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日まじめに]タンパク質の低振動モード(ピコ秒オーダーの振動周期や緩和時間をもっモード)は，タン

パク質内の原子の集団運動やタンパク質全体の非調和的な運動に由来するものであり，これらの運

動はタンパク質が機能を発現するうえで、重要で、あると考えられている[1，2].これまで低振動モードの観

測手段として，主に非干渉性中性子散乱が用いられてきた[3，4].特にエネルギー移動を伴う非干渉

性非弾性中性子散乱には，主に拡散に関係した準弾性散乱と振動モードに関係した非弾性散乱が

ある.準弾性散乱は，タンパク質の周囲に存在する水分子の緩和モード、や水分子と水素結合した側

鎖の緩和モード，及ひ、タンパク質全体の非調和な運動から起こる過減衰振動モードなどによる散乱で、

ある.一方非弾性散乱は，タンパク質の調和的な振動から起こる減衰振動モードなどによる散乱で、あ

る.いずれの散乱もタンパク質のダイナミクスに関係した重要な情報である[1，5，6].近年，中性子散乱

と同じ周波数領域の現象を観測する手段としてテラへノレツ時間領域分光法(THz-TDS)が提案されて

いる.THz-TDSは，フェムト秒パルスレーザーを用いて広帯域テラヘルツ電磁波ノミルスを発生させ，

試料透過前後のテラヘノレツ電磁波ノミルスの振幅と{立相の変化を測定する分光法で、ある[7].1 THzを

波数，エネルギーに換算するとそれぞれ33.3cm-1， 4.13 meVで、ある.THz-TDSで、は状態密度そのも

のを求めることはできないが， 3-100cm-1のスペクトノレデFータを比較的短時間で、得ることがで、きる.その

ため，頻繁に実験することが困難な中性子散乱の非弾性散乱スペクトルデータに対する相補的なデ、

ータとして期待できる.一方で中性子散乱の結果から，タンパク質のテラヘノレツ領域のスペクトルは鋭

い吸収バンド、をもたない非常にブロード、な構造で、あることが分かってしも[1].また，タンパク質の活性・

不活性の境界温度とされる約200K前後で，スペクトルのlineshape及び平均自乗変位に変化が見ら

れているものの，異なるタンパク質問で、のスペクトルの違いはほとんど観測されていない[3人8].

THz-TDSにおいても中性子散乱と同様に，タンパク質の活性化に伴うスペクトノレのlineshapeの変化を

観測できると考えられるが，ブロードなスペクトルのlineshapeの緩やかな温度変化から，タンパク質の

ダイナミクスに重要なモードの情報を取り出すことは非常に困難である.そのため，特徴的なテラヘル

ツスペクトルが期待されるアミノ酸やベフOチド、の分子結晶について測定を行い，タンパク質を含む柔ら

かい分子に共通した性質や，小さな分子とタンパク質の性質の違いを知ることが，タンパク質のダイナ

ミクスを理解する一つの手段として考えられる.本稿では，我々がこれまで、に行ってきたアラニンオリゴ、

マ一分子結晶の低振動モードに関する研究と，最近測り始めたリゾチーム粉末のTHz-TDSの結果を

紹介する.

[実験方法]テラヘノレツ電磁波の発生は， GaAs基板上に分子線エピタキシャル法で、低温成長させた

GaAs薄膜に金属のアンテナを蒸着させた光伝導スイッチを用いて行った.バイアス電圧(変調周波数

20 kHz)をアンテナ電極聞に印加した状態で，アンテナ電極聞にフェム卜秒のポンフ。パルス(幅約100

fs，中心波長約800nm)を照射すると，およそ1周期のテラヘルツ電磁波パルスが放射される.放射さ
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れたテラヘノレツ電磁波ノ'"レスを2つの放物面鏡を用いて試料に集光し，試料を透過したテラヘルツ電

磁波ノ勺レスをさらに2つの放物面鏡を用いてテラヘルツ電磁波の検出器に集光した.検出器は発生

器と同様の光伝導スイッチを用いた.検出では，フ。ローブパルスが照射した時に到達したテラへ/レツ

電磁波パルスの電場に比例した電流がアンテナ電極聞に流れる.フQローブパルスに光学遅延をかけ

ながらアンテナ電極聞に流れる電流をロックイン検出することにより，テラヘルツ電磁波ノくルスの時間

波形を測定することができる.試料の複素屈折率または複素誘電率は試料挿入前後のテラヘノレツ

電磁波ノミルスの時間波形を用いて以下のように導出した.試料挿入前後の時間波形のフーリエスベ

クトルをそれぞれE"Av}exp(-iOreAv))，E，am{v}exp{-i札Jv))とすると，パワー透過スペクトルTか)と位相差

スベクトル岬(v)は

T吋=イt(台剖討)'，Oo山円=寸哨寸砂仇陀

と書き表されるる.ただ、し v~は土周波数を表す.すると試料の複素屈折率万(v)= n(v)-i K(V)は

ん p(-M)=uJEFe山

を解くことで得られる.ただしdは試料の厚さである.試料内の多重反射の回数を表すNは，反射した

テラへ/レツ電磁波が減衰により無視できると考えられる十分大きな値をとった.複素誘電率

c(v) =ε'(v)-i&"(v)，吸収係数αか)は複素屈折率から

&'= n2 
_1(

2
， &"= 2nl( • α=4πVI( 

により求められる.

[実験結果と考察]図HこlOKにおけるL-アラニン(H3N+
ー
CH(CH3}-ε001分子結晶の吸収スベクトノレ

を示す.テラヘルツ領域で、は， 74，83，91，104cm-1，こ鋭いバンド(図lのA，8， C， D)が観測される.ア

ラニン分子結晶はアラニン分子どうしが水素結合によってつながり，結晶が形成されている.テラヘル

ツ領域のバンドは主として，アラニン分子間の振動モードによる共鳴吸収で、あると考えられる[9].テラ

ヘルツ領域のバンドの帰属を行うため，重水素置換したL-アラニン分子結晶 (L・アラニン-d7:

D3N
十一
CD(CD3}-ε00-，L・アラニン-d4:H3W -CD(CDU-ε00-)について測定を行った.重水素置換し

たアラニン分子結晶の吸収スペクトルも図lにあわせて示している.すべてのバンド、が重水素置換によ

って低周波数シフトしている.バンド、の周波数は通常，それぞれの振動モードに対応した換算質量の

平方根に逆比例する.74， 91 cm-1のバンド(図1のAとC)は，分子量を分子間伸縮振動モードの換算質

量値としたときのバンド、シフトの値と非常によく一致しており，ほぼ純粋な分子間振動モードであること

を表している.これに対し83，104 cm-1のバンド(図1のBとD)は，分子量を分子間伸縮振動モードの換

算質量値としたときに想定されるバンド、シフトよりも大きなシフトを示している.よってこれらのモード、は

分子内振動を含んでいることが示唆される.さらに， L・アラニン-d4の結果から分かるとおり，メチル基を

重水素置換するとバンドは大きくシフトすることから，分子間振動モードは特にメチル基に関係した分

子内振動を含んでしもと考えられる.つまり，多数のアラニン分子が参加する非局所的な運動は，一
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アラニン分子の局所的な運動にわずかながら影響されていると考えられる.この結果は，タンパク質に

おける集団的な構造のゆらぎは，アミノ酸分子の側鎖などの局所的なゆらぎに影響される可能性があ

ることを示しているとし、える.アラニン分子は側鎖が小さいため，分子内振動の分子間振動に与える影

響は小さいが，側鎖の大きなアミノ酸分子では，さらにアミノ酸分子内振動の分子間振動に与える影

響が大きくなると考えられる.また図2・(a)にL-アラニン分子結晶の吸収スペクトルの温度変化を示して

いるが，分子間ポテンシャルの非調和性によるバンド、の温度変化(温度上昇による低周波数シフト及

び、バンド、幅の増力日)が観測されるものの，構造変化など大きな変化は観測されていない.これに対し，

中赤外スペクトルの温度変化で、は，約200K以下で500cm-I，こ存在するアミノ基のねじれ振動に関係

したバンドなどのスプリッティングが観測されている[10，11].このスプリッテインクやは， L-アラニン分子結

晶の結晶構造が低温でひずむことによって，水素結合のプロトンの位置がわずかにずれるため[10]，

またはアミノ基のねじれ振動の対称性が破れるため[11]におこると考えられている.そのためこのスプ

リッティングは，結晶のひずみによって分子内相互作用がわずかながら修正を受けていることを示唆し

ているとし、える.一方，テラへノレツ領域のバンド、は分子問振動モードによる寄与が大きいため，本来は

結晶構造の変化に敏感であるにもかかわらず，中赤外のスペクトルのような変化は観測されていない.

そのため，アラニン分子間相互作用は結晶のひずみの影響をほとんど受けていないと考えられる.以

上のような中赤外スペクトルとテラへノレツスペクトルの温度変化の違いとアラニン分子結晶における

分子内相互作用と分子間相互作用の結晶のひずみに対する影響の違し、から，アラニン分子結晶に

おいては，分子内相互作用と分子間相互作用が比較的同じ強さで

と考えられる.

図1，2-(a)の結果から，アラニン分子結晶で、は，分子内相互作用と分子間相互作用が均衡している

ため，観測している温度領域では安定な構造が保持されていることが分かった.分子を大きくして(ここ

ではアラニンの残基数を増やして)より多くの自由度を与えてやることで，分子内相互作用と分子間相

互作用の均衡が崩れ，構造が不安定化することが期待される.この仮説に基づき，アラニンオリゴ、マー

についてTHz-TDS測定を行った.L-アラニノレーL-アラニン(アラニン二量体)はlつのアミド結合， L-アラ

ニントリペフ。チド、(アラニン三量体)は2つのアミド結合をもち，アミド結合の周囲にある二面角によってア

ラニン単量体よりも分子構造が変化しやすくなっている.そのため，アラニンオリゴ、マーの残基数によ

って分子の構造の安定性を変化させることがで、きると考えられる.アラニン二量体分子結晶とアラニン

三量体分子結晶の吸収スペクトルを図2-(b)，(c)にそれぞれ示す.10 Kでは，レアラニン分子結晶の
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図 2(a)L-アラニン分子結晶， (b)L・アラニノレ・L・アラニン分子結晶，及ひい)L-アラニントリペプチド分子結晶

の吸収スベクトル.

吸収スペクトルと比べてバンド幅が全体的に大きくなっているものの複数の吸収バンド、がアラニン二

量体，アラニン三量体いずれのスペクトルにおいても観測されている.特徴的なのは，二量体に観測

される100K以下で、のスペクトル変化で、ある.100K以下のスペクトルの温度変化を詳細に測定した結

果， 10Kで安定な構造と常温で安定な構造は異なる構造であり，各温度での安定な構造へ変化して

いることが分かった.このような状態変化はこれまで

測されなかつた変化で、ある.そのためアミノ酸分子結晶には存在しない二面角の自由度がもたらした

変化であると考えられる.一方2つのアミド結合をもっアラニン三量体で、は，アラニン二量体に観測さ

れたような急激なスペクトル変化は観測されなかった.測定している温度領域においてアラニン三量

体の構造は変化していないと考えられる.このことから，アラニン二量体は残基数が少なく分子内に水

素結合を作ることができないためアラニン単量体やアラニン三量体に比べて分子構造が不安定で、あ

るが，残基数が増加するにしたがって分子内でフk素結合を作ることがで、きるようになり，分子構造が安

定化されると考えられる.この結果は，水溶液中のアラニンオリゴ、マーの分子構造の計算結果と一致

する[12].ポリアラニンなどで、見られる怯ヘリックスやβシート構造などの二次構造[13]はタンパク質中

に多く存在する.タンパク質中の二次構造は比較的硬い部分であり，ループ状の部分が柔軟性を生

み出している[2].アラニン三量体が示す硬い性質は二次構造の形成を示唆するものであり，一方アラ

ニン二量体の柔らかい性質は，ループ。で、見られる性質を表していると考えられる.

またアラニン単量体，アラニン二量体，アラニン三量体の連続的な吸収帯とバンド幅の温度変化を

図3・(a)，(b)にそれぞれ示す.図3・(a)において，連続的な吸収帯は温度が上昇してもほとんど増加し

ていない.このことから，連続的な吸収帯の大部分は，本来禁制である振動モードが結晶の乱れによ

って観測されるようになったためだ、と考えられる.また，連続的な吸収帯の形状も大きく温度変化して

いないことから，結品の乱れの状態も大きく温度変化していないと考えられる.結晶の乱れが温度変

化しない場合，図3-(b)の10Kで、のバンド幅が結晶構造の乱れによる不均一幅で、あり，温度依存する

バンド幅は非調和性によるもので、あると考えられる.アラニン単量体と比べて，アラニン二量体，アラニ
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「複雑な多谷ポテンシャルエネルギ一両上で坐起する動力学諸問題J

、‘，/
'hu 

/，.屯、、6 

S
品

寸

今

4

P
e
g
u
)
阿
君
主
淳
司
両
信
∞

(a) 

一一一 Ala N=I 
一一一 (Ala)2N=2 

(Alah N=3 

..... ~ 
ロ
ω 
u 
!+=< 
g _ 4000 
u 't 
ロ話。5
1:i..O 
S 見
~ち
<~ 
~~ 
Z 〆圃旬、

き
白
、.;..-

2000 

O 
O 

20 30 40 50 0 100 200 
Wavenumber (cm-

1
) Temperature (K) 
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300 ハ
υ

ー

ン三量体のバンド幅は10Kでも大きな値を示しており，結品の乱れが大きいことを示している.この原

因は，アラニン二量体，アラニン三量体はアラニン単量体よりも多くの安定な分子構造をもっており，

結晶中で、も複数の分子構造をとって結品構造に乱れが生じるためだと考えられる.一方，構造変化が

見られなくなる100K以上のバンド、幅の温度変化については，アラニン単量体，アラニン二量体，及び

アラニン三量体の間で、大きな違いは見られない.このことからバンド幅の温度変化を決めている非調

和性に関しては，アラニンオリゴ、マ一間で、大きな違いがないと考えられる.

図4-(a)にリゾチーム凍結乾燥粉末の複素誘電率の温度変化を示す.粉末はポンプで真空引きしな

がらベレット状に成型し，約3日間の測定も真空中で、行った.そのため粉末は乾燥状態であると考えら

れる.複素誘電率の実部の分散から， 20~30 cm-Iに減衰振動モードによるものと考えられるモードが存

在することが分かる.リゾチームのバンド、がアラニンオリゴ、マーのバンド、と比べてブロード、なのは，大き

な不均一幅を持った振動モード、による複数のバンド、が重なってスペクトルを形成しているためであると

考えられる[1，5].温度が上昇するとバンド、は低周波数シフトし，吸収を表す複素誘電率の虚部は増加

する.これらの温度変化は，温度の上昇に伴って結合が弱くなり，ゆらぎが大きくなることを示している

と考えられる.また図4-(a)に示した複素誘電率の虚部を温度因子(l-exp(-hv/kBT))で害IJった値を図

4・(b)に示す.これは中性子散乱の動的構造因子に相当する[14].水分を含んだリゾチーム粉末にお

ける中性子散乱測定では， 200K以上で準弾性散乱が増加するが[8]，図4-(b)では低周波数側に急

激な吸収の増加は観測されない.このことから今回測定したリゾチーム粉末においては，

conformational substate聞を行き来するような運動はおこっていないと考えられる.また乾燥状態のタン

パク質粉末の動的構造因子[15]と比較してみても，温度変化に違いが見られる.この原因の一つは，

動的構造因子は状態密度を表しているのに対し，図4・(b)で観測しているのは，双極子に由来する重

みを状態密度にかけたものであるためであると考えられるが[14]，はっきりとした原因の解明にはいた

っていない.このため今後は，湿度調整を行ったタンパク質粉末の測定も行い，動的構造因子との相

関を詳しく調べていく必要がある.

[おわりに]タンパク質の低振動モードに関する研究については，測定手法やスペクトルの解釈の困

難さから，実験結果だけでは理解が乏しく，主に計算結果と実験を比較するとしづ形で研究が進めら
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図 4(a)リゾチーム凍結乾燥粉末の複素誘電率と(b)複素誘電率の虚部を温度因子(1-exp(ーhvlkBT))で割った値.

ただし図中の矢印は温度変化の方向(順に 10K， 50 K， 100 K， 150 K， 200 K， 250 K及び293K)を表す.

れてきた.THz-TDSを用いてより多くの実験データが得られるようになっても，タンパク質のダイナミク

スを理解するためにはさまざまな理論計算は必要不可欠である.そのような中で，計算を行わなくても

分かる“タンパク質らしさ“をテラヘルツスペクトルから見つけ出すことを目的として，アミノ酸・ペプチド

分子結晶のTHz-TDS測定を行ってきた.アミノ酸・ペプチドを，自由度が全く異なるタンパク質と直接

比較することはできないが，タンパク質のスペクトルを眺める助けとなり得ると考えられる.今後タンパク

質のテラヘルツスペクトルが数多く測定され，低振動モード、についての議論が活発になることが期待さ

れる
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