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研究成果の概要（和文）：パルスEPR法は強力なマイクロ波をパルス化して試料に照射することにより電子スピ
ンの時間応答を観測する手法である。しかし、一般にEPR線幅は非常に広くパルス法によるスピン束の共鳴は限
られており効率を下げている。　そこでパルスの中に異なる周波数をもったマイクロ波を複数印加することによ
って広範囲の周波数範囲のスピンを共鳴させることを行った。多周波のマイクロ波を混合して測定することによ
りパルスEPR信号の３-5倍の強度増加に成功した。この手法をタンパク質のラジカル、金属中心に適用して高感
度の測定が可能になった。 

研究成果の概要（英文）：Pulsed EPR is the essential tool for investigation of unpaired electron. 
Generally, the EPR linewidth is very broad, and it is difficult to measure spin  packets in pulsed 
EPR.  By mixing multi frequency microwaves, detectable frequency range in EPR lines was 3-5 times 
increased.  The technique was applied to the centers in proteins.  It gave high quality signal under
 the low radical contentraion.

研究分野： 生物物理
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図１：装置のブロックダイヤグラム. 連段の
発振器を結合増幅しTWTを経て試料に照射す
る。検出はデジタルオシロで行っている。  

１．研究開始当初の背景 
パルスEPR法の手法の中で生物系への応用と
して特に強力なものが PELDOR 法 (Pulsed 
Electron electron Double Resonance)である。こ
れは２つの異なったマイクロ波周波数を用
いた２重共鳴法である。ロシアの Tsuvetokov
らによって 1996 年提唱され、同年我々が最
初に生物系に応用した。この方法では 20-80
Åのスピン間距離を 0.2Å以下の高い精度で
測定することができる。タンパク質への応用
を広げること、低濃度試料でも適用可能なこ
とが課題となっている。 
 
２．研究の目的 
一般に EPR 信号は信号の線幅が広くパル
ス EPR 法ではごく一部のスピンしか励起
できず非効率である。しかし複数のマイク
ロ波を混ぜて励起することによって励起す
る範囲を広げることができ信号強度が格段
に増加することがわかった。この手法を拡
張すれば濃度が低くこれまで測定不可能だ
った試料での PELDOR 測定が可能である
ことを意味している。 また、非選択多周
波励起法は PELDOR 法だけでなく多くの
パルス EPR 法の測定手法にも適用可能で
ある。パルス EPR 手法として非選択励起多周
波混合を開発し、タンパク質一般に適用しう
る汎用測定法とすることを目的として研究
開発を行った。 
 
３．研究の方法 
パルス EPR 法は強力なマイクロ波をパル
ス化して試料に照射することにより電子ス
ピンの時間応答を観測する手法である。 一
つのパルス波によって観測できるスピンの
共鳴周波数はパルスの時間の長さに反比例
する（不確定性原理による）。 パルス NMR
法の場合 NMR 線幅は 100 kHz 程度である
ためパルスラジオ波によって周波数領域を
すべてカバーしうる。このため、スピンの
時間応答をフーリエ変換することにより短
時間に詳細にスピンの性質を調べることが
できる。 一方、EPR の場合マイクロ波の
パルス幅としては数 ns が限界であるため
観測可能なスピンは 100 MHz 程度となる。 

しかし、EPR 信号幅は 300-2,000 MHz と大
変広いため、パルス法ではすべてをカバー
することはできない。これはNMR法とEPR
法の最大の違いとなっており、EPR 法にお
ける課題である。 本計画課題では、パル
スの中に異なる周波数をもったマイクロ波
を複数印加することによって広範囲の周波
数範囲のスピンを共鳴させることにある。 
本研究では、新たな装置とシステムを構成

した。独立した複数のマイクロ波源から位相、
強度を調整した後混合、増幅した後パルス化
して試料に照射する。信号の検出は高速デジ
タルオシロスコープでリアルタイムに演算
を行い位相の補正を行い、位相補正のプロセ
スは、複数の高周波部品を組み合わせること
により行う。  
パルス EPR法は強力なマイクロ波をパルス

化して試料に照射することにより電子スピ
ンの時間応答を観測する手法である。 一つ
のパルス波によって観測できるスピンの共
鳴周波数はパルスの時間の長さに反比例す
る。 パルス NMR 法の場合 NMR 線幅は 100 kHz
程度であるためパルスラジオ波によって周
波数領域をすべてカバーしうる。このため、
スピンの時間応答をフーリエ変換すること
により短時間に詳細にスピンの性質を調べ
ることができる。 一方、EPR の場合マイクロ
波のパルス幅としては数 ns が限界であるた
め観測可能なスピンは 100 MHz 程度となる。
本計画課題では、パルスの中に異なる周波数
をもったマイクロ波を複数印加することに
よって広範囲の周波数範囲のスピンを共鳴
させることを狙った。 
 

 
４．研究成果 
 
 
 図３に通常の PELDOR 測定と多周波混合測
定での PELDOR 測定の結果を示す。測定例は
光合成タンパク質である光化学系Ⅱに含ま
れるマンガンクラスター由来のEPR信号に対
して測定を行った。 (a)は通常の PELDOR 法
であり(b)は多周波混合法で行ったPELDOR測
定である。振動パターンと時間軸０nsからの
降下が PELDOR の応答を示す。マンガンクラ
スター由来の信号は信号の線幅が100mT程度

図２：パルス長と周波数の関係 



あり、通常の手法では最大で 1/10 程度の励
起効率であり強い信号強度を十分に得るこ
とはできない。 しかし多周波混合法を用い
ると信号強度の著しい増加がみられること
がわかる。 この例ではおよそ 80ｍT間隔で
3 種類のマイクロ波周波数を混合しマンガン
らスターの励起効率がおよそ３倍になって
いることがわかる。 
 

更に信号強度の効率を上げるため５つの
マイクロ波の混合を試みた。 この場合でも
かなりの効率の増加は見られた。しかし最大
で４－４．５倍の増加にとどまった。 この
場合効率化の限界となっているのはマイク
ロ波アンプの増幅パワーの余剰スペックで
ある。 マイクロ波の増幅率は混合周波数を
用いた各宗派すすでかわらないものの使用
しているマイクロ波アンプTWTの最大電力２
ｋW で限界となっている 言い換えると多周
波混合ではアンプの最大電力出力まで活用
することができる。  

次に多周波での励起に加え多周波での
信号検出の例を示す。 図４a,b はそれぞれ
異なる周波数での共鳴信号である。 周波数
が異なるため異なった磁場での共鳴となっ
ている。図４c は２つの信号での同時検出の
結果を示す。同時に２つのマイクロ波で信号
の検出が行われていることを示す。これによ
って多周波での広い磁場範囲で信号を励起
することを示している。 
このシステムを、光合成タンパク質光化学

系Ⅱ,青色センサータンパク質 photozipper
に実際に適用し測定を行ったところ、従来よ
り高い感度での信号を得ることができ、実際
の応用が可能であることはわかった。 J 中
来訪とのの比較結果は論文準備中である。 

最近になって任意波形発生器(AWG)を用
いたパルス整形手法が開発され世界的に応
用がはじまっている。現在すでに商業ベース
での製品化も行われている。 AWG 法は今後
の主流となりえる優れた手法ではある。しか

し、短いパルスで広帯域での励起という点で
の限界がある。 多周波のマイクロ波を混合
する手法は短いパルスを用いた広範囲での
EPR 信号の測定という目的では大きな利点が
ある。今後の発展として AWG のシステムを相
補的にもちいることによって最も効率の良
い測定をすることが可能になると考えられ
る。 
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