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研究成果の概要（和文）：
フェムト秒赤外白色レーザーを光源とした赤外分光装置を試作設計した。微弱信号の赤外測
定は水蒸気由来の信号の影響が大問題となるので測定システムすべて覆うチャンバーを作成し、
乾燥窒素ガス充填を行った。微小流路中を流れる試料にポンプ/プローブ法を用いる時間分解測
定の為にマイクロフローチップを作製した。これらの装置を用いて光路長 50μｍのセルを用い
て緩衝液中の存在するチトクロム cの酸化還元差スペクトルの測定に成功した。

研究成果の概要（英文）：
A femtosecond infrared laser was combined to our infrared spectrometer for light source.
A chamber was constructed to cover while optical system because the water vapor makes
IR spectra worth remarkably and it was filled with dry N2 gas. For time-resolved IR
experiment, a micro flow cell that dimension has 50 x 10-6 m (light path length) and 400
x 10-6 m (flow pass width) was made by sandwiched SU-8 polymer between CaF2 windows. A
difference spectra between reduced state and oxidized state of cytochrome c oxidase was
acquired by using these system.
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１．研究開始当初の背景
チトクロム c酸化酵素はミトコンドリア電子
伝達系に存在し、O2を水に還元すると同時に
電子伝達に共役してプロトンを膜の内側か

ら外側に能動輸送する。プロトンポンプ機構
を解明するためには Asp51 側鎖カルボキシ
ル基の化学状態を決定する必要がある。可視
吸収をもたないアミノ酸残基の構造解析に
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は赤外吸収分光法が利用されるが、水溶液中
の蛋白質に適用できる高精度・高感度の赤外
分光装置はいままで開発されていなかった。

２．研究の目的
赤外分光装置に赤外レーザーを組み合わせ
て高感度時間分解赤外分光装置を完成させ、
その後、Asp51 側鎖カルボキシル基の変化を
時間軸にそって追跡してプロトンポンプ反
応機構を解明する。

３．研究の方法
1. フロー法を用いた高感度時間分解赤外
分光装置の完成
輝度が高く、中赤外域で連続した波長成
分を含む赤外白色レーザーを光源として現
有の装置に組み合わせる。
2. Asp51側鎖カルボキシル基の時間分解測
定
プロトン放出基の一つと推定されている
Asp51 側鎖カルボキシル基のプロトンが O2
還元反応の「どの時点」で移動し、ポンプ
されるのかを明らかにする。静的な実験か
ら 1738cm-1に観測される信号は Asp51 の側
鎖カルボキシル基（プロトン化型）に帰属
されているので、酸素反応開始直後から時
間軸にそって「1738cm-1の信号」を追跡する。

４．研究成果
現有の赤外分光装置に赤外白色レーザー
はフェムト秒レーザーを数種類組み合わせ
た。安定化の為に、温調、湿度のコントロー
ルを行った。また種となるレーザーの電源ノ
イズを極力減らした。その結果、中赤外域
（1000cm-1～2000cm-1）で 400cm-1 の幅を持つ
安定な発振に成功した。さらに測定に使われ
る全ての機器を一台のコンピューターで制
御するプログラムを新たに作成した。またコ
ンピューター内部の電源を源泉とするノイ
ズを極限にまで減らす工夫を行った。これら
により精度の高い繰り返し積算が行なえる
ようになった。我々が目指している蛋白質由
来の微弱信号を精度良く測定するためには、
水蒸気由来の信号の影響が大問題となる。そ
こで測定システムすべて覆うチャンバーを
作成し、乾燥窒素ガス充填を行い、相対湿度
をほぼ０％にすることに成功した。蛋白質は
緩衝液に懸濁されているが、H2O の信号は
4x10-3A/℃の温度依存性があり、この温度依
存性は微小変化の追跡には許されないふら
つきとなる。そこでセルと恒温槽と組み合わ
せて温調、恒温を可能とする新しいセルを設
計、製作した。この装置を用いて光路長 50
μｍのセルを用いて緩衝液中の存在するチ
トクロム cの酸化還元差スペクトルの測定に
成功した。ここにフェムト秒赤外白色レーザ
ーを光源とした赤外分光装置が完成した。

さらに時間分解実験の検討を行った。微
小流路中を流れる試料にポンプ/プローブ
法を用いて時間分解測定を計画をした。
まず、我々の目的の速度で均一に二液を
混合することが出来るミキサーの検討を行
った。比較検討した結果、市販のミキサー
が最適であることが分かった。次にマイク
ロフローチップを作製した。赤外レーザー
光を用いて水溶液の測定を行うので、光路
長50μm、流路幅400μm径に設定し、試料と
参照を同時に測定するダブルビーム方式で
測定を行うのに最適なフッ化カルシウム製
セルを設計／試作した。二枚のフッ化カル
シウムの板の上に厚さ50μmの SU-8樹脂を
塗布し、硬化させてセルを作製した。チッ
プ内は高圧になるので極微小のピンホール
も許されないが、試行錯誤を繰り返した結
果マイクロフローチップを完成させた。
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