えているアミノ酸シークエンスにつ
いても、計算機上でミューテーションを行い、
実験で観測される励起エネルギーの変化と
比較を行い、よく一致する結果が得られた。 
 また、HB, HG, HR とアミノ酸シークエンス
と光吸収波長との間に系統的な違いがある
ことを見出したので、視物質の進化系統樹に
おけるアミノ酸変異と光吸収波長変化につ
いて解析を行なった。その結果、今回の解析
で明らかになった光吸収波長の変化を与え
るアミノ酸残基の変異は、実際に起きた視物
質の進化とよく対応することが明らかにな
った。 

 
蛍光蛋白質における発光波長の制御メカニ
ズムと分子設計[9,12] 
 
蛍光蛋白質は分子生物学や細胞生理学な

どにおける分子マーカーとして必須の研究
ツールである。橙色蛍光蛋白質 mKO、赤色蛍
光蛋白質 DsRed は緑色蛍光蛋白質 GFP と比較
して大きく長波長シフトした蛍光を示すが、
その発光色変化の起源の詳細は未解明であ
った。本研究では GFP, mKO, DsRed の励起状
態を QM/MM 法および SAC-CI 法を用いて解析
し、長波長シフトの原因の詳細を明らかにし、
より長波長の蛍光を得るための分子設計指
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針を提案した。 
また、レチナール、蛍ルシフェリン、蛍光

蛋白質の励起状態の研究を通して、容易に吸
収波長を変化させることが可能な光機能性
蛋白質においては、色素の励起状態に分子内
電荷移動性があることと蛋白質による静電
ポテンシャルが大きく分極していることが
共通する特徴であり、そのシナジーにより静
電相互作用が増大することを見出した。 
 
脱プロトン化レチナールのオプシンシフト
[10] 
 
 脱プロトン化した Schiff base(DPSB)も bR
蛋白質中と MeOH 溶液中で比較すると約 0.4 
eV もの赤方シフトを示す。脱プロトン化はレ
チナールのＣＴ性を著しく低下させるため、
例外的なメカニズムとして興味深い。 
励起に伴って DPSB 周辺の MeOH と bR の電

子状態も変化し、スペクトルシフトに寄与す
る可能性がある。従って、DPSB 周囲の分子に
つ い て も 励 起 状 態 計 算 に 考 慮 し た 。
SAC-CI/CIS/MM の 3 層構造モデルを用い、
ONIOM 法を用いて励起エネルギーを計算した。 
周辺環境との電子的相互作用について、bR

は MeOH より 0.11-0.16 eV 低下したが、実験
結果(0.4 eV)を説明するには不十分であった。
次に、DPSB の構造変化について検討した。蛋
白質中での 6-s-trans/13-cis 構造は MeOH 中
の 6-s-cis/13-trans 構造より励起エネルギ
ーが 0.31-0.32 eV 低下した。即ち、DPSB の
オプシンシフトは環境変化に伴う DPSB の構
造の違いに原因があり、PSB とは異なる例外
的なオプシンシフトの起源を示すことがで
きた。 

他方で、周辺の分子環境を量子化学的に記
述したことにより、計算されたスペクトルは
bR で 0.21-0.26 eV, MeOH で約 0.1 eV もの変
化を示したことは重要な結果である。これま
での理論計算においては重要視されてこな
かったが、相対的なスペクトルシフトにも無
視できない寄与を与えている。この結果は、
励起状態における分子間相互作用を高度化
すべきであることを裏付けている。 
 
ヒト錐体視物質のカラーチューニングにお
ける周辺蛋白質の電子的効果[1] 
 

視物質に含まれるプロトン化シッフ塩基
(PSB) の光励起エネルギーは蛋白質環境に
より大きく変化する。これまで、赤(HR)・緑
(HG)・青色(HB)錐体視物質におけるカラーチ
ューニングメカニズムについて研究を行な
ってきた。今回は周辺蛋白質の電子的効果が
相対的な励起エネルギーに影響を与えるか
どうかを解析した。 

SAC-CI/CIS/MM の 3 層構造モデルを用い、

CIS の計算結果を ONIOM 外挿を行い、励起エ
ネルギーを計算した。CIS で扱う領域を段階
的に拡大し、PSB から 6 Å 程度の距離に入っ
てくるアミノ酸を含めた。静電ポテンシャル
を点電荷として扱う CIS/AS モデルと比較す
ると、周辺環境との電子的相互作用により、
0.14-0.17 eV 低下し、これらの系においても
周辺環境の電子的効果が励起エネルギーの
絶対値に無視できない寄与を与えることが
明らかになった。他方で、励起エネルギーの
相対値には大きな変化は無かった。従って、
視物質のカラーチューニングでは、蛋白質の
古典的な静電ポテンシャルが主要な寄与を
与えることを確認できた。 
 
参照軌道を用いる局在化法の開発：励起状態
への応用[8] 
 
これまで局在化分子軌道（LMO）の開発や

その応用研究が多く報告されているが、意図
した領域に意図した形状の LMOを与える方法
はあまり知られていない。本研究では、
minimum orbital deformation (MOD) 法 と
Pipek-Mezey(PM)法を組み合わせた分子軌道
の局在化法を提案し、ペプチド分子の LMO を
求め、励起状態の計算に応用した。 
非局在化した CMO を用いると、局所励起や

電荷分離状態などの励起配置が混合し、複雑
な電子構造が得られる。しかし、本方法の局
在化軌道を用いると、同状態が一つのアミノ
酸残基の局所励起であることが明らかにな
る。非局在化した CMO を用いると、局所励起
を記述するための軌道回転に相当する電子
励起が混合し、波動関数を複雑化する原因に
なっている。 
 
局在化軌道を用いた励起エネルギー移動経
路の解析[2,6] 
 
励起エネルギー移動(EET)速度定数は、ド

ナ ー と ア ク セ プ タ ー の 励 起 状 態 間 の
Electronic coupling, TIF の大きさの自乗に
比例する。従って、TIFを計算・解析できれば
EET のメカニズムを理解できる。本研究では、
昨年度開発した分子軌道の局在化を応用し、
TIFを計算する手法を開発した。また、EET 経
路 を 解 析 す る た め の tunneling 
configuration flux に基づく手法を開発し、
ペプチド化合物に応用した。 
多くの系の TIF において、ブリッジを介す

る間接項の寄与は、ドナー―アクセプター間
の直接項と比べて小さかった。他方でドナー
とアクセプターの配向によっては間接項が
支配的になる場合も確認できた。また、間接
項において EET 経路を解析したところ、ブリ
ッジのエキシトン状態を介した経路が主要
であった。今回開発した局在化法では化学的



描像が明確な軌道に変換できるので、EET 経
路を直観的に理解できる。 
 
励起状態における分子の周辺環境の量子的
相互作用：局在化軌道を用いた配置間相互作
用計算による解析 
 

バクテリオロドプシンの M中間体について、
脱プロトン化シッフ塩基(DPSB)から第一溶
媒和圏内に入るアミノ酸を含んだモデルを
構築し、前述した局在化軌道を用いて励起状
態計算を行った。局在化軌道を用いているの
で励起配置を、アミノ酸残基毎にタイプ分け
し、各タイプ毎に係数の最大値をプロットし
た。このような解析により、レチナール色素
の局所励起の次に重要になるのは、色素との
CT 励起や各アミノ酸残基の局所励起である
ことが分かった。また、CT遷移として寄与す
るアミノ酸を特定できた。このようにして、
スペクトルシフトにおける周辺分子環境の
量子的効果の起源を局在軌道を用いること
で明快に示すことに成功した。 
 
PSII 反応中心の励起スペクトルと分子間相
互作用の解析[7] 
 

光合成色素蛋白質複合体である PSII の反
応中心(RC)と紅色細菌反応中心(bRC)は、進
化的に同一の起源を持ち、構造が類似するに
もかかわらず、光吸収スペクトルの形状や励
起電子移動メカニズムが異なる。本研究では
シアノバクテリア T. elongatus の RC におけ
るクロロフィル六量体に関する量子化学計
算を行い、励起状態の電子構造を解析し、観
測される光吸収スペクトルを帰属した。  
 
単参照クラスター展開法を起点とする擬
縮退電子系の理論[13] 
 

我々はこれまでに指数関数型演算子を用
いた波動関数が generalized valence bond 
(GVB)構造を含むことに着目し、射影空間を
一般化することで単参照 symmetry-adapted 
cluster (SAC)方程式を拡張し(MRbra-SACSD
方程式)、擬縮退電子系の記述が改善できる
ことを報告した。本研究では、同方法に定量
性を与えるために、摂動補正の方程式を導き、
幾つかのベンチマーク計算を行って評価し
た。波動関数に高次の励起演算子 を線型に
加えた方程式を摂動展開し、１次波動関数と
2 次のエネルギーを計算する方程式を導き、
これらを計算するプログラムを開発した。 

フッ素分子等における結合解離ポテンシ
ャルの計算を行った。結合が伸びるにつれて、
CCSD 法や平衡構造においては標準理論と呼
ばれる CCSD(T)法は破綻するが、本研究で得
られた方程式による結果（橙）は厳密解

(Full-CI)の結果をよく再現できた。今後、
同法の励起状態理論を導出し、光化学系への
適用可能性について研究を進める予定であ
る。 
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