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研究成果の概要（和文）：　　本研究の大きな目的は申請者らが開発してきたラマン円偏光二色性分光装置の更
なる高感度化と、生命科学における重要課題への適用である。本手法は円二色性分光（いわゆるCD）のラマン分
光版で、通常のラマン分光に比べて極めて多くの構造情報を提供する。特に溶液中では平面構造の分子がタンパ
ク質中ではキラルな非平面構造になることに注目し、活性中心である補欠分子の構造的な歪みを検出できること
を示してきた。特に、本研究では分子動力学計算と量子化学計算を用いたスペクトル解析法を確立することがで
きた。また光受容タンパク質の応用に関しては、その励起波長依存性に関して顕著な成果を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：Many biological cofactors, such as light-absorbing chromophores in 
photoreceptors, are intrinsically planar molecules. A protein environment, however, causes 
structural distortions of the cofactor, and such structural changes can lead to a modulation of 
chemical properties of the cofactor to maximize its biological activity. In this project, we have 
established the spectral analysis of Raman optical activity (ROA) based on quantum chemical 
calculations combined with molecular dynamics simulations. For an application of ROA to 
photoreceptor proteins, we have examined the effect of excitation wavelength on the ROA spectra for 
the first time.

研究分野： 分子分光学
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１．研究開始当初の背景 
	 自然界には補欠分子を活性中心としても
つ色素タンパク質が数多く存在する。例えば
ヘムタンパク質はさまざまな機能を発現す
るため鉄ポルフリン錯体であるヘムを活性
部位としてもっている。また光受容タンパク
質では発色団と呼ばれる有機化合物を光の
検出に使っており、光吸収によって引き起こ
された発色団の構造変化がタンパク質の構
造変化を引き起こして信号伝達などの機能
を実現している。このような補欠分子の多く
はπ電子系を有した化合物で、本来は平面構
造である。しかし、タンパク質中では歪んだ
非平面構造となり、この構造の歪みがタンパ
ク質の機能と密接な関係をもつことが示さ
れてきた。例えば、光受容タンパク質では発
色団の吸収波長制御や光物理・光化学的な性
質などに関与していることが示されている。 
	 上記のように補欠分子の構造歪みの重要
性は指摘されてきたが、その実験的な検出は
容易ではない。例えば、X 線結晶回折では 1.5
Å程度の高分解能構造でも正確に面外方向の
歪みを検出することはできない。そこで我々
は非平面構造への歪みに関する構造情報が
期待できる分光手段として、ラマン円偏光二
色性分光またはラマン光学活性分光（Raman	 
Optical	 Activity,	 ROA）と呼ばれる手法に
注目した。ROA は右回りと左回りに円偏光し
たレーザー光を照射した際に観測されるラ
マン散乱光の強度差 IR−IL で、鏡像異性体で
はその符号が反転する性質を用いたキラル
分光の一つである。紫外可視光を用いた電子
円二色性分光（いわゆる CD）に比べて ROA ス
ペクトルでは多くの振動バンドから構成さ
れており、個々のバンドが有益な構造マーカ
ーとなり得るのが大きな利点である。このた
め ROA は蛋白質や糖鎖などのさまざまな生体
関連分子に応用されてきた。しかし、従来開
発されてきた ROA 分光装置のほとんどは可視
レーザー光を励起光源として用いているた
め、多くの色素タンパク質では蛍光や試料の
光損傷などのため応用できなかった。そこで
我々は近赤外励起の ROA 分光装置を開発し、
タンパク質中に存在する発色団の ROA スペク
トルを選択的／優先的に測定できることを
明らかにしてきた。	 
 
２．研究の目的 
	 本研究の大きな目的は申請者らが開発し
てきた近赤外ラマン円偏光二色性分光法の
高感度化と、実際に本手法を用いて生命科学
における重要課題を解決していくことであ 
る。この目的を達成するため、本研究ではつ
ぎの 3 つの目的を設定した。 (1)	 装置の高
感度化：我々は近赤外ラマン円偏光二色性分
光装置を開発し、従来では測定できなかった
色素分子などへの応用を可能にした。しかし、
短寿命化学種に適用するためには 更なる測
定感度の向上が必要であり、本研究の第一の
目的とした。	 (2)	 解析法の確立：観測デー

タから分子構造に関する情報を得るために
は量子化学計算によるスペクトル予測が必
須である。本手法によりどの程度の精度で構
造を予測できるのかを評価し、新しい構造解
析法としての確立を目指す。	 (3)	 光反応中
間体などへの応用:装置開発と平行して、生体
関連分子やナノ材料への応用実験を行う。特
に本研究では光受容タンパク質の反応中間
体への応用を目指す。我々が近赤外ラマン円
偏光二色性スペクトルを測定できる世界中
で唯一の研究グループであるという利点を
活かし、生命科学における重要課題の解決を
目的とした。 
 
３．研究の方法 
	 分子にエネルギーhνL（νLは振動数）の光を
照射すると散乱光の一部はエネルギーを変
えて振動数（νS）のラマン散乱光となる。こ
のとき，入射光（νL）と散乱光（νS）の振動
数の差 νL	 -	 νS が分子固有の振動数に対応す
る。従って試料に照射したレーザー光からの
ラマン散乱光を観測し、その振動数と強度を
調べることで分子振動に関する知見が得ら
れる。	 
	 ROA では入射光として右回りおよび左回り
に円偏光したレーザー光を用いてラマン散
乱光を観測する。これらの和 IR	 +	 ILは通常の
ラマンスペクトルに対応するが、これらの差
IR	 -	 ILが ROA スペクルとなる。キラルでない
分子では IR	 -	 IL =	 0 となるが、キラルな分子
では IRと ILの強度がわずかに異なり IR	 -	 IL	 ≠
0 となる。ところが ROA 信号 IR	 -	 ILはラマン
信号強度 IR	 +	 ILの 10-3以下と極めて小さく、
その測定は容易ではない。しかし鏡像異性体
では ROA スペクルの符号が反転して区別でき、
生体関連分子の多くはキラルであることか
ら通常のラマン分光よりも高次の構造情報
が期待できる。本研究では、まず我々が開発
した近赤外ラマン円偏光二色性分光装置の
更なる高感度化に取り組んだ。従来の装置で
は入射光を左右円偏光に変調して測定した
ラマン散乱光を観測し，その差 IR	 -	 ILから得
ることができる。この方法は入射円偏光方式
（Incident	 Circular	 Polarization，ICP）
と呼ばれる。一方、無偏光の入射光を照射し
て観測されるラマン散乱光の左右円偏光の
強 度 差 を 観 測 す る 散 乱 円 偏 光 方 式
（Scattered	 Circular	 Polarization、SCP）
でも同様の ROA スペクトルが得られることが
わかっている。この方式では左右円偏光成分
を同時観測するため、レーザー光の出力や発
振波長の揺らぎの影響を受けずにラマン円
偏光二色性スペクトルを観測可能だと期待
できる。ROA スペクトルには分子構造に関す
るさまざまな情報が含まれている。しかし，
得られたスペクトルから構造情報を引き出
すためには、量子化学計算による ROA スペク
トルのシミュレーションが必要である。本研
究では分子動力学計算（MD 計算）も併用した
解析法の確立をめざした。本研究の最大の目



的である受容タンパク質の光反応中間体へ
応用すると同時に、ヘムタンパク質などの生
体関連分子への応用研究に取り組んだ。	 
	 
４．研究成果	 
	 我々は 532	 nm 励起と 785	 nm 励起の 2 台の
ROA 分光装置を用い、小分子ペプチドや光受
容タンパク質などへの応用を試みた。また
SCP 方式の近赤外励起ラマン円偏光二色性分
光計の開発にも成功した。	 
	 解析方法の開発に関しては、小分子ペプチ
ドについて検討した。具体的な研究対象とし
ては環状ジペプチド cyclo(L-Ala-Gly)とテ
トラアラニン Ala4を用い、ラマンおよび ROA
スペクトルの測定を行った。測定は軽水に溶
かした試料だけでなく、重水に溶かした試料
についても行った。観測したラマンおよび
ROA スペクトルを解析するため、密度汎関数
理論（Density	 Functional	 Theory、DFT）に
基づいた理論計算によるスペクトルのシミ
ュレーションを行った。また水溶液中におけ
る分子構造の揺らぎや溶媒である水分子と
の水素結合などの効果を考慮するため、分子
動力学（Molecular	 Dynamics、MD）計算を行
った。cyclo(L-Ala-Gly)の場合、MD	 計算に
は	 Amber11を	 用い,溶質分子の周りに486個
の水分子を配置した系について 300	 K での MD
計算を 12.8	 ns 行った。得られたトラジェク
トリーから 250 個のスナップショットを取り
出し、溶質分子は量子力学的に計算し（QM）、
水分子は分子力学（MM）で取り扱う QM/MM 計
算の初期構造とした。QM/MM 計算では水分子
の数を 100 個に減らし、水分子の座標は固定	 
したまま、溶質分子のみを構造最適化した。
250 個の最適化構造についてスペクトルを計
算し、平均化することで水溶液試料のラマン
および ROA スペクトルを得た。計算スペクト
ルは実測スペクトルをよく再現し、特に ROA
スペクトルの解析には極めて有効であるこ
とがわかった。実測スペクトルと計算スペク
トルの良い一致は Ala4 についても得られた。
ROA スペクトルでは、比較的小さなコンフォ
メーションの違いで符号が反転し、多くの
ROA バンドが互いに打ち消しあっていること
が再現された。このように ROA スペクトル	 の
測定と MD+QM/MM	 法によるスペクトル解析を
行うことで、分子の動的構造に関する知見も
得られることがわかった。	 
	 ROA 分光の光受容タンパク質への応用に関
しては、励起波長依存性に関して大きな進展
があった。共鳴条件下で ROA 測定を行えば、
共鳴ラマン散乱と同様に低濃度試料でも高
感度に分子の ROA スペクトルが計測できると
期待される。しかし、共鳴条件では ROA スペ
クトルの形状は共鳴ラマンスペクトルと同
一になり、またその強度は共鳴する電子遷移
の円二色性と比例関係を持つというのが理
論からの予測である。つまり、共鳴 ROA スペ
クトルは ECD スペクトル以上の立体構造情報
を持たないと考えられてきた。1 つの電子励

起状態のみを考慮した近似(単一励起状態近
似)の下で 1996 年に導出されたこの理論予測
は、Salinibacter	 ruber 由来 Photoactive	 
Yellow	 Protein（PYP）の ROA スペクトルの
励起波長依存性によって確かめられた。我々
は PYP の ROA スペクトルを 785	 nm と 532	 nm
の 2 つの励起波長を用いて測定した。例えば
984 と 831	 cm-1に位置する C-H 面外変角モー
ド(γ8、γ2)が顕著に強い ROA 強度を示し、その
ROA スペクトルの形状はラマンスペクトルと
は異なる。	 しかし、PYP の電子遷移に近い
532	 nm の励起波長を用いると、ROA スペクト
ルはちょうどラマンスペクトルを上下反転
させたものと酷似した。つまり理論の予測を
裏付けるように、共鳴条件下では ROA スペク
トルの強度パターンが通常のラマンスペク
トルと一致した。また ROA スペクトルとラマ
ンスペクトルの強度比(3.1×10-4)は吸光係
数と円二色性の強度比(6.8×10-4)の約半分
となって、これも理論の予測とよく合ってい
る。ROA 測定では、レーザー波長に応じて波
長板等の光学素子のほぼ全てを換えて調整
する必要があるため、ROA スペクトルに対す
るこのような励起波長依存性の実験はほぼ
皆無であった。可視光と近赤外光の 2 波長を
用いた ROA 測定によって、振動バンドごとに
固有の符号と強度を持つ PYP の ROA スペクト
ルの特徴が共鳴条件下で失われることがわ
かった。特に色素の ROA スペクトル測定にお
いては励起波長の選択が重要になることが
明らかとなった。	 
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