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１．研究実施の概要  

本研究では、先端的な分子分光法を開発・製作し、自己組織化された系における反応の

高効率性、方向性等を多点における分子間相互作用と動的な揺らぎという観点から解明す

ることを目的とする。研究対象としては、1）分子会合体や集合体、および水素結合性液体

などの会合性液体、及び２）膜貫通型タンパク質を含むタンパク質を選び、分子間相互作

用や揺らぎなどの観点から種々の緩和過程、反応ダイナミクスを調べる。これらの系のサ

イズは、サブナノから数ナノメートルであり、その意味で、我々は「サブナノから数ナノ

メートルにおけるサイエンス」の構築を目指すということができる。平成１７年度までで

製作すべき装置類はほぼ完成しており、平成１８年度には性能向上を図るなどの改良を加

え、それらの装置を用いた測定とその解析・解釈に重点を置いた。 

平成１７年１１月に行われた中間評価会でのコメントを基本として、平成１８年度以降

の研究計画を立案した。すなわち、１．研究代表者の研究に予算を集中させること、その

ためにチームの再編成を行うこと、２．「自己組織化」というキーワードと「水と生体分子」

というキーワードを有機的に連携させて今後の研究を進めること、である。今までアドバ

イザー的に参加していた斉藤真司研究分担者（分子研）が新たに研究グループを作り、グ

ループ代表者としての研究を開始した。 

 

２．研究実施内容  

富永グループ 

研究項目：新規な時間分解赤外分光法による状態相関と反応の特異性 

1.可視ポンプ－赤外プローブ分光法の開発とバクテリオロドプシン光反応初期過程の解明 
導入した赤外領域のマルチチャンネル検出器による測定手法を完成し、測定実験を軌道

にのせた。これによりプローブ光を用いた過渡赤外スペクトルの測定の測定時間の大幅な

短縮、高い S/N 比の達成を実現し、微小信号のスペクトルの高精度測定が可能となった。

本年度は今まで使用してきたフィルム状の試料ではなく、溶液状態の試料をその測定対象

として研究を開始した。その一つとして、バクテリオロドプシンの類縁タンパク質である



 

ハロロドプシンの Cl-を N3-に置換し、N3-の非対称伸縮振動をプローブとした分光実験を提

案した。FTIR 分光器を用いて N3-の検出を試みたところ、タンパク質の凝集のために、濃

度を高くすることができず、観測を行うことができなかった。ハロロドプシンが水溶性タ

ンパク質ではなく、膜タンパク質であることが、濃度を高くすることができなかった理由

である。今後は溶液中における可視ポンプの測定に取り組んでいく。 
 
2.赤外非線形分光による水素結合性液体の揺らぎ、ホスト－ゲスト分子の動的相互作用 
サブピコ秒のパルス幅を持つ赤外パルスを用いて非線形分光の一つであるポンプ－プロ

ーブ分光を用いて水素結合性液体や錯体の振動ダイナミクスの測定を行った。メタノール

の水酸基の振動緩和を測定し、水酸基とメチル基を重水素置換し振動緩和に及ぼす重水素

効果を調べそれからエネルギー散逸の経路について議論した。CH3基を CD3基に置換する

ことにより OH 伸縮振動の振動緩和速度が遅くなることを見出し、これは OH 基の励起エ

ネルギーが分子内の緩和を経て起こっていることを示している。水素結合性錯体として、

安息香酸と溶媒の錯体、および安息香酸の二量体の振動緩和について調べた。振動緩和の

溶媒依存性では、水素結合が強くなれば振動緩和が速くなるという結果を得て、これをフ

ェルミの黄金則と対応させ議論した。しかし、もっとも水素結合が強くなる二量体の場合、

振動緩和はもっとも遅くなった。この結果については、錯体の対称性や錯体と溶媒との相

互作用の観点から検討している。安息香酸の二量体で分子間振動によるビートを過渡信号

に観測し（図 1）、このビートをフーリエ変換することにより分子間振動のスペクトルを得

た。それを励起波長（水酸基の波長）に対してプロットし、低振動モード（分子間振動）

と高振動モード（分子内振動、水酸基の伸縮振動）の相関を示す 2 次元表示を得た。この

ような低振動モードと高振動モードの相関図を始めて得ることができた。励起波長の増加

に伴い分子間振動のピークの波数が減少することを見出した。この現象の解釈については

現在検討している。一つの解釈は、OH 伸縮振動が高波数側に行くと分子間の振動が弱く

なる（低波数側へシフト）というものであり、もう一つは、分子間振動の非調和性が観測

されているというものである。どちらの解釈にせよ、弱い分子間の相互作用に関する詳細

は情報が得られている。さらに、フェノールと種々の塩基との錯体についても同様の測定

を行い、水素結合が強くなれば振動緩和が速くなるという結果を得ている。フェノールと

種々の塩基については振動緩和の速度にプローブ波長依存性がなかったが、これは水素結

合性錯体の揺らぎが振動緩和より速いものであるとして解釈した。また、水溶液中におけ

るグリシンの振動緩和を調べ、水とグリシンの相互作用とエネルギー散逸の関連について

調べた。 



 

 
3.テラヘルツ電磁波分光による分子間相互作用と動的揺らぎ 
機能を持つ状態でのタンパク質の低振動スペクトルの測定を目指しているが、フィルム

状態のバクテリオロドプシンのテラヘルツ分光の実験を行った。均一な試料の作成方法を

検討し、グリセロールを少量加え、乾燥窒素雰囲気下でゆっくり乾燥させることにより比

較的均一な試料を得ることができた。バクテリオロドプシンの低振動スペクトルは凍結乾

燥したシトクロムｃなどと異なり、低振動領域での状態密度が周波数の二乗に比例した。

これはバクテリオロドプシンの低振動ダイナミクスが結晶中のそれのように振動モード間

の非調和性が弱く、調和的に振舞っていることを示している。これは機能に関連していな

い振動モードを励起しても機能の発現が起こりにくいことを示しており、光駆動のタンパ

ク質に特有の現象であると考えている。熱的に機能を発現するシトクロムｃなどとは大き

く異なる。また、溶媒と溶質の相互作用の直接観測を目指し、溶液系のテラヘルツスペク

トルの解釈を行っており、従来の回転緩和による成分だけでなく、ライブレーション運動

や衝突誘起による成分などを考慮したモデルを提案、構築し、溶媒－溶質系における相互

作用の理解を目指している。 
 

４.大環状化合物の合成と分子認識（担当瀬恒） 

拡張ポルフィリンの誘導体を合成し、生体関連物質のバインディングに関する検討を行

った。ピロール８個からなるオクタフィリン O1 は光学活性カルボン酸と強く結合し、８

の字状に捩れたπ電子系に基づく不斉構造が誘起されるが、N-アシル置換アミノ酸誘導体

との錯体形成は殆ど見られない。O1 と類似した８の字型の立体構造とより大きな分子内空

洞を有する誘導体として、ベンゼン環をスペーサーとして２つ、および４つ導入したオク

タフィリン O2、O3 を新規に合成した。O2、O3 共に N-アシル置換アミノ酸誘導体との錯

体形成が観測されたが、O3 に比べて O2 が格段に強い誘起ＣＤスペクトルを与えた。O2
とＬ体の２０種のアミノ酸誘導体の錯体については、780nm 付近に現れる 1st コットン効

果のシグナルがマイナス側に現れた。一方、測定したＤ体の４種のアミノ酸誘導体による

誘起ＣＤではすべてプラス側に 1st コットンが現れた。このことはアミノ酸やペプチドと

の錯体形成に環サイズの大きなオクタフィリン誘導体が有用であり、それらの不斉構造の

プローブとしても利用できることを示唆している。  

図 1.四塩化炭素中における安息
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 ピロール６個からなる拡張ポルフィリンであるロザリン R1 は分子内空洞が小さく、生

体関連分子にたいするホスト分子としては不適当であるが、ロザリンに特有のトリゴナル

あるいはヘキサゴナルな立体構造を生かして、糖の錯体形成に展開できる可能性がある。

大きな分子内空洞を有する誘導体として 4,4’-ビフェニレン基、5,5’-(2,2’-ビピリジル)基、あ

るいは 6,6’-(2,2’-ビピリジル)基をスペーサーとして３つずつ導入したロザリン誘導体 R2、
R3、R4 を合成した。これらのロザリン誘導体とベンゼン-1,3,5-トリカルボン酸およびシク

ロヘキサンポリカルボン酸との錯体形成について検討した。ベンゼン-1,3,5-トリカルボン

酸はロザリンの内部空洞に適合した形状を有しており、同程度の酸性度を持つ p-ニトロ安

息香酸と比べても、ロザリン誘導体に対して極めて高い錯体形成定数を示すことを見いだ

した。 
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5.機能発現における水とタンパク質の動的相関（担当：水谷、佐藤）  

 (1)ミオグロビンのリガンド脱離に伴うタンパク質構造変化  

ミオグロビン（Mb）のリガンド脱離に伴う構造変化を、ピコ秒時間分解紫外共鳴ラマン分

光法を用いて調べた。チロシンおよびトリプトファン残基のスペクトル変化を詳細に調べ、

各残基の構造変化の速度を求めた。この結果から、ヘムをはさむようにして存在する 2 本

のヘリックスが、ヘムからのリガンド脱離に伴い、一方はサブピコ秒で、もう一方は約 2
ピコ秒の応答時間をもって変位することが明らかになった。以上の成果は、フルペーパー

としてまとめ現在投稿中である。  
(2)ヘモグロビンのリガンド脱離に伴うタンパク質構造変化  

ヘモグロビン（Hb）のリガンド脱離に伴う構造変化を、ピコ秒時間分解紫外共鳴ラマン分

光法を用いて調べた。ミオグロビンの結果と比較したところ、ピコ秒領域におけるスペク

トル変化は非常に小さいことがわかった。リガンド脱離後 10 ナノ秒においては大きな変化

が観測されることから、タンパク質の構造変化の初期過程はミオグロビンに比べ遅い時間

帯に存在することが示唆された。  
 (3)イエロープロテインの発色団異性化に伴うタンパク質構造変化 

イエロープロテイン（PYP）の発色団異性化に伴う構造変化を、ピコ秒時間分解紫外共鳴

ラマン分光法を用いて調べた。PYP 試料は徳永史生教授（大阪大学大学院理学研究科）の

グループから提供していただいた。パルス光照射によってタンパク質試料の劣化が起きる

ことがわかったので、試料溶液を測定中に循環するシステムを製作した。これを用いると 1
回の測定に約 5 ml の試料溶液を流すことができるため、パルス光によって損傷を受けた分



 

子の蓄積濃度を低く抑えることができる。また、このシステムでは金属ワイヤをガイドと

して試料溶液のフィルムを形成する。石英セルを用いないため、スペクトル中に石英によ

るラマンバンドが含まれず、高い S/N 比のスペクトルが得られるようになった。得られた

ピコ秒時間分解紫外共鳴ラマンスペクトルから、発色団に水素結合しているチロシン残基

が、発色団の異性化による構造変化に対してやや遅れて応答すること、またタンパク質の

初期の構造変化は発色団から 12 Å 離れた位置までおよぶ大域的な変化であることが明ら

かになった。以上の成果は、速報としてまとめ現在投稿中である。 
 

冨宅グループ 

研究項目：金属イオンを含むクラスター・生体分子の電子状態及び構造の多様性 

(1)  生体分子分光解析装置の開発と紫外・赤外分光研究 

 ポリペプチド、アミノ酸クラスターの構造形成と水和効果の役割を調べるために、新た

に温度制御が可能なイオントラップを備えた生体分子分光解析装置の製作と分光測定を進

めている。平成 18 年度は装置製作を完了し、温度可変性等の基礎的性能を調べ、実用化を

検討した。この結果、室温から 22K 付近まで捕捉イオンの冷却が可能なことを確認した。

また、この装置を用いて紫外および赤外波長領域で以下の研究を進めた。 

1. 構造が実験的に未知なプロトン化したトリプトファン(Trp・H+)について、室温と 22 K

で紫外光解離分光を行った。また室温での赤外分光を行い構造に関する新しい知見を得た。

構造の特定の目的で、現在、赤外多光子解離スペクトルの検討を進めている。 

2. ペプチドの構造形成とプロトン電荷の関係を調べるために、(Ala- Trp)・H+と

(Trp-Gly)・H+の紫外および赤外光解離スペクトルを検討した。この結果、(Ala- Trp)・H+

では、プロトン化に伴う紫外スペクトルの大きな変化が見いだされ、インドール環と N 末

端のアンモニウム基の相互作用が大きいことが明らかになった。この系についても、構造

の理解をさらに深めるため、赤外分光実験を進めている。 

 これらの開発と並行して、レーザーアブレーションを用いたポリペプチドイオンの生成

源の開発を行い、光電子分光を用いたポリペプチドの構造異性化の研究を進めている。 

 

2.  溶媒和金属イオンクラスターの構造と反応性 

  溶媒和電子生成と関連して水クラスター内での金属クラスターの安定性を調べるために、

ナトリウム二量体を含む水クラスター[Na2
- (H2O)n]の光電子分光実験を行うとともに、理論

計算による解析を行った。この結果、水分子３個以上が付加すると Na2
-から水への電子の

移動が起こるとともに、Na 原子間に水分子が挿入した構造が安定になり、二量体の溶解過

程が始まることを明らかにした。 

 



 

鍔木グループ 

研究項目：膜貫通型タンパク質における電子伝達系の構造・機能解析と生理機構 

（１）植物トウモロコシ(Zea mays) に由来するチトクロム b561 の安定な大量発現系(野生

型と His-tag 付き)を酵母 Pichia pastris において構築し、発現したタンパク質の高純度

精製方法の確立に成功した。野生型の EPR スペクトル解析した結果、２種類の異なる

low-spin 形ヘムを含むことが確認された。またパルスラジオリシス実験によりモノデヒド

ロアスコルビン酸を電子受容体とする電子伝達反応を行うことが分かった。DEPC 処理に伴

いアスコルビン酸由来の電子伝達阻害を強く受け、その化学修飾部位の MALDI-TOF-MS 解析

により、動物チトクロム b561 と同様な機構に基づくアスコルビン酸由来の電子伝達反応が

働いていることが推定された。 

（２）Zea mays 由来チトクロム b561細胞質側に位置しアスコルビン酸との相互作用に関与

していると思われる保存性アミノ酸残基(Lys83, Arg72, Tyr71)の部位特異的変異体(K83A, 

K83E, R72A, Y71A, Y71F)の発現と精製に成功した。これらの変異の導入はヘム部位には殆

ど影響を及ぼさないが、アスコルビン酸からの電子受容には顕著な遅延、阻害が見られる

ことが分かった。現在、小胞内側でモノデヒドロアスコルビン酸との相互作用に関与して

いると思われる部位の変異体の作製に取り組んでいる。 

（３）Blue-Native PAGE の手法を利用した二次元電気泳動、免疫化学的手法、及び

MALDI-TOF-MS を中心としたタンパク質化学解析により、ウシクロマフィン小胞に存在する

タンパク質間相互作用の詳細な解析を行い、チトクロム b561 のＣ末端親水性部分が相互作

用に重要な役割を果たしていることが推定された。融合タンパク質として大腸菌で発現さ

せたこのＣ末端部分をリガンドとしたアフィニティクロマトグラフィー法により、相互作

用しているタンパク質を分離・同定しようとしている。 

（４）大腸菌大量発現系により得られた膜結合型ヒトチトクロム b5の人工リポソーム膜へ

の結合・埋込みの条件を解析した。チトクロム b5は他の膜タンパク質とは異なり、細胞質

の遊離型リボソームでのタンパク合成終了後にそのＣ末端の疎水性 TA-ドメインが単独で

ER 膜に入り込み、膜貫通することが明らかにされている。今回、リポソーム膜に再構成さ

せたチトクロム b5が細胞内 ER 膜に結合しているチトクロム b5と同一のトポロジーを持つ

ことを確認した。この場合、自動的なリポソーム膜への結合と引き続くＣ末端部分の膜貫

通移動が起こっていることになる。さらに His-tag 付き膜結合形チトクロム b5の大量発現

と精製法の確立を試みている。 

（５）ミトコンドリア外膜に存在し、細胞質でのモノデヒドロアスコルビン酸ラジカルの

還元酵素として機能していると思われる、NADH-チトクロム b5還元酵素の機能解析を大腸菌

での大量発現・精製・反応速度論の手法を用いて開始した。NADH の結合部位に存在する高

度保存性 Pro 残基に注目した部位特異的変異体を発現・精製し、電子伝達機能に与える影

響を解析した。その結果 3 つの連続する Pro 残基が NADH との結合において受け皿的な役割



 

をしていることがわかった。 

 

松下グループ 

研究項目：単一分子分光による酵素タンパク質の構造揺らぎと機能 

液体ヘリウム温度における近赤外領域の蛍光励起スペクトル測定を用いた光合成アンテナ

複合体の単一分子分光では、二つのテーマについて研究を行った。 

膜タンパク質であるアンテナ複合体について、界面活性剤のミセルとなっている場合と

脂質二重膜中にある場合との構造の違いについては、アンテナ複合体を一個しか含まない

脂質膜断片が最も多くできるように試料の調製条件を最適化し、蛍光励起スペクトルの励

起偏光依存性のデータからスペクトルを抽出する過程に特異値解析を用いて曖昧さを可能

な限り排除した。ミセルと脂質膜中、それぞれ 70 個以上の複合体を測定し、統計処理に十

分な標本数を揃えた。これまで結果が二転三転していたが、最終的にミセル中と脂質膜中

とでは構造が異なり、脂質膜中ではより円に近く歪が小さいという結論を得た。光化学的

な性質も異なり、脂質膜中の方が約５倍光酸化されにくいことを見出した。今後、脂質膜

中で複合体が自己会合した系におけるエネルギー移動を調べる予定である(投稿準備中)。 

タンパク質に無数に存在する局所安定構造を表すポテンシャル面上の井戸について知る

ために、一個のタンパク質の熱による自発的な構造変化の温度依存性を調べる実験では、5 

K から 30 K の温度範囲において、一個のタンパク質における温度による変化よりも、同じ

温度でのタンパク質の個体差の方が大きいことが分かった。このことは、局所安定構造ま

わりの多次元のポテンシャル井戸の一番低い障壁の高さが井戸によって大いにばらつきが

あり、そのばらつきは少なくとも今回測定した温度範囲に対応する 6 倍程度はあることを

意味している。今後スペクトルの時間変化からより多くの情報を引き出すため、光を吸収

している遷移双極子の配向の同時測定ができるよう、またより長時間の測定で一個のタン

パク質についてより広い温度領域での挙動を調べられるよう、装置に手を加える予定であ

る(投稿準備中)。 

平成 16 年度に導入したフェムト秒近赤外レーザーを光源とした紫外・可視領域の多光子

蛍光顕微分光装置が立ち上がり、液体ヘリウム温度で色素一分子の二光子蛍光スペクトル

が測定できるようになった。今後、青色光受容体であると同時に信号伝達物質産生に関わ

る酵素でもある Photoactivated Adenylate Cyclase (PAC) をとりあげ、補因子として含ま

れているフラビン色素を使って、四量体を形成しているとされるこのタンパク質の構造と

機能を探る。 

 

神取グループ 

研究項目：水素結合ネットワークを介した光駆動プロトンポンプの解明 

 本研究では、バクテリオロドプシンなどのレチナール蛋白質を対象として、水素結合ネ

ットワークを介した光駆動ポンプ機構を赤外分光により解明し、将来的には、水溶液中に



 

おける情報伝達を活用した機能性材料などのナノソフトマシン創製の設計指針を与えるこ

とを目指している。前年度までに、低温偏光赤外分光を光駆動プロトンポンプであるバク

テリオロドプシンに適用し、蛋白質内部でのプロトン移動にとって中心的な役割を演じる

水分子やレチナールシッフ塩基、アルギニン側鎖などの水素結合変化を明らかにしている。

平成１８年度については以下の研究成果が得られた。 

 バクテリオロドプシンなどの古細菌型ロドプシンには、分子ポンプとして光をエネルギ

ーに変換するものと光を情報へと変換するものが存在するが、両者の機能を分けている要

因は、アミノ酸配列からも立体構造からもよくわかっていなかった。このような現状にお

いて、我々は低温赤外分光法によって水分子の水素結合を実験的に捉えたところ、バクテ

リオロドプシンなどのプロトンポンプ蛋白質には必ず強い水素結合を形成した水分子が存

在することがわかった。この法則の発見は、古細菌のロドプシンだけでなく、新たに真正

細菌や真核生物から発見された古細菌型ロドプシン、さらには機能を転換したバクテリオ

ロドプシンやハロロドプシンについてもあてはまっていた。選択的で効率のよい反応機構

を行う複雑な生体系において、機能を決定する構造要因はわずか１個の水分子である可能

性が明らかになったのである。 

 

斉藤グループ 

研究項目：分子動力学計算による水の多様性と非線形分光の理論および生体高分子系の構

造変化と機能発現 

 水の集団的な運動や揺らぎを解析する手法の確立をめざし、非平衡分子動力学法に基づ

く水の 2 次元赤外分光法の解析を行った。図 1 に室温状態の水の 2 次元赤外分光法

の ’populat

ion time’t2

依 存 性を示

す。水の衡振

運 動 に由来

する 2次元赤

外 分 光応答

の最大値が(t1,t3)=(0fs,~28fs)に見られる。このピーク強度は、t2 < 20fs の非常に速い減

衰振動の後に遅い過減衰が起こり、100fs 程度でほぼ一定値に達するもので、振動基底およ

び励起状態における衡振運動と並進運動による双極子モーメントの大きさの高速な減衰に

由来するものである分かった。また、t2=0fs の対角線(t1~t3)上には、t=0 と t1のパルスに

より誘起される運動と t= t1+t2 と t1+t2+t3 のパルスにより誘起される運動のコヒーレンス

による明確なシグナルが見られる。一方 t2>800fs では、対角的なシグナルは非常に弱く

t1,t3 軸に並行なシグナルへと変化しており、2 つの時間の運動のコヒーレンスの消失を示

している。この時間スケールは水素結合ネットワークの組み替えが起きる程度のものであ

図 1. 水の 2 次元赤外分光法の population time (t2)依存性 

t2=400fs t2=200fs t2=800fst2=100fst2=0fs 



 

り、水素結合ネットワークの組み替えにより、異なる時間の分子間運動のコヒーレンスが

消失していく様相が、今回の計算により明らかになった。 

生体系における反応機構の解明として、細胞増殖に関わる Ras における GTP 加水分解反

応での構造の揺らぎおよび水素結合ネットワーク構造の影響について分子動力学計算を用

いた解析を行った。活性型、不活性型、GAP 結合型の各状態での主鎖二面角の解析を行った。

加水分解反応の前駆体である GAP 結合型では、Ras の全体的な揺らぎ、特に加水分解反応を

妨げる揺らぎが抑制されており、揺らぎと反応の関わりが明らかになってきた。また、不

活性型と活性型および GAP 結合型との間で、スイッチ II の領域の揺らぎに顕著な違いが見

られた。これらの結果は、GTP/GDP または GAP との配位の状態が加水分解反応段階で大きく

変化することに対応している。また、GTP/GDP 周辺の水素結合ネットワークの様相を解析し

た。これまでに構造解析が行われた GDP と AlF3を用いた GAP 結合型は加水分解の TS 状態に

近いと考えられてきたが、今回の GTP を用いた GAP 結合型の構造からは別の TS 状態を通る

ことが示唆される結果が得られた。現在、電子状態計算（QM/MM 法）を用い、加水分解反応

がどのような反応経路を通り進行するのか、また加水分解反応後どのように Pi が解離する

のかなど反応機構の解明を進めている。 

生体系における反応機構の解明として、モデルイオンチャネルのイオン透過機構の解析、

photoactive yellow protein(PYP)の光異性化後の構造変化の解析を行い、ともに J. Phys. 

Chem. B に発表した。 
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