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1965 阪大理無機物理化学修士 CH3OC2H5の内部回転異性体 

                                                        遠赤外分光の実験   

 

196６ 阪大蛋白研助手     ポリエチレン結晶の格子振動と物性 

      



ポリエチレン分子の振動 
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振動数 vs 位相差曲線 

格子振動の分散曲線 
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ポリエチレン結晶の振動数分布 ポリエチレン結晶の比熱 
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実測結果 

K   c 

K ‖ c 

計算結果 

振動状態密度の計算結果の実験的検証 
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１９７１−７３ ミネソタ大学 Bryce L. Crawford 教授 液体の分子運動    
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内部反射法を利用した液体の n, k の決定 

KRS-5 半円柱 
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1973    帰国        （京極好正教授）   転職か分野転換 



                                 

                                                  京極好正教授 
 

帰国後の仕事    

Bence-Jonesのラマン                       浜口浩三 先生 

 

Poly(dA)-Poly(dT)２重ラセンのラマン  G. J. Thomas 

 

内部反射法を利用した           飯塚哲太郎先生 

ミオグロビン単結晶の共鳴ラマン測定 
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 Ni-ポルフィリンの共鳴ラマン                生越久靖 先生 
 
 



ヘム蛋白質中の 

鉄ポルフィリン 
 

モデル化合物としての 

Ni-オクタエチルポルフィリン 

   １５N 置換体 

  CmD 置換体 



Ni(OEP)の共鳴ラマンスペクトル  

Ni(OEP) 

Ni(OEP)-15N4 

Ni(OEP)-D4 

 = 514.5 nm 

１分子当たり８０本のバンドの実測 



ヘム蛋白マーカーバンドの振動モード 

Oxidation State Coordination Number Core Size 



• 金属ポルフィリンの共鳴ラマン
バンドの帰属およびスペクトル
と物性との相関 

• ヘム蛋白質の共鳴ラマンバン
ドの帰属およびスペクトル的
特徴の構造との相関 

• ヘモグロビンの鉄－ヒスチジン 

   伸縮振動バンドの帰属とその 

   4次構造依存性 

• ペルオキシダーゼ反応中間体における 

   Fe(IV)=O伸縮振動バンドの検出と反応機構の解明 

Spiroらによる引用 

J. Phys. Chem. 94, 47 (1990) 

１９８８年以前の研究 
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 Ni-ポルフィリンの共鳴ラマン                生越久靖 先生 
 
 ヘモグロビンの４次構造変化の検出   森本英樹研究室 



  ヘム蛋白の生物物理             

ヘム蛋白のEPRスペクトル   飯塚 哲太郎(阪大基礎工） 
ヘム蛋白のNMR               森島 績  （京大工）   
ペルオキシダーゼ       山崎勇夫 （北大応電研） 
               田村 守 
ヘモグロビン       米谷 隆（ペンシルバニア大） 
チトクロムP４５０           石村 巽  （慶大医） 
チトクロム酸化酵素     折井 豊  （阪大理） 
 
 
共鳴ラマンの共同研究者： 
 ミオグロビン             齋藤正男 
 Fe-His伸縮バンド           鍔木基成                                                          
 Fe-Im伸縮バンドの帰属            堀    洋 
 ヘモグロビン四次構造         長井  潔 
 チトクロムP450の異常性        尾崎幸洋 
 Fe(I)ポルフィリンのラマン       寺岡淳二 
 チトクロム酸化酵素のラマン      小倉尚志 

    



ミオグロビン分子の全体像 ヘムのみを拡大して見る 

Fe-His結合に注目 
ＮＭＲ、ラマン 

EPR、ラマン、線分光 



ヘム蛋白質の共鳴ラマンスペクトル 

ペプチド結合 

芳香族アミノ 

酸残基 

ヘム 

Trp (W) 

Tyr (Y) 

ミオグロビン 

共鳴効果による分子振動の選択的観測. 
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ヘモグロビン 

筋肉 肺 

酸素分圧（単位気圧） 

％ 

飽 

和 

蛋白質の高次構造により新たな機能が付加 

高次構造変化と生理機能 

Hb = (Mb) x 4 +  ? 



Perutz’s Model 
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XFe 

deoxyMbの共鳴ラマンスペクトル 

 = 441.6 nm 

56Fe を54Feに入れ替
え 



日本電子U1ラマン分光器による測定データ 



deoxyMbのFe-His 伸縮振動ラマン線の帰属 

54Fe  56Fe  

１９７９年４月２５日 １９７９年３月３０日 

２２２ 

３０４ 
２３９ 

２１９ 

３０３ 
２４０ 



T 

R 

Hemoglobin 

ＴとＲはFe-His伸縮 

振動数のみが違い， 

他は変わらない Fe-His 



ヘム間相互作用のPerutzモデル       

四次構造シーソー          







1979  阪大医学部修士課程 助教授  

       山野俊雄医学部長の基礎医学の考え方              

 

医学部に異端者が一人入り込んだ。 

ラマン分光器は無く、「ラマン」と云う言葉は周りに 

全く理解されない。 

Duty ： 医学部１年生への講義と学生実習 
 

学生実習：  ラット肝臓の機能の理解：肝臓を取り出す。 

       酵母のミトコンドリアの単離、呼吸機能の測定 
 

 

 
実際の研究：  薬品倉庫にペンキを塗り、穴蔵ラマン測定室にする。 

          ラマン分光器は付属病院から２ヶ月単位で借り、 

          リヤカーで運ぶ。 

          試料調整は、生化学研究室と共同実験室を使用。 

セミナー：    第１生化学教室の昼食セミナーに毎日出席。 

 



阪大医学部で実施した研究と共同研究者 
 

フラビン蛋白の共鳴ラマン（世界最初のデータ） 

 Old Yellow Enzyme         仁科安三 

  15N,13C リボフラビン      八木国夫 

 アドレノドキシン還元酵素   山野俊夫 

 

ブレオマイシンの共鳴ラマン   杉浦幸雄 

 

非ヘム鉄酸素添加酵素のラマン  龍野睦宣  

（Fe-Tyr蛋白の世界最初の共鳴ラマン）      

 



1992  分子科学研究所教授の昇進 

     （先代教授のスタッフの元、遠慮しながら） 
 

研究方針 

     小分子の伝統的分子科学はやらない。 

   振動分光法の長所をシャープに活かす事を第一に。 

   生体分子の構造と機能に関する問題を中心に据える。 

    出来るだけ基本的化学現象を対象にし、基本的蛋白 

    質を取り扱う。 

   
 

酸素の活性化機構、生体エネルギー変換機構、 

アロステリック効果、蛋白ダイナミクス 

ミオグロビン、ヘモグロビン、ペルオキシダーゼ、 

シトクロム酸化酵素 



    

 

   分子研に於ける共鳴ラマンの研究 

 
呼吸酵素による酸素活性化機構： 
 全反応中間体の酸素関連振動の観測   小倉尚志 

蛋白の超高速ダイナミクス： 

 MbCOのピコ秒時間分解ラマンの観測    水谷泰久 

 

差ラマン分光法による溶液構造      加茂川恵司 

金属中心に於ける酸素活性化： 

 Fe(IV)=O伸縮振動の観測        長友重紀 

蛋白の高次構造と機能 

 Hbの紫外共鳴ラマン          長井雅子 

センサー蛋白による情報検出伝達機構      内田 毅 

アミロイドの構造化学：顕微IR分光    平松弘嗣  

 

 

 

 
 

 



• シトクロム酸化酵素によるO2還元機構 
– 分子状酸素を水にまで還元する 

• 呼吸により取り込まれた酸素の90%以上がこの反応に
使われる 

 
 

 

 
 

• エネルギー産生機構の本質 
– 電子移動（酸化還元反応）とプロトン移動のカップリング 

– 機構の解明には酵素反応中間体の構造を知ることが重要 

 シトクロム酸化酵素の全反応中間体の鉄－酸
素振動の同定および反応サイクルの確立 

拡大 

膜間腔 

 

内膜 

 

マトリックス 

ミトコンドリア 
シトクロム酸化酵素 

ATP 

合成酵素 

Q 

e- 

H+ H+ H+ H+ 

½O2 H2O 

ADP ATP 

複合体Ⅰ 

シトクロムbc1複合体 

シトクロムc 

e- 



酵素反応追跡用人工心肺装置 
JACS, 115, 8527 (1993) 

酵素反応中間体の構造決定 

• どこにもない独創的な実験装置の開発 

–酵素反応追跡用人工心肺装置 

– ラマン／吸収同時測定装置 

–競合する研究グループのある中          
でトップランナーの位置を保った 

 

• シトクロム酸化酵素の全反応中間体の鉄－
酸素振動を同定し、反応サイクルを確立した 

ヘム Fe 
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O 

オキシ中間体 
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O 

フェリル中間体 
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O 
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ヒドロキシ中間体 
など 



時間分解共鳴ラマンスペクトル 

0.1ミリ秒 

0.27ミリ秒 

0.54ミリ秒 

2.7ミリ秒 

5.4ミリ秒 

反
応
の
進
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ペルオキシ中間体 

H-O 



研究成果の与えたインパクト 

• H. Michel（タンパク質結晶
のX線構造解析の権威、
1988年ノーベル化学賞受
賞）の総説にも引用されて
いる 

• ペルオキシ中間体はO-Oによる架橋構造を持ってい
ると過去30年間信じられていたが、この反応段階で
はO-O結合はすでに切れていることを明らかにした 

• 従来のプロトンポンプ機構に対して見直しを迫る  
研究成果 



研究成果の与えたインパクト 

• 生化学の教科書に取り上げられる重要な
トピックス 

「分子細胞生物学」 第4版 

H.Lodishら著 野田春彦ら訳 

東京化学同人 

共鳴ラマン分光のデー
タが、これらの酵素反
応中間体の活性部位
構造を決定した 



 ピコ秒時間分解共鳴ラマン分光によるミオグロビ
ン、金属ポルフィリンの超高速ダイナミクスの研究 
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• 2波長独立な波長可変パルス光源の開発 

• チタンサファイアレーザーをベースにした世界初
のピコ秒時間分解共鳴ラマン分光装置 
– Rev. Sci. Instrum., 68, 4001 (1997) 



ミオグロビンの構造ダイナミクス 

蛋白 

ヘム 
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• 鉄－ヒスチジン伸縮振動 

– 1979年、北川らによって帰属 

– 蛋白構造を反映する優れた
マーカーバンドであることが
確立 

• リガンド脱離に伴って起こる蛋白
構造緩和のダイナミクスを明ら
かにした 

100ピコ秒の構造緩和
過程を初めて検出 



ミオグロビンでのエネルギー散逸 

• 蛋白質中のエネルギー散逸
過程を実時間で初めて検出 

– アンチストークススペクトルの 
ピコ秒時間分解測定 

– Science, 278, 443 (1997) 
 

• 国内外のいくつかの理論グ
ループがこの研究に触発され、
理論計算を行っている 
– 木寺（横浜市大） 

– 長岡（名大） 

– Straub（Boston University） 

– Austin（Princeton University） 

蛋白質 

ヘム 

水 

余剰エネルギー 

余剰エネルギーの散逸 
 リガンドの光解離直後、反応余剰エ

ネルギーによってヘムは振動励起さ
れている。余剰エネルギーは周囲の
蛋白質を経て水へと散逸する。 



ヘムが余剰エネルギーを失う過程を直接観測 

i s

(A) ストークス散乱 

v=0 
v=1 振動準位 

i s

(B) アンチストークス散乱 

（振動励起状態を選択的に観測） 

v=0 
v=1 

タンパク質中でヘム
が余剰エネルギーを
失っていく様子 

=1.1ピコ秒 



Rise Time Difference between Anti-Stokes 4 and 7  

Raman Bands of Ni(OEP) 

Expansion between -5 and 20 ps 4 

7 



Vibrational Energy Redistribution 

4 
1371 cm-1 

7 
667 cm-1 

 = 2.3 ps 

4 
1371 cm-1 

7 
667 cm-1 

time 



Y = X/(1 - X) = [O2-結合型]/[非結合型] 

Two State Model  (MWC Model) 
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UVRR Spectral Contribution from Selected Single Residues 
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Fe-His Stretching Band of the  and  Subunits 
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• 新規な実験装置の開発 

• 機能に重要な部位の構造変化を明らかにし、それに基づい
て蛋白質の機能発現機構を解明 

– 重要な部位（ヘム、サブユニット界面等）を狙って観る分光 

• 共鳴ラマン効果を巧みに利用 

• 新しい研究領域を開拓 

研究成果のまとめ 

生化学 物理化学 
蛋白質の 

分子科学 

時間分解振動分光法 



 生体分子系の振動分光の研究動向 

 

pm オーダーの構造変化   機能発現 

 

光源     レーザー （PCFによるSC光、IR白色光） 
 

検出器        高感度化、２次元化 

 

コンピューター   駆動及びデータの高速処理 

 

分光器駆動     デジタル駆動 

    

テクニカル ブレークスルー 



I.   新規な装置によるフロンティア形成 

顕微ラマン分光によるラベルフリー細胞測定 

 

非線形ラマンを利用したイメージング  

     （CARS,  SRS) 

 

Fsパルス光差モードによる新IR光源  

     （強い白色光、H2Oバンド） 
 

プラズモン共鳴の利用  

      （SERSと免疫、TERSとAFMの組み合せ） 
 



II.   ユニークな発想による新たな分子情報 

ラマン光学活性 （振動モード毎に異なる） 
 

新規な生化学現象の発見  (domain swapping) 

 

H+-pumping gateのメカニズムとH+の道筋の決定 (CcO) 

 

in vitro と in tissueの比較 (CcO) 

 

時間分解ラマンによる蛋白中のエネルギ−移動ダイナミクス 

   (Cyt c) 

紫外共鳴ラマンによる蛋白高次構造変化のメカニズム解明 

    (アロステリック効果の構造化学）   



振動分光によるピコバイオロジーの 

更なる発展を願ってます． 

ご清聴ありがとうございました 
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