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研究成果の概要（和文）：円二色性分光装置と顕微装置とを組み合わせることで、糖・糖鎖やタンパク質などの重要な
生体分子の真空紫外線領域における円二色性スペクトルの測定が可能な計測システムの開発を行った。シュバルツシル
トミラーを用いて検出光サイズを40×80マイクロメートルにまで縮小化して真空紫外領域での円二色性スペクトル計測
が可能であることを確認した。またタンパク質や糖・多糖試料の真空紫外領域での円二色性スペクトル計測を行い、糖
の結合数によるスペクトル変化を系統的に観測することなどに成功した。

研究成果の概要（英文）：Circular dichroism spectrum measurement in the vacuum ultraviolet region has been 
widely applied to analyze the molecular conformation of chiral molecules. In this work, I have developed t
he circular dichroism measurement system in the vacuum ultraviolet region equipped with the reduction opti
cs for conformational analysis of biomolecules such as protein and sugars. By using Schwarzschild mirror s
ystem as a reduction optic, the spot size of detection light was reduced to be about 0.04x0.08 mm at the f
ocal point. The distortion of CD spectra was confirmed to be negligible. This system enables us to measure
 the CD spectra in the wavelength region from 140 to 350 nm. We succeeded in observing the circular dichro
ism spectra of some proteins and sugars in the vacuum ultraviolet region with the developing system.
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１．研究開始当初の背景 
円二色性(Circular Dichroism:以下、CD と

略)はキラリティを持つ物質の分子構造、高
次構造に敏感に応答することが知られてい
る。紫外域ではタンパク質の二次構造決定や
薬剤等有機分子のキラリティ決定などに広
く利用され、装置も広く市販されている。近
年放射光を光源に用いることで真空紫外
(Vacuum Ultraviolet:以下、VUV と略)領域で
の CD(以下、VUV-CD と略)を計測する装置が
世界各地に建設されている。研究代表者は偏
光アンジュレータを偏光光源として用いる
VUV-CD 装置を開発し、世界初の波長 40nm ま
での CD スペクトル計測に成功してきた。 
VUV領域にまでCDスペクトルの計測領域を

拡張することによって、紫外領域の CD スペ
クトルを用いたものよりも高精度なタンパ
ク質二次構造解析や、可視紫外域には CD を
発現しない糖・糖鎖などの立体構造に関する
知見を得ることが期待される。例えば、タン
パク質の二次構造解析に関しては、VUV 領域
にまで拡張することでαへリックスやβシ
ートの含有率だけでなくその本数も予測で
きることが知られている。 
タンパク質同様に重要な生体分子である

糖・糖鎖などはその CD が主に VUV 領域にし
か発現しないため、VUV-CD 計測が不可欠であ
る。例えば糖分子はα体、β体といったアノ
マーと呼ばれる異性体を持つ。アノマー間の
分子構造の差異は一部の OH 基の位置のみで
あるため、光吸収スペクトルは殆ど変化しな
いが、VUV-CD スペクトルはこの僅かな構造の
変化に敏感に応答する。 
次段階である糖鎖試料の VUV-CD 計測にお

ける問題点として、糖鎖試料の多くは微少量
(ng, pmolオーダー)しか入手が困難である点
が挙げられる。現状の CD システムは世界中
の他の装置を含めて、これほど微少量の計測
には対応していない。そこで検出光のスポッ
ト径をマイクロメートルオーダーにまで縮
小する顕微光学システムを VUV-CD 計測シス
テムに導入した超高感度な顕微 VUV-CD シス
テムを開発することで、希少試料の VUV-CD
計測とそれによる構造解析が可能になる。 
 
２．研究の目的 
 上記の背景を基にして、本研究では糖やタ
ンパク質などの重要な生体分子の VUV-CD ス
ペクトル計測とそれによる分子構造解析に
資する、汎用のランプ光源を用いた VUV-CD
分光装置と顕微装置とを組み合わせた画期
的な計測システムの開発と評価を目的とし
た。 
光源としてランプ光源を用いることで、放

射光施設利用時間にとらわれない使いやす
いシステムが構築できる。縮小光学系として、
シュバルツシルトミラー等を用いることで、
通常数ミリメートル程度の検出光スポット
をランプ光源でも数十マイクロメートル程
度にまで縮小化でき、試料料位置を二次元走

査することで、試料位置と検出光位置とを合
致させることできる。 
本課題の進展から、将来的には VUV-CD 計

測による分子構造解析とそれを基にした薬
剤開発などの分野での貢献を目指している。 
 
３．研究の方法 
構築した VUV-CD 分光装置と顕微装置とを

組み合わせた計測システムの写真と光学系
の概要図を下の図１に示す。 
本システムは主にランプ光源、前置鏡、分

光器、後置鏡、直線偏光子（MgF2ローション
プリズム）、光弾性変調子（CaF2製）、シュバ
ルツシルトミラー、XYZ 軸ピエゾステージ付
試料セル、および検出器から成っている。 
 

 
図１ 構築した縮小光学系を導入した

VUV-CD 装置の写真（上）と光学系の概要図
（下） 

   



 
 本システムでは、分光器からの真空紫外光
の方向を二枚の反射鏡で水平方向から鉛直
下方向に変えることで、試料の水平配置を可
能にした。その光を直線偏光子と光弾性変調
子を用いて、円偏光状態にした。この時左右
円偏光状態は約 50kHz で切り替わるが、それ
と同じ周波数の信号成分だけをロックイン
アンプで検出することで微小な CD 信号を計
測するシステムを構築した。また本システム
全体は真空雰囲気下での計測に対応してい
る。 
 また VUV領域での計測に対応した溶液試料
セルと真空雰囲気に対応した温度調節機構
（0～80℃、精度±0.1℃）の開発に成功した。
これにより真空中に溶液試料を 24 時間以上
保持でき、アミロイドタンパク質などの常温
で構造変化が起きる試料の安定した計測な
どを可能にした。 
 
４．研究成果 
 上記のシステムにシュバルツシルトミラ
ー（NA=0.28、15×）を組み込み、光学調整
を行った結果、検出光のスポットサイズを通
常の 7×7 ミリメートルから、40×80 マイク
ロメートルにまで縮小化することに成功し
た（図 2参照）。 
 

図 2 シュバルツシルトミラーを入れた際
の左右方向(図１、Y軸方向に対応)（上）、前
後方向(図１、X 軸方向に対応)（下）の光強
度プロファイル 
 
さらにこの縮小化光を用いてアミノ酸の

一種である L-チロシン薄膜の VUV-CD スペク
トルを計測したところ、シュバルツシルトミ
ラーの有無でスペクトルの変化は殆ど観察
されなかった（図 3 参照）。チロシン薄膜は
CaF2基板上に真空蒸着法を用いて、50 ナノメ

ートル程度製膜したものを用いた。これによ
り縮小光学系を用いても正確な円二色性ス
ペクトルが計測できることを明らかにした。
現状の計測波長領域は約 140～350 ナノメー
トル程度であり、タンパク質などの生体分子
試料の構造解析に十分な波長領域をカバー
できている。 
また本システムの更なる高度化として、円

偏光を発生させる光弾性変調子の光学配置
などを変えて計測することで、ベースライン
強度を大幅に減少させる手法を考案・開発し
た。これにより試料のないブランクスペクト
ル計測が不要になるなど、本システムの更な
る高度化に成功した。加えて本システムの偏
光度を計測するシステムの構築にも成功し
た。 

 
図 3 シュバルツシルトミラーを入れた際の
VUV-CD スペクトル変化。試料：L-チロシン薄
膜、（シュバルツシルトミラー無：黒線、シ
ュバルツシルトミラー有：赤線） 
 
 開発した VUV-CD 計測装置と溶液セルを用
いて、アミロイドタンパク質の部分ペプチド
や単糖水溶液試料の VUV-CD スペクトル計測
を行った。 
 アミロイドタンパク質であるβ2 ミクログ
ロブリンの部分ペプチド重水溶液（濃度
6.7mM、セル長20マイクロメートル）のVUV-CD
スペクトルをミラー無し条件、温度 4℃で計
測した。CDPro ソフトウェアを用いてそのス
ペクトル結果から二次構造解析をした結果、
βシートの含有量は約 60％、本数は 2本と予
測した。これは一次構造からの予測とほぼ合
致している。 
 さらに、糖・多糖の重水溶液試料（濃度 0.2
～0.5M、セル長 20 マイクロメートル）の
VUV-CD および吸収スペクトルの計測を上記
同様に行った（室温条件）。試料として、単
糖である D-グルコース、二糖である D-トレ
ハロース、三糖であるマルトトリオースを選
択した。これらはグルコースがグルコシド結
合して形成されたものである。 
その結果を図 4に示す。吸収スペクトルの

強度（吸収係数）は糖の長さで変化するが、
形状は上記の試料間でほとんど変化しない。



これに対し、CD スペクトルの構造・強度には
いくつかの相違点が確認された。正方向の CD
ピークを持つことは共通しているが、三糖で
あるマルトトリオースには波長185ナノメー
トル付近に CD が見られないなどの違いが見
られている。 
現在この違いの原因を分子軌道計算など

により解析している。このように糖の結合数
の変化による VUV-CD スペクトルの変化を系
統的に観測した。 
 

 
図 4 D-グルコース（青線）、D-トレハロース
（黒線）、マルトトリオース（赤線）重水溶
液の光吸収(上)、CD スペクトル（下） 
 
 今後は更に多くの試料を計測することで、
分子構造と VUV-CD スペクトルとを対応づけ
たデータベースの構築や、本システムの更な
ら高度化（微量試料に対応した試料セルの開
発、試料位置自動調整機構、装置の高感度化
など）を進めていき、多くのバイオ科学者が
利用可能なユーザーフレンドリーな装置・分
子構造解析手法として確立させていきたい。 
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