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研究成果の概要（和文）：時間分解 ITO-SOWG 分光法を開発し、ITO 電極上にチトクロ

ーム c を吸着させ、ITO 電極にパルスポテンシャルステップを印加し、酸化体と還

元体を交互に生成させながら２ミリ秒ごとに吸収スペクトルの連続測定を行った。得

られた吸収スペクトルでの時間依存吸収強度変化から時定数を求めたところ、チトク

ローム c と ITO 電極間の電子移動反応は１０ミリ秒程度で終了しており、速度定数

は k=100[s-1]と概算された。  
 
研究成果の概要（英文）：Time-resolved electrochemical slab optical waveguide spectroscopy 
utilizing ITO electrode with 1 msec time resolution was developed.  The absorption 
spectral change from cytochrome c adsorbed on ITO electrode due to pulse potential step 
between oxidized and reduced form was observed every 2 msec.  The time constant of 
electron transfer (ET) reaction between cytochrome c and ITO electrode was estimated to 
be about 10 msec from the fitting of the time- resolved intensity change in SOWG 
absorption spectra.  Finally as a result of this study, ET rate constant (k) was evaluated to 
be 100 [s-1].   
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１．研究開始当初の背景 

界面では対象となる物質が極微量であ
るため「そこで何が生じているか」をその
場で測定することは非常に困難である。 
「タンパク質の電気化学」は３０年間以

上にわたり世界中で盛んに研究されてき
たがいまだに不明な点が多く、電極に固定
化したチトクローム c (cytochrome c : 以下

Cyt. c と略す ) 等のタンパク質が電子移
動反応を行わない理由として、①タンパク
質の機能は高次構造と密接に関連してお
り、吸着に伴う構造変化で活性が失われた、
②ヘムポケットに存在する反応中心が電
子移動反応を行うため、Cyt. c がヘムポケ
ットの開口部を電極に向くような配向が
必要である、等の説明がなされていた。そ



のため電極表面を修飾し配向制御を行う、
あるいは電解質溶液内にプロモーター等
の触媒分子を共存させ電子移動反応を活
性化する等の工夫が行われてきた。 
一方、我々は世界に先駆けて紫外～可視

領域（230～900nm）の光を同時に透過する
ことが可能なスラブ光導波路(slab optical 
waveguide：以下SOWGと略す)分光法を開
発し、固液界面に極微量だけ吸着している
物質の吸収スペクトルをその場測定し、吸
着種の同定やその吸着状態を明らかにし
てきた。[文献： K. Kato et. al., Chemistry Letters, 
1995, 437-438 (1995). ]、更にSOWG上に数十ｎ
ｍ の 厚 さ の イ ン ジ ウ ム ス ズ 酸 化 物
（Indium-tin-oxide：以下ITOと略す）の薄
層電極を形成させ、電気化学的に制御可能
SOWG（ITO-SOWG）分光法を開発し、
電極上におけるタンパク質の電子移動反
応を観察してきた。[文献： N, Matsuda, et al., 
Chemistry Letters, 1998, 125-126 (1998). ] その結果、
電極上に吸着したCyt. cは電気化学的に活
性である事が明らかになり、Cyt. cの吸着力
が通常の分子量が数百程度の物質に比べ
て強過ぎるため、電極上に吸着したCyt. c
がバルク溶液中に存在するCyt. cの電子移
動反応を疎害するためCV測定で電流値が
非常に小さく観察されているのではない
か？と考えるに至った。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、固液界面に固定化したタ

ンパク質の電気化学的活性を簡便に計測す
る手法を開発するとともに、界面に固定化し
たタンパク質を利用した新規なセンサー等
のデバイス開発の指針を得ることである。こ
のために、本研究において具体的には以下の
目標を設定する。 
(1) ITO-SOWG 分光法の高感度化を達成し、
単分子層の 1/10 の表面被覆率でも３５０～
８００ｎｍの波長範囲で１ミリ秒程度の時
間分解能の吸収スペクトル測定を行う。 
(2) ITO-SOWG分光法を用いた時間分解吸収
スペクトルの連続測定から、タンパク質の
ITO 電極上での吸着過程におけるΔＧ0 を測
定する。更に ITO 電極の電位を変化させて同
様の測定を行いタンパク質の吸着反応のパ
ラメータの電位依存性を検討する。特にゼロ
電荷電位を挟んで ITO 電極表面の電位と電
化密度の変化に対する吸着過程の変化を観
察する。 
(3) 表面修飾法を用いた固液界面へのタンパ
ク質の固定化を開発し、２４時間以上に渡り
９０％以上のタンパク質が活性な状態を達
成する。 
(4) 固液界面に単分子層程度の量で吸着した
タンパク質の吸着構造を原子間力顕微鏡等
のプローブ顕微鏡で観察し、平均的に単分子

層吸着しているのか、あるいは局在している
のか検討する。 
 
３．研究の方法 
本 研 究 に お い て は 我 々 が 開 発 し た

ITO-SOWG分光法等の複数の手法を中心に用
いて、タンパク質の吸着過程、及び吸着した後
のタンパク質の電子移動反応をマクロスコピ
ックとナノスケールの両方の視点からその場
観察し、その構造と機能の関連性に関して詳細
な検討を加え、そのデバイスとしての可能性を
議論することを目的とする。 
(1)時間分解吸収スペクトル測定からタンパク
質の電極表面に関する吸着過程を観察し、コン
フォメーション変化の有無や吸着量と電子移
動反応の関連性を判断する。 
(2)電極に印加した電位に対する吸収スペクト
ル変化からタンパク質の酸化状態と還元状態
を区別し電子移動反応を観察する。 
(3)電極電位をパルス状に変化させ、同時に
１ミリ秒程度の時間分解能で吸収スペクト
ルを連続測定し電子移動反応の速度を観察
する。 
また、ITO-SOWG 分光法を補完する目的

で高感度全反射赤外分光法・近接場赤外分光
法、原子間力顕微鏡等を用いる。 
 
４．研究成果 

平成２０年度の主な研究成果は以下の
通りである。ITO-SOWG 分光法の高感度
化や最適化を達成し、単分子層の 1/10 の
表面被覆率でも 350～800ｎｍの波長範
囲で１ミリ秒以下程度の時間分解能の吸
収スペクトル測定を行うことが可能な
ITO-SOWG 分光装置を開発した。現在確
認した限り、本装置では 0.6 ミリ秒の時
間分解能で最大 1,000 枚の吸収スペクト
ルを測定することが可能であり、１秒以
内の吸着過程や電子移動反応の速度論的
考察が可能となった。１ミリ秒以下毎に
SOWG セルに対する試料溶液の導入方
法を検討し直すとともに、今後、ITO 電
極の電位を変化させて同様の測定を行い
タンパク質の吸着反応のパラメータの電
位依存性を検討する予定である。また、
タンパク質やアミノ酸の吸着特性を、基板の
表面電荷により制御するために、電気化学セ
ルを形成し、表面増強ラマン・近接場ラマン
分光により検討した。その結果、ローダミン
色素や有機単分子膜のほか各種アミノ酸を、
ITO系基板に強く吸着させ、その電位依存性を
超高感度・超解像ラマンスペクトル測定によ
り明らかにした。 
平成２１年度は実際に ITO-SOWG 上に

チトクローム c を吸着させ ITO 電極にパ
ルスポテンシャルステップを印加し、酸
化体と還元体を交互に生成させながら時



間分解 ITO-SOWG 分光装置で吸収スペ
クトルの連続測定を行った。１ミリ秒以
下の時間分解ではノイズに対する信号強
度が小さくスペクトル変化が明瞭ではな
いため、２ミリ秒ごとに吸収スペクトル
測定を行った。その結果、チトクローム
c と ITO 電極間の電子移動反応は１０ミ
リ秒程度で終了しており、速度定数は
k=100[s-1]と概算で得られた。これは従来
から言われている、他の測定法で得られ
た結果と非常によく一致した。  
平成２２年度はITO電極上に吸着固定化

したチトクロームcを用い、ITO電極に対して
チトクロームcの酸化体と還元対を生成する
電位間でパルスポテンシャルステップを印
加し、同時にSOWG分光法でチトクロームｃ 
の吸収スペクトルの変化を20msecの時間分
解能でその場観察した。その際、共存するリ
ン酸緩衝液の濃度を減少させていくと、初め
は殆ど変化がないが、500倍程度に希釈しリ
ン酸が２０μM程度の濃度にまで減少すると
電子移動に要する時間が500msec程度まで急
に増加した。溶液の電気伝導度はイオン濃度
に比例すると考えられるので、溶液物性は電
極上に吸着したタンパク質の電子移動活性
にはあまり影響しない可能性が示唆された。 

また、共存する溶媒を純水に変えてもITO
電極とその上に吸着しているチトクロームc
の間で電子移動反応が観察された。電子移動
反応の自邸数は４～５秒程度であった。サイ
クリックボルタモグラム（CV）等の電気化学
的手法では溶液の電気伝導度が一定以上な
いと測定出来ないため、検討が不可能である
。SOWG時間分解吸収分光法を用いたため、
このような検討に成功した。 
チトクローム c の吸収バンドのピーク位置
変化を観察した。510～550nm 付近に観察さ
れる Q バンドの酸化還元反応に伴う変化は
掃引する電位範囲にほとんど影響を受けな
かった。一方、410nm 付近に観察されるソー
レ帯は掃引する電位範囲によってピーク波
長の変化する範囲が異なった。CV の結果か
らは電気化学的に完全に還元されていると
考えられる電位に ITO 電極を設定しても、還
元体のピーク波長である 416nm までシフト
しなかった。 
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