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研究成果の概要（和文）：本研究は、ラマン光学活性（ROA）分光法を利用して光受容性タンパク質の反応中間
体の立体構造を計測することを目的とした。オレンジカロテノイドタンパク質を対象として過渡的状態のROA測
定に初めて成功し、その立体構造を解析した。種々の光受容性タンパク質の中間体に対してROA分光法を応用す
るために、低温ラマン測定による構造解析を進め、ROA分光法を適用できる良好な中間体のラマンスペクトルを
得るに至った。

研究成果の概要（英文）：This　research　have been aiming to develop Raman optical acitivity (ROA) 
spectroscopy to track　the　three-dimensional (3D)　structure　of　the　reaction　intermediates in 
photoreceptor proteins. We successfully measured the ROA spectrum for the transient state of orange 
cartenoid protein and analysed the 3D structure. We also built the low-temperature Raman setup to 
measure the photo-itnermediates of various photoreceptors . We obtained good Raman data for the 
photo-intermediates of a couple of photoreceptors, which allows us to apply ROA spectroscopy to the 
photointermediates.   

研究分野： 物理化学
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質の中には、酵素のように化学反
応を担うものや、視覚を司る網膜タンパク質
のように（光）化学反応とともに機能を発現
するものがある。このようなタンパク質の中
で化学反応は「活性部位」といわれる反応サ
イトで起こり、その反応機構を理解するため
には活性部位の構造を分子レベルで明らか
にすることが重要となる。 
 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、その内部の活性部位も
反応を実現するための特殊な立体構造を持
っている。しかし、タンパク質の反応を研究
する上で、従来の分光法の弱点は、3 次元的
な構造を高精度でみることが困難である点
であった。X 線結晶構造解析は活性部位も含
めたタンパク質の立体的構造の全容を原子
レベルで捉える強力な方法であるが、その一
般的な空間分解能（約 2Å）では活性部位の
分子の正確な立体構造を捉えることは難し
い。また赤外・ラマン分光法といった振動分
光法では、X 線解析では観測しにくい活性部
位の水素結合状態や微細な構造変化を検出
できる反面、分子の立体構造までは知ること
ができなかった。そこで、本研究では、これ
まで見ることが困難であった活性部位の 3 次
元構造の詳細を、分子の立体構造に最も鋭敏
とされるラマン光学活性分光法の活用によ
って明らかにすることを企画した。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、ラマン光学活性分光法によって
タンパク質の活性部位で反応する分子の立
体構造を反応過程（始状態⇒中間体⇒生成
物）において捉えて、その立体的な反応機構
を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(研究対象) 
シアノバクテリアの光防護を担うオレン

ジカロテノイドタンパク質（OCP）と微生物
の光駆動型イオンポンプとして知られる微
生物型ロドプシンを対象として研究を行っ
た。 
 
(方法①：散乱円偏光型 ROA 装置の製作) 
反応の過渡的状態からの微弱な ROA 信号

を得るために ROA 装置を改良した。改良型
ROA 装置には、ラマン散乱光に含まれる左右
円偏光成分と計測して差をとる散乱円偏光
方式を採用した。光源には近赤外光を用いて、
活性部位で反応する分子からの ROA 信号を
選択的に観測した。 
 
(方法②：低温トラップ法の利用) 
測定対象の微生物型ロドプシンは、光励起

に伴って活性部位のレチナール分子が光反
応を起こして、マイクロ秒～ミリ秒の寿命を
持つ反応中間体を形成する。微生物型ロドプ

シンのイオン輸送などの活性はこれら反応
中間体の生成ともに発現されるため、中間体
の立体構造情報が反応機構だけでなく機能
発現機構の理解に重要となる。低温トラップ
法を利用して、低温下で反応中間体を安定に
補足してラマン/ラマン光学活性測定を行っ
た。 
 
(方法③：量子化学計算による立体構造決定) 
ほぼ全ての振動バンドの符号と強度を含

めた ROA スペクトルの特徴を量子化学計算
によって再現すれば、分子の立体構造の詳細
を知ることができる。反応分子の ROA スペ
クトルをタンパク質環境で計算し、計算結果
と実測スペクトルとの整合性に基づいて、活
性部位における反応分子の立体構造を検討
した。 
 
４．研究成果 
① OCP の過渡的な活性状態の ROA 測定 
オレンジカロテノイドタンパク質（OCP）

はカロテノイド色素（3’-hydroxyechinenone）
を内包した光受容性のタンパク質であり、シ
アノバクテリアの光合成系を強い光から保
護する役割を持つ。光吸収前は OCPO と呼ば
れるオレンジ色の状態であるのに対し、光吸
収後に活性化すると OCPR と呼ばれる赤色の
状態（寿命：∼10 秒）に変わることで光防護
能を発揮する。 
 本研究では OCP の光変換機構を調べるた
め、ROA 分光法を用いて光活性化におけるカ
ロテノイド色素の立体構造の変化を観測し
た。この研究は OCPR のような過渡的な状態
の ROA スペクトルを観測した初の研究例で
あり、この研究で OCPO と OCPR の間で起こ
るカロテノイド色素の立体的な光異性化を
溶液中で初めてとらえた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

図 1 オレンジカロテノイドタンパク質（OCP、上部：

結晶構造）の ROA スペクトル．OCPO（オレンジ）：光

照射前の不活性状態、OCPR（赤）：光照射後に生成する

過渡的な活性状態 
 



② 散乱円偏光方式を採用した ROA 装置の
製作と微生物型ロドプシンへの応用 

 ROA 装置は、これまで入射光の偏光を左右
円偏光に切り替えてROA信号を得る方式（入
射円偏光方式）を用いてきたが、本研究では、
ラマン散乱光に含まれる左右円偏光成分と
分離・計測して ROA 信号を得る散乱円偏光
（SCP）方式へと改良した。SCP 方式では、
ラマン散乱光に含まれる左右円偏光成分を
同時に計測してラマン散乱光強度の差をと
るため、レーザー波長のドリフトや散乱光の
揺らぎによるアーティファクトを軽減しや
すい。実際に、SCP方式へ切り替えたことで、
これまで信号が弱く、測定が困難であった
種々の微生物型ロドプシンについて良好な
ROA スペクトルを得ることができた。これら
の ROA スペクトルは、タンパク質環境を考
慮した量子化学計算によって、（活性部位の
レチナール分子の）スペクトルの特徴を概ね
再現して立体構造を決定できる段階にある。 

 

 
 
 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 （A）散乱円偏光方式を採用した ROA 装置（B）
微生物型ロドプシンのラマン/ROA スペクトルと量子化

計算との比較． 
 
③ 低温ラマン測定による微生物型ロドプシ

ンの反応中間体の観測 
 本研究の最大の目標は、短寿命（マイクロ
秒からミリ秒程度）の反応中間体に対する
ROA 測定であった。研究期間において長寿命
の過渡的状態の ROA 測定が可能となり、ま
た ROA 装置の改良によって微生物型ロドプ
シンの微弱な ROA 信号も測定ができるよう
になった。しかし、低温トラップ法を利用し
た短寿命中間体の ROA 測定はまだ実現でき

ていない。 
現在、低温トラップ法を用いて微生物型ロ

ドプシンを含む種々の光受容タンパク質の
初期中間体のラマン測定が可能になった段
階である。微生物型ロドプシンの初期中間体
は大きくゆがんだレチナール分子を活性部
位に持つと考えられているため、その立体的
に構造に興味が持たれてきた。本研究におい
て、低温ラマン測定装置を立ちあげて、微生
物型ロドプシンの初期中間体の計測を行っ
た結果、微生物型ロドプシンの種類や機能に
応じて初期中間体のレチナール分子が特徴
的な構造歪みを持つことが明確になった。ま
た、いくつかの微生物型ロドプシンの初期中
間体からは非常に強いラマン信号が観測さ
れることが分かったため、今後の ROA 測定
への展開が現実的となった。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
図3 Naイオンポンプ型の微生物型ロドプシンの低温ラ

マン測定（温度：80K、黒：光照射前の始状態、赤：光

照射後に初期反応中間体を含む状態）．光照射によって

初期反応中間体の強いラマンバンド(青)が現れる。 
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