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２． 氏名  
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３． 研究のねらい   

タンパク質の機能を分子構造レベルで明らかにするためにはその立体構造を知ることが

必須であり、X 線結晶構造解析や NMR などが有力な研究手段となる。一方、結晶構造解析

などでは判別出来ない微細な構造の違いや短寿命化学種の構造などを解析するため、さま

ざまな分光学的手法も併用していく必要がある。なかでもラマン散乱などの振動分光は分子

の構造や周辺環境の違いに鋭敏で、例えば図１に示した 4-ビニルフェノラートの場合、振動

スペクトルから水素結合のない構造 A と水素結合を形成した構造 B を容易に区別することが

できる。しかしタンパク質の機能を解明するためにはしばしば水素結合の向きの違い（構造 B

と C の違い）など更に高次の構造情報が鍵を握るが、従来の手法では区別ができなかった。

そこで我々は従来の限界を超えるブレークスルーとしてラマン円偏光二色性分光（Raman 

Optical Activity、ROA）に注目した。 

 

図１．4-ビニルフェノラートの構

造。B と C では水分子と水素結合

を形成しているが、その向きが異

なる。 

 ラマン円偏光二色性分光は右回りと左回りに円偏光した励起光により測定したラマン散乱

光の強度差が鏡像異性体では異なる点を用いた分光法である。ラマン円偏光二色性スペク

トルの信号強度はただでさえ微弱なラマン散乱光より数桁（10-3〜10-4以下）も小さいためそ

の測定は容易ではない。しかし、タンパク質をはじめとした生体分子の多くは光学活性であり、

格好の応用例である。実際、最近の技術的な進展によってタンパク質などの生体分子への

応用例が報告されるようになってきた。しかし、本手法の生体分子への応用は未だ限定的な

ものとなっている。その理由の一つは蛍光を発する試料には適用できない点である。これは

ラマン分光全般に当てはまる問題であるが、試料自身または試料に含まれる微量の夾雑物

が励起レーザー光を吸収してそのエネルギーを蛍光として放出すると微弱なラマンスペクト

ルを覆い隠してしまい測定が不可能となる。またラマン円偏光二色性分光に特有の問題とし

て、励起光の波長と試料の電子吸収帯の波長が一致したいわゆる“共鳴ラマン分光”の条件

下では有益な構造情報を与えるラマン円偏光二色性スペクトルを測定できないという問題が

ある。このため従来の可視光を励起光としたラマン円偏光二色性分光では可視域に吸収の

ある試料には適用できず、例えばヘムタンパク質や光受容タンパク質などのような活性中心

として色素分子を含んだタンパク質などへの応用はなかった。 

 そこで、我々は上記の蛍光と光吸収の問題を克服してさまざまな生体分子への応用を実現

するため、近赤外励起のラマン円偏光二色性分光装置を開発することにした。本研究で開発

した計測技術をさらに発展させ、短寿命化学種や生体組織・ナノ材料などへの応用への道を

切り拓くことが本研究の究極の目標である。 

 

４． 研究成果 

A. 可視光励起ラマン円偏光二色性分光装置の開発 

 さまざまな生体分子に応用可能な近赤外励起のラマン円偏光二色性分光装置の開発が本

研究の目的であるが、ラマン円偏光二色性スペクトルの信号強度は励起光の波長の 4 乗に
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反比例するため、可視光励起に比べて近赤外光励起の測定はより難しいものとなる。そこで、

我々はまず可視光（532 nm）を励起光源とするラマン円偏光二色性分光装置を開発してノウ

ハウを蓄積したあとに近赤外励起（785 nm）の装置を開発することにした。 

 本研究で開発した入射円偏光型の可視光励起ラマン円偏光二色性分光装置では、光源に

は発振波長 532 nmの半導体励起固体（DPSS）レーザーを用い、λ/4 波長板または液晶可

変位相差板を用いて直線偏光を円偏光に変換した。ラマン散乱光は後方散乱方式で観測し、

エッジフィルターでレーリー散乱光を除去したあとバンドルファイバーを用いて分光器に導入

し、電子冷却型CCD検出器で測定した。ラマン円偏光二色性スペクトルはその信号強度が非

常に小さいことから偽信号（アーチファクト）の影響を受けやすい。そこで偽信号を除去するた

め、λ/2 波長板を用いたスペクトルの補正機構を導入した。実験は右回りまたは左回りに円

偏光した励起光で測定したラマンスペクトルI RとI Lを交互に測定し、これらの和（I R + I L）がラ

マンスペクトル、差（I R − I L）がラマン円偏光二色性スペクトルとなる。CCD検出器や液晶可

変位相差板などの機器類は自作の測定プログラムから制御できるようにし、全自動で一連

の測定ができるようにした。 

 生体関連試料の測定に先立ち、

性能評価のために測定した(-)-

α-ピネンと(+)-α-ピネンのラマ

ンおよびラマン円偏光二色性ス

ペクトルを図 2 に示した。ラマン

円偏光二色性スペクトルの信号

強度はラマンスペクトルの約

1000 分の 1 程度と小さいが、既

報と一致する結果が得られた。

また二つの鏡像異性体ではスペ

クトルの符号が反転して区別で

きることが確認できた。 

 次に生体関連試料としてアミノ

酸（L-アラニン）とタンパク質（リ

ゾチーム）についてラマン円偏光

二色性スペクトルを測定した。図

3 左に示したように L-アラニンに

ついてもラマン円偏光二色性ス

ペクトルを測定することができた。

しかし、ピネンのような有機化合

物に比べると水溶液試料である

L-アラニンでは信号強度が小さ

い上にスペクトルのバックグラン

ドが大きいため、測定には長時間の積算が必要であった。図 3 右に示したようにリゾチーム

についても既報のラマン円偏光二色性スペクトルと一致する結果が得られることを確認でき

た。 

 

B. 近赤外光励起ラマン円偏光二色性分光装置の開発 

 上記のように可視光励起の装置を開発し、信号-雑音比（SN 比）の点などで更なる改良が

必要なものの、ラマン円偏光二色性スペクトルを測定できることを確認した。そこで本研究の

目的であるさまざまな生体分子に応用可能な近赤外励起のラマン円偏光二色性分光装置の

開発を行った。近赤外用装置の基本設計は可視光用装置と同じであるが、光源には半導体

レーザー（発振波長 785 nm）を用い、分光器をはじめとした各種光学部品類に近赤外光用に

最適化されたものを用いた。その結果、785 nm 励起においても可視光用装置と比べても遜

色のないスペクトルを得られるようになった。 

図 2．(-)-α-ピネンおよび(+)-α-ピネンのラマンスペ

クトルとラマン円偏光二色性スペクトル。励起波長 532 

nm。
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図 3．L-アラニン（左）とリゾチーム（右）のラマンスペクトルとラマン円偏光二色性スペクトル。

励起波長 532 nm。 

 

 開発した近赤外用装置を用いて測定した(-)-α

-ピネンと(+)-α-ピネンのラマンおよびラマン円偏

光二色性スペクトルを図 4 に示した。まずラマンス

ペクトルを図 2 の励起波長 532 nm での測定結果

と比べると 785 nm 励起においても同様のスペクト

ルが観測されていることがわかる。しかし、785 

nm 励起のスペクトルでは高波数側のバンド強度

が相対的に低くなった。可視光用装置と同じく近

赤外用装置においても検出器として CCD を用い

たが、CCD の検出感度は長波長側になるに従っ

て減少するため、高波数側のバンド強度が小さく

なっていると考えられる。 

 つぎに図 2 と 4 のラマン円偏光二色性スペクト

ルを比較すると、ラマンスペクトルと同様に 532 

nm励起に比べると 785 nm励起で観測したスペク

トルは高波数側のバンド強度が小さくなっている

以外は類似の結果が得られた。しかしラマンスペ

クトルに対するラマン円偏光二色性スペクトルの

強度比(I R − I L)/( I R + I L)は約半分になっており、

可視光励起に比べるとより難しい測定であること

が確認された。また可視励起ラマン円偏光二色

性分光装置と同様に、近赤外用装置についても

L-アラニンとリゾチームへの応用を試み、ラマン

円偏光二色性スペクトルを測定できることを確認

した。 

 以上のように、本研究において近赤外ラマン円偏光二色性分光装置の開発を行うことがで

きた。そこで、開発した装置を用いて近赤外励起用装置でしか測定できない可視部に吸収を

もつタンパク質試料としてバクテリオロドプシンとハロロドプシンについて測定を行い、ラマン

円偏光二色性スペクトルの測定に世界で初めて成功した。 

図 4．(-)-α-ピネンおよび(+)-α-ピ

ネンのラマンスペクトルとラマン円偏

光二色性スペクトル。励起波長 785 

nm。 
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５． 自己評価 

 本さきがけ研究では (1) 可視光励起のラマン円偏光二色性分光装置と (2) 近赤外光励

起のラマン円偏光二色性分光装置を開発することができた。本研究の主目的である近赤外

光励起ラマン円偏光二色性に関しては、従来の可視光励起の装置では測定できなかった色

素タンパク質の代表例として、バクテリオロドプシンとハロロドプシンへの応用に世界で初め

て成功した。しかし得られたラマン円偏光二色性スペクトルの解釈を含め、データの解析法

の開発に関してはほとんど手つかずの状態である。また従来では測定できなかった生体関

連試料への応用も少ない。今後は装置性能の更なる向上を図ると同時に、さまざまな生体

関連試料に応用し、本手法の有用性を実証していく必要がある 

 

６． 研究総括の見解    

ラマン円偏光二色性分光装置の作製をともかく仕上げたことは評価出来る。量子化学計

算でシミュレーションした分子を実際に測定してどのような情報が得られるかを示して欲しか

った。バクテリオロドプシンに応用し、暗状態と明状態でのスペクトルの違いを微弱な信号な

がら観測したが、その解釈がないのは残念だ。今後感度向上に向けて特段の工夫を行い多

成分系の測定まで発展させれば新しい分野を開拓することになろう。 
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