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研究成果の概要（和文）：タンパク質の反応を生理条件下で実時間観測できる赤外分光装置を開発し、それを巨大膜タ
ンパク質に応用することを目的とした。光源にフェムト秒赤外レーザーを用いて高感度の赤外分光装置を製作する一方
、ケージド化合物を用いて反応を制御するフロー・フラッシュ計測系を開発した。マイクロ流路フローセルを使用し、
試料消費を抑えたフロー計測系を実現した。フロー・フラッシュ計測系を時間分解可視分光装置に組み込み、NO還元酵
素に応用した結果、この膜タンパク質の酵素反応をマイクロ秒の時間分解能で観測することに成功した。現在、フロー
・フラッシュ計測系を時間分解赤外分光装置に組み込み、酵素反応の赤外分光観測を進めている。

研究成果の概要（英文）：This project aims to establish time-resolved IR spectroscopic techniques for obser
ving reactions of membrane protein complexes under physiological conditions in real time. High-sensitivity
 IR spectrometer was constructed using a femtosecond IR laser as the light source. On the other hand, a fl
ow-flash measurement system was developed to control reactions, which are triggered by the photolysis of c
aged compounds. Micro-channel flow cell was used to obtain a spectrum with minimal sample consumption. The
 flow-flash system was installed into time-resolved UV-visible absorption spectrometer and tested on NO re
ductase. We successfully observed the enzymatic reaction of this membrane protein with microsecond time re
solution. Flow-flash time-resolved IR spectroscopy is ongoing. 
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質の反応機構を解明するために
は、タンパク質の構造変化を実時間で計測し、
機能部位のプロトン化状態や水素結合ネッ
トワークの変化を捕らえる必要がある。この
目的に適した実験手法の一つが、赤外分光法
である。しかしタンパク質の赤外分光は、水
の強い赤外吸収が問題となるため、これまで
限られた系にしか適用されてこなかった。 
 そこで、水溶液中（生理条件下）のタンパ
ク質の構造変化を精度良く観測できる高感
度の時間分解赤外分光装置の開発を目指し
た。光源に高輝度のフェムト秒赤外レーザー
を使用し、検出器にはマルチチャンネルMCT
検出器を用いた。H21-22年度には科研費・若
手 Bの支援を受けて、巨大膜タンパク質・チ
トクロム酸化酵素の CO光解離の系（光サイ
クル反応系）の時間分解スペクトルを測定で
きるところまで進めた。試料セルには回転セ
ルを用いた。 
 
２．研究の目的 
 巨大膜タンパク質の反応（特に繰り返し測
定が困難な不可逆反応）の観測を可能とする
高感度の時間分解赤外分光装置を開発する。
装置を、①チトクロム酸化酵素（好気呼吸酵
素）の O2還元/プロトンポンプ反応と②一酸
化窒素還元酵素（嫌気呼吸酵素）の NO還元
反応の観測に応用し、生命活動に本質的な
「呼吸」の分子機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
 赤外分光用フローセルを開発し、若手 Bで
開発した時間分解赤外分光装置をフロー型
に発展・汎用化させる。フローセルは、一度
反応した試料を排出し、フレッシュな未反応
試料を導入するための試料セルである。 
 
４．研究成果 
 若手 B で開発した時間分解赤外分光装置
の精度を高めるべく、徹底的なノイズ解析・
ノイズ対策、また測定アルゴリズムの工夫を
行なった。その結果、水の強いバックグラウ
ンド吸収存在下でも（OD>2）、高精度測定（30 
μOD）が可能となった。しかも、その高精度
スペクトルの取得に必要な積算時間は、わず
か数十秒で十分であった。測定の高感度化・
短時間化により、フロー測定への期待が高ま
った。 
 そこで次にフローセルの開発を進めた。幅
0.2 mm×深さ 0.02 mmの CaF2製マイクロ流路
フローセルを開発した。深さは赤外光路長に
相当する。一方、幅は赤外パルスの焦点径
（0.01 mm程度）よりもやや大きくした。 
 基質の導入法については、二液混合法を含
めて幾つかの手法を検討した。その内の一つ
は、シリンジからセルに至る流路（PEEK チ
ューブ）の途中をガス透過性に優れたシリコ
ンチューブに繋ぎ換え、そこから基質ガス
（O2や NO）を導入するという方法である。

チトクロム酸化酵素のラマン測定で実績の
ある手法である（J. Am. Chem. Soc. 118 (1996) 
5443）。しかし試験測定の結果、常温での実
験は困難であることが判明した。そこで低温
測定系（<4 oC）の開発を進めると同時に、ケ
ージド化合物（ケージド O2やケージド NO）
を用いたフロー・フラッシュ測定法を検討し
た。 
 ケージド化合物とは、パルス光照射により
基質を放出する化合物である。フロー・フラ
ッシュ測定では、①パルス光照射によって反
応を開始し、②分光測定後、③フローにより
試料を交換する。①と②の間の時間間隔を変
えながら、上記手順を繰り返すことで時間分
解データが得られる。 
 ケージド NOについては、高効率な化合物
（J. Am. Chem. Soc. 119 (1997) 3840）が市販
で入手可能である。そこでケージド NOを用
いて、ナノ秒紫外レーザーのパルス照射によ
り NOを放出させるフロー・フラッシュ計測
系を開発した。このフロー・フラッシュ計測
系を、時間分解可視分光装置に組み込み、一
酸化窒素還元酵素の酵素反応をマイクロ秒
の時間分解能で実時間観測することに成功
した（成果は第 14 回日本蛋白質科学会年会
にて発表予定, 2014年 6月 27日）。現在、フ
ロー・フラッシュ計測系を時間分解赤外分光
装置に組み込み、酵素反応の赤外分光観測を
進めている。チトクロム酸化酵素の反応観測
に必要なケージド O2は、既報の化合物（Eur. 
J. Biochem. 269 (2002) 2630）をベースに開発
中である。 
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