
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２４年 ６月 ８日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：顕微鏡下において試料中の単一の点から同時に発生するラマン散乱と

ハイパーラマン散乱を独立した２つの検出系で同時に計測できるラマン／ハイパーラマンハイ

ブリッド顕微分光系を新たに制作した。溶液中のβ-カロテンのハイパーラマンスペクトルに観

測される溶媒由来の増強された信号から溶質分子近傍に存在する溶媒分子の距離、配向に関す

る情報を取得する方法を示し、新たな局所振動分光法の可能性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）：A microspectroscopic system which can simultaneously detect 
Raman and hyper-Raman signals from the same laser spot is developed. A possibility of 
new vibrational spectroscopy that enables us to extract the information of relative 
geometry of solvent molecules in the vicinity of solvent from the observed hyper-Raman 
signal of all-trans- -carotene in solution is presented. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)生細胞など複雑かつ不均質な系において
は「溶媒効果」によって同じ分子が複数の異
なる働きを示し得ることが知られている。こ
のような溶媒の働きを分子レベルで理解す
るためには、標的分子近傍に存在する溶媒分
子のみを他の溶媒分子と区別して観測する
ことが必須である。しかしこのような要請を
満たす手法はこれまで存在しなかった。 
 研究代表者らはそれまでに溶液中のβ-カ

ロテンのハイパーラマン散乱における近傍
溶媒分子のハイパーラマン散乱が 105倍以上
も増強される現象を発見しておりこれを「分
子近接場効果」と呼ぶことを提案していた。
この現象を応用することで溶質近傍の溶媒
分子を選択的に観測する新たな振動分光手
法を創出できると考えた。 
 
(2)さらに研究代表者らはハイパーラマン過
程を顕微分光法に応用し、顕微ハイパーラマ
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ン分光装置をそれまでに開発していた。顕微
ラマン分光法と顕微ハイパーラマン分光法
を組み合わせることで、生細胞など不均一な
試料中の標的分子の溶媒環境をマクロから
ミクロスケールまで同時に計測できる新た
な振動分光法が可能であると考えた。 
 
２．研究の目的 
 ラマン散乱とハイパーラマン散乱を同時
計測可能な装置を構築し、様々な分子環境で
共鳴ハイパーラマン散乱の「分子近接場効
果」を観測する。ラマン散乱で得られるマク
ロスコピックな溶媒の振動情報（溶媒–溶媒
間の相互作用、溶媒構造など）、「分子近接場
効果」によって得られるミクロスコピックな
振動情報（溶質-溶媒間の相互作用、溶質近傍
溶媒の分子構造）を同時に取得することで標
的分子のおかれた溶媒環境とそれらの相互
作用に関する情報を抽出、議論できるような
理論の構築を研究の第一目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)【ラマン-ハイパーラマン-ハイブリッド
顕微分光装置の製作】 
 ラマン散乱とハイパーラマン散乱との同
時計測可能な顕微分光装置を開発する。信号
損失の最も少ない光学配置の組み合わせや、
対物レンズの種類等を検討する。 
 
(2)【モデル系での測定】 
 研究の方法(1)で製作した装置を用い、
様々な分子環境で共鳴ハイパーラマン散乱
の「分子近接場効果」を観測する。溶媒環境
の違いによる近傍溶媒の分子構造変化や溶
質-溶媒相互作用変化から「溶媒効果」の本
質の解明を目指す。不均一系のモデル系とし
て水中に分散させた自己会合閉鎖小胞（リポ
ソーム）中にβ-カロテンなどの標的分子を

封入した系を用いる。 
 リポソームは 1つの分子内に親水部と疎水
部を持つ両親媒性のリン脂質が水中で自己
会合し二重膜の閉鎖小胞を形成したもので
あり、生体膜のモデルとして用いられている。 
β-カロテンなどの標的分子を二重膜中に封
入し、標的分子近傍の分子環境を「分子近接

場効果」により観測する（図１）。 
 
(3)【分子環境の系統的な変更によるスペク
トル変化の検出】 
 リポソーム構成分子や温度、標的分子濃度、
水中のイオン濃度などをそれぞれ系統的に
変更し、スペクトル変化を詳細に解析する。
特に温度変化では膜の相転移を起こすこと
ができるため、標的分子近傍の分子構造が劇
的に変化すると考えられる。ことのような溶
媒分子環境の変化は溶質-溶媒相互作用に大
きな影響を及ぼすことが期待される。研究開
始時点までの研究で、標的分子との分子間相
互作用によって増強された近傍分子由来の
バンドがピークシフトを示すことがわかっ
ているが、どのような相互作用によるものか
まだ解明されていない。分子間相互作用の大
きな変化がピークシフトや信号強度（＝増強
の大きさ）にどのように影響を与えるか系統
的に測定を行うことによって解析をさらに
進める。 
 
(4)【モデルの構築】 
 研究の方法(1)-(3)により得られた結果を
統一的に説明できる分子間相互作用モデル
を構築する。 
 
(5)【生細胞、組織への応用】 
 植物細胞などカロテノイドが含まれてい
ると知られている生細胞や生体組織に本手
法の応用を試みる。 
 

 
４．研究成果 
(1) 【ラマン-ハイパーラマン-ハイブリッド
顕微分光装置の製作】 
 顕微鏡下における試料中の単一の点に励
起レーザー光線を集光し、焦点から同時に発
生するラマン散乱とハイパーラマン散乱を
独立した２つの検出系で同時に計測できる
ラマン／ハイパーラマンハイブリッド顕微

 
図 1 リポソーム中に封入した標的分子近傍

の分子環境観察の概念図 

図２ ラマン—ハイパーラマン顕微分光装置

の概念図。下部（後方散乱配置）にそれぞれ

ハイパーラマン・ラマン検出部を有する。 



 

 

分光系を新たに制作した（図２）。 
 ハイパーラマン散乱、ラマン散乱それぞれ
について前方散乱および後方散乱配置を検
討した結果、共に後方散乱配置の組み合わせ
の場合に信号損失が最少となり、高速にスペ
クトルを取得できると結論した。 
 
(2) 【モデル系での測定】 
 研究成果(1)で製作した装置を用いてリポ
ソームに封入した全トランス-β-カロテン
の計測を行い、以下に挙げる２点について新
たな知見を得ることができた。 
 
(2)-①、リポソームに封入されたβ-カロテ
ンは励起用近赤外レーザー光線の照射によ
り、試料の変性が促進され、ハイパーラマン
スペクトルの測定が困難となることが明ら
かとなった。さらに、この変性はリポソーム
を取り囲む水を窒素バブリングすることに
より低減可能なことを明らかにした。水に溶
存した酸素がβ-カロテンの変性に寄与して
いると考えられる。 
 
(2)-②リポソーム中のβ-カロテンのハイパ
ーラマンスペクトル中にはリポソーム構成
分子であるリン脂質由来と考えられるバン
ドが増強されて観測され、リポソーム中にお
いても「分子近接場効果」による増強効果が
存在することを明らかにした（図３）。 

 しかし、シクロヘキサンなどの有機溶媒を

用いた均一溶液中で観測される「分子近接場
効果」に比べてリポソーム中では増強効果が
小さく、赤外吸収強度と増強されたバンドの
強度が対応しないなどの違いが見られた。均
一溶液中に比べ、リポソーム中のβ-カロテ
ン分子は近傍分子（リン脂質）に対して特定
の配向をとりやすい傾向があると考えられ
るため、これらの違いは、β-カロテン分子
と近傍分子の相対的な配向の違いに起因し
ている可能性がある。 
 
(3) 【分子環境の系統的な変更によるスペク
トル変化の検出】 
 当初の予想と異なり、リポソーム中のβ-
カロテンのハイパーラマンスペクトルにお
いて観測された「分子近接場効果」の信号強
度は小さく、詳細な解析が困難であった。こ
のため、予定を変更し、通常の溶媒と溶媒中
の水素を全て重水素に置換した重溶媒を用
い、溶液中のβ-カロテンのハイパーラマン
スペクトルを観測した。得られた２種のスペ
クトルの差分を検出することにより、β-カ
ロテンにより増強された近傍溶媒分子の分
子振動を高感度に検出した（図４(a,b)）。 

 
図３ (a)DPPC リポソーム中のβ-カロテ

ン、(b)固体β-カロテンのハイパーラマン

スペクトル、及び(c)DPPC リポソームの赤

外吸収スペクトル。赤外スペクトル及び書

くバンドの帰属は [Mol. Biol. Biochem. 
Biophys., 31, 270 (1981)]より引用。 

 
図４ (a)全トランス-β-カロテン/ベンゼ

ン溶液の共鳴ハイーパーラマンスペクト

ル。溶媒はベンゼン(赤線)および 重ベンゼ

ン(青線) (b)差スペクトル。各バンドの対称

種を図中に示す。赤字は赤外活性振動、青

字はラマン活性振動、緑字は赤外・ラマン

不活性ハイパーラマン活性振動を表す。(c)
双極子‒双極子相互作用から予測される溶

媒のハイパーラマン散乱の増強効果の大

きさ。(d)双極子‒四重極子相互作用から予

測される増強効果の大きさ。 



 

 

 検出された溶媒の信号を溶媒の赤外吸収、
ラマン、およびハイパーラマンスペクトルと
比較することにより、増強される溶媒の分子
振動について以下に挙げる特徴を見いだし
た。 
 
(3)-①赤外活性振動は増強される。 
(3)-②非全対称ラマン活性振動も増強され
る。 
(3)-③全対称ラマン活性振動は増強されな
い（にくい）。 
(3)-④ハイパーラマンのみ活性な振動も増
強されない（にくい）。 
 
(4)【モデルの構築】 
 上記の結果を説明するために、これまで提
案していた共鳴ハイパーラマン散乱の理論
をさらに拡張し、分子間の相互作用を多極子
相互作用としてあらわに取り入れた理論を
構築した。 
 
(5)【実験結果による理論の検証】 
 本理論により得られた表式を用いて、観測
されたスペクトルパターンおよび強度を定
量的に再現することに成功した（図４(c,d)）。
本理論により、赤外活性振動は溶質分子と溶
媒分子の双極子-双極子相互作用により、ま
た非全対称ラマン活性振動は双極子ｰ四重極
子相互作用により強度増大を得るものと判
明した。多極子相互作用の大きさは分子間の
距離や配向に依存するため、増強された溶媒
の信号強度を定量的に評価することにより
分子間の距離や配向に関する情報を引き出
すことが可能であることを示した。 
 
(6)【生細胞への応用】 
 オオカナダモ（Egeria Densa）の葉緑素よ
りカロテノイドおよびクロロフィル由来と
考えられるハイパーラマン信号を取得する
ことに成功したが、信号ノイズ比が著しく悪
いためその他の近傍分子由来と考えられる
信号は検出できなかった。 
 
(7)【得られた成果のインパクトおよび今後
の展望】 
 本研究は溶質-溶媒間に働く弱い多極子相
互作用を実験的に検出、評価する新たな手法
を提案するものである。また「分子近接場効
果」による信号を定量的に評価するための理
論を構築したことにより、今後、分子プロー
ブを用い、標的分子のナノメートル近傍に存
在する分子の振動情報 (=構造情報)と空間
的情報を同時に取得する新たなナノメート
ル局所分析法の創出の可能性を示した。 
 本研究で開発したラマン／ハイパーラマ
ンハイブリッド顕微分光装置を用いたマク
ロからミクロスケールまで同時に計測でき

る新たな振動分光法はすぐにでも可能であ
るが、十分なハイパーラマン強度の得られる
試料系の選択が必要である。 
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