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Study of picosecond-timescale fluctuation of water molecules around
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TR OBEEE (F530) : Water is important for proteins because it stabilizes protein structure and also
makes proteins active. Water fluctuation needs to be clarified in order to understand the mechanisms of
protein function. In this work water fluctuation around proteins has been studied by using terahertz
time-domain spectroscopy. Water molecules tightly bound to proteins do not change protein modes so

much but move together with proteins. Water molecules need to form hydrogen network to attain large

fluctuation.
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	研究成果の概要（和文）：水はタンパク質の構造を安定化するだけでなく機能発現にも重要な役割を果たしている。そのためタンパク質の機能発現機構を解明するためには水のゆらぎを理解することが重要である。本研究では、テラヘルツ時間領域分光法を用いてタンパク質周辺の水のゆらぎを調べた。その結果、タンパク質分子に強く結合した少量の水分子は、タンパク質の一部とみなせるような運動をしていることが分かった。水素結合ネットワークを形成するような水和量で、水分子としてのゆらぎが顕著になると考えられる。
	研究成果の概要（英文）：Water is important for proteins because it stabilizes protein structure and also makes proteins active.  Water fluctuation needs to be clarified in order to understand the mechanisms of protein function.  In this work water fluctuation around proteins has been studied by using terahertz time-domain spectroscopy.  Water molecules tightly bound to proteins do not change protein modes so much but move together with proteins.  Water molecules need to form hydrogen network to attain large fluctuation.
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	研究分野：数物系科学
	科研費の分科・細目：物理学、生物物理・化学物理
	キーワード：テラヘルツ、タンパク質、水和
	１．研究開始当初の背景
	タンパク質は水中に存在し、機能を発現する。水和はタンパク質の構造を安定化するのみならず、機能発現に必要な構造変化にも重要な役割を果たしていると考えられている。水分子のゆらぎがタンパク質全体のゆらぎを助長し、構造変化を促進すると推測されている。そのため、タンパク質が構造変化し活性を示すメカニズムを明らかにするためには、タンパク質のゆらぎだけでなく水分子のゆらぎも併せて理解する必要がある。タンパク質周辺の水のゆらぎを測定する手段として誘電分光がある。誘電分光で観測する時間領域では、水分子とタンパク質分子の運動が比較的分離されており、誘電スペクトルから、タンパク質由来のモードと水分子由来のモードのアサインが試みられてきた。その結果、タンパク質周辺には大きく分けて二種類の水分子が存在し、強く結合した水は数十メガヘルツ(106 Hz)の時間領域にモードを持ち、緩く結合した水はギガヘルツ(109 Hz)の時間領域にモードを持つことが明らかにされた。ゆらぎの観点から二種類の水が存在することが明らかになったが、それらの水がタンパク質にどのように結合しており、タンパク質とどのような相互作用をしながら運動しているのかは明らかではない。タンパク質との相互作用を調べるためには、双方の運動が共存するテラヘルツ(1012 Hz)の時間領域で測定する必要がある。
	テラヘルツ領域のタンパク質と水のゆらぎは、非弾性中性子散乱で詳細に調べられてきた。中性子散乱では水和量を制御したタンパク質粉末の測定から、タンパク質のゆらぎを大きく変化させる水分子数には閾値があることが明らかになった。閾値の前後で、水分子のゆらぎがタンパク質のゆらぎをどう変化するのかを明らかにするためには、水分子自体のゆらぎを調べる必要がある。水分子由来の中性子散乱を抽出した報告はあるが、水分子のゆらぎをスペクトルから詳細に議論した報告はなかった。そのため、タンパク質と相互作用している水分子のテラヘルツスペクトルの情報が望まれていた。
	近年急速に発達しているテラヘルツ時間領域分光法は、3～150 cm-1のスペクトルを高感度で測定できる数少ない分光法である。近年Havenithらによって特に90 cm-1付近の水和水に関する研究が行われ、タンパク質周辺で水分子の双極子がそろっていることが報告された。これはタンパク質によって影響される水分子のゆらぎを明らかにしたうえで興味深いが、タンパク質のゆらぎとの相互作用には踏み込んでいなかった。さらに、タンパク質の非調和的なモードは、ボゾンピークがある30 cm-1よりも低周波数側の領域に存在することから、30 cm-1以下の水のゆらぎを観測する必要があると考え、本研究を遂行することを着想した。
	２．研究の目的
	タンパク質の構造変化には、タンパク質と水分子との相互作用が大きく影響している。そのため、タンパク質の構造変化が起きるメカニズムを明らかにするためには、まずタンパク質と水がどのように相互作用してゆらいでいるのかを調べる必要があった。タンパク質と相互作用する水分子のモードは、誘電分光によって測定されているが、タンパク質と水分子の相互作用を明らかにするためには、タンパク質と水分子のゆらぎが共存するテラヘルツ領域における水分子のゆらぎを解明する必要があった。さらに、タンパク質と相互作用する水が自由水とどのように異なるのかを解明するためには、水分子のスペクトルを詳細に調べることが必要であった。本研究では、これらの目的を達成するために、テラヘルツ領域の水分子のスペクトルを高S/Nで測定できるテラヘルツ時間領域分光法を用い、タンパク質周辺の水分子のスペクトルを抽出することを目的とした。
	そのために、テラヘルツ時間領域分光装置の構築を目指した。また、これまで測定してきたリゾチーム粉末のテラヘルツスペクトルをさらに詳細に解析し、粉末状態においてタンパク質に結合した水分子が持つスペクトルを抽出することを試みた。
	３．研究の方法
	　本研究では、水分子のピコ秒ゆらぎを観測するために、テラヘルツ時間領域分光法を用いた。そのために図1に示すような分光測定装置の構築を行った。本章では、測定装置の概要について述べ、次章で構築した光学系において特筆すべき点を挙げる。
	図1. 測定システムの模式図
	　本研究では、フェムト秒パルスレーザーを用いてテラヘルツ電磁波の発生と検出を行う方法を採用した。その模式図を図1に示す。フェムト秒パルスレーザーはCoherent社製Miraを用い、キャビティーダンパーによって繰返周波数を100 kHz以下まで落として用いることにした。テラヘルツ電磁波はInAs (111)の表面に波長800 nmのフェムト秒パルスを照射することで発生させ、4つの金コート放物面鏡を経由させたのち、ZnTe (110)で検出した。シリコンビームスプリッタを用いてプローブ光をテラヘルツ電磁波と同軸にし、ZnTeに入射させた。テラヘルツ電磁波によってZnTeに複屈折が生じ、プローブ光の偏光の楕円率が変化するため、その楕円率の変化からTHz電磁波の電場強度を測定した。プローブ光の楕円率を求めるために、ZnTe直後のウォラストンプリズムでプローブ光を2つの偏光成分に分け、2つのフォトディテクタで差分検出を行った。キャビティーダンパーからのトリガー信号を用いてフォトディテクタからの差分信号をロックイン検出した。プローブ光には光学遅延を設け、ポンプ光に対しプローブ光を遅延させながら測定を行い、THz電磁波の時間波形を取得した。時間波形を取得するためのプログラムはVisual Basic2008 Express Editionを用いて作成した。
	４．研究成果
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