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柔らかな分子の理解には取り得る構造とその構造転

移の研究が必須である。特に多くの化学反応や生体分

子・超分子の機能が溶液内で発現していることを考え

ると、柔らかな分子系と溶媒がどのように相互作用し

ているのかを探るのは極めて重要である。事実、代表

的な柔らかな分子系であるタンパク質と水分子の相互

作用は多くの研究者の興味を集めており、NMR、時間

分解ダイナミックストークスシフトなどを用い、タン

パク質に水和した水の再配向運動に関して多くの研究

が報告されている。しかし、その見解は大幅に食い違

っており、タンパク質表面の水は長寿命で氷のように

安定とするものから 1ps 以下の高速緩和があるという

論文まで報告されている。[1]   これは不均一な凝縮系

を対象として様々な測定手段を適用すると測定法の特

性によって必ずしも同じ現象を捉えていないからでは

ないかと思われる。 
溶質と溶媒分子から構成される溶媒和クラスターは

構成する分子数や配向が特定できるため、溶質と溶媒

の間で行われるダイナミクスを測定する上で理想的な

系である。我々はアセトアニリド水和クラスターに対

してピコ秒時間分解赤外分光法を適用し、アセトアニ

リドの-CO-NH-基のうち CO サイトに水素結合した水

分子がイオン化に伴い NH サイトに再配向するダイナ

ミクスを赤外スペクトルの変化により直接捉えること

に成功している。[2]   この赤外スペクトルには水分子

が CO から NH に再配向する過程でいずれの官能基に

も結合していない状態が出現するのが特徴で、これを

再配向過程の中間状態と解釈していた。一方、この実

験以前に報告されている類似系への分子動力学計算で

はこのような中間状態は全く見出されておらず、理論

との間に隔たりがあった。そこでウルツブルク大

Metric 教授・ベルリン工科大 Dopfer 教授と詳細な討論

を行い、初期エネルギー分布を実験条件に可能な限り

近づけた。さらに on-the-fly 計算ステップを 0.1fs 単位

にまで細かくすることで初めて実験で観測したスペク

トルが再現でき、中間状態を再現することに成功した

（図中緑のスペクトル）。以前の理論計算はここまでス

テップが細かくないので重要な経路を見逃していたよ

うだが、実験結果と全く乖離していたので気づかなか

ったのであろう。一方、実験ではすべてのクラスター

が中間状態を経由するという単純な解釈をしたが、理

論計算はそれが全体の３割であることを示しており

（図中青の軌道）、理論・実験双方にとって教訓的な結

果になった。このような時間分解スペクトルの再現は

ほとんど報告されていなかったが、本研究で重要性が

認識され、理論と実験の協奏は柔らかな系のダイナミ

クス研究にとって強力なチームを組めることが証明で

きた。 
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フェノールやナフトールの溶液を紫外光で励起する

と可視領域で発光することが知られており、この現象

からこれら芳香族酸は光励起により酸性度が上がり、

プロトンを放出する Photoacid と呼ばれている。このよ

うな励起状態からのプロトン移動反応（Excited State 
Proton Transfer、略して ESPT）のメカニズムを精密に

捉えるべく溶質と溶媒分子から構成される溶媒和クラ

スターで２０年以上に渡って研究されているが、実は

未だに結論が定まっていない現象である。この ESPT
を励起状態計算からアプローチしたので報告する。 

1988 年、Cheshnovsky と Leutwylar は 1-ナフトール

とアンモニア数分子による水素結合クラスターの蛍光

スペクトルを測定し、アンモニア３分子まではシャー

プな振動構造のスペクトルが観測されるが、アンモニ

アを４分子結合させると蛍光スペクトルが突然大きく

レッドシフトし、ブロードになることを報告した。[1]
彼らはブロードな蛍光スペクトルが溶液中のナフトレ

ートアニオンの蛍光スペクトルと類似していることか

ら、アンモニア４分子を水素結合させると初めて ESPT
が起きると結論した。この結果はプロトン移動という

基本的な化学反応に最小限必要な溶媒数があることを

示した先駆的な研究であり大きな反響を呼んだ。しか

し、Zwail グループが同クラスターの励起状態の寿命

をフェムト秒レーザーによるポンプ・プローブ法で測

定し、アンモニア数が３分子水素結合すると寿命が短

くなることから ESPT は３分子で起きる、と主張し、

結論が定まらなくなった。その後、Fisher グループは

Zwail グループの測定はイオン化後に溶媒が蒸発した

信号が混入している可能性を指摘して再び最小分子数

を４分子と主張した。[3]溶媒蒸発は Jouvet グループが

高分解能質量スペクトルでさらに精密に検証し、アン

モニア４分子までのクラスターマスピークはブロード

であり蒸発の可能性があることを指摘し、ESPT は存

在しないか、起きているならアンモニア５分子が必要

と主張したため[4]、ESPT の溶媒数依存性は皆目わか

らなくなった。 
実験が混迷していたら理論の出番だが、励起状態計

算は計算機への負荷が大きく、系の大きさと相まって

信頼できるレベルでの計算は報告されてこなかった。

そこで本研究では近年急速に進歩した高速計算機と励

起状態を高速計算できる TD-DFT を用いて理論計算に

よるアプローチを行った。 
計算結果はアンモニア３分子以上付着すると La 励

起状態でプロトン移動した構造が最安定になることを

示していた。しかし、アンモニア３、４分子とのクラ

スターだとプロトン移動した構造は基底状態の溶媒和

構造と大きく異なっており、光励起による垂直遷移で

は直接アクセスできないものであった。一方、アンモ

ニアが５分子あると La 励起状態でプロトン移動した

構造は基底状態の溶媒和構造と類似しており、光励起

によるプロトン移動が可能であった。すなわち ESPT
はアンモニア５分子が必要であることを理論から検証

できた。 
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Photolyase/Cryptochrome Family は機能の柔軟性とい

った観点から実に興味深いタンパク質群である。なぜ

ならば、共通の構造を持ちながらその機能は多岐に渡

っているためである。DNA 光回復酵素（Photolyase）
は CPD 型、(6-4)型のチミン二量体を光のエネルギーを

利用して正常な DNA に修復することができる。クリ

プトクロムは植物にあっては光センサーとして機能す

る一方、動物では生物時計の構成要素となる。さらに

渡り鳥の磁気センサーとしてもはたらくことがわかっ

てきた。このような多彩な機能がどうやって共通の構

造から実現するのであろうか？ 
これらのタンパク質は発色団としてフラビンアデニ

ンジヌクレオチド（FAD）を結合している。酸化型か

ら一電子還元された中性ラジカル状態（FADH˙）がク

リプトクロムの活性化状態と考えられている一方、二

電子還元されたアニオン状態（FADH–）が DNA 修復

における始状態である。DNA 光回復酵素の場合、光励

起された FADH–から損傷 DNA への電子移動反応を端

緒として修復が実現する。 
我々はこれまで光誘起赤外差スペクトル分光法を用

いた生体分子の研究を行ってきた。対象としてきたの

はレチナール分子を発色団とするロドプシン、フラビ

ン分子を発色団とする LOV, BLUF ドメインであるが、

数年前に光回復酵素の研究を開始した。ロドプシンな

どでは通常、乾燥させたフィルム試料を水和させて実

験するが、光回復酵素の場合、酵素反応を繰り返し行

うため、再溶解試料や濃縮試料に対する測定系を構築

した [1] 。こ れまでに  (6-4) photolyase [2], CPD 
photolyase [3] の修復に伴う差スペクトルを報告し、そ

れぞれの酵素が機能する際の構造変化を明らかにして

きた。特に後者の場合、リボフラビンの合成が出来な

い大腸菌株を利用した同位体標識を用いて、フラビン、

タンパク質部分、基質 DNA に由来するシグナルを帰

属することに最近、成功した[4]。 
本論文において、一本鎖 DNA に含まれる CPD 修復

の赤外差スペクトルを測定したところ、基質であるチ

ミンの C=O 伸縮振動（1720-1690 cm-1）と DNA 骨格の

リン酸の伸縮振動（1090-1060 cm-1）の領域などにおい

て、二本鎖 DNA とは大きく異なる結果が得られた。

特に、二本鎖 DNA の場合に観測された正負の大きな

ピークが一本鎖 DNA の場合、消滅するようなスペク

トルが得られた。基質は一本鎖であろうが二本鎖であ

ろうが CPD なので、一見、矛盾するような実験結果に

思われたが、13C 同位体標識試料を用いて基質とタン

パク質の信号を分離したところ、一本鎖 DNA におい

ても二本鎖 DNA と同様の活性中心の水素結合変化を

反映したスペクトルが得られた。両者間のスペクトル

差については、修復後に二本鎖 DNA が特有の構造に

折り畳まれるのに対して、一本鎖 DNA では構造多形

をもつためと解釈した。分子の持つ柔らかさの違いが

赤外スペクトルに反映されたものと言えよう。 
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