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第1章 序論

1.1 タンパク質と水和

1.1.1 水

水は、他の物質に比べて、特異的な性質を持つ [1–3]。液体の水の密度は、4 ◦Cで最大となる。

水の沸点と融点は、H2S、H2Se、H2Te、HF、NH3、CH4のような水と類似した物質の沸点や融

点と比べてきわめて高い。静電場に対する水の誘電率は、室温でおよそ 80であり、きわめて大き

い。水は、無機塩、糖、アミノ酸、ポリマーなどの様々な物質を溶かすことができる。これらの

水の特徴は、水分子の持つ分極と水素結合によるものである。水素と酸素の電気陰性度の違いに

より、水分子を構成する酸素原子は 2δだけわずかに負に帯電し、水素原子は、δだけ正に帯電し

ている。(図 1.1) 水分子の分極 pの大きさは、1.85 debye [1]であり、これにより水は強い極性分

子に分類される。

液体の水において、水分子は互いに相互作用しあっている。ある水分子の +δだけ帯電した水

素原子と別の水分子の−2δだけ帯電した酸素原子との間には、静電的な引力がはたらく。これに

より、2つの水分子の酸素原子は、水素原子を介して弱く結合していると見ることができる。この

H
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HH

OO

van der Waals radius of O：1.4 Å

van der Waals radius of H：1.2 Å
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Distance of O-H bond：0.96 Å
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µ
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104.5 °

図 1.1. 水分子の構造と分子内の電荷分布 [1]
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ような結合は水素結合と呼ばれる。水分子は、多数の隣接する水分子と水素結合をし合うことで、

水素結合ネットワークを形成している。また、水分子は回転し、その回転の速さは水素結合の強

さによって影響を受ける。水素結合は絶えず形成や破壊を繰り返しており、その時間スケールは

ピコ秒オーダーであることが知られている [4]。

分子内の分極と水素結合は、化学や生物学において、水を重要な物質としている。生物は水無し

では生きてゆけない。生体内の化学反応は水の存在下で起こる。生体内で起こる主な化学反応の

ひとつに加水分解がある。全ての酵素は機能を発揮するためには水が必要である。基質は酵素や

抗体と水の中で結合する。水は、タンパク質の立体構造や機能発現において重要な役割を果たし

ている。タンパク質が固有の立体構造をとるためには、タンパク質とともに溶けている溶質、イ

オン強度、pH、温度などが適切である必要がある [5]。これは、溶液中のタンパク質が周囲の水

と相互作用し、その相互作用が共に溶けている溶質によって影響を受けていることを示している。

本論文では、タンパク質と水との相互作用が、塩によって影響を受けることについて論じる。

1.1.2 塩の水和

溶質が水の中に存在することを考える。バルク状態の水はランダムに配向しているが、水と溶

質は互いに影響を及ぼしあい、水分子の配向や水素結合ネットワークに変化が生じる。このよう

に溶質と水とが互いに影響を及ぼしあう現象は、水和と呼ばれる。簡単な水和の例として、単原

子イオンの水和を考える (図 1.2(a))。イオンの水和の研究はふるくから行われている [2]。NaCl、

KCl、NaF、NaBrなどのような 1価の陽イオンと陰イオンからなる塩は最も単純な構造を持つ塩

である。最も単純なイオンの水和のモデルでは、イオンの電荷と水分子の双極子モーメント pと

の間の静電的な相互作用を考えている [1]。イオンの電荷によってその周りに作られる電場の大き

さEは次のように書ける。

E =
1

4πε0

e

r2
(1.1)

ここで、ε0は真空の誘電率、rはイオンの中心からの距離、eはイオンの電荷である。この電場内

に置かれた水分子の双極子モーメント pのもつポテンシャルエネルギーU は、次のように書ける。

U = −pE cos θ = − 1

4πε0

e

r2
p cos θ (1.2)
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ここで、rはイオンと水分子間の距離、θは pと rとの成す角である (図 1.2(b))。式 (1.1)と (1.2)

から、イオン半径が小さいほど、水分子との距離 rが小さくなることができ、水分子の感じる電

場は大きくなる。これにより、水分子の双極子モーメント pは、イオンとその水分子を結ぶ直線

に平行になろうとする。逆にイオンの半径が大きいほど、水分子の感じる電場は小さくなるので、

双極子モーメントの向きに与える影響は小さい。すなわち、小さいイオンほど周囲の水分子に大

きな力を与え、大きいイオンほど水分子に与える力は小さいといえる。

たとえば、Li+、Na+、F−のような小さなイオンでは小さな rをとりうるのに対して、K+、Rb+、

Cs+、Cl−、Br−、I−のような大きなイオンでは rは大きくなる。イオンの価数が一定の場合、電

場Eはイオン半径の減少に伴って大きくなり、イオン半径の増加と共に小さくなる。小さなイオ

ンに隣り合う水分子は大きな電場 E によって強く束縛される。これは、「強い水和」と呼ばれる

こともある。また、イオンの周りの水分子は規則正しく整列する考えられることからイオンの周

りの水が構造的になるといえる。このようなはたらきをするイオンは構造形成イオン (structure

maker)とよばれる。一方、大きなイオンに隣り合う水分子は、静電的な束縛力が弱いので、バル

ク水に比べて動きやい。これは、「弱い水和」と呼ばれることもある。イオンの周りの水分子の配

列の規則性は弱まると考えられることから、構造的でなくなるといえる。このようなはたらきを

するイオンは、構造破壊イオン (structure breaker)とよばれる。このモデルは、水溶液中のイオ

ンの移動度がイオン半径に依存することを説明できる。大きなイオンの移動度は塩にほとんど依

存しないのに対して、小さなイオンは移動度が小さい [2]。小さなイオンを取り囲む水は、粘度が

大きいため、流体力学の Stokesの法則によれば移動度が小さくなる。

1957年、二つの水和モデルが Samoilov [6]と Frank・Wen [7]によって提案された。Samoilov

は、イオン近傍における水分子の並進運動を考え、近傍の水分子とその外側の水分子の交換が起

こっていることを考えた。並進運動は、水分子の交換の活性化エネルギーの変化∆Eによって特徴

付けられた。彼は、Li+、Na+、Mg2+や Ca2+のような小さなイオンでは∆Eが正となり、K+、

Cs+、Cl−、Br−や I−のような大きなイオンでは、負となることを報告した。∆E は水中での自

己拡散とイオンの移動度の温度係数の実験データから次のように計算される。

τi
τ

= exp
∆E

RT
(1.3)

ここで、τ は水分子がある水分子の近傍に滞在する平均時間であり、τi はイオンに対する最も近

い平衡位置に滞在する平均時間である。Samoilovは、イオン近傍の水分子が動きやすくなる水和
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ion +e

p

θ

r

(a) (b)

Water molecule

図 1.2. (a) イオンとそれを取り囲む水分子、 (b) 水分子の双極子モーメント

(∆E < 0)のことを「負の水和（negative hydration）」と呼んだ。このモデルは水分子の交換の起

こりやすさの視点から見た描像であるといえる。

FrankとWenは、イオンの周囲には 3種類の水が存在するというモデルを提案した。(図 1.3)

領域Aでは、水分子はイオンと水の双極子モーメントとの静電的な相互作用によって束縛される。

この領域では、水は動きにくく、静電力によって水の双極子モーメントを整列し、水の構造は強ま

る。領域Cでは、水分子の状態はバルク水に等しい。領域AとCにはさまれた領域Bでは、水分

子は領域Aやバルク水と比べてより動きやすい。この領域は、イオンの影響を強く受けて構造的

になっている水とバルク水が競合しているために形成される領域で、水の構造は壊れている。彼

らは、領域Aと領域Bのバランスによって、イオンが水の構造を形成するか破壊するかが決まる

と考えている。このモデルは、水の構造の視点で見た描像であるといえる。

1.1.3 タンパク質

タンパク質分子は、多数のアミノ酸で構成される分子である。アミノ酸の分子は、ひとつの分

子にアミノ基 (-NH2)とカルボキシル基 (-COOH)の両方を有している。あるアミノ酸のアミノ基

と別のアミノ酸のカルボキシル基がペプチド結合することにとって、2つのアミノ酸は 1つの分子
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ion

A

B

C

図 1.3. Frank-Wenの水和モデル

となる。タンパク質は、アミノ酸がペプチド結合によってひも状に連なった分子からなる。分子

内のアミノ酸の配列は、一次構造とよばれる。ひも状の分子は、局所的に周期的な構造をとるこ

とがある。このような構造は、二次構造とよばれ、αへリックスや βシート構造が良く知られて

いる。αへリックスや βシート構造は、ペプチド結合の>C=OとH-N<との水素結合によって保

持される。二次構造がさらに折りたたまれて形成される分子全体の立体構造は三次構造と呼ばれ

る。三次構造は、静電的相互作用、van der Waals相互作用、疎水性相互作用などの弱い力により

安定化している。

タンパク質の立体構造のとり方は無数にあると考えられるが、実際のタンパク質は生体内で特

定の立体構造をとることで安定化している。この立体構造をとることで、タンパク質は固有の機

能を発揮している。タンパク質は、尿素やグアニジンなどの変性剤や加熱によって不安定化し、変

性する。変性により、多くのタンパク質は固有の機能を失うことが知られている。

アミノ酸の中には、側鎖にアミノ基を持つものとカルボキシル基を持つものがある。アミノ基

は、水溶液の pHが小さくなると、水溶液中のプロトンと結合して正に帯電する。すなわち、NH3
+

となる。カルボキシル基は、水溶液の pHが大きくなると、H+が解離して負に帯電する。すなわ

ち、COO−となる。これにより、水溶液の pHによって側鎖の持つ電荷が異なる。タンパク質分

子は、様々な種類の側鎖を持つアミノ酸からなるので、タンパク質の表面電荷はそれぞれのアミ

ノ酸側鎖の持つ電荷の総和なる。タンパク質の表面電荷が 0となる水溶液の pHを等電点 (pI)と

よぶ。水溶液の pHがタンパク質の pIよりも大きい場合、カルボキシル基からプロトンが解離し
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て負に帯電する部分が増えるので、タンパク質の表面電荷は負となる。逆に、水溶液の pHがタン

パク質の pIよりも小さい場合、アミノ基にプロトンが結合して正に帯電す部分が増えるので、タ

ンパク質の表面電荷は正となる。

1.1.4 タンパク質の水和

アミノ酸は、側鎖の種類によって親水的なものと疎水的なものが存在する。タンパク質は様々

な種類のアミノ酸からなる分子なので、アミノ酸の側鎖の種類によって親水的な部分と疎水的な

部分がひとつの分子内に存在する。X線回折の結果によれば、多くの球状タンパク質は疎水的な

部分を内側に、親水的な部分を外側にしてフォールディングしている [8]。これにより、分子の疎

水的な部分を水と接触しないようにし、親水的な部分と水が接触するようにしている。温度変化

や pH、塩などによって疎水的な部分が水と相互作用しやすい環境になると、タンパク質は構造を

変化させ疎水的な部分が露出する。以上のことから、タンパク質と水との相互作用、すなわちタ

ンパク質の水和がタンパク質の構造や安定性に寄与していると考えられる。

1.2 塩によるタンパク質の溶解度と安定性の変化

1.2.1 Hofmeister系列

1888年、F.Hofmeisterは、卵白の水溶液に塩を加えると卵白が沈殿し、沈殿の起こる塩の濃度

に規則性があることを報告した [9,10]。沈殿は、塩の添加によってタンパク質の溶解度が低下する

ことにより生じる現象である。このような現象は塩析 (salting-out)とよばれる。また、塩の種類

や濃度によっては、タンパク質の溶解度を増やすものもある。このような現象は塩溶 (salting-in)

とよばれる。イオンをタンパク質の沈殿のさせやすさの順に並べたものは、Hofmeister系列とし

て知られている。特に、タンパク質の沈殿のしやすさは陰イオンの違いによって影響を受けるこ

とが知られている。Hofmeister系列は、一般的に次のようなものである [11]。

CO3
2− > SO4

2− > S2O3
2− > H2PO4

− > F− > Cl − > Br− > NO3
− > I− > ClO4

− > SCN−

この系列の左側に位置する CO3
2−や SO4

2−のようなイオンは、タンパク質を沈殿させる作用が

強い。このようなイオンの特徴は、多価イオンであること、また、1価のイオンではイオン半径が

小さいことである。逆に右側に位置する I−、ClO4
−や SCN−のようなイオンは、タンパク質を沈
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殿させる作用が弱く、タンパク質の溶解度を増加させる。このようなイオンの特徴は、1価の多原

子イオン、すなわち、イオンの大きさが大きく電荷量が小さいことである。

塩は、溶解度だけでなく、タンパク質の安定性、水溶液の粘性、表面張力、バルク水の構造な

どに与える影響もHofmeister系列に従うことが知られている。バルク水に対する塩の影響につい

てみると、タンパク質を沈殿させやすいイオンほど水の構造を強める。このような構造形成イオ

ンは、コスモトロープ (kosmotrope)ともよばれる。一方、沈殿させにくいイオンほど水の構造を

破壊する。このような構造破壊イオンは、カオトロープ (chaotrope)ともよばれる。タンパク質の

安定性は、コスモトロープによって安定化し、カオトロープによって不安定化する。水溶液の粘

性は、コスモトロープによって大きくなり、カオトロープによって小さくなる。表面張力は、コス

モトロープによって大きくなり、カオトロープによって小さくなる。

1.2.2 Hofmeister系列の逆転

Hofmeister系列は、タンパク質の単結晶を作成する条件を決める際の参考にされてきた。しか

し、溶解度の変化のしかたが従来のHofmeister系列と逆になる例が経験的に知られている。ウシ

血清アルブミン (BSA: bovine serum albumin)水溶液にチオシアン酸カリウムを加えると、水溶

液の pHが BSAの等電点 pIよりも大きい場合 (pH > pI)には沈殿を生じないが、pHが pIより

も小さくなる (pH < pI)と沈殿する [12]。ここで、1.1.3節で述べたように、pH > pIのとき、タ

ンパク質の表面電荷は負であり、pH < pIのとき表面電荷は正である。ニワトリ卵白リゾチーム

(HEWL: hen egg white lysozyme)は、等電点の高いタンパク質 (pI = 11.35)として知られている。

通常の溶液条件において、塩によるHEWLの溶解度の変化は、逆Hofmeister系列に従う [13]。こ

のことをまとめると、塩によるタンパク質の溶解度の変化は、タンパク質水溶液の pHがタンパク

質の等電点 pIよりも大きい (pH > pI、表面電荷は負)ときに、順Hofmeister系列に従い、タンパ

ク質水溶液の pHがタンパク質の pIよりも小さい (pH < pI、表面電荷は正)場合、この順番は逆

転し、逆Hofmeister系列に従う。

タンパク質の溶解度が順Hofmeister系列に従う条件において、コスモトロープはタンパク質の

構造を安定化し、カオトロープは不安定化する。Byeらは、溶解度が逆Hofmeister系列に従う条

件において、リゾチームの熱変性温度が、リン酸イオンや硫酸イオンによって上昇し、ヨウ化物イ

オンや過塩素酸イオンによって低下すると報告している [14]。すなわち、溶解度が逆 Hofmeister
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系列に従う条件において、コスモトロープはタンパク質を安定化し、カオトロープはタンパク質

を不安定化する。このことは、溶解度が順Hofmeister系列に従う場合の塩のはたらきと変わらな

い。このことから、タンパク質の安定性に対するHofmeister系列は、pHと pIの大小関係によら

ないといえる。以上より、pHと pIの大小関係の逆転によって、溶解度に対するHofmeister系列

は逆転しても、安定性に対するHofmeister系列は逆転しないといえる。

1.2.3 Hofmeister系列の分子メカニズム

タンパク質の沈殿を説明するための最も簡単な分子モデルは、静電遮蔽によるモデルである。塩

を添加していない状態の水溶液中のタンパク質の表面は、正または負のどちらかに帯電している。

この状態では、タンパク質分子は表面電荷による反発のため、分子同士は近づきにくく、溶解度は

小さい。塩を添加すると、タンパク質の表面電荷と逆の電荷が近づき、表面電荷を遮蔽する。こ

れによって、タンパク質分子間の反発力が弱まり、分子同士が近づきやすくなる。これは、溶解

度が増加することを意味する。さらに塩を添加すると、表面電荷は塩による遮蔽の効果は強まり、

タンパク質分子はさらに近づきやすくなり、沈殿が生じる。このモデルでは、塩濃度が薄いとき

に、硫酸アンモニウムのようなタンパク質を沈殿させやすい塩であってもタンパク質の溶解度を

上昇させる現象を説明できる。しかし、このモデルでは、タンパク質の表面電荷の違いによって、

溶解度に対するHofmeister系列が逆転することを説明できない。

近年、Floresらは、和周波発生 (SFG: sum frequency generation)分光を用いて、モデル界面近

傍における水分子の配向を調べ、得られた結果から界面近傍におけるイオンの分布を考察してい

る [15]。その報告によれば、溶解度に対するHofmeister系列の逆転は、タンパク質の分子間の静

電相互作用によって説明できる。このことは、4.4節において詳しく述べる。一方、Floresらは、

タンパク質の安定性に対するHofmeister系列が逆転しないことについては議論していない。1.1.4

節で述べたように、タンパク質の安定性にはタンパク質と水との相互作用、すなわち水和が重要

な役割を果たしていると考えられる。そこで、本研究では、タンパク質の安定性と水和の関係性

について調べた。
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1.3 様々な実験手法による水和の先行研究

1.3.1 X線散乱・中性子散乱

X線散乱や中性子散乱では、タンパク質の表面近傍にバルク水と密度の異なる水がどの程度あ

るかを調べることができる [16]。これらの手法により知ることができるのは、時間的に平均され

た水の情報である。X線の散乱は、原子内の電子密度分布の影響を受ける。水によるX線の散乱

は、水分子中の酸素原子によるものであり、酸素原子の位置情報を得ることができる。中性子散

乱では、水素原子などの軽い原子の位置を知ることができる。Svergunら [16]は、X線散乱と中

性子散乱により、H2OおよびD2O中におけるリゾチーム、Escherichia coli 由来チオレドキシン

リダクターゼ、Escherichia coli 由来リボヌクレオチドリダクターゼの三種類のタンパク質の水和

を調べている。第一水和層の水の密度は、バルクの水の密度よりも平均で 10 % ほど大きいことを

報告している。

1.3.2 NMRとカロリメトリー

NMR(nuclear magnetic resonance)では、2Hや 17Oの磁気緩和分散や、溶質と水との核Over-

hauser効果を観測している。磁気緩和は、磁場の急激な変化に対して磁気双極子の応答が遅れる

現象である。タンパク質の水和層内の水はバルク水と入れ替わっているが、2Hや 17Oに対する縦

緩和の分散曲線の形状から、タンパク質内部に水分子が滞在する時間とその数や、タンパク質表

面における水分子の回転の相関時間を求めることができる [17,18]。核Overhauser効果は、2つの

核スピン間の双極子相互作用が強いときに、一方の核スピンの共鳴を飽和させると、もう片方の

核磁気共鳴スペクトルが増強する現象である。核Overhauser効果の強さは、核スピン間の距離の

6乗に反比例し、4-5Å以下の距離にある原子核間で生じる [19]。核Overhauser効果の実験では、

タンパク質の表面と水分子が直接相互作用している時間、すなわち第一水和層やタンパク質の分

子内に水分子が滞在している時間を知ることができる [17,19]。これらの手法では、ナノ秒よりも

遅い時間スケールの水分子の動きを知ることができる [4, 17]。

Tompaらは、NMRとDSC (differential scanning calorimetry)を組み合わせることで、凍結し

たユビキチン水溶液中において凍らない水を調べている [20]。NMRにより水溶液中の水の量に対

する凍っていない水の量の割合を知ることができる。DSCにより凍らない水の比熱を知ることが

できる。バッファーにユビキチンを溶かしたときと純水にユビキチンを溶かしたときでは、バッ
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ファーに溶かしたときの方が凍らない水の割合が多いと報告されている。また、凍らない水の比

熱は、バルク水の比熱よりも大きいと報告されている。DSCで明らかになるのは、水分子の動き

の間接的な情報である。

1.3.3 誘電分光

誘電分光は、GHzよりも低い領域における物質の複素誘電率 ε̃(ω)を調べる手法である。水は、

20 GHz付近に水分子の配向緩和による強い吸収ピークを持つことが知られている。液体の水に直

流電場を印加すると、ランダムな方向を向いていた水分子の永久双極子モーメント pが同じ向き

にそろい、配向分極として観測される。交流電場を印加すると、kHzやMHzの振動数の電磁波の

場合は電場の変化に pの運動が追随できるが、GHz帯では電場の変化に pの運動が追随できなく

なり、水は電磁波を吸収して熱を発する。GHz帯の吸収は THz帯にまで及んでいる。

GHz帯からTHz帯における水による電磁波の吸収は、Debye緩和、水分子の分子間振動、およ

び水分子の秤動運動に由来するものであり、複素誘電率 ε̃(ω)は次のように記述される [21]。

ε̃(ω) =
∆ε1

1− iωτ1
+

∆ε2
1− iωτ2

+
AS

ωS
2 − ω2 − iωγS

+
AL

ωL
2 − ω2 − iωγL

+ ε∞ (1.4)

ここで、第 1項と第 2項目はデバイ緩和を表す項であり、∆ε1と∆ε2は、それぞれ緩和時間 τ1、

τ2によって決まる緩和の大きさである。第 1項目は配向緩和によるものである。第 2項目は水素

結合ネットワークを形成していない孤立した水分子の衝突緩和によるものと考えられている。第 3

項目は分子間 (水素結合)の伸縮振動、第 4項目は秤動運動を表す項であり、AS、ALは振幅の大

きさ、γS、γLは減衰定数である。第 5項目はきわめて高い振動数における誘電率である。第 1項

目の表す緩和モードの吸収ピークは 20 GHzにあり、第 2項の吸収ピークは 1 THz、第 3項の吸

収ピークは 5 THz、第 4項の吸収ピークは 15 THzに位置している。Yadaら [21]によって報告さ

れたフィッティングパラメーターを用いて式 (1.4)を計算すると図 1.4のようになる。20 GHzの吸

収ピークはほかの吸収ピークに比べて 40倍程度大きい。

GHz帯からTHz帯における水による電磁波の吸収は、次の式のように系に含まれる水分子の双

極子の総和の揺らぎに対応することが知られている [22, 23]。

α(ω) ∝ F{< P (0) · P (τ) >} (1.5)
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図 1.4. 293 Kにおける水の誘電率。計算は式 (1.4)にパラメーター ∆ε1 = 74.9, ∆ε2 = 1.67,

τ1 = 9.47 ps, τ2 = 248 fs, AS/(2π)
2 = 31.5 THz2, ωS/(2π) = 5.30 THz, γS/(2π) = 5.35 THz,

AL/(2π)
2 = 108 THz2, ωL/(2π) = 14.7 THz, γL/(2π) = 8.08 THz, ε∞ = 2.00を代入して行った。

ここで、P は系に含まれる全ての双極子モーメント pの総和であり、F{ }は Fourier変換を表す。

誘電分光では、100 ps程度の双極子のダイナミクスを明らかにすることができる [4]。

これまでに、誘電分光により、純水 [24–26]、塩水溶液 [27–35]、タンパク質水溶液 [36–41]など

の誘電スペクトルが報告されている。

1.3.4 テラヘルツ分光

テラヘルツ分光は、試料の複素屈折率 ñを測定する。ñから、試料の複素誘電率 ε̃を求めること

ができる。ñと ε̃の間には次の関係がある。

ε̃ = ñ2 (1.6)
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テラヘルツ分光では、誘電分光と同様に水分子のダイナミクスの情報が得られる。誘電分光で明

らかになるダイナミクスよりも速い、1 psからサブピコ秒のダイナミクスを観測できる [4]。

テラヘルツ波は水に強く吸収されることから、普通の反射 [42–45]や内部全反射 [21,46]型の光

学系を用いて水の分光が行われてきた。試料でテラヘルツ波を反射させる方法は、吸収が強い試

料に対しては有効であるが、反射面がわずかにずれただけで誤差が生じる欠点がある。一方、テ

ラヘルツ波を試料に透過させる方法は、最も単純な光学系であるが、吸収が強い試料の場合には

試料の厚さを薄くする必要がある。テラヘルツ波を水に透過させて測定した報告には、高強度テ

ラヘルツ光源として p-Geを用いた報告 [47]や、高強度のTi:Sapphireレーザーを用いた報告 [48]

がある。これらの報告以前では、FT-IRを用いてテラヘルツ領域の測定を行った報告 [49]もある。

p-GeやFT-IRを用いる方法では、テラヘルツ波の強度を調べることから、複素屈折率の虚部を知

ることができる。テラヘルツ時間領域分光法 (THz-TDS: Terahertz Time-Domain Spectroscopy)

は、試料を透過したテラヘルツ波の電場を時間領域で測定し、それをフーリエ変換することによっ

て、その物質の屈折率の実部と虚部のスペクトルを得る方法である。THz-TDSを用いる利点とし

て、Kramers-Kronigの関係式を用いることなく実部と虚部を同時に得ることができることがある。

タンパク質を対象とするテラヘルツ分光は、2000年から始まったが、水の吸収が大きいことか

ら、乾燥粉末状態の試料が測定されていた。Markelzらは、タンパク質の 1つである BSAの乾燥

粉末のテラヘルツスペクトルが報告した [50]。これ以降、テラヘルツ帯におけるタンパク質およ

び生体分子のスペクトルが報告されている [51]。粉末状のタンパク質のテラヘルツ分光では、タ

ンパク質のコンフォメーション、低周波領域における集団的固有振動、タンパク質の水和を調べ

ることを主な目的としている。タンパク質のコンフォメーションや水和を調べる研究は、低周波

領域における集団的固有振動モードがコンフォメーションの変化や水和によってどのように変化

するかを調べており、タンパク質水溶液を乾燥させて薄膜にしたものや凍結した溶液や乾燥した

粉末を試料としている [50, 52–58]。タンパク質のコンフォメーションが変化してもスペクトルに

変化が見られないという結果が得られている [57,58]。一方、タンパク質の水和に関しては、タン

パク質の乾燥粉末が空気中の水蒸気と水和することでスペクトルに変化が生じるという結果が得

られている [53,55]。これらの報告は、すべて薄膜、乾燥粉末、あるいは凍結した溶液に対する実

験であるが、実際にタンパク質が乾燥した粉末の状態で存在していることはほとんどない。空気

中の水蒸気が乾燥粉末に結合して束縛されるのと、水溶液中でタンパク質分子の周囲の水が溶媒

の影響も受けながら束縛されるのとでは大きく条件が異なる。また、タンパク質水溶液が凍結し
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た状態で存在しているということも多くはない。タンパク質は生物の体内にあり、液体の水とと

もに存在し、周囲に水が存在する状態で機能を発揮している。

タンパク質水溶液のテラヘルツ分光は、2005年から報告されている [59–64]。BSAとリゾチー

ムの水溶液 [60,61,65]、ラムダリプレッサー水溶液 [62,63]、ユビキチン水溶液 [66]、不凍タンパ

ク質水溶液 [67,68]のテラヘルツスペクトルが報告されている。いずれもタンパク質をバッファー

に溶かしたものを試料としており、特徴的なピークの無いブロードなスペクトルが報告されてい

る。Havenithらの研究グループは、水溶液中のラムダリプレッサーとユビキチンの水和を、テラ

ヘルツ分光とMDシミュレーションを組み合わせることにより調べている [22,62,63,66]。彼らは、

2.4 THz付近の水溶液の吸収スペクトルを様々なタンパク質濃度で調べている。タンパク質濃度

の小さい領域では吸収が増加するが、タンパク質濃度が大きい領域では吸収が減少すると報告し

ている。MDシミュレーションにより、タンパク質と水との相互作用により水のダイナミクスが

遅くなり、2.4 THz付近で水の吸収が増加することを示している。（また、2 THz以下では、水の

ダイナミクスが遅くなることで、水の吸収が減少することも示している。）彼らは、タンパク質濃

度の小さい領域で観測された吸収の増加は、水のダイナミクスが遅くなっていることにより生じ

ると述べている。このことから、テラヘルツ帯における吸収の増減を調べることで、タンパク質

の表面近傍の水分子のダイナミクスに関する情報を知ることができると考えられる。さらに彼ら

は、タンパク質濃度の大きい領域で観測される吸収の減少は、タンパク質の水和層が隣のタンパ

ク質の水和層と重なり合うことによって、タンパク質の濃度増加に対して水和水の増加の仕方が

緩やかになることで生じると述べている。水和層の重なり合いが生じるタンパク質濃度の解析か

ら、タンパク質の水和は長距離に及んでおり、テラヘルツ分光では、第一水和層の外側の水和水

も観測できると述べている。第一水和層の水分子（タンパク質表面においてタンパク質と直接相

互作用する水分子）は、NMRやX線散乱、中性子散乱などにより観測できる [4, 69,70]。タンパ

ク質水溶液のほかに、糖 [4,69]、リン脂質 [70]、ポリマー [71]、塩 [72–82]などの水溶液が調べら

れている。

1.3.5 偏光解消 fs-IR分光

偏光解消 fs-IR分光では、水分子のOH結合の配向のダイナミクスを知ることができる [83]。直

線偏光の励起パルスを試料水溶液に入射すると、その光電場によって水分子は配向する。水分子
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の配向が変化することで、OH伸縮振動の遷移双極子モーメント µ(図 1.1)の配向も変化し、OH

結合による吸光度に異方性が生じる。励起パルスによって生じる試料の吸光度の異方性の時間変

化をもうひとつの光パルス (プローブパルス)を用いて調べることで、回転異方性 R(τ)を評価で

きる。回転異方性R(τ)は、次の式で示すように、励起された水分子の遷移双極子モーメントの 2

次の回転自己相関関数に比例する [83]。

R(τ) ∝< P2{µ(0) · µ(τ)} > (1.7)

ここで、P2{ }は 2次の Legendre多項式であり、τ は励起パルスからみたプローブパルスの遅延

時間である。この手法から、OH結合の配向のダイナミクスから水分子のダイナミクスを知ること

ができる。

Tielrooij らは、この手法とテラヘルツ分光を組み合わせることで、イオンの水和を調べてい

る [74–77]。彼らは、偏光解消 fs-IR分光とテラヘルツ分光とで、明らかになることの違いを次の

ように述べている。陰イオンに近づく水分子は、水素原子のほうが近づきやすく、イオンに対し

て水分子のどちらか一方のOH結合の軸が固定される。水分子の電気双極子モーメント pは固定

されず、µを軸に回転できる。陰イオンと水分子の相互作用により動きやすさに大きな違いが出る

のは、OH伸縮振動の遷移双極子モーメント µの方である。したがって、陰イオンの水和は、テラ

ヘルツ分光よりも偏光解消 fs-IR分光により観測される。陽イオンに近づく水分子は、酸素原子の

ほうが近づきやすく、電気双極子モーメント pが固定される。水分子のOH結合とOH伸縮振動

の遷移モーメント µは固定されず、pを軸に回転できる。陽イオンと水分子の相互作用により動

きやすさに大きな違いが出るのは、電気双極子モーメント pの方である。したがって、陽イオン

の水和は、偏光解消 fs-IR分光よりもテラヘルツ分光により観測される。以上のことから、テラヘ

ルツ分光は偏光解消 fs-IR分光と相補的な関係にある。

1.3.6 光Kerr効果

光Kerr効果は、3次の非線形光学効果の 1つであり、光によって物質の屈折率に異方性が生じ

る現象である [84]。屈折率の変化は、光強度に比例する。水や二硫化炭素などの分子からなる液

体では、屈折率の変化は、光電場によって分子が配向が変化することによって生じる。分子の配

向はピコ秒の時間スケールで変化する。直線偏光の光パルスを液体試料に照射したときの試料の
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屈折率の時間変化を測定することで、分子の配向のダイナミクスの情報を得ることをできる。分

子の配向運動は、ラマン振動モードと見ることができる [84]。光Kerr効果の信号を Fourier変換

することで、低波数の誘導ラマンスペクトルを得ることができる。ラマンスペクトルは分子の分

極率の揺らぎの Fourier変換F{< α(0) · α(τ) >}に対応する。光Kerr効果は、2つの意味で、テ

ラヘルツ分光と対照的な関係にあると考えられる。ひとつは、光Kerr効果が試料の屈折率の変化

を見ているのに対して、テラヘルツ分光では試料による電磁波の吸収を見ていることである。も

うひとつは、光Kerr効果の実験で得られるラマンスペクトルが分極率の揺らぎに対応するのに対

して、テラヘルツ分光で得られる吸収スペクトルは双極子モーメントの揺らぎに対応することで

ある。ラマンスペクトルと吸収スペクトルは相補的な関係にあることから、この 2つの手法も相

補的であるといえる。

Mazurらは、タンパク質水溶液における水素結合の構造とダイナミクスを光Kerr効果により調

べている [85]。その結果、タンパク質の第一水和層内の水のダイナミクスは、バルク状態の水と

比べて 8倍遅くなっていると報告している。

1.3.7 和周波発生分光

和周波発生 (SFG)分光では、界面の水分子の配向を観測できる [15,86]。和周波発生は、2次の

非線形系光学現象であり、反転対称性のある系では起こらない [84]。バルク状態の水では、水分子

の配向はランダムのため反転対称性は無いが、界面近傍では界面と水分子との相互作用により配

向がランダムではなくなることがある。そのため、界面近傍では反転対称性が崩れることがあり、

SFGを起こすことができる。水分子の配向は、界面近傍の電場により生じる。Floresらは、帯電

したモデル界面における水分子の配向の強さが陰イオンによってどのように変わるかを調べてい

る [15]。彼らは、塩の添加による SFG光のスペクトルの強度変化を見ており、彼らの議論してい

る水分子の配向は時間平均された情報であるといえる。彼らの報告によれば、タンパク質の溶解

度に対するHofmeister系列が pHと pIの大小関係で逆転することは、静電相互作用によって説明

できる。Nihonyanagiらは、水分子の配向の強さを符号も含めて調べており、水の配向が陰イオン

や陽イオンによってどのように変わるかを調べている [86]。SFG分光とテラヘルツ分光との比較

は 4.4節において行う。



18 第 1章 序論

1.4 研究目的

タンパク質水溶液に塩を添加すると、タンパク質の溶解度は変化する。塩による溶解度の変化

は、pH > pI(表面電荷が負)のときは順 Hofmeister系列に従い、pH < pI(表面電荷が正)のとき

には逆Hofmeister系列に従う。すなわち、pHと pIの大小関係によって、Hofmeister系列は逆転

する。Floresらの報告によれば、このHofmeister系列の逆転は、タンパク質分子間の静電相互作

用によって説明できる [15]。一方、タンパク質の安定性の変化も塩によって異なることが知られ

ている。タンパク質の安定性は、pHと pIの大小関係によらず、順Hofmeister系列に従う。すな

わち、pHと pIの大小関係によって、Hofmeister系列は逆転しない。安定性に対するHofmeister

系列が逆転しないことについて、Floresらは議論していない。タンパク質の安定性には、水和が

関わっていると考えられる。そこで、本研究では、ピコ秒の時間スケールで水分子の双極子モー

メントのダイナミクスを直接的に観測できることを特徴とするテラヘルツ時間領域分光法を用い、

pH < pI(表面電荷が正)の条件の下で、塩がタンパク質の水和にどのような影響を与えるかを調べ

た。また、水溶液のテラヘルツ分光により水溶液中の水和した水を観測する場合、高い測定の精

度が要求されることから、テラヘルツ分光装置の高精度化を行った。得られた結果とこれまでの

Hofmeister系列に関する報告から、タンパク質の溶解度と安定性に対するHofmeister系列の分子

メカニズムについて考察する。
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第2章 実験方法

2.1 測定試料

2.1.1 試料水溶液の作成

塩がタンパク質の水和に与える影響を調べるために、塩水溶液とタンパク質-塩混合水溶液のテラ

ヘルツ帯における吸収係数αと屈折率nのスペクトルを様々な塩濃度で測定した。本研究で用いたタ

ンパク質は、ニワトリ卵白リゾチーム (HEWL: hen egg white lysozyme, Sigma-Aldrich, L6876)

であり、購入したものを精製せずに用いた。塩は、硫酸アンモニウム ((NH4)2SO4, Wako, 019-

03435)、リン酸二水素アンモニウム (NH4H2PO4, Wako, 012-03305)、塩化アンモニウム (NH4Cl,

Wako, 017-02995)、硝酸アンモニウム (NH4NO3, Wako, 015-03231)、チオシアン酸アンモニウム

(NH4SCN, Wako, 015-03535)を精製せずに用いた。HEWLの正式名称はN-アセチルムラミドグ

リカノヒドロラーゼ（EC 3.2.1.17）であり、グラム陽性菌の細胞壁を構成するアミノ酸を含む多

糖分子を基質として特異的に分解し、またある種のグラム陰性菌（大腸菌、サルモネラ菌）の細

胞壁をも分解する酵素である。分子構造が早くから明らかにされていたタンパク質のひとつであ

り [87]、分子量 14307 Da、129 個のアミノ酸残基からなるポリペプチド鎖 1 本からなる。HEWL

の特徴として、(1) 鶏卵の白身から大量に得られる、比較的安価なタンパク質であり、(2) 1 つの分

子に 4 つのジスルフィド (-S-S-)結合を有しており、安定なタンパク質である。そのため、タンパ

ク質を扱う実験には良く用いられ、性質が良く知られたタンパク質のひとつである。(NH4)2SO4

は、タンパク質を変性させずに沈殿させることから、タンパク質の精製において重要な塩である。

そのほかの塩は、陰イオンの違いによるHEWLの水和に与える影響の違いを調べるために、陰イ

オンのみが異なる。アンモニウムイオン (NH4
+)は、水の水素結合ネットワークの正四面体構造

に構造が似ていることから、単原子イオンで現れるRattling運動が吸収スペクトルに与える影響

が小さいと期待できる。

HEWLの等電点 pIは 11.35であり、酸性から弱アルカリ性の溶液条件で pH < pIとなる。つま
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り、特に水溶液の pHを調整しなくても、溶解度が逆Hofmeister系列に従う溶液条件を容易に作

ることができる。タンパク質水溶液と各種塩水溶液は、それぞれ純水 (Milli-Q)に溶かした。通常、

タンパク質水溶液の pHはバッファーなどを用いて調整される事が広く行われるが、本研究では、

バッファーがタンパク質の水和に与える影響を排除するため、バッファーによる pHの調整を行わ

ずに実験を行った。HEWL水溶液の濃度は、HEWL水溶液中の水和水の量が多いほど水和の影響

が明瞭に現れると考えられるので、本研究ではHEWLの最終濃度を 200 mg/mL (14 mmol/L)と

した。HEWL-塩混合水溶液を作るために、はじめに、HEWL濃度 267 mg/mLのHEWLストッ

ク水溶液と最終塩濃度の 4/3倍の塩濃度の塩ストック水溶液を作成した。HEWLストック水溶液

の濃度は、可視紫外分光光度計 (ND-1000, NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, Del, USA)

により、波長 280 nm における水溶液の吸光度で校正した。280 nmには、チロシンの側差とトリ

プトファンの側差の吸収に由来するピークが現れる [8]。しかし、この分光光度計では、HEWL濃

度 20 mg/mL以上の水溶液の濃度を測定できないことから、試料水溶液を 20倍に希釈したもの

を 3つ作成し、3つの水溶液の濃度をそれぞれ 2回ずつ測定した。得られた 6つの濃度を 20倍し

たものの平均を試料水溶液の濃度とした。HEWL 267 mg/mL水溶液と様々な濃度の塩水溶液を

体積比 3:1で混合し、最終濃度 200 mg/mLのHEWL水溶液を作成した。HEWLストック水溶液

と純水を混合して作成したHEWL 200 mg/mL水溶液の pHは 4.0-4.1の範囲にあった。作成した

HEWL-塩混合水溶液の pHは、全て 4.0-4.4の範囲内であった。従って、本研究で扱う水溶液にお

いて、pH < pIであり、塩によるHEWLの沈殿のしやすさは逆Hofmeister系列に従う。

2.1.2 塩によるリゾチームの沈殿

試料水溶液中のタンパク質が塩の添加によって沈殿や結晶化すると、それによって生じる凝集

体や結晶によってテラヘルツ波の散乱などが生じると考えられる。テラヘルツ波が散乱されると、

テラヘルツ帯の吸収スペクトルに影響を与える。さらに、タンパク質が凝集体を形成することで、

タンパク質と水との接触面積が小さくなるため、凝集体を形成する前後で水和水の量が異なると

考えられる。つまり、凝集体の形成による水和量の変化は、塩が直接的に水和水に与える影響だ

けでなく、水との接触面積の変化による間接的な水和量の変化も含むことになる。従って、本研

究では、タンパク質が沈殿や結晶化していない条件で水溶液のテラヘルツ分光を行った。

温度 20 ◦Cにおいて、HEWL水溶液に塩を添加したときに、HEWLが沈殿や結晶化しない事
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表 2.1. HEWL 200 mg/mL水溶液において沈殿や結晶化しないことを確認した最大の塩濃度 cmax

(20 ◦C)

塩 cmax (mol/L)

(NH4)2SO4 0.375

NH4H2PO4 0.625

NH4Cl 0.25

NH4NO3 0.15

NH4SCN 0.06

が確認できた最大の塩濃度 cmaxを表 2.1に示す。沈殿や結晶化しているかの判断は目視で行った。

沈殿や結晶化のしやすさは、(NH4)2SO4と NH4H2PO4の順序が逆になっていることを除けば逆

Hofmeister系列に従っていることが分かる。通常の沈殿の実験は、1 mg/mLや 10 mg/mL程度

の薄い濃度で行われる。沈殿や結晶化のしやすさが一部で順序が逆になっている理由は不明であ

るが、タンパク質が高濃度であることが原因のひとつである可能性がある。塩濃度を高くすると、

(NH4)2SO4、NH4H2PO4、NH4NO3とNH4SCNでは沈殿を生じたのに対し、NH4Clでは結晶化

が起こった。(NH4)2SO4は 0.5 mol/Lで溶液をセルに封入してから 3時間後に沈殿を確認した。

NH4H2PO4は、0.625 mol/Lで溶液作成から 3日後にわずかに沈殿を確認した（テラヘルツ分光

測定の最中は沈殿を生じなかった）。NH4NO3は、0.18 mol/Lで溶液をセルに封入してから 1時

間程度で沈殿を確認した。NH4SCNは、0.06 mol/Lで溶液作成の翌日に沈殿を確認した（テラヘ

ルツ分光測定の最中は沈殿を生じなかった）。NH4Clは、0.3125 mol/Lで溶液をセルに封入して

から 1時間程度で結晶が生じていることを確認した。さらに濃度を上げ、NH4Cl濃度 1 mol/Lで

沈殿を確認した。

2.1.3 水溶液中のリゾチームの立体構造の評価

HEWL-塩水溶液中でHEWLが変性すると、HEWL自身のテラヘルツ帯のスペクトルに影響を

与えると考えられる。そこで、本研究では、全反射減衰 (ATR: attenuated total reflection)光学系

を用いたフーリエ変換赤外 (FT-IR: Fourier transform infrared)分光法により、HEWLのアミド I
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バンド (1600-1700 cm−1)の吸光度スペクトルを測定した。アミド Iバンドのスペクトルは、タン

パク質の二次構造によってピーク位置が異なることが知られている [88]。Dongらは、アミド Iバン

ドのスペクトルのデコンボルーションによりピークの線幅を狭くする処理をしたスペクトルから、

αへリックス構造のピークは 1650 -1660 cm −1付近に現れ、βシート構造のピークは 1620-1640

cm −1付近に現れると報告している [88]。彼らは様々なタンパク質のアミド Iバンドのスペクトル

を報告している。ピークの線幅を狭くする処理をする前のスペクトルにおいても、αへリックス

構造を多く含むタンパク質では、ピーク位置が 1650 -1660 cm −1付近であり、βシート構造を多

く含むタンパク質では 1620-1640 cm −1付近である。このことから、アミド Iバンドのスペクト

ルのピーク位置を見ることで、タンパク質が αへリックス構造を多く含むか、βシート構造を多

く含むかを知ることができると考えられる。この情報は、円偏光二色性 (CD: circular dichroism)

スペクトルの測定により明らかになる二次構造の情報に対応すると考えられる。得られたスペク

トルの形状が塩の種類や濃度によらず変化しないかを調べることで、HEWLが塩によって変性し

ているかどうかを調べた。本研究では、市販の FT-IR分光装置 (FT/IR-4200, Jasco, Japan)と専

用の ZnSeのATRプリズム (ATR PRO 450-S PKS-ZNSE, Jasco, Japan)を用いた。

一般的には、タンパク質の二次構造は、紫外領域の光吸収の円偏光二色性 (CD)を用いて評価

する。本研究でも、CDスペクトルによる HEWL-塩水溶液の評価を試みた。紫外領域の CDス

ペクトルは、市販の装置 (J-720W, Jasco, Japan)を用いて測定した。しかし、HEWL濃度 200

mg/mLの水溶液は紫外領域における吸光度が大きいため、CDスペクトルの測定が困難であった。

実際に、純水および 1 mg/mLと 200 mg/mL HEWL水溶液の吸光度を測定した結果を図 2.1に示

す。1 mg/mL HEWL水溶液は、200 mg/mL水溶液と同様に、20倍に希釈して濃度校正した 1.34

mg/mLストック溶液と純水を体積比 3:1で混合して作成した。水溶液の吸光度の測定には、市販

の可視紫外分光光度計 (V-630, Jasco, Japan)を用い、試料セルには市販の石英セルを用いた。純

水の測定で用いた石英セルの厚さ dは 1 mmであり、HEWL水溶液の測定では d =1 mmと 0.2

mmのセルを用いた。純水と空の石英セルの吸光度は、短波長側ほど大きく、0.1程度である。空

の石英セルの吸光度が純水の吸光度よりも大きい理由として、セル界面での反射の影響が考えら

れる。1 mg/mL HEWL水溶液の吸光度は、d = 1 mmで 215 nm以下、d = 0.2 mmで 195 nm

以下で吸光度が 7以上であった。どちらの厚さでも、280 nm付近には、チロシンの側鎖とトリプ

トファンの側鎖による吸収ピークが見られる。200 mg/mL HEWL水溶液の吸光度は、セルの厚

さによらず、300 nm付近よりも短波長側で 7以上であった。この強い吸収は、1 mg/mLの水溶液
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図 2.1. 可視紫外領域における純水および 1 mg/mLと 200 mg/mL HEWL水溶液の吸光度スペク

トル。挿入図は紫外領域における吸光度の拡大図である。

で観測できた 280 nm付近の吸収ピークによるものである。一般的に、タンパク質の二次構造を評

価するためには、190から 230 nm付近の CDスペクトルを測定する必要がある。このことから、

CDスペクトルにより、HEWLの二次構造を評価するためには、HEWL濃度を 1 mg/mL程度、

セルの厚さ 0.2 mm程度にしなければならないといえる。さらに、CDスペクトルの測定を難しく

する要因のひとつに紫外領域に強い吸収を持つイオンがある。SCN− はその例である。図 2.2に

HEWL-NH4SCN混合水溶液とHEWL-(NH4)2SO4混合水溶液の可視-紫外領域における吸光度ス

ペクトルを示す。HEWL (1 mg/mL)-(NH4)2SO4 (0.375 mol/L)混合水溶液では、195 nmよりも

短波長側で吸光度が 7以上であった。一方、HEWL (1 mg/mL)-NH4SCN (0.05 mol/L)混合水溶

液では、227 nmよりも短波長側で吸光度が 7以上であった。図 2.3にHEWL 1 mg/mL水溶液、

HEWL-NH4SCN混合水溶液とHEWL-(NH4)2SO4混合水溶液の CDスペクトルを示す。HEWL

1 mg/mL水溶液とHEWL-(NH4)2SO4混合水溶液では、ノイズがのっているものの、207 nm付近

に負のピークを持つスペクトルが観測された。このピークは、タンパク質のαへリックス構造に由

来するものである。(NH4)2SO4の存在の有無によらずスペクトル形状が変わらないので、HEWL
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図 2.2. 紫外領域における 1 mg/mL HEWL-塩混合水溶液の吸光度スペクトル。セルの厚さは全

て 0.2 mmである。
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図 2.4. HEWL-塩水溶液中の HEWLのアミド I(1600-1700 cm−1)およびアミド IIバンド (1500-

1600 cm−1)の吸光度スペクトル

は αへリックスを多く含む (天然)構造であり、HEWL濃度 1 mg/mLにおいて (NH4)2SO4によ

る変性は起こらないといえる。一方、HEWL(1 mg/mL)-NH4SCN (0.05 mol/L)混合水溶液のCD

スペクトルは、230 nmより長波長側では塩を含まない HEWL 1 mg/mL水溶液のスペクトルと

一致しているが、230 nmよりも短波長側では一致しない。図 2.2を見ると、HEWL-(NH4)2SCN

混合水溶液の吸光度は、230 nm付近で 2程度である。吸光度 2は、入射光のエネルギー透過率に

すると 14% である。試料水溶液による光吸収が強く、透過光強度が十分でないために、CDスペ

クトルがノイズのようなスペクトルが観測されたと考えられる。HEWL 200 mg/mL水溶液では

セルの厚さによらず、ノイズのようなスペクトルが観測された。このことから、CDスペクトルを

測定するためには、本研究で用いた装置では、吸光度が 2以下である必要がある。以上のように、

CDスペクトルの測定では、本研究で用いる溶液の中にHEWLの濃度が薄い場合であっても測定

できないものがあることから、FT-IRによりHEWLの二次構造を評価した。

FT-IRスペクトルは、試料水溶液をATRプリズム上に 10 µLを滴下して測定した。HEWL-塩

水溶液の吸光度から塩水溶液の吸光度を単純に差し引いて HEWLの吸光度を算出した。得られ

たHEWL-塩水溶液中におけるHEWLの吸光度スペクトルを図 2.4示す。塩の有無と塩の種類に
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よらず、アミド Iバンドの吸収ピークは 1650 cm−1付近に、アミド IIバンドの吸収ピークは 1550

cm−1付近に観測された。スペクトルに現れているノイズは、水蒸気によるものである。塩を添加

していないHEWL水溶液のスペクトルのアミド Iバンドのピーク位置から、HEWLはαへリック

ス構造を多く持つ天然構造をとっているといえる。添加する塩によってスペクトルのピーク位置お

よびピークの形状は変化しないことから、本研究で扱う条件において、塩の種類によらずHEWL

は天然構造を保っていると考えられる。

2.2 テラヘル時間領域分光装置

2.2.1 テラヘルツ波の発生原理

本実験では、Ti:Sapphireモード同期レーザー (仕様は 2.2.3節を参照)を使用し、その光パルス

を p型 InAs結晶の (111)面に入射することで発生させた。結晶面に対するレーザーの入射角は

45◦である。半導体である InAs結晶の表面にパルス状のビームが入射すると、(1)非線形分極、(2)

フォトデンバー効果、(3)半導体表面電場からの発生の 3つの現象によってそれぞれテラヘルツ波

が発生する。(1)非線形分極によるテラヘルツ波の発生は、閃亜鉛構造をとる結晶である InAsに

電場が印加されると 2次の非線形分極が生じ、この分極が時間的に変化することによってテラヘ

ルツ波が放出される現象である。この現象は、光パルスに含まれる 2つのほぼ等しい周波数の光

による差周波発生として説明することができ、一般的には光整流によるテラヘルツ波の発生とよ

ばれる。(2)フォトデンバー効果は、結晶表面にバンドギャップよりも大きなエネルギーの光子が

入射したときに、表面付近で電子正孔対が生成され、これが拡散する。ホールの拡散速度は電子

の拡散速度よりも遅いため、図 2.5に示すように両者の分布に違いが生じ、フォトデンバー電場が

生じる。この電場の時間的な変化によりテラヘルツ波が放射される現象である。(3)半導体表面電

場からのテラヘルツ波の発生は次のようにして起こる。例えば n型半導体の表面では図 2.6に示す

ようにバンドが曲がっており、表面電場が生じている。p型の場合も表面付近でバンドが下向きに

曲がっているが、同様に表面電場が生じる。そこにフェムト秒レーザーが入射すると電子正孔対

が生成され、表面電場によって加速されて電流が流れる。この電流によってテラヘルツ波が放射

される。InAsの場合、半導体表面電場からのテラヘルツ波の放射は小さいと報告されている [89]。
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図 2.7. ZnTe結晶へのテラヘルツ波と光パルスの入射

2.2.2 テラヘルツ波の検出原理

テラヘルツ波の電場を直接観測することは難しい。本研究では、電気光学 (EO: electro optic)

サンプリング法を用いて間接的にテラヘルツ波の電場を検出した。EOサンプリング法は、EO結

晶にテラヘルツ波を照射し、このときに生じる結晶の複屈折性をレーザー光で検出する方法であ

る。EO結晶には ZnTeを用い、図 2.7に示すように ZnTe結晶の (11̄0)方向に振動するテラヘル

ツ波を入射した。また、レーザー光には、テラヘルツ波の発生のときと同様に、Ti:Sapphireモー

ド同期レーザーの光パルスを用いた。光パルスの偏光は、テラヘルツ波と同様に (11̄0)方向であ

る。テラヘルツ波が結晶に入射していないときは、光パルスの偏光によらず光に対する結晶の屈

折率は一定であるが、テラヘルツ波が入射しているときには、光パルスの偏光によって光に対す

る屈折率に差異が生じる。この屈折率の差異を光パルスの偏光の変化として検出する。

ここで、テラヘルツ波の入射によって屈折率にどのような変化が生じるかを具体的に示す。テ

ラヘルツ波の電場は、図 2.7に示すように直交座標系 (x, y, z)をとると、

E =
1√
2


ET

−ET

0

 (2.1)

とかける。テラヘルツ波の電場は、光電場より振動が遅いので、直流電場とみなすことができる。

ZnTe結晶の屈折率は 2階のテンソルであり、



30 第 2章 実験方法



1

n2
+∆

(
1

n2

)
1

∆

(
1

n2

)
6

∆

(
1

n2

)
5

∆

(
1

n2

)
6

1

n2
+∆

(
1

n2

)
2

∆

(
1

n2

)
4

∆

(
1

n2

)
5

∆

(
1

n2

)
4

1

n2
+∆

(
1

n2

)
3


(2.2)

とかける。ここで、nはテラヘルツ波が入射していないときの屈折率である。∆

(
1

n2

)
i

は結晶に

かかる電場の大きさによって決まる項であり [84]、
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 (2.3)

と表されるものである。Ex,y,z は結晶にかかる電場の各成分である。rij は電気光学係数である。

ZnTeは結晶族 4̄3mに属する等方性結晶であるので、r41 = r52 = r63であり、この 3つ以外の成

分はすべて 0である [84]。式 (2.1)で現される電場が ZnTeにかかっているとき、式 (2.3)は
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となる。式 (2.2)で表される屈折率テンソルは
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となる。これを屈折率楕円体で表すと、

x2

n2
+

y2

n2
+

z2

n2
+

√
2 r41ET yz −

√
2 r41ET zx = 1 (2.6)

となる。2回の座標変換



x′ = z

y′ =
1√
2
(x− y)

z′ =
1√
2
(x+ y)

(2.7)

および
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

x′′ =
1√
2
(x′ − y′)

y′′ =
1√
2
(x′ + y′)

z′′ = z′

(2.8)

を行うことで、式 (2.6)を x2, y2, z2の項のみにできる。この操作は、屈折率テンソルを対角化す

ることに対応する。これにより、

(
1

n2
+ r41ET

)
x′′ 2 +

(
1

n2
− r41ET

)
y′′ 2 +

z′′ 2

n2
= 1 (2.9)

を得る。座標系 (x′′, y′′, z′′)は、図 2.7に示すとおりである。x′′軸は (110)面内にあり、水平方向

から反時計回りに 45◦傾いている。y′′軸も (110)面内にあり、水平方向から反時計回りに 135◦傾

いている。z′′軸は (110)方向に一致する。ZnTe結晶の (110)面に入射する光の偏光と屈折率の関

係を表したものが図 2.8である。テラヘルツ波が入射していないときは、屈折率は円形になるが、

テラヘルツ波が入射すると式 (2.9)から、屈折率は楕円を描く。x′′, y′′, z′′軸方向の偏光に対するの

屈折率 nx′′ , ny′′ , nz′′ は、式 (2.9)から


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2
n3 r41ET
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(
1

n2
− r41ET

)−2

≈ n+
1

2
n3 r41ET

nz′′ = n

(2.10)

となる。偏光の x′′軸成分と y′′軸成分では、n3 r41ETだけ屈折率に差が出る。この複屈折性によっ

て、テラヘルツ波が入射しているときとしていないときでは、結晶を透過した光パルスの x′′軸成

分と y′′軸成分の位相に∆φの差異が生じ、偏光が直線偏光から楕円偏光に変化する。ここで、結

晶の厚さを L、真空中での光パルスの波長を λとすると、

∆φ =
2π∆nL

λ
(2.11)

∆n = ny′′ − nx′′ = n3 r41ET (2.12)

である。
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この偏光の違いを検出するため、ZnTe結晶の後にλ/4板、ウォラストンプリズム (WP: wollaston

prism)とバランス検出器を配置する。λ/4板の速軸は ZnTeの x′′軸と同じになるようにする。そ

れぞれの素子による偏光の変化を図 2.9に示す。ZnTeにテラヘルツ波が入射していない場合 (図

2.9(a))は、ZnTeに複屈折性が生じていないので、これによる光パルスの偏光の変化はなく、λ/4

板によって円偏光となる。WPにより円偏光の光パルスは水平偏光と鉛直偏光に分離され、バラン

ス検出器により両成分の光量差が検出される。円偏光は水平偏光と鉛直偏光の振幅が等しいので、

バランス検出器の信号は 0である。一方、ZnTeにテラヘルツ波が入射している場合 (図 2.9(b))は、

ZnTeの複屈折性により、ZnTeを透過した光パルスの偏光が楕円偏光となる。λ/4板を透過後の

偏光も楕円偏光であり、WPによって水平偏光と鉛直偏光に分離される。楕円偏光は、水平偏光

と鉛直偏光の振幅が異なるので、バランス検出器の信号は 0ではない。バランス検出器で検出さ

れる水平偏光と鉛直偏光の光量差は、Jonesベクトルを用いて計算できる。λ/4板を透過した後の

光パルスの偏光は、

R
(
−π

4

)e−iπ
4 0

0 ei
π
4


e−i∆φ

2 0

0 ei
∆φ
2

R(π
4

)E0

0

 = E0

 cos

(
∆φ

2
+

π

4

)
−i sin

(
∆φ

2
+

π

4

)
 (2.13)

となる。ここで、

[
E0

0

]
は ZnTe結晶に入射する光パルスである。R(θ)は座標軸を θだけ反時計回

りに回転することを表しており、

R(θ) =

 cos θ sin θ

− sin θ cos θ

 (2.14)

である。また、

[
e−i∆φ

2 0

0 ei
∆φ
2

]
は ZnTe結晶、

[
e−iπ

4 0

0 ei
π
4

]
は λ/4板に対応する。バランス検出器

で検出される水平偏光と鉛直偏光のエネルギーの差は、

∆I = I0 sin
2

(
∆φ

2
+

π

4

)
− I0 cos

2

(
∆φ

2
+

π

4

)
= I0 sin∆φ (2.15)

となる。実際に実験で測定される信号は、I0に対して∆Iは十分小さいので、∆Iと∆φは比例関

係にあるとみなせる。式 (2.11), (2.12)より、ETと∆φはほぼ比例するので、∆IとETは比例す
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図 2.10. 本研究で用いた (a)テラヘルツ時間領域分光法の光学系と (b)参照用セルおよび (c)サン

プルセルの構造

ると考えてよい。∆I を測定することにより、間接的にテラヘルツ波の電場ETを検出することが

できる。

2.2.3 光学系

本実験で用いた光学系を図 2.10に示す。光源にはTi:Sapphireレーザー (パルス幅 10.6 fs, 出力

470 mW,中心波長 780 nm,繰返し周期 75.1 MHz, Femtosource Scientific Pro, FEMTOLASERS,

Austria)にモード同期をかけて使用した。得られる光パルスの偏光は水平偏光である。光パルス

はビームスプリッタ (BS: beam splitter)1で 2つに分けた。はねた光の強度はフォトダイオードで

観測し、テラヘルツ波の強度の補正に用いた (2.2.7節参照)。もう一方の光パルスは、BS2でポン

プパルスとプローブパルスに光量比 9:1の割合で分けられる。

ポンプパルスは、チョッパーにより周波数 2500 Hzで変調され、軸外し放物面鏡 (PM: off-axis

parabolic mirror)1により InAs結晶の (111)面に入射角 45°で入射する。これにより、パルス状の

テラヘルツ波が発生する。ここで、PM1の軸外し焦点距離 f ′ = 8 inch (203.2 mm)であり、PM1

から InAsまでの距離は 225 mmである。PM1の焦点距離と InAsまでの距離が異なるのは、ポン
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プパルスのスポットサイズが、発生するテラヘルツ波の波長程度のときにテラヘルツ波の強度が最

大になるためである [90]。また、本光学系で使用している放物面鏡の直径は全て 1インチであり、

全ての放物面鏡の反射面に金薄膜が蒸着してあり、その上にMgO保護膜によるコーティングが施

してある。反射面の蒸着膜を金にすることで、Ti:Sapphireレーザーの光に対する反射率が大きく

なり、MgO保護膜により、金薄膜のさびつきを防止することができる。保護膜によるテラヘルツ

波への影響はほとんどないものと考えられる [91]。InAs結晶から放射されるテラヘルツパルスは、

PM2（f ′ = 1 inch）により平行波となる。高抵抗シリコンウエハーは、InAsで反射したポンプパ

ルスを遮断し、テラヘルツ波のみを透過するものである。シリコンウエハーを透過したテラヘルツ

パルスはワイヤーグリッドにより水平偏光となり、PM3（f ′ = 2 inch）によって集光されて試料に

入射し、PM4（f ′ = 2 inch）によって再び平行波となる。そして、PM5（f ′ = 1 inch）によって厚

さ 1 mmの ZnTe結晶の (110)面上に集光される。一方、プローブパルスは、遅延ステージでポン

プパルスに対して時間遅延をもつ。その後、グランテーラープリズム (GTP: Glan-Taylor prism)

で水平偏光成分のみとなり、しぼりでビーム径をしぼった後にペリクルでテラヘルツ波と重ね合わ

せられ、PM5により ZnTe上に集光される。ペリクルは、テラヘルツ波を透過させ、Ti:Sapphire

レーザーの光を 45 % 反射する。また、プローブパルスをしぼりでしぼることで、経験的に測定ノ

イズを低減できる。BSから ZnTeまでの距離は、ポンプ（テラヘルツ）パルスに対してもプロー

ブパルスに対しても 725 mmであるので、テラヘルツパルスとプローブパルスは ZnTe表面にほ

ぼ同時に到着する。ZnTeに入射したプローブパルスは 2.2.2節で述べた原理によってテラヘルツ

波の電場の大きさとして検出される。信号の検出にはロックインアンプとチョッパーを用い、外部

ノイズの影響を受けずに測定を行った。ロックインアンプの時定数は 100 ms、遅延ステージの移

動から次の移動までの時間は 50 msとした。

テラヘルツ波は、水に強く吸収されるという特徴を持っており、大気中の水蒸気によっても吸収

される。本実験では、大気中の水蒸気の影響を抑えるため、テラヘルツ波の発生から検出までを

N2パージした箱の中で行った。窒素は液体窒素を蒸発させて使用した。窒素を箱に流し始めてか

ら 10分程度で箱の中の湿度を 5 % 以下にできる。箱内に湿度は、デジタル温湿度計 (CTH-1365,

カスタム社製)を用いて測定した。（この温湿度計で測定できる湿度は 5 % から 95 % であるが、5

% 以下の値も表示される。実際の測定では湿度計の表示が 3.0 % 以下の状態で行った。）本実験

の測定温度（パージ箱内の温度）は 18.5 ◦Cから 20.5 ◦Cの範囲であった。この温度は、パージ箱

に流す窒素ガスの温度を調節することはせず、実験室の空調を常に冷房 20 ◦Cに設定することで
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実現している。温度は、湿度と同様に、デジタル温湿度計で測定した。なお、N2パージの箱にポ

ンプパルスとプローブパルスが突入する際、オプティカルウィンドウ (OW: optical window, 厚さ

6.35 mm、合成石英）を透過する。OWの群速度分散により、ポンプパルスおよびプローブパル

スのパルス幅は 58 fs程度になる [92]。

2.2.4 テラヘルツ時間領域分光法の原理

テラヘルツパルスのパルス幅は 1 ps程度であり、その振動は極めて速いので、テラヘルツ電場

の時間波形を実時間で測定することはほぼ不可能である。THz-TDSでは、遅延ステージを使用し

てテラヘルツ（ポンプ）パルスとプローブパルスの間に時間遅延を生じさせることで時間波形の

測定を行っている。その原理を図 2.11に示す。図 2.11(a)は ZnTe結晶上に到着するテラヘルツ

パルスとプローブパルスの時間波形を示したものである。本実験では、ZnTe表面におけるテラヘ

ルツパルスのパルス幅が 1 ps程度であるのに対し、プローブパルスのパルス幅は 58 fs程度であ

る。すなわち、テラヘルツパルスの電場の時間変化に対して、プローブパルスの電場の時間変化

は一瞬である。時刻 τ0に ZnTe表面に到達したプローブパルスは、テラヘルツ電場の時間波形の

1点をとらえることができる。これは、EOサンプリング法が時間応答の速い検出法であることに

もよる。次に、図 2.10に示す遅延ステージを右にわずかに移動させるとプローブパルスの光路長

が長くなる。これにより、プローブパルスはテラヘルツパルスに対して∆tだけ時間遅延を伴って

ZnTeに到達する。∆tだけ時間遅延を伴ったプローブパルスは、テラヘルツ電場の時間波形のう

ち、前回よりも∆t遅れた点の電場を検出する。さらに遅延ステージを右へ動かすと、さらに∆t

遅れた点のテラヘルツパルスの電場を検出できる。これを繰り返すことで、図 2.11(b)のようなテ

ラヘルツパルスの時間波形を測定できる。測定の時間ステップ∆tは、遅延ステージを動かす距離

によって決まる。本実験における遅延ステージの移動距離は 1 µm/stepである。遅延ステージが

1 µm移動すると、プローブパルスの光路長は 2 µm長くなる。2 µmの距離を光が伝播するのに

かかる時間は 6.67 fsであり、これが本実験で測定した時間波形の時間ステップである。本実験で

は、テラヘルツパルスを含む 16.7 ps間の時間波形を測定したが、1つの波形に含まれる測定点の

数は 2500個である。遅延ステージのステップによらず、1つの点を測定するのに 50 msかかるの

で、1つの波形を測定するのにかかる時間は 50 ms× 2500 = 125 sである。

THz-TDSでは、得られたテラヘルツパルスの時間波形を
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上に到着するテラヘルツパルスとプローブパルスのタイミング、(b) 測定されるテラヘルツ電場の

時間波形

Measured data

t

Added data “0”

Reference data set

t

Hanning window function

Sample data set

0 ps

16.7 ps

図 2.12. 測定データの取り扱い（データ”0”の追加とハニング窓関数のかけ方）
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E(ω) =

∫ ∞

−∞
E(t) e−iωt dt (2.16)

によりフーリエ変換することにより、テラヘルツパルスの振動数領域のスペクトルに変換する。本

実験では高速フーリエ変換 (FFT: fast Fourier transform)によりフーリエ変換を行った。FFTで

は、データの数は 2の累乗個でなければならない。そこで、図 2.12に示すように、測定した時間

波形のデータの後に 0を付け加え、データの数を調整した。実験で測定した電場の時間波形は、テ

ラヘルツパルスを含む 16.7 ps間の波形であり、2500個のデータからなる。そのデータの後に 0を

付け加え、データ数を 16384個とした。その後、図 2.12に示すように、ハニング窓関数

w(t) =
1− cos

2πt

T
2

(2.17)

をかけて FFTを行った。ここで、T は窓関数の幅であり、本研究では 6.671 psとした。テラヘル

ツパルスのピークとハニング窓関数のピークが一致するように窓関数をかけた。ピーク位置は、観

測された電場が最大となる位置の時間とした。分光測定では、試料を透過していないテラヘルツ波

(参照波)と試料を透過したテラヘルツ波を測定するが、参照波と試料透過波では、試料透過波の

ほうが参照波よりもテラヘルツパルスが遅れて検出される。このような場合も、ハニング窓関数

もテラヘルツパルスが遅れた分だけ遅らせ、テラヘルツパルスのピークとハニング窓関数のピー

クが一致するように窓関数をかけた。本研究では、精度よくスペクトルを測定するために、スペ

クトルの積算を行った。参照波と試料透過波を交互に 10回測定した。複数回測定した参照波どう

しまたは試料透過波どうしで波形のピークを比較すると、ノイズなどの影響でピーク位置が同じ

位置に来ないことがある。それぞれのピークごとに窓関数の位置を変えると、窓関数の位置の違

いによる影響が得られるスペクトルに現れると考えられる。そこで、本研究では 10回測定した参

照波や試料透過波をそれぞれ平均し、平均後の波形のピーク位置を求めた。参照波にかける窓関

数のピーク位置は、測定した参照波波形を平均した波形のピーク位置とし、試料透過波にかける

窓関数のピーク位置は、測定した試料透過波の波形を平均した波形のピーク位置とした。平均前

のそれぞれの時間波形に、得られたピーク位置を中心とする窓関数をかけて、それぞれの波形を

フーリエ変換をした。フーリエ変換後のスペクトルのデータ間隔は、1/(16384× 6.67 fs) = 9.15

× 10−3 THzとなる。

分光測定をする試料には最低 2つの界面が存在する。最も簡単な界面を 2つしか持たない板状



40 第 2章 実験方法

Sample

Refractive index: ��

Thickness: d

�

�

ref

���

�

�

sam

���

�

�

���

�

�

���

図 2.13. 試料透過波と参照波

の試料を考える。このとき観測されるテラヘルツ波の波形には、2つの界面を透過するテラヘルツ

波のほかに、2つの界面間を 1回ずつ反射するテラヘルツ波、2回ずつ反射するテラヘルツ波、…、

が観測される。このような多重反射波が時間波形に含まれていると、試料のスペクトルに揺らぎ

を与える。メインのテラヘルツパルスと多重反射したテラヘルツパルスが時間的に十分間隔をあ

けて観測されれば、窓関数の幅を多重反射したテラヘルツパルスにかからないようにすることで、

多重反射波の影響を除くことができる。メインのテラヘルツパルスと多重反射したテラヘルツパ

ルスとの時間間隔が十分でない場合、2.2.6節で述べるような、多重反射波を考慮に入れた解析を

行う必要がある。

次に、図 2.13に示すような厚さ dの板状の試料の屈折率 nと吸収係数 αの求め方 [50, 93]を示

す。テラヘルツ波は試料に垂直に入射するものとし、試料の複素屈折率を ñとする。複素屈折率

は ñ = n + iκで定義され、nは実屈折率、κは消衰係数である。まず、試料を透過したテラヘル

ツ波 Ẽsam(ω)と参照波 Ẽref(ω)を測定する。参照波は試料の厚さと同じ距離だけ空気中を伝播し

たテラヘルツ波とする。Ẽsam(ω)と Ẽref(ω)はそれぞれ次のように書ける。

Ẽref(ω) = ei
2πνd

c E0 (2.18)

Ẽsam(ω) =
2

1 + ñ(ω)
ei

2πνñ(ω)d
c

2ñ(ω)

1 + ñ(ω)
E0 (2.19)

ここで、cは光速、E0は入射するテラヘルツ波の振幅、
2

1 + ñ(ω)
は空気-試料界面のテラヘルツ波

の透過係数、
2ñ(ω)

1 + ñ(ω)
は試料-空気界面のテラヘルツ波の透過係数、ei

2πνd
c は空気中を距離 dを進

んだときのテラヘルツ波の位相変化、ei
2πνñ(ω)d

c は試料内におけるテラヘルツ波の位相変化を表し

ている。試料透過波と参照波の比をとると次のようになる。
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Ẽsam(ω)

Ẽref(ω)
=

4 ñ(ω)

(1 + ñ(ω))2
ei

2πν(ñ(ω)−1)d
c ≡ t(ω)ei∆ϕ(ω) (2.20)

左辺と中辺は複素数であり、右辺のように大きさ t(ω)と偏角∆ϕ(ω)に成分に分解できる。実際に

∆ϕ(ω)と t(ω)を計算すると、

∆ϕ(ω) =
2πν(n(ω)− 1)d

c
+ arg

{
4 ñ(ω)

(1 + ñ(ω))2

}
(2.21)

t(ω) =

∣∣∣∣ 4 ñ(ω)

(1 + ñ(ω))2

∣∣∣∣ e− 2πνκ(ω)d
c (2.22)

となる。arg{ } は複素数の偏角を表す。式 (2.21)と (2.22)を、ñを独立変数とみなして、それぞ

れ nと κについて解くと、

n(ω) =
c

2πνd

[
∆ϕ(ω)− arg

{
4 ñ(ω)

(1 + ñ(ω))2

}]
+ 1 (2.23)

κ(ω) = − c

2πνd
log

t(ω)∣∣∣∣ 4 ñ(ω)

(1 + ñ(ω))2

∣∣∣∣ (2.24)

となる。多くの試料は、nに対して κは小さいので、式 (2.23)の arg{ } の項を 0、式 (2.24)で

Im{ñ} = 0とすると、nと κは、

n(ω) =
c∆ϕ(ω)

2πνd
+ 1 (2.25)

κ(ω) = − c

2πνd
log

t(ω)

4n(ω)

(1 + n(ω))2

(2.26)

となる。式 (2.23)と (2.24)は、自己無撞着型の式であり、これらの式に式 (2.25)と (2.26)で得ら

れた nと κの値を代入し、新たな nと κの値を求め、さらにその得られた値を式 (2.23)と (2.24)

に代入して新たな nと κの値を得る操作を繰り返すことで、正確な nと κの値により近い値を得

ることができる。本研究では、この操作を 1000回繰り返すことである一定の値に収束することを

確認した。吸収係数 αと消衰係数 κとの間には、
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κ =
αc

4πν
(2.27)

の関係がある。この関係から、式 (2.24)は、

α(ω) = −2

d
log

t(ω)∣∣∣∣ 4 ñ(ω)

(1 + ñ(ω))2

∣∣∣∣ (2.28)

とかける。

ここで導いた式は試料セルに用いた石英基板の屈折率を求めるために用いた。実際に本実験で

用いた水溶液の吸収係数の計算式は、試料セルの構造を考慮して計算する必要がある。修正した

式は 2.2.6節に示す。

2.2.5 試料セル

水はテラヘルツ波を強く吸収することから、試料の厚さを十分薄くする必要がある。本実験では、

試料を封入するセルの厚さを 0.10 mmとした。作製したセルの構造を図 2.10に示す。図 2.10(b)

は参照波測定時、図 2.10(c)は溶液を封入したときのセルの構造である。セルの材質は合成石英を

用いた。合成石英はテラヘルツ帯における屈折率が 2でほぼ一定であり、テラヘルツ波をほとんど

吸収しない (図 2.25を参照)。石英基板の形状は円形であり、直径 20 mm、厚さ 1 mmである。参

照波を測定では、2枚の石英基板をくっつけて隙間を作らないようにしたもの用い、これを透過し

たテラヘルツ波を測定した。隙間がないことは干渉縞の有無により判断した。溶液を封入する際

には、石英基板の間にリング状のスペーサーを挟むことで溶液の入る空間を確保した。サンプル

スペースにおけるテラヘルツ波のビーム径が約 3 mmであることから、スペーサーの穴の直径を 7

mmとした。スペーサーの素材はポリテトラフルオロエチレン（通称 Teflon R⃝）とした。テフロ

ンは、テラヘルツ波を吸収しないことで知られる素材である。テフロンスペーサーは全て同一の

シートから切り出し、厚さは 0.100±0.001 mmであった。スペーサーの穴は、皮ポンチを用いて

開けた。石英基板とテフロンスペーサーは、薄めた中性洗剤を綿棒に含ませて基板に塗布し、純

水でよく洗い流した。その後、アセトンを含ませたコットンで軽く拭いて水分を蒸発させた。石

英基板の上にスペーサーを置き、マイクロピペットで試料水溶液を 50 µL量りとって石英基板上

に滴下し、もう一枚の石英基板を気泡が入らないようにかぶせた。参照波の場合も溶液が入って



2.2. テラヘル時間領域分光装置 43

いる場合も、セルの周りをパラフィルムで巻いて基板を固定した。特に溶液が入っている場合は、

フィルムを巻くことで水分の蒸発を防ぎ、水溶液の濃度を一定に保つ効果もある。最後に、セル

の表面を純水で洗い流し、洗剤を綿棒に含ませてセル表面に塗布し、純水で再び良く洗い流した。

その後、アセトンを含ませたコットンで水分を蒸発させた。

作成したセルは、専用の試料回転子にセットした。試料回転子は、窒素パージをしているとき

に箱を開けなくても自動的に試料を交換することができる。試料回転子の制御は LabVIEWTMに

より行った。参照用基板と試料セルをあらかじめ回転子にセットしておき、これらを自動的に交

換してスペクトルの積算を行った。参照波と試料透過波を交互に測定することで、レーザー強度

の時間変化の影響を最小限できると期待できる。参照波と試料透過波を交互に測定ことは、本手

法が透過型光学系を採用したことにより可能となっている。水溶液のテラヘルツ分光で良く採用

されるATR光学系では、試料の交換が容易ではない。試料の交換の度に窒素パージを開放しプリ

ズムの清掃を行う必要がある。透過型光学系は、簡便な光学系でスペクトルの積算が可能である。

これは透過型光学系を用いる利点であるといえる。

2.2.6 試料水溶液の屈折率と吸収係数

図 2.13に示すような界面が 2つしかない試料の場合には、吸収係数は式 (2.28)で計算できるが、

本実験で用いた試料セルは界面の数が多いため、それらの界面で透過や界面間で多重反射するテ

ラヘルツ波を考慮しなければならない。試料セルに封入される溶液試料の厚さは 0.1 mmであり、

入射したテラヘルツパルスは 2枚の石英基板間で繰り返し反射する。この反射によりテラヘルツ

波の干渉が起こり、スペクトルに周期的な揺らぎが生じる。そのため、文献 [94]で報告されてい

るように、基板間の多重反射を考慮した解析を行う必要がある。さらに、試料セルの基板と参照用

基板は、同時に試料回転子にセットしなければならないので、試料セルの基板と参照用基板はそ

れぞれ別に用意しなけらばならない。このとき、試料セルの基板の厚さと参照用基板の厚さが完

全に等しいことはないので、この厚さの差がスペクトルに与える影響を補正する必要がある。本

研究では、参照用基板透過波と試料透過波の測定 (図 2.14(a))に加え、参照用基板の透過波と試料

厚さ 0 mmの試料セルの透過波の測定 (図 2.14(b))を行い、基板の厚さの違いにより生じる影響

を補正した。

参照用基板の厚さ (2枚はり合わせた状態)を d1、試料セルの基板の厚さ (2枚はり合わせた状
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Sample solution

Spacer d= 0.1 mm

(a)

(b)
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図 2.14. (a)水溶液試料のテラヘルツ分光、(b)基板の厚さの違いの補正のためのデータの測定に

おけるセルの構造

態)を d2、試料水溶液の厚さを d、石英基板の屈折率を ñ1 として、水溶液試料の nと αを、文

献 [94]に従って導く。図 2.14(a)のように参照用基板透過波 Ẽref(ω)を参照波として試料セル透過

波 Ẽsam(ω)を測定する。Ẽref(ω)と Ẽsam(ω)は次のように書ける。

Ẽref(ω) =
4ñ1(ω)

(1 + ñ1(ω))2
ei

2πνd
c ei

2πν(d2−d1)
c ei

2πνñ1(ω)d1
c E0 (2.29)

Ẽsam(ω) =
4ñ1(ω)

(1 + ñ1(ω))2
4ñ1(ω)ñ(ω)

(ñ1(ω) + ñ(ω))2
ei

2πνñ(ω)d
c M ei

2πνñ1(ω)d2
c E0 (2.30)

ここで、ñ(ω)は試料の複素屈折率であり、d2 > d1の場合を考えた。
4ñ1(ω)

(1 + ñ1(ω))2
は空気‐石英

基板および石英基板‐空気境界面の透過係数の積であり、
4ñ1(ω)ñ(ω)

(ñ1(ω) + ñ(ω))2
は石英基板‐溶液試料

および溶液試料‐石英基板境界面の透過係数の積である。ei
2πνñ(ω)d

c は溶液試料によるテラヘルツ

波の減衰と位相の遅れを表しており、ei
2πνd

c は溶液試料の厚さだけテラヘルツ波が空気中を伝搬し

たときの位相の遅れを、ei
2πν(d2−d1)

c は試料セルの基板と参照用の基板との厚さの差分だけテラヘ

ルツ波が空気中を伝搬したときの位相の遅れを表している。ei
2πνñ1(ω)d1

c と ei
2πνñ1(ω)d2

c は石英基板

による位相の遅れである。また、M は繰り返し反射を表す因数であり、

M =

{
1−

(
ñ(ω)− ñ1(ω)

ñ(ω) + ñ1(ω)

)2

ei
4πνñ(ω)d

c

}−1

(2.31)

で表される [94]。

(
ñ(ω)− ñ1(ω)

ñ(ω) + ñ1(ω)

)2

が石英基板‐溶液試料境界面の反射係数の積であり、ei
4πνñ(ω)d

c

は石英基板間をテラヘルツ波が往復する際の減衰と位相の遅れを表している。式 (2.31)は、テラ
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ヘルツ波が無限回石英基板間で反射すると仮定おり、無限等比級数の和の形をしている。ここで、

式 (2.29)と (2.30)の比をとると

Ẽsam(ω)

Ẽref(ω)
=

4ñ1(ω)ñ(ω)

(ñ1(ω) + ñ(ω))2
ei

2πν(ñ(ω)−1)d
c e−i

2πν(d2−d1)
c Mei

2πνñ1(ω)(d2−d1)
c (2.32)

となる。

また、図 2.14(b)のように参照用基板透過波 Ẽref1(ω)を参照波として試料厚さ 0 mmの試料セ

ル透過波 Ẽref2(ω)を測定する。Ẽref1(ω)と Ẽref2(ω)は次のように書ける。

Ẽref1(ω) =
4ñ1(ω)

(1 + ñ1(ω))2
ei

2πνd
c ei

2πν(d2−d1)
c ei

2πνñ1(ω)d1
c E0 (2.33)

Ẽref2(ω) =
4ñ1(ω)

(1 + ñ1(ω))2
ei

2πνd
c ei

2πνñ1(ω)d2
c E0 (2.34)

ここで、式 (2.33)と (2.34)の比をとると

Ẽref2(ω)

Ẽref1(ω)
= ei

2πνñ1(ω)(d2−d1)
c e−i

2πν(d2−d1)
c (2.35)

となる。ここでさらに、式 (2.32)と (2.35)との比をとると次のようになる。

Ẽsam(ω)

Ẽref(ω)

Ẽref2(ω)

Ẽref1(ω)

=
4ñ1(ω)ñ(ω)

(ñ1(ω) + ñ(ω))2
ei

2πν(ñ(ω)−1)d
c M ≡ tC(ω)e

i∆ϕC(ω) (2.36)

式 (2.32)と (2.35)との比は複素数であり、大きさ tC(ω)と偏角∆ϕC(ω)に成分に分解できる。

実際に∆ϕC(ω)と tC(ω)を計算すると、

∆ϕC(ω) =
2πν(n(ω)− 1)d

c
+ arg

{
4ñ1(ω)ñ(ω)

(ñ1(ω) + ñ(ω))2
M

}
(2.37)

tC(ω) = e−
2πνκ(ω)d

c

∣∣∣∣ 4ñ1(ω)ñ(ω)

(ñ1(ω) + ñ(ω))2
M

∣∣∣∣ (2.38)

となる。ñを独立変数とみなして nと κについて解くことで以下の式を得る。
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n(ω) =
c

2πνd

[
∆ϕC(ω)− arg

{
4ñ1(ω)ñ(ω)

(ñ1(ω) + ñ(ω))2
M

}]
+ 1 (2.39)

κ(ω) = − c

2πνd
log

tC(ω)∣∣∣∣ 4ñ1(ω)ñ(ω)

(ñ1(ω) + ñ(ω))2
M

∣∣∣∣ (2.40)

はじめ、大体の n と κ の値を得るために、式 (2.39) において arg{ } = 0、式 (2.40) において

Im{ñ} = 0およびM = 1とおくと、式 (2.39)は式 (2.41)のようになり、これは式 (2.25)と全く

同じ式である。式 (2.40)は式 (2.42)のようになる。

n(ω) =
c∆ϕC(ω)

2πνd
+ 1 (2.41)

κ(ω) = − c

2πνd
log

tC(ω)∣∣∣∣ 4ñ1(ω)n(ω)

(ñ1(ω) + n(ω))2

∣∣∣∣ (2.42)

これらの式を用いることで得られる値を式 (2.39)、(2.40)に代入することで、新たな nと κの値

が得られる。この操作を何度も繰り返すことで、石英基板-試料水溶液界面間でのテラヘルツ波の

多重反射の影響を取り除かれ、正確な nと κにより近い値を得ることができる。本実験では、こ

の操作を 1000回適用することで nと κは一定の値に収束することを確認した。なお、石英基板の

厚さは 1 mmであるので、石英基板内で反射したテラヘルツパルスは、どの界面でも反射せずに

セル透過したテラヘルツパルスよりも 13.3 ps遅れて観測される。反射したテラヘルツパルスは、

本実験でハニング窓関数をかけた領域の外側にあるので、石英基板内での反射は本実験には影響

せず、考慮する必要はない。式 (2.27)と式 (2.40)から αは

α(ω) = −2

d
log

tC(ω)∣∣∣∣ 4ñ1(ω)ñ(ω)

(ñ1(ω) + ñ(ω))2
M

∣∣∣∣ (2.43)

となる。

2.2.7 装置の高精度化とスペクトルの測定例

水は、テラヘルツ帯において強い吸収を持つ。水溶液の吸収はほとんど水である。溶質や水和

水の吸収はバルク水よりも小さい。水溶液中のタンパク質の水和を調べるためには、高精度な測
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定装置が要求される。測定装置に由来する誤差の要因として、レーザー強度の時間変化、温度、試

料の厚さの誤差、セルへのテラヘルツ波の入射角が垂直でないことなどが挙げられる。試料の厚

さの誤差は、主にスペーサーの厚さの誤差によるものである。試料の厚さの誤差により生じる吸

収係数の誤差は、式 (2.43)から、M = 1とすると

δα =
α

d
δd (2.44)

であるので、

δα

α
=

δd

d
(2.45)

とかける。この式は、厚さの誤差率がそのまま吸収の誤差率になることを示している。スペーサー

の厚さはマイクロメーターによる測定で 0.100±0.001 mmであったので、厚さの誤差による吸収の

誤差は 1 % 程度である。本研究では全ての測定で同じテフロンシートから切り出したスペーサー

を用いていることから、試料の厚さの誤差は、全ての測定に同じように乗ると考えられ、系統誤

差に分類されると考えられる。次に、テラヘルツ波の入射角が垂直 (θ = 0)でないことによる誤差

を考える。試料セルへのテラヘルツ波の入射角 θが 0でないことによって、試料水溶液中をテラヘ

ルツ波が進む距離は (cos θ)−1倍になる。この距離は θ = 1◦のとき 0.015 % 、θ = 3◦のとき 0.14

% 大きくなる。本光学系における試料セルへの入射角は θ = 1◦程度であると推測する。これによ

る吸収の誤差は 0.02 % 程度と見積もった。この誤差は、厚さに由来する誤差に対して十分小さい

ので、無視できると考えられる。レーザービーム強度の時間変化による誤差は、時間と共に強度

が揺らぐことと時間と共にレーザー強度が低下することの 2つにより生じると考えられる。強度

の揺らぎは、ランダム誤差に影響すると考えられる。強度の低下は、時間と共に常に一定の割合

で起こるわけではないのでランダム誤差としての性質も持つと考えられるが、系統誤差としての

性質が強いと考えられる。以下では、レーザー強度の時間変化をフォトダイオードでモニターし、

そのデータを用いて時間波形の補正を行ったことについて述べる。

測定したテラヘルツ波の電場の時間波形 ETHz を図 2.15(b)に、測定時のレーザー強度 I を図

2.15(a)に示す。測定したレーザー強度には、ノイズがのっている。ノイズの影響を小さくするた

めに、Origin R⃝ の隣接平均機能によりレーザー強度のスムージングを行った。隣接平均法では、

m0個のデータからなるレーザー強度のデータにおいて、i番目の測定値とそれに隣接するの測定
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データ (合わせてm個)の平均値をとって i番目のレーザー強度とする。ただし、mが奇数のとき

は区間 [i− (m− 1)/2, i+ (m− 1)/2]、mが偶数のときは区間 [i−m/2 + 1, i+m/2]の測定デー

タの平均値を計算する。本研究では、m = 500とした。隣接平均をとることによりスムージング

を行った後の I は、図 2.15(a)に赤線で示すようになった。

レーザー強度と検出されるテラヘルツ電場の信号は 2乗に比例することが理論的に予想される。

これは次のように導ける。発生する電場ETHzと結晶内部の分極の関係 P は、

ETHz ∝
∂2P

∂t2
(2.46)

であり、光整流の場合、ETHzとレーザー強度 I との関係は、

ETHz ∝
∂2P (2)

∂t2
=

∂2

∂t2

(
χ(2)E2

)
∝ ∂2

∂t2

(
χ(2)I

)
∝ I (2.47)

となる。また、フォトデンバー効果を考える場合でも、ETHzと Iは比例すると考えられる。バラ

ンス検出器の信号は、レーザー強度 Iとテラヘルツ波電場ETHzの積に比例する。検出されるテラ

ヘルツ電場はすなわち I2に比例すると考えられる。テラヘルツ波の振幅をレーザー強度の 2乗で

割ることで補正した。

図 2.16に 10回連続して測定したテラヘルツ波の時間波形のピーク位置における電場とそれを

ピーク位置におけるレーザー強度 I の 1乗、1.5乗、2乗で割った結果である。レーザー強度を

補正しない場合、測定回数を重ねるごとにテラヘルツ電場は小さくなったが、レーザー強度によ

る補正をかけることで電場の大きさは一定値に近づいた。レーザー強度の 1.5乗で補正をしたと

きが、最も電場の大きさが一定値に近づいた。検出されるテラヘルツ電場がレーザー強度の何乗

に比例するかを調べるために、テラヘルツ波のピークにおける電場の時間変化とそのときのレー

ザー強度の時間変化を同時に測定した。この実験では、遅延ステージをテラヘルツ波のピーク位置

で固定し、この状態で、テラヘルツ波のピーク電場の時間変化とレーザー強度の時間変化を測定

した。ピーク電場の時間変化を図 2.17(a)に、レーザー強度の時間変化を図 2.17(b)に示す。測定

データにはノイズが含まれることから、それぞれのデータを隣接平均法によりスムージングを行っ

た。スムージングを行った後のピーク電場とレーザー強度を両対数プロットしたものを図 2.18に

示す。レーザー強度に対するピーク電場の変化を両対数プロットしたものを直線フィットした結果、

log10ETHz = 1.76 log10 I− 0.765という結果が得られた。この結果は、検出されるテラヘルツ電場
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図 2.15. (a)レーザー強度のスムージング、(b)同時に測定した時間波形の例
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図 2.17. (a)テラヘルツ波のピークにおける電場 ETHzの時間変化と (b)同時に測定したレーザー

強度 Iの時間変化。(黒：測定結果、赤：500回隣接平均) ピークにおけるETHzの時間変化は、遅

延ステージをテラヘルツ波のピーク位置で固定し、ロックインアンプの出力信号を 600 s間測定

した。
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2.2. テラヘル時間領域分光装置 53

がレーザー強度の 1.76乗に比例することを示している。さらに、両対数プロットの x軸と y軸を

交換した場合を図 2.19に示す。直線フィッティングを行うと、log10 I = 0.500 log10ETHz + 0.479

という結果が得られた。この結果は、検出されるテラヘルツ電場がレーザー強度のちょうど 2乗

に比例することを示している。これらの両対数プロットでは、測定した Iの範囲が狭く、測定デー

タが完全にフィッティング直線にのっているとは言いがたい。しかしながら、この結果から、大雑

把に言えば、検出されるテラヘルツ電場はレーザー強度の 1.5乗よりも 2乗に比例すると考えられ

る。このことから、本研究では、理論どおりに 2乗で補正する方法を採用した。

本研究では、測定精度の向上のために、レーザー強度による補正に加えて、スペクトルの積算を

行った。N回積算を行う事により、ランダムな測定誤差は 1√
N
となる。N回スペクトルを積算する

ときの測定データの解析手順を図 2.20と図 2.21に示す。はじめに、参照 (テラヘルツ)波Ei
ref(t)と

試料を透過したテラヘルツ波Ei
sam(t)をN回ずつ交互に測定した (図 2.20)。Ei

ref(t)の測定と同時に

レーザー強度 Iiref(t)を、Ei
sam(t)の測定と同時に Iisam(t)をそれぞれ測定した。Iiref(t)と Iisam(t)は

全て上で述べたように 500個のデータで隣接平均をとってスムージングを行った。スムージング後

のレーザー強度 Īiref(t)と Īisam(t)は、一連の測定を開始したときのレーザー強度 Ī1ref(t = 0)で規格

化をした。測定したテラヘルツ電場Ei
ref,sam(t)を、規格化したレーザー強度の 2乗

(
Īiref,sam(t)

Ī1ref(0)

)2

で割ることで、レーザー強度の時間変化の影響を補正した。補正をしたN 個の参照波の時間波形

を平均し、平均後の波形のピーク位置から参照波にかける窓関数の中心を決定した。同様に、補正

をしたN 個の試料透過波の時間波形を平均し、その波形のピーク位置から試料透過波にかける窓

関数の中心を決定した。参照波にかける窓関数wref(t)は、平均後の時間波形にかけるのではなく、

平均前の波形にそれぞれかけた。同様に、試料透過波にかける窓関数wsam(t)も、平均前の波形に

それぞれかけた。窓関数をかけた全ての波形に対してそれぞれ FFTを行い、Ẽi
ref(ω)と Ẽi

sam(ω)

を得た。これらの比をとり、式 (2.20)または (2.36)を用いて ti(ω)と∆ϕi(ω)を計算した。N 個の

ti(ω)の平均をとって tave(ω)を、N 個の∆ϕi(ω)の平均をとって∆ϕave(ω)を得た。

ここで例として、石英基板に対して 10回積算を行って得られた tave(ω)と∆ϕave(ω)を図 2.22に

示す。参照波は、図 2.13に示すような方法で測定した。レーザー強度による補正をしたときとして

いないときの∆ϕave(ω)の差を図 2.23(a)に、tave(ω)の差を図 2.24(a)に示す。低周波側ほど補正

による値の変化が大きいことが分かる。10回の測定により得られた位相差の標準偏差を図 2.23(b)

に、振幅比の標準偏差を図 2.24(b)に示す。標準偏差は、測定値の分布が正規分布に従うという仮

定の下で、全測定データの 68 % が測定値の平均値から標準偏差の範囲内に含まれることを意味し
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図 2.20. 測定データの積算までの解析手順
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ており、本研究ではこれを 1回測定に対するランダム誤差として扱う。位相差の標準偏差は、レー

ザー強度による補正の有無によらずほとんど変わらない。この結果は、位相差がレーザー強度の

時間変化の影響をほとんど受けないことを示している。このことは、位相差が空気と試料との屈

折率実部の差、すなわち、空気中と試料中でのテラヘルツ波の位相速度の違い、あるいは、空気

中と試料中でのテラヘルツ波の波長の違いを反映することからも、妥当な結果であると考えられ

る。一方、振幅比の標準偏差は、レーザー強度を補正したほうが補正をしないときよりも小さく

なった。この結果は、レーザー強度の時間変化がテラヘルツ波の振幅とそこから導かれる振幅比

に影響を与えることを示しており、上で述べた補正の方法がレーザー強度の時間変化の影響を取

り除くために有効であることを示していると考えられる。また、レーザー強度の時間変化を補正

することで、吸収係数のランダム誤差を低減できたといえる。石英基板の複素屈折率は、2.2.4節

で述べたように、式 (2.25)、(2.26)により大体の値を求め、式 (2.23)、(2.24)を繰り返し適用する

ことで求めることができる。石英基板の吸収係数 αは、式 (2.27)により κから求めることができ

る。レーザー強度による補正を行った場合の石英基板の屈折率 nと吸収係数 αを図 2.25(a)に、補

正を行った場合と行わなかった場合で得られる nおよび αの違いを図 2.25(b)に示す。nは、積算

によってほとんど変化しないのに対し、αは積算後のほうが積算前よりも小さくなった。本研究で

用いたレーザーのビーム強度は、時間の経過と共に弱まる傾向にあった。本研究では、参照波を

測定した後に試料透過波を測定した。この場合、レーザービーム強度が弱まることによって、試

料透過波の振幅が本来よりもより小さく測定される。従って、αは本来よりも大きく測定される。

ビーム強度の補正によって過大に評価された αが本来の値に近づいたと考えられ、妥当な結果で

あると考えられ、レーザー強度の低下に起因する吸収係数の系統誤差を低減できたといえる。以

上から、レーザー強度の時間変化の影響を補正することで、ランダム誤差と系統誤差の両方にお

いて測定精度が向上するといえる。

もうひとつの測定例として、純水の測定を示す。参照波は、図 2.14に示すような方法で測定し

た。試料セルの厚さ dは、0.1 mmである。試料セルを構成する石英基板は上で述べた複素屈折率

の測定で用いたものと同一の基板であり、石英基板の nと αは図 2.25に示す値を用いた。図 2.20

において tave(ω)と∆ϕave(ω)を得るまでの手順は、石英基板の測定と同一である。得られた純水

の∆ϕave(ω)と tave(ω)を図 2.26(a)に示す。得られた純水の∆ϕave(ω)と tave(ω)から純水の nと

αを求める手順を図 2.21に示す。2.2.6節で述べたように、参照用基板と試料用基板の厚さが完全

に同一であることはない。基板の厚さの違いにより、参照波に対する光路長と試料透過波に対す
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図 2.22. 10回積算後の石英基板の振幅比と位相差
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る光路長に違いが生じる。光路長の違いは基板による位相の遅れに違いを生じさせる。そのため、

得られた tave(ω)と∆ϕave(ω)は、純水による振幅や位相の変化だけでなく、参照用基板と試料セ

ル用基板の厚さの違いの影響も含まれる。図 2.14(b)に示す方法で測定した、参照用と試料セル用

基板を透過したテラヘルツ波の振幅比 taveQ (ω)と位相差∆ϕave
Q (ω)を図 2.26(b)に示す。taveQ (ω)と

∆ϕave
Q (ω)は、図 2.20に示す手順に従って、それぞれの基板を透過したテラヘルツ波の波形 Ẽref(ω)

と Ẽsam(ω)を交互に 10回測定して求めた 10個の振幅比と位相差の平均をそれぞれとって算出し

た。式 (2.36)の左辺を計算するために tave(ω)を taveQ (ω)で割り、右辺と比較することで純水の振

幅比 taveC (ω)を、∆ϕave(ω)から∆ϕave
Q (ω)を差し引いて右辺と比較することで∆ϕave

C (ω)を算出で

きる。得られた taveC (ω)と∆ϕave
C (ω)を図 2.27に示す。1 THzにおける純水の tave(ω)は、試料の

厚さが 0.1 mmであっても 0.3程度であり、テラヘルツ波のエネルギー透過率にすると 10% 程度

である。レーザー強度による補正をしたときとしていないときの∆ϕave
C (ω)の差を図 2.28(a)に、

taveC (ω)の差を図 2.29(a)に示す。石英基板の測定のときと同様に、低周波側ほど補正による変化

が大きい。10回の測定により得られた位相差の標準偏差を図 2.28(b)に、振幅比の標準偏差を図

2.29(b)に示す。位相差の標準偏差は、レーザー強度による補正の有無に関わらずほとんど変わら

なかった。それに対して、振幅比の標準偏差は、レーザー強度の補正をしたときのほうが補正をし

ないときよりも小さくなった。この結果も石英基板の測定のときと同様の傾向であり、レーザー

強度の時間変化を補正することで吸収係数のランダム誤差を低減できたといえる。2.2.6節に示す

ように、得られた∆ϕave
C (ω)と taveC (ω)の値から、式 (2.41)と (2.42)によって大体の nと κの値を

計算し、式 (2.39)と (2.40)を繰り返し用いることで純水の nと κが得られる。純水の吸収係数 α

は、式 (2.27)を用いることで計算できる。得られた純水の nと αを図 2.30(a)に示す。純水の n

は、振動数の増加と共に減少し、αは増加した。純水の αは、図 2.25(a)に示す石英基板の αと

比べてきわめて大きいことが分かる。1 THzにおける純水の αは 230 cm−1であった。この値は

Afserらによって報告された 1 THzにおける αの値 [49]とよく一致している。レーザー強度によ

る補正を行ったときと行わなかったときの nと αの差をそれぞれ図 2.30(b)に示す。レーザー強度

の補正の有無による純水の nの違いは nに対して十分小さいが、αは強度補正をしたほうがしな

い場合よりも 1 cm−1程度小さかった。これは、石英基板の測定でも述べたように、レーザー強度

が時間と共に低下する傾向にあることが原因であると考えられ、これによる吸収係数の系統誤差

を 1 cm−1程度低減できたといえる。ここで示した純水の測定の結果から、石英基板の場合と同様

に、レーザー強度による補正により、ランダム誤差と系統誤差の両方において測定の精度が向上
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図 2.26. (a)10回積算後の純水の振幅比と位相差、(b)参照用基板と試料セルの基板の振幅比と位

相差

したといえる。

屈折率 nのランダム誤差 δnは、式 (2.41)から、

δn(ω) =
1√
N

c

2πνd
δ(∆ϕave

C (ω)) (2.48)

とかける。誤差 δ(∆ϕave
C (ω))には、∆ϕave

C (ω)の標準偏差の値を用いた。N は積算の回数である。

得られる δn(ω)を図 2.31に示す。nの値は 2.1程度であるのに対して、δnは 0.001程度であるの

で、nのランダム誤差は 0.05 % 程度であるといえる。taveC (ω)のランダム誤差 (標準偏差)と αの

ランダム誤差との関係は、式 (2.43)から

δα(ω) =
∂α

∂tC
δtC(ω) = − 1√

N

2

d

1

tC(ω)
δtC(ω) (2.49)

と導ける。式 (2.41)で導いた nのランダム誤差は αにも影響する。nのランダム誤差に由来する

αのランダム誤差は、

δα(ω) =
∂α

∂n
δn =

2

d

{
1

n(ω)
− 2(n1(ω) + n(ω))

(n1(ω) + n(ω))2 + κ21(ω)

}
δn(ω) (2.50)
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図 2.27. 基板の厚さの違いを補正したあとの 10回積算後の純水の振幅比と位相差
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とかける。ただし、n1と κ1はそれぞれ石英基板の複素屈折率 ñ1の実部と虚部である。式 (2.49)

と式 (2.50)から、総合的な αのランダム誤差は

δα(ω) =

√(
∂α

∂tC
δtC

)2

+

(
∂α

∂n
δn

)2

(2.51)

により計算できる。式 (2.49)、(2.50)、(2.51)により得られる δαを図 2.32に示す。tCのランダム

誤差に由来する αのランダム誤差と、nのランダム誤差に由来する αのランダム誤差を比較する

と、後者のほうが小さいことがわかる。従って、αのランダム誤差は、ほとんど tのランダム誤差

に由来することが分かる。特に αのランダム誤差が 0.5 cm−1以下となる周波数領域は、0.26 - 1.3

THzであった。図 2.33に taveC (ω)に対するそのランダム誤差の割合を示す。ランダム誤差は、0.2

- 1.3 THzで 1 % 以下であることが分かる。ランダム誤差 1 % は、N = 10、d = 0.1 mmの場合

について式 (2.49)を用いて αのランダム誤差に変換すると、振動数によらず、δα = 0.6 cm−1と

なる。taveC (ω)のランダム誤差は、taveC (ω)に対して 1 % であった。一般的なテラヘルツ分光装置

の誤差は 3 % 程度であるのに対して、この装置と手法を用いることにより、1 THzにおいて 0.3

% (純水の吸収係数 230 cm−1に対してランダム誤差 0.6 cm−1)の精度を実現したといえる。また、

レーザー強度の時間変化に由来する系統誤差についても、純水測定時に、補正によって 1 cm−1程

度低減したといえる。3章で述べる測定結果は、ここで述べたのと同様の手法、および手順で測定

した。
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第3章 実験結果

3.1 リゾチームの水和とその解析

測定した純水と 200 mg/mL (14 mmol/L)リゾチーム水溶液の屈折率 nと吸収係数 αのスペク

トルを図 3.1に示す。ここで示すスペクトルは、純水もリゾチーム水溶液も、それぞれ、試料水溶

液の作成から 2.2.7節に示す一連の測定 (10回積算)までを 3回繰り返し、得られた nと αを平均

したものである。純水においてもリゾチーム水溶液においても、nはテラヘルツ波の振動数の増

加と共に単調に減少し、αは振動数の増加と共に単調に増加した。nも αも、測定した振動数領域

において、リゾチーム水溶液のほうが純水よりも小さかった。得られたスペクトルはすべて、特

徴的なピークを持たないスペクトルであった。特徴的なピークを持たないスペクトルから水和に

ついて議論するために、本研究では吸収係数の大きさによる議論を行う。リゾチーム水溶液の α

が純水よりも小さいことは、(1)リゾチーム水溶液中に含まれる水の量が減っていること、(2)リ

ゾチームの周囲の水分子が水和によりバルク水よりも動きにくくなっていること、によると考え

られる [95–98]。水の動きが遅くなることでテラヘルツ帯の吸収が小さくなることは、次のように

考えることで理解できる。本研究で観測している周波数領域の吸収は、図 1.4に示すように、主に

水分子の配向緩和 (τ1成分)によるものである。水分子の動きが遅くなることで、配向緩和のピー

クは低振動数側にシフトし、テラヘルツ帯の吸収は小さくなると考えられる。（逆に水分子の動き

が速くなると、配向緩和のピークは高振動数側にシフトし、テラヘルツ帯の吸収は大きくなると

考えられる。）また、Havenithらの研究グループは、MDシミュレーションにより水素結合ネット

ワークのダイナミクスとテラヘルツ帯の水の吸収との関係を調べており、水素結合の寿命が延び

て水の動きが遅くなると 2 THz以下で吸収が小さくなることを報告している [22]。

N. Q. Vinhら [95]は、テラヘルツ分光により、水溶液中のリゾチームの水和を調べている。彼

らは、リゾチーム水溶液の吸収係数から水の吸収係数を差し引くことにより、差スペクトル∆α(ω)

を調べている。この∆α(ω)を求める際、リゾチーム水溶液中に含まれる水の量を考慮している。

その結果、差スペクトルは負になると報告している。この差スペクトルは、リゾチームと水から
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図 3.1. 純水 (黒)およびリゾチーム 200 mg/mL水溶液 (赤)の吸収係数 αと屈折率 nのスペクト

ル。測定誤差は、線の太さよりも小さい。

なる系の吸収から水の吸収を差し引いているので、リゾチームの吸収スペクトルであるが、この

差スペクトルには、リゾチームの吸収に加え、水分子がリゾチームの影響を受ける事でバルク状

態とは異なる状態になる事による吸収係数の変化の影響が含まれている (後で述べる式 (3.4)を参

照)。負の差スペクトルは、リゾチームの水和によって、水和水のダイナミクスがバルク水のダイ

ナミクスよりも遅くなることで、水和水の吸収がバルク水よりも小さくなるために生じる [95]。

本研究では、開発した装置により測定した純水とリゾチーム水溶液のスペクトルを Vinhらの

手法により解析を行った。リゾチーム水溶液中に含まれる水の量を調べるために、市販の密度計

(DMA 35, Anton Paar, Austria)を用いてリゾチーム水溶液の密度 ρLを測定した。その結果を図

3.2に示す。密度 ρLは、リゾチーム濃度 cLの増加と共に直線的に増加した。そのため、リゾチー

ムの密度の変化を最小二乗法による直線フィッティングを行った。フィッティングの結果、密度 ρL

(g/cm3)とリゾチーム濃度 cL (mg/mL)との間に有る関係は、

ρL(cL) = (3.08± 0.02)× 10−4 cL + (0.9980± 0.0002) g/cm3 (3.1)

となった。最小二乗法により得られる誤差は、測定値がフィッティング直線に対して正規分布する
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図 3.2. リゾチーム水溶液の密度（20 ◦C）

と仮定のもとで、測定値の 68 %が誤差の範囲に含まれることを意味している。フィッティングパラ

メータの誤差は、密度計の誤差 (±0.001 g/cm3)を考慮せずにフィッティングを行った結果得られた

値である。フィッティング結果から、純水の密度を ρW = ρL(cL = 0 mg/mL) = (0.9980± 0.0002)

g/cm3、200 mg/mLリゾチーム水溶液の密度を ρL200 = ρL(cL = 200 mg/mL) = (1.0597±0.0006)

g/cm3と計算した。

リゾチーム水溶液の吸収とその水溶液中に含まれる水による吸収との差スペクトル ∆α(ω, cL)

は、

∆α(ω, cL) = αL(ω, cL)−
ρL(cL)− cL

ρW
αW(ω) (3.2)

により計算できる。ただし、αL(ω, cL)は濃度 cLにおけるリゾチーム水溶液の吸収係数、αW(ω)

は純水の吸収係数である。
ρL(cL)− cL

ρW
は、純水の単位体積あたりの質量に対するのリゾチーム水

溶液単位体積あたりに含まれる水の質量の割合である。ρW と ρL200の値は、図 3.2のフィッティ

ング結果から計算した値を用いた。得られた差スペクトルを図 3.3に赤実線で示す。このスペクト

ルは、Vinhらにより報告されたスペクトルよりも小さかった。
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ここで、差スペクトルの示すものを具体的に考察する。リゾチーム水溶液は、バルク水、リゾ

チームの水和水、リゾチームの 3つの成分からなるものと考える。リゾチーム水溶液の吸収 αL(ω)

は、3つの成分の吸収に次のように分解できる。

αL(ω) = mbulk αbulk(ω) +mhyd αhyd(ω) +mlys αlys(ω) (3.3)

ここで、mbulk、mhyd、およびmlysは純粋なバルク水、リゾチームの水和水、リゾチームの単位

体積あたりの質量に対するリゾチーム水溶液単位体積あたりに含まれるバルク水、水和水、リゾ

チームの質量の割合であり、αbulk、αhyd、および αlysはバルク水、水和水、リゾチームの単位体

積あたりの吸収係数である。密度測定により明らかになる量は、単位体積あたりのリゾチーム水

溶液中に含まれる水の質量であり、バルク水と水和水を合わせた質量である。従って、密度測定

により知ることができる量は、mbulk +mhydである。このモデルにおいて、式 (3.2)から計算され

る差スペクトル∆α(ω)は、式 (3.3)を用いることで、

∆α(ω) = αL(ω)− (mbulk +mhyd) αbulk(ω)

= mbulk αbulk(ω) +mhyd αhyd(ω) +mlys αlys(ω)− (mbulk +mhyd) αbulk(ω)

= mhyd (αhyd(ω)− αbulk(ω)) +mlys αlys(ω) (3.4)

と表せる。差スペクトル∆α(ω)は、リゾチームの吸収αlys(ω)と、水和水とバルク水との吸収の差

(αhyd(ω)− αbulk(ω))との和であることが分かる。さらに、差スペクトルが負であるということは、

リゾチームの吸収αlys(ω)よりも水和水とバルク水との吸収の差の絶対値 |αhyd(ω)− αbulk(ω)|のほ

うが大きいことを示している。また、(αhyd(ω)− αbulk(ω))は負でなければならないことから、水和

水の吸収 αhyd(ω)は、バルク水の吸収 αbulk(ω)よりも小さいことがわかる (αhyd(ω) < αbulk(ω))。

この結果は、リゾチームの水和水のダイナミクスがバルク水のダイナミクスよりも遅くなってい

ることを示している。

ここで、リゾチーム 200 mg/mLにおいて、リゾチームの水和がどのような状態にあるかを知る

ために、様々なリゾチーム濃度 cLにおけるリゾチーム水溶液の吸収係数 αL(ω, cL)のスペクトル

を測定した。各リゾチーム濃度におけるスペクトルの形状は、図 3.1に示す純水や 200 mg/mLリ

ゾチーム水溶液のスペクトルとほぼ変わらなかった。リゾチーム濃度 cLに対する吸収係数の変化

を図 3.4に示す。リゾチーム濃度 cLが小さい領域では、cLの増加と共に吸収係数は減少した。さ
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らに、cLが大きくなると、吸収は増加し、cL = 50 mg/mL付近で吸収ピークとなる。さらに cLが

大きくなると単調に吸収は減少した。式 (3.2)により様々なリゾチーム濃度における差スペクトル

を計算した結果を示す。様々な振動数においてリゾチームの濃度に対する差スペクトル∆α(ω, cL)

の変化を図 3.5に示す。リゾチーム濃度 cLがうすい領域では、示している全ての振動数において負

であるが、cLの増加と共に∆α(ω, cL)は正となり、50 mg/mL付近でピークとなった。∆α(ω, cL)

の増加は、他のリゾチーム濃度と比べて、タンパク質の表面近傍の水分子の動きが速くなっている

ことを示している。水の動きが速くなることは、水素結合ネットワークが破壊されることにより起

こると考えられる。∆α(ω, cL)は、リゾチーム濃度 50 mg/mLのときがピークである。このとき

のタンパク質の中心間の距離は、タンパク質分子が水溶液中で格子状に配列していると仮定して

計算すると 8 nm程度であり、リゾチーム分子の直径を 3 nm [87]とするとリゾチーム分子の表面

から最も遠い位置にある水までの距離は 2.5 nm程度である。さらに cLが増加すると、∆α(ω, cL)

は負となった。このことは、タンパク質表面近傍の水分子の動きが遅くなっていることを示して

いる。本研究で議論するリゾチーム濃度 200 mg/mLの場合は、タンパク質分子の中心間距離が 5

nm程度 (タンパク質分子が水溶液中で格子状に配列していると仮定したときの値)のときであり、

リゾチーム分子の表面から最も遠い位置にある水までの距離は 1 nm程度である。このことから、

本研究で扱っているリゾチーム 200 mg/mL水溶液は、他の濃度よりもタンパク質の表面により近

い水分子のダイナミクスを観測しているといえる。

Havenithらの研究グループでは、ラムダリプレッサー水溶液やユビキチン水溶液に対して、中

間のタンパク質濃度で差スペクトルが増加することを報告している [22]。彼らが測定しているの

は、2.4 THz付近であり、この振動数領域では水和によって水分子が動きにくくなると吸収は増

加する [22]。彼らは、差スペクトルがいったん増加してから減少することをタンパク質の水和層

の重なりで説明している。すなわち、低濃度においては、タンパク質の濃度増加にしたがって水

和水の量が増加するが、タンパク質濃度がある濃度に達すると、隣り合うタンパク質分子の水和

層同士が重なり合うため、水和水の量の増え方が緩やかになる。また、タンパク質濃度の増加に

よって、水溶液中に含まれる水分子の量自体が減少する。これらにより、結果としてタンパク質の

濃度増加によって吸収は減少する。しかし、2.4 THzでは水和によって水分子の動きが遅くなる

と吸収は増加するが、2 THz以下では吸収は減少すると報告している。水和層が重なり合うとい

う彼らのモデルによれば、1 THz付近では∆α(ω, cL)は正のピークを持たないと予想される。こ

の矛盾については、さらに検討する必要があると考える。
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図 3.3に赤実線で示すリゾチームの差スペクトルは、Vinhらにより報告されたスペクトルよりも

小さかった。本研究では、より精度の高い解析を行うために、純水とリゾチーム水溶液に対してそ

れぞれ (NH4)2SO4を加え、(NH4)2SO4濃度に対する吸収係数の変化を調べた。図 3.6に、純水と

リゾチーム 202 mg/mL水溶液、およびそれらに (NH4)2SO4を加えた水溶液の吸収スペクトルを

示す。純水に (NH4)2SO4を加えた水溶液のスペクトルの形状は、純水のスペクトルの形状と大き

な違いはなかった。また、リゾチーム水溶液に (NH4)2SO4を加えた水溶液のスペクトルの形状も、

リゾチーム水溶液のスペクトルの形状と大きな違いはなかった。(NH4)2SO4を添加することで、

測定した全ての振動数において、純水の吸収係数もリゾチーム水溶液の吸収係数も大きくなった。

リゾチーム水溶液に (NH4)2SO4を添加したことによる吸収係数の増加分は、純水に (NH4)2SO4

を加えたときの増加分よりもおよそ 2倍大きかった。様々な振動数における (NH4)2SO4濃度に対

する純水の吸収係数の変化を図 3.7(a)に、リゾチーム水溶液の吸収係数の変化を図 3.7(b)に示す。

純水とリゾチーム水溶液の吸収係数は、測定された周波数領域において、それぞれ塩濃度に対し

て直線的に変化した。このことから、全ての振動数において、(NH4)2SO4濃度に対する吸収係数

の変化を最小二乗法を用いて直線によりフィッティングした。リゾチーム水溶液に対する傾きは、

純水に対する傾きよりも 2倍大きかった。このフィッティングの結果を用いて、純水とリゾチーム

水溶液の吸収の差スペクトル∆αを式 (3.2)により求めた。得られた差スペクトル∆αを図 3.3に

黒実線で示す。差スペクトルは負となり、差スペクトルの大きさも形状も、Vinhらにより報告さ

れた差スペクトルに近づいた。より定量的にリゾチームの水和を評価するために、リゾチーム分

子 1個あたりに水和している水分子の数、すなわち水和数Nhydを計算した。この結果は、3.2節

において (NH4)2SO4がリゾチームの水和状態に与える影響と合わせて示す。

3.2 硫酸アンモニウムがリゾチームの水和に与える影響

図 3.7において、どの周波数でも、(NH4)2SO4濃度に対するリゾチーム水溶液の吸収の傾きは

純水の傾きよりもおよそ 2倍大きかった。塩を添加したリゾチーム水溶液のFT-IR分光の結果 (図

2.4)から、リゾチームの構造は塩の添加によって変化しないことを確認した。したがって、テラ

ヘルツ帯におけるリゾチームの吸収は塩の添加により変わらないと考えられる。このことから、

リゾチーム水溶液と純水の吸収の傾きの差は、リゾチームの表面近傍の水分子のダイナミクスが

(NH4)2SO4の添加により変化しているために生じると考えられる。
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図 3.8. 塩水溶液の密度。それぞれの塩水溶液に対するフィッティングの切片 aS1が、リゾチーム

水溶液の密度測定で得られた純水の密度 ρWとなるように補正をかけてある。補正は、ρW − aS1

を全ての測定値に加算することで行った。

塩の添加によるリゾチームの水和状態の変化を調べるために、様々な塩濃度において、リゾチー

ム-塩混合水溶液と塩水溶液の吸収の差スペクトル∆α(cS, ω)を計算した。計算には、式 (3.2)を塩

濃度が 0でない場合に拡張した式を用いた。

∆α(cS, ω) = αLS(cS, ω)−
ρLS(cS)− cL

ρS(cS)
αS(cS, ω) (3.5)

ここで、ρLS(cS)はリゾチーム-塩混合水溶液の密度、ρS(cS)は塩水溶液の密度、cLはリゾチーム

の濃度、cSは塩濃度、αLS(cS, ω)はリゾチーム (濃度 cL)-塩混合水溶液の吸収係数、αS(cS, ω)は

塩水溶液の吸収係数である。この式の第 2項目の係数
ρLS(cS)− cL

ρS(cS)
により、塩水溶液の単位体積

あたりの質量に対するリゾチーム-塩水溶液単位体積あたりに含まれる塩水溶液の質量の割合を考

慮している。この割合の計算には、次の段落に示す水溶液試料の密度測定の結果を用いた。また、

αLS(cS, ω)と αS(cS, ω)の値は、図 3.7で求めたフィッティング後の吸収係数を用いた。

リゾチーム-(NH4)2SO4 混合水溶液中に含まれる (NH4)2SO4 水溶液の割合を計算するために、

(NH4)2SO4 水溶液の密度 ρS(cS) とリゾチーム-(NH4)2SO4 混合水溶液の密度 ρLS(cS) を様々な
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表 3.1. 塩水溶液の密度のフィッティング結果 (20 ◦C)

塩 aS1 aS2 aS3

(NH4)2SO4 0.9995 ± 0.0007 0.0739 ± 0.0008 -0.0033 ± 0.0002

NH4H2PO4 0.9985 ± 0.0005 0.0623 ± 0.0009 -0.0020 ± 0.0009

NH4Cl 0.9981 ± 0.0002 0.0161 ± 0.0002 (-3.6 ± 0.3)×10−4

NH4NO3 0.9987 ± 0.0002 0.0315 ± 0.0001 (-2.3 ± 0.1)×10−4

NH4SCN 0.9984 ± 0.0002 0.0168 ± 0.0001 (-1.6 ± 0.1)×10−4
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図 3.9. リゾチーム 200 mg/mL-塩混合水溶液の密度。それぞれのリゾチーム-塩混合水溶液に対す

るフィッティングの切片 aL1が、リゾチーム水溶液の密度測定で得られたリゾチーム 200 mg/mL

水溶液の密度 ρL200となるように補正をかけてある。補正は、ρL200 − aL1を全ての測定値に加算

することで行った。
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表 3.2. リゾチーム (200 mg/mL)-塩水溶液の密度のフィッティング結果 (20 ◦C)

塩 aL1 aL2

(NH4)2SO4 1.0592 ± 0.0007 0.076 ± 0.003

NH4H2PO4 1.0590 ± 0.0004 0.060 ± 0.001

NH4Cl 1.0587 ± 0.0001 0.018 ± 0.001

NH4NO3 1.0589 ± 0.0003 0.030 ± 0.003

NH4SCN 1.0562 ± 0.0001 0.022 ± 0.002

(NH4)2SO4濃度で測定した。その結果をそれぞれ図 3.8と図 3.9に黒で示す。(NH4)2SO4水溶液

の密度は、(NH4)2SO4濃度の増加と共に、傾きが緩やかになった。3.3節で述べる様々な塩水溶液

の密度も同様であった。そこで、塩濃度 cSに対する密度の変化を最小二乗法を用いて 2次関数

ρS = aS1 + aS2 cS + aS3 cS
2 (3.6)

でフィットした。得られたフィッティングパラメーターを表 3.1に示す。フィッティングパラメー

ターの誤差は、密度計の誤差 (±0.001 g/cm3)を考慮せずに計算した結果である。フィッティング曲

線の切片 aS1の値は、塩の種類によって異なっている。この差は、3.3節で塩による水和状態の変化

の違いを比較するときに影響を与える。そこで、図 3.2で得られた純水の密度 ρW = 0.9980 g/cm3

を aS1の値として用いた。リゾチーム (200 mg/mL)-(NH4)2SO4水溶液の密度は、(NH4)2SO4濃

度の増加と共に、直線的に増加した。リゾチームと (NH4)2SO4以外の塩との混合水溶液の密度も

同様であった。そのため、塩濃度 cSに対する密度の変化を最小二乗法を用いて 1次関数

ρLS = aL1 + aL2 cS (3.7)

でフィットした。その結果を表 3.2に示す。フィッティングパラメーターの誤差は、密度計の誤差

(±0.001 g/cm3)を考慮せずにフィッティングを行った結果得られた値である。フィッティング直

線の切片 aL1の値には、塩水溶液の場合と同様に、塩による水和状態の変化の違いを比較すると

きにフィッティング切片の違いの影響を避けるために、図 3.2で得られた 200 mg/mLリゾチーム

水溶液の密度 ρL = 1.0597 g/cm3を用いた。図 3.10に、様々な (NH4)2SO4濃度において式 (3.5)
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により計算した、リゾチーム-(NH4)2SO4混合水溶液と (NH4)2SO4水溶液の吸収の差スペクトル

∆α(cS, ω)を示す。

(NH4)2SO4濃度の増加とともに∆αは増加した。この結果は、(NH4)2SO4によってリゾチーム

の表面近傍の水分子のダイナミクスが速まることを示している。ここで、図 3.11に、(NH4)2SO4

濃度に対する吸収係数のフィッティング (図 3.7)の結果を用いずに、測定結果から直接計算した差

スペクトルについても示す。フィッティング結果を用いずに求めた差スペクトルは、(NH4)2SO4

濃度に対する規則性があるようには見えない。フィッティングを行うことにより、(NH4)2SO4濃

度に対する差スペクトル∆αの変化を調べることができるといえる。

(NH4)2SO4によるダイナミクスの変化を水和数Nhyd(リゾチーム分子 1個あたりの水和層内に

ある水分子の数)によって評価した。このとき、Vinhらの報告に従って、次の 2つの仮定をした。

ひとつは、水和水の吸収は全ての振動数において 0である [95]ということである。もうひとつは、

リゾチームの吸収は差スペクトル∆α(cS, ω)が極小値をとる振動数 νminにおいて 0である [95]と

いうことである。これらの仮定の下では、差スペクトルの極小値 ∆α(νmin)は、バルク水がリゾ

チーム水和水となったことによる吸収係数の変化に等しい。このことから、νminにおいて差スペ

クトル∆α(cS, ω)が 0からどの程度下がっているか、すなわち∆α(cS, νmin)の大きさをバルク水

の量に換算し、次の式を用いて水和数Nhydを計算した。

Nhyd(cS) =
∆α(cS, νmin)

αbulk(νmin)
ρW

1

MW

1

ML
(3.8)

ここで、MWは水の分子量 (MW = 18 Da)であり、MLはリゾチームの分子量 (ML = 14307 Da)で

ある。また、差スペクトルが極小値をとる振動数は、νmin = 0.26 THzであった。様々な (NH4)2SO4

濃度においてNhydを計算した。その結果、(NH4)2SO4濃度に対してNhydは直線的に変化した。

そこで、Nhydの変化を直線

Nhyd = aN1 + aN2 cS (3.9)

によりフィッティングした。その結果、Nhydは塩濃度 cS (mol/L)の関数として、Nhyd = (182±

30)− (201± 130)cSとなった。この一次関数の傾きと切片の誤差は、図 3.7で得られたフィッティ

ングパラメーターの誤差から計算した値である。ここで、実際の水溶液においては、バルク水とリ

ゾチームの水和水とを明確に区別する境界は無いということに注意する。従って、ここで得られる
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図 3.10. リゾチーム水溶液と純水の吸収の差スペクトルとその (NH4)2SO4濃度依存性. (NH4)2SO4

0 mol/L (黒)、0.125 mol/L (赤)、0.25 mol/L (緑)、0.375 mol/L (青).

水和数Nhydは、リゾチームの周りの水分子のうごきやすさを示す実効的な値である。(NH4)2SO4

を添加していないリゾチーム水溶液では、リゾチーム分子 1個あたりに水和している水分子の数

は 182個であった。182個は水和層の厚さにして、1.3 Åであった。水和層の厚さは、リゾチーム

分子を 30 Å× 30 Å× 45 Åのラグビーボール型 [87]とし、その周りにバルク水と同じ密度の水

和水の層が存在するとして計算した。水分子の直径は、バルク水の密度から水分子 1個あたりの

体積を計算し、水分子が球状であるとして計算すると、3.8 Åであるので、本実験で見積もられた

水和層の厚さは水分子 1層分よりも薄いといえる。(NH4)2SO4を添加すると、水和水のダイナミ

クスが速くなることにより 1 mol/Lあたり 201個の水和水がバルク水に変化する。

3.3 様々な塩がリゾチームの水和水に与える影響

前節において、(NH4)2SO4に対して行った実験を、陰イオンの種類を変えて4種類の塩 (NH4H2PO4、

NH4Cl、NH4NO3、NH4SCN)に対して行った。その結果から、リゾチームの水和に対する陰イオ

ンの影響がHofmeister系列に従うかを調べた。(NH4)2SO4に対してはそれぞれの塩濃度において
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図 3.11. 様々な (NH4)2SO4 濃度におけるリゾチーム (200 mg/mL)-(NH4)2SO4 混合水溶液とそ

こに含まれる (NH4)2SO4水溶液の吸収との差スペクトル。(NH4)2SO4濃度に対する吸収係数の

フィッティング結果 (図 3.7)を用いず、測定結果から直接計算した結果である。
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図 3.12. 周波数 1 THzにおける純水とリゾチーム 200 mg/mL水溶液の吸収係数の塩濃度依存性.

試料作成から測定までの過程を 3回ずつ行い、得られた吸収係数スペクトルの平均をとったが、他

の 4種類の塩に対する実験は 1回のみ行った。測定した全ての吸収スペクトルの形状は、純水や

リゾチーム水溶液のスペクトル形状と大きな差は無く、特徴的なピークの無いブロードなスペク

トルであった。5つの塩に対して、1 THzを例に純水とリゾチーム水溶液の吸収係数の塩濃度依存

性を図 3.12に示す。測定した全ての水溶液において、吸収係数は塩濃度の増加とともに直線的に

変化した。このことから、吸収係数の変化を直線でフィッティングした。純水に塩を加えたときの

吸収係数の変化は、NH4H2PO4を除いて塩の種類に依存しなかった。本研究で調べた 5つの塩の

うち、NH4H2PO4だけがプロトンを含む塩である。このことから、プロトンが塩水溶液の吸収の

傾きに影響を与えたと予想される。リゾチーム 200 mg/mL水溶液に塩を加えたときの吸収係数

の変化は、塩の種類によって異なった。塩によるリゾチームの水和状態の変化を知る上で重要な

ことは、純水に対する吸収係数の傾きとリゾチーム水溶液に対する傾きとの差である。0.5, 0.75,

1.25 THzにおける純水とリゾチーム水溶液の吸収係数の塩濃度依存性をそれぞれ図 3.13、3.14、

3.15に示す。1 THzにおいて見られる傾向は、他の振動数においても見られることが分かる。

塩の種類によるリゾチームの水和への影響の違いを調べるため、式 (3.5)により差スペクトルを
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図 3.13. 周波数 0.5 THzにおける純水とリゾチーム 200 mg/mL水溶液の吸収係数の塩濃度依存性.

計算した。αLSと αSの値には、図 3.12から図 3.15を含む全ての振動数で行ったフィッティング

結果を用いた。ρLS と ρS の値には、図 3.8と 3.9に示す密度測定の結果をフィッティングするこ

とによって得られた結果 (表 3.1、3.2)を用いた。その結果を図 3.16に示す。強いコスモトロープ

である (NH4)2SO4を添加することで、差スペクトル∆α(cS, ω)は増加した。NH4H2PO4を添加

したときも、∆α(cS, ω)は増加した。Hofmeister系列の中間に位置するNH4Clを添加したときに

は、差スペクトルが揺らいでいるが、塩の添加による差スペクトルの大きな変化は見られなかっ

た。NH4NO3を添加すると、∆α(cS, ω)は増加した。強いカオトロープであるNH4SCNを添加す

ると、∆α(cS, ω)は減少した。以上の結果は、(NH4)2SO4、NH4H2PO4、NH4NO3はリゾチーム

の水和水のダイナミクスを速め、NH4SCNはリゾチームの水和水のダイナミクスを遅くすること

を示している。また、NH4Clはリゾチームの水和水のダイナミクスに大きな影響を与えないこと

を示している。

得られた差スペクトルから、(NH4)2SO4を添加したときの解析と同様に、差スペクトルから塩に

よるリゾチームの水和数Nhyd (= aN1+aN2 cS)の変化を計算することを試みた。しかし、NH4SCN

を添加した場合には、差スペクトル∆αが最小となる振動数 νminにおいて、水和数Nhydの計算
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図 3.14. 周波数 0.75 THzにおける純水とリゾチーム 200 mg/mL水溶液の吸収係数の塩濃度依

存性.
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図 3.17. 塩水溶液の吸収係数の塩濃度に対する直線フィットにより得られたフィッティングパラ

メータ bS1(ω)のスペクトル。実線の周りの帯はエラーバーであり、bS1(ω)の誤差 ±δbS1(ω)を示

している。δbS1(ω)のスペクトルを挿入図に示す。

するための十分な吸収係数の精度が得られなかった。NH4Clを添加した場合は、差スペクトルに

揺らぎが乗っているため、水和数 Nhyd の計算することは難しいと考えられる。リゾチームの吸

収は、Vinhらの仮定を用いても、νminよりも高い振動数ではリゾチームの吸収を無視できないこ

とから、それぞれの塩を添加した場合について、塩が含まれていない場合のリゾチームの水和数

Nhyd(cS = 0)を評価することは難しい。一方で、塩の添加によってリゾチームの吸収は変化しな

いことが示唆されていることから、塩の添加によるNhydの傾きを評価することは可能であると考

えられる。

塩の添加によるリゾチームの水和数の変化 aN2を計算する式を導く。純水に塩を添加したとき

の吸収係数の変化を、最小二乗法を用いて 1次関数によりフィットした。その 1次関数を

αS(cS, ω) =
(
bS1(ω)± δbS1(ω)

)
+
(
bS2(ω)± δbS2(ω)

)
cS (3.10)

と表す。フィッティングにより得られた bS1(ω)と bS2(ω)をそれぞれ図 3.17と 3.18に示す。フィッ
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図 3.18. 塩水溶液の吸収係数の塩濃度に対する直線フィットにより得られたフィッティングパラメー

タ bS2(ω)のスペクトル。実線の周りの帯はエラーバーであり、bS2(ω)の誤差±δbS2(ω)を示す。
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図 3.19. リゾチーム 200 mg/mL-塩混合水溶液の吸収係数の塩濃度に対する直線フィットにより

得られたフィッティングパラメータ bLS1(ω)のスペクトル。実線の周りの帯はエラーバーであり、

bLS1(ω)の誤差±δbLS1(ω)を示している。δbLS1(ω)のスペクトルを挿入図に示す。
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図 3.20. リゾチーム 200 mg/mL-塩混合水溶液の吸収係数の塩濃度に対する直線フィットにより

得られたフィッティングパラメータ bLS2(ω)のスペクトル。実線の周りの帯はエラーバーであり、
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混合水溶液に含まれる塩水溶液の質量の割合
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ティングを行うとき、それぞれの測定値は、解析を行った全ての振動数領域において、THz-TDS分

光装置のランダム誤差 0.6 cm−1の誤差を持つとして誤差の計算を行った。同様に、200 mg/mLリ

ゾチーム水溶液に塩を添加したときの吸収係数の変化も最小二乗法を用いて 1次関数によりフィッ

トした。その関数を

αLS(cS, ω) =
(
bLS1(ω)± δbLS1(ω)

)
+
(
bLS2(ω)± δbLS2(ω)

)
cS (3.11)

と表す。フィッティングにより得られた bLS1(ω)と bLS2(ω)をそれぞれ図 3.19と 3.20に示す。フィッ

ティングを行うとき、それぞれの測定値は、解析を行った全ての振動数領域において、THz-TDS

分光装置のランダム誤差 0.6 cm−1の誤差を持つとして誤差の計算を行った。これらの式を式 (3.5)

に代入すると、

∆α(cS, ω) =

{
bLS1(ω)−

ρLS(cS)− cL
ρS(cS)

bS1(ω)

}
+

{
bLS2(ω)−

ρLS(cS)− cL
ρS(cS)

bS2(ω)

}
cS (3.12)

となる。ここで、cSの係数を

A2(ω) =

{
bLS2(ω)−

ρLS(cS)− cL
ρS(cS)

bS2(ω)

}
(3.13)

とおく。ここで、
ρLS(cS)− cL

ρS(cS)
は塩水溶液の単位体積あたりの質量に対する単位体積あたりのリ

ゾチーム 200 mg/mL-塩混合水溶液に含まれる塩水溶液の質量の割合を示す係数であり、その値

は図 3.21に示すように塩濃度 cSによって変化する。しかし、塩を加えることによる
ρLS(cS)− cL

ρS(cS)

の値の変化は、加える前の値に対して 1 % 程度であり、大きくは変化はしない。そこで、この係

数を

C ≡ ρLS(cS)− cL
ρS(cS)

(3.14)

とおけば、Cは定数とみなせる。Cの値には測定した最大塩濃度の1/2の塩濃度における
ρLS(cS)− cL

ρS(cS)

の値を用いた。塩濃度に対するCの変化分はCの誤差に繰り込んだ。式 (3.14)におけるCの誤差

を計算するために、ρLS(cS)の誤差 δρLS、cLの誤差 δcL、および ρS(cS)の誤差 δρSを次のように

計算した。ρLSと ρSの計算では、図 3.2に示すリゾチーム水溶液の密度のフィッティング結果を用

いている。密度計の誤差 (±0.001 g/cm3)も含めて純水とリゾチーム 200 mg/mL水溶液の誤差を
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表 3.3. 単位体積当たりでみたときの塩水溶液の質量に対するリゾチーム (200 mg/mL)-塩混合水

溶液中に含まれる塩水溶液の質量の割合。C の値は、図 3.21から決定した値であり、誤差 δC の

値は、塩濃度の変化による C の変化を繰り込んだ値

塩 C ± δC

(NH4)2SO4 0.864 ± 0.009

NH4H2PO4 0.863 ± 0.008

NH4Cl 0.862 ± 0.007

NH4NO3 0.862 ± 0.007

NH4SCN 0.862 ± 0.007

計算するとそれぞれ±0.001および±0.002 g/cm3である。これらの値に塩を添加したことによる

密度変化 (表 3.1および表 3.2)の誤差を加えることで、塩の種類によらず δρLS = ±0.002 g/cm3、

および δρS = ±0.001 g/cm3と計算した。リゾチーム濃度 cLの誤差は、濃度校正に用いたUV-vis

分光光度計の誤差 (2 %) と水溶液の希釈に用いたピペットの誤差から δcL = ±6 mg/mLと計算し

た。以上の値を用いることで、C の誤差を ±0.006と計算した。具体的な C の値と塩濃度の変化

による C の変化を繰り込んだ誤差 δC を表 3.3に示す。これにより、式 (3.13)で定義した A2(ω)

は、cSに対しては定数とみなせる。A2(ω)は、リゾチーム水溶液に塩を加えたときに生じる単位

塩濃度あたりの吸収の差スペクトル∆α(cS = 1mol/L, ω)の変化であるといえる。図 3.22に、そ

れぞれの塩を添加した場合について求めたA2(ω)のスペクトルを示す。図中の実線の周囲の帯は

エラーバーであり、A2(ω)の誤差 δA2(ω)を次の式で計算した。

δA2(ω) =

√√√√(bLS2(ω))2 + C2 (bS2(ω))2

{(
δC

C

)2

+

(
δbS2(ω)

bS2(ω)

)2
}

(3.15)

どの塩においても、振動数の増加に伴ってA2(ω)の絶対値は大きくなった。A2(ω)は、(NH4)2SO4、

NH4H2PO4、NH4Cl、NH4NO3に対しては増加し、NH4SCNに対しては増加した。A2(ω)を大き

い順に並べると、(NH4)2SO4 > NH4NO3 > NH4H2PO4 > NH4Cl > NH4SCNとなった。

塩によるリゾチームの水和数の変化を示す一次関数の傾き (すなわち、塩 1 mol/Lあたりの水和

数の変化)aN2とその誤差 δaN2は、測定した振動数領域全域において、次の式により計算できる。
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aN2(ω) =
A2(ω)

bS1(ω)
ρW

1

MW

1

ML
(3.16)

δaN2(ω) =

(∣∣∣∣δA2(ω)

A2(ω)

∣∣∣∣+ ∣∣∣∣δbS1(ω)bS1(ω)

∣∣∣∣) aN2(ω) (3.17)

ここで、リゾチームの水和水の吸収は 0であると仮定している。また、bS1(ω)には、それぞれの

塩ごとのフィッティング結果を用いている。誤差 δA2(ω)と δbS1(ω)はどちらも最小二乗法による

フィッティングにより求まる測定値の誤差から計算される量であるので、これらの誤差は独立では

ない。したがって、δaN2(ω)の計算では、
δA2(ω)

A2(ω)
と

δbS1(ω)

bS1(ω)
との二乗和の平方根ではなく、絶対値

の和をとっている。得られた塩による水和数の変化率 aN2のスペクトルとその誤差 δaN2を図 3.23

に示す。(NH4)2SO4、NH4H2PO4、NH4Cl、NH4NO3 は水和数を減少させ、NH4SCNは水和数

を増加させた。これを水和数の増加の大きい順に並べると、NH4SCN > NH4Cl > NH4H2PO4 >

NH4NO3 > (NH4)2SO4 となる。NH4SCN以外の塩を添加した場合、振動数の増加と共に、aN2

の大きさは大きくなっていることが分かる。特に、(NH4)2SO4を添加した場合にこれは顕著であ

る。本来、リゾチームの水和数は、みる振動数が違っても変わらないべきである。振動数によって

aN2が変わる理由として、水和水の吸収を 0と仮定したことが考えられる。本実験で見ているもの

は、バルク水とリゾチームの水和水との吸収の差を見ているので、振動数によって aN2が変わる

ことは、高周波側ほどバルク水に対するバルク水と水和水の吸収の差が大きいことを示している。
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図 3.22. 塩 1 mol/Lあたりのリゾチーム-塩混合水溶液とそこに含まれる塩水溶液との差スペクト

ルの変化率A2のスペクトル。（黒：(NH4)2SO4、青：NH4H2PO4、緑：NH4Cl、深紅色：NH4NO3、

赤：NH4SCN）実線の周りの帯はエラーバーであり、A2の誤差±δA2を表している。
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図 3.23. 塩 1 mol/Lあたりのリゾチームの水和数の変化率 aN2のスペクトル。（黒：(NH4)2SO4、

青：NH4H2PO4、緑：NH4Cl、深紅色：NH4NO3、赤：NH4SCN）実線の周りの帯はエラーバー

であり aN2の誤差±δaN2を表している。
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4.1 テラヘルツ分光で見たリゾチームの水和に対する塩の影響

塩を加えることによる差スペクトルの増加率A2の大きさは、(NH4)2SO4 >NH4NO3 >NH4H2PO4 >

NH4Cl > NH4SCNの順であった。このことから、全体的な傾向として、コスモトロープほどA2が

大きく、カオトロープほど小さいといえる。また、リゾチームの水和数の変化率 aN2は、NH4SCN

> NH4Cl > NH4H2PO4 > NH4NO3 > (NH4)2SO4であった。このことから、全体的な傾向とし

て、コスモトロープほど aN2が小さく、カオトロープほど大きいといえる。本研究で得られた水

和水の増加率 aNの順列を、陰イオンに着目してみると SCN− > Cl− > H2PO
−
4 > NO−

3 > SO4
2−

となる。これを陰イオンのHofmeister系列 (SO4
2− > H2PO4

− > Cl − > NO3
− > SCN−)と比較

すると、塩による水和水の変化率に関する順序は、硝酸イオンを除けば、Hofmeister系列の逆順

と一致していることが分かる。すなわち、SO4
2−のようなコスモトロープは、リゾチームの水和

水を減少させ、SCN−のようなカオトロープは水和水を増加させた。以上の結果は、コスモトロー

プはタンパク質近傍の水のダイナミクスを速め、コスモトロープは遅くすることを示している。

本研究で扱っている水和数は、80ページで述べたように、リゾチームの周りの水分子のうごき

やすさを示す実効的な値である。したがって、本実験の結果は、実際にリゾチームに水和している

水分子の数が塩によってどのように変わるかを明確に示すものではないと考えられる。このこと

を示す例を挙げる。コスモトロープによって、リゾチーム近傍の水分子のダイナミクスが速くな

る場合を考える。このとき、実際にリゾチームに水和している水分子の数について、次の 2つの

解釈ができる。ひとつは、リゾチームの水和層の厚さは変わらないが、その水和層内の水のダイ

ナミクスが速くなったために、水和数が小さくなるという結果が得られたという解釈である。こ

の解釈は、実際にリゾチームに水和している水分子の数は塩の添加によって変化せず、水和層内

の水分子のダイナミクスのみが速くなることを示す。もうひとつは、水和層内の水のダイナミク

スは変わらないが、水和層とバルク水との界面付近に位置する水和水のダイナミクスが速まって

バルク水となり、その結果水和層が薄くなったという解釈である。この解釈は、水和層の厚さが変
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わることによって実際にリゾチームに水和している水分子の数は減少することを示している。さ

らに、以上の 2つが同時に起こっていることも考えられる。すなわち、水和層の厚さが薄くなる

ことと水和層内の水分子のダイナミクスの速まることが同時に起こる場合、さらに、水和層の厚

さは厚くなるがそれを打ち消すだけ水和層内の水分子のダイナミクスが速くなる場合や、水和層

内の水分子のダイナミクスは速くなるがそれを打ち消すだけ水和層の厚さは薄くなる場合が考え

られる。カオトロープによって、リゾチーム近傍の水分子のダイナミクスが遅くなる場合におい

ても、同様の議論が可能である。いずれの場合にしても、本実験は、タンパク質近傍の水分子の

ダイナミクスの変化の平均的な情報を見ているといえる。以降の考察を、本実験によって明らか

になった結果から行う。

本実験で得られた、塩がタンパク質近傍の水分子のダイナミクスに与える影響は、塩がバルク

水のダイナミクスに与える影響とは逆である。すなわち、コスモトロープは、イオンの周りの水

の構造を強めることから、バルク水の動きを遅くすると考えられる。一方、カオトロープはイオ

ンの回りの水の構造を弱めることから、バルク水の動きを速くすると考えられる。この違いにつ

いて、4.2節で述べる。

4.2 水和水に対する陰イオンの影響とCollinsの水和モデル

Collinsは、タンパク質の表面近傍の水分子に対する塩の影響に関するモデルを報告している [99]。

このモデルは、pH>pIの場合について考えられたモデルである。そのモデルについて簡単に紹介

する。タンパク質の表面とその近傍の水分子を考える (図 4.1)。表面近傍の水分子は、溶質と水素

結合している。さらにその水分子は、外側の水分子とも相互作用している (図 4.1の真ん中)。こ

こで、コスモトロープがタンパク質の表面近傍に存在する場合を考える (図 4.1の上部)。コスモ

トロープは、イオンの周囲の水分子に強い静電力を及ぼし、水分子の向きを変えて強く束縛する。

これにより図 4.1の矢印部分の水素結合が切れて、水和層内の水素結合の数は減少する。Collins

は、コスモトロープはイオンの周囲の水を強く束縛するので、タンパク質の表面近傍のコスモト

ロープはタンパク質の水和水を奪うとも述べている。これによってタンパク質の水和は弱まり、タ

ンパク質と溶媒との接触表面積を減らそうとする。表面積が小さくなろうとすることにより、タ

ンパク質分子は凝集・沈殿したり、タンパク質の立体構造が安定化する。すなわち、pH>pIの場

合、コスモトロープにより、タンパク質の溶解度は減少し、安定性が向上する。逆に、カオトロー
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図 4.1. タンパク質の表面 (Solute)近傍の水分子に塩が与える影響。この図は文献 [99]の図 9から

そのまま転載した。

プがタンパク質の表面近傍に存在する場合を考える (図 4.1の下部)。カオトロープは、イオンの

周囲の水分子に及ぼす静電力が弱いので、バルク水とタンパク質の水和層内の水との間の水素結

合を切り、水和層内の水同士の水素結合の数が増加する (図 4.1の矢印部分)。Collinsは、カオト

ロープはイオンの周囲の水を自由にするので、タンパク質の表面近傍のカオトロープはタンパク

質の水和を助けるとも述べている。これによってタンパク質の水和は強まり、タンパク質と溶媒

の接触表面積を増やそうとする。表面積が大きくなろうとすると、タンパク質分子は凝集・沈殿

しにくくなり、変性しようとする。すなわち、pH>pIの場合、カオトロープにより、タンパク質

の溶解度は増加し、安定性が低下する。以上が Collinsの水和モデルである。

pH<pIの場合、この水和モデルから得られる結論について考える。このモデルにおいて、タン

パク質の水和層内における水素結合数の増減は、イオンと水との相互作用によって決まり、タン

パク質の表面電荷の影響を受けないと考えられる。したがって、pH>pIの場合だけでなく、本研

究において扱った pH<pIの場合においても、このモデルによって導かれる結論は変わらないと考

えられる。すなわち、pH<pIの場合においても、コスモトロープはタンパク質の水和層内の水素

結合数を減らし、カオトロープは増やす。

ここで、カオトロープによる水和層内の水素結合数の増加は、水分子同士の結びつきが強まり、
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表 4.1. コスモトロープおよびカオトロープによるタンパク質の表面近傍の水のダイナミクス、水

素結合数、表面への水の選択的結合、表面張力への影響　 (イオンがこれらの量に与える影響は

pHと pIの大小関係によらない。また、これらの量は相互に対応し、タンパク質の安定性に影響

を与えると考えられる。)

イオン ダイナミクス 水素結合数 選択的結合・排除 表面張力

コスモトロープ 速くする 減らす 選択的に結合する 大きくする

カオトロープ 遅くする 増やす 選択的に排除する 小さくする

個々の水分子は動きにくくなると考えられる。逆に、コスモトロープによる水和層内の水素結合

数の減少は、水分子同士の結びつきが弱まり、個々の水分子は動きやすくなると考えられる。こ

のことから、pHと pIの大小関係によらず、コスモトロープはタンパク質の表面近傍の水を動き

やすくし、カオトロープは動きにくくすると考えられる。水分子の動きやすさは、水分子の動き

の速さに対応すると考えられ、テラヘルツ分光により直接観測される量である。すなわち、イオ

ンによる水和層内の水素結合数の増加は、テラヘルツ分光で観測される水分子のダイナミクスが

遅いことに対応し、水和層内の水素結合数の減少は、テラヘルツ分光で観測される水分子のダイ

ナミクスが速いことに対応する (表 4.1)。本研究では、コスモトロープがタンパク質の表面近傍の

水の動きを速くし、カオトロープがタンパク質表面近傍の水の動きを遅くするという結果が得ら

れた。テラヘルツ分光の結果は、Collinsのモデルから導かれるタンパク質の表面近傍の水へのイ

オンの影響と一致する。

このモデルでは、コスモトロープは、バルク水に対しては水分子を動きにくくするはたらきが

あるが、タンパク質の表面近傍の水に対しては動きやすくする。カオトロープは、バルク水に対

しては水分子を動きやすくするが、タンパク質の表面近傍の水に対しては動きにくくする。すな

わち、バルク水に対する塩の影響とタンパク質の表面近傍の水に対するイオンの影響は逆である。

本研究では、バルク水に対するイオンの影響とタンパク質の表面近傍の水に対するイオンの影響

は逆であるという結果が得られた。Collinsの水和モデルを用いることで、本研究の結果を説明す

ることができる。さらに、本実験では扱わなかったが、pH>pIの場合について、テラヘルツ分光

を用いてタンパク質の表面近傍の水にイオンが与える影響を調べると、pH<pIの場合の結果と同
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様に、コスモトロープがタンパク質の表面近傍の水の動きを速め、カオトロープは動きを遅くす

る結果が得られると予想する。

Collinsのモデルで明らかになる水素結合数およびテラヘルツ分光で明らかになる水のダイナミ

クスとタンパク質の安定性・溶解度との関係について考える。Collinsのモデルでは、コスモトロー

プは、タンパク質の水和層内における水素結合数を減少させ、タンパク質と溶媒との接触面積を

小さくしようとする。これにより、タンパク質の溶解度は減少し、安定性は向上すると考えられ

る。pH>pIの場合は、Collinsによって報告されているように、溶解度の低下と安定性の向上の両

方を説明できる。しかし、pH<pIの場合は、コスモトロープによってタンパク質の安定性は向上

するが、沈殿しにくくなる。したがって、Collinsのモデルで明らかになる水素結合数を考えるこ

とで、タンパク質の安定性が向上することは説明できるが、タンパク質を沈殿させにくくするこ

とは説明できない。カオトロープの場合にも同様の議論が可能である。すなわち、カオトロープ

は、タンパク質の水和層内における水素結合数を増加させ、タンパク質と溶媒との接触面積を大

きくしようとする。これにより、タンパク質の溶解度は増加し、安定性が低下すると考えられる。

pH>pIの場合は、Collinsによって報告されているように、溶解度の上昇と安定性の低下の両方

を説明できる。しかし、pH<pIの場合は、カオトロープによってタンパク質の安定性は低下する

が、沈殿しやすくなる。したがって、水素結合数を考えることで、タンパク質の安定性が低下す

ることは説明できるが、タンパク質を沈殿させやすくすることは説明できない。上で述べたよう

にCollinsのモデルで明らかになる水素結合数はテラヘルツ分光で明らかになる水のダイナミクス

に対応することから、水のダイナミクスからも水素結合数による議論と同様の議論が可能である。

以上より、Collinsのモデルで明らかになる水和層内の水素結合数やテラヘルツ分光で明らかにな

る水分子のダイナミクスは、タンパク質の安定性に寄与し、タンパク質の溶解度への寄与は小さ

いと考えられる。また、pHと pIの大小関係によってタンパク質の安定性に関するHofmeister系

列が逆転しないことを説明できる。さらに、テラヘルツ分光ではピコ秒スケールの水のダイナミ

クスの情報が得られることから、本研究の結果は、タンパク質の水和水のピコ秒スケールのダイ

ナミクスがタンパク質の安定性に関わっていることを示しているといえる。pHと pIの大小関係

が変わるとタンパク質の溶解度に関する Hofmeister系列が逆転することには、4.4節で述べるよ

うに、タンパク質分子間の静電相互作用が寄与している。
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4.3 選択的相互作用を調べる実験との比較

Arakawaと Timasheff [100]は、タンパク質の表面に塩と水がどの程度結合しやすいかを調べ

るために、タンパク質-塩混合水溶液の密度を測定している。得られた密度から選択的相互作用

(preferential interaction)パラメーター ξ3を計算している。ξ3が大きいほどタンパク質表面に塩

が結合しやすく、小さいほど結合しにくいことを意味する。この実験で明らかになるタンパク質

表面への塩の結合は、塩の選択的結合と呼ばれる。塩の選択的結合とは、タンパク質を溶かして

いる塩水溶液（溶媒）において、タンパク質表面の溶媒の塩濃度が、タンパク質の影響を受けて

いない部分の溶媒の塩濃度よりも高くなっている状態を指す。選択的結合の逆は塩の選択的排除

であり、タンパク質表面の塩濃度が、タンパク質表面から十分離れた部分の溶媒の塩濃度よりも

低くなっている状態を指す。彼らは、タンパク質表面への塩の選択的結合のしやすさから、タン

パク質表面に選択的に結合する水について考察している。タンパク質表面に塩が選択的に結合す

る場合、結合した塩の分だけ水はタンパク質表面から排除される。すなわち、タンパク質表面へ

の塩の結合によって、表面への水の結合量が減少する。逆に、タンパク質表面から塩が選択的に

排除される場合、塩が排除されることでできる空間を水が埋める。すなわち、タンパク質表面か

らの塩の排除によって、表面への水の結合量が増加する。彼らの報告によれば、水溶液の pHとタ

ンパク質の pIの大小関係によらず、コスモトロープはタンパク質表面に選択的に結合し、水は表

面から選択的に排除される。また、pHと pIの大小関係によらず、カオトロープはタンパク質表

面から選択的に排除され、その分を水が表面に選択的に結合する。強いカオトロープほどタンパ

ク質表面に吸着しやすいことは、MDシミュレーション [101]や SFG分光 [15]による研究の結果

と一致している。

彼らは、この結果から、タンパク質の安定性と溶解度に塩が与える影響について次のように考

察している。彼らは、pH>pIの場合のHofmeister系列について考えている。コスモトロープがタ

ンパク質表面から排除されて表面に水が結合する場合、表面張力が大きくなる。表面張力が大き

くなることによって、タンパク質の表面と溶媒との接触面積は小さくなろうとする。接触面積が

小さくなろうとすることにより、タンパク質の溶解度は小さくなり、安定性は向上する。カオト

ロープがタンパク質表面に結合し水が表面から排除される場合、表面張力は小さくなる。表面張

力が小さくなることによって、タンパク質の表面と溶媒との接触面積は大きくなろうとする。接

触面積が大きくなろうとすることにより、タンパク質の溶解度は大きくなり、安定性は低下する。
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以上により、pH>pIの場合について、タンパク質の溶解度と安定性は順Hofmeister系列に従う。

ここで、彼らの実験結果から、pH<pIの場合について考える。タンパク質表面へ強いカオトロー

プほど結合しやすいという彼らの実験結果は、pHと pIの大小関係およびタンパク質の表面電荷の

正負にはよらない。また、表面張力の変化も、塩の種類に依存し、pHと pIの大小関係およびタン

パク質の表面電荷の正負にはよらない。これらのことによれば、pH<pIの場合も、コスモトロー

プはタンパク質の溶解度を小さくし、安定性を向上させると考えられる。カオトロープは、pH<pI

の場合も、タンパク質の溶解度を大きくし、安定性を低下させると考えられる。このうち、タン

パク質の安定性についてみると、pHと pIの大小関係によらず、コスモトロープはタンパク質を

安定化し、カオトロープはタンパク質を不安定化するといえる。これは、実際にコスモトロープ

やカオトロープがタンパク質の安定性に与える影響と一致する。このことから、表面張力によっ

て、タンパク質の安定性に対するHofmeister系列が逆転しないことを説明できる。また、タンパ

ク質の溶解度についてみると、表面張力により予想されるタンパク質の溶解度へのコスモトロー

プやカオトロープの影響も、pHと pIの大小関係によらない。しかし、タンパク質の溶解度に対す

るHofmeister系列は、現実には、pHと pIの大小関係によって逆転する。すなわち、表面張力に

よって、タンパク質の溶解度へのHofmeister系列が逆転することを説明できない。以上より、表

面張力は、タンパク質の安定性には寄与するが、溶解度の変化への寄与は小さいと考えられる。

本研究の結果は、コスモトロープはリゾチーム表面近傍の水を動きを速くした。これにより、リ

ゾチームは安定化する。また、カオトロープはリゾチーム表面近傍の水を動きを遅くした。これに

より、リゾチームは不安定化する。コスモトロープがタンパク質を安定化し、カオトロープが不安

定化することは、表面張力による議論から導かれる結論と一致する。本研究ではさらに、テラヘ

ルツ分光で明らかになるタンパク質の表面近傍の水のダイナミクスは、タンパク質の安定性に寄

与するが、溶解度の変化への寄与は小さいということを結論した。これは、表面張力がタンパク

質の安定性に寄与するが、溶解度の変化への寄与は小さいことと類似する。このことから、表面

張力とテラヘルツ分光により明らかになる水のダイナミクスとの間には次のような関係が成り立

つと考えられる。表面張力が大きいとき、タンパク質の表面近傍の水分子は動きが速くなる。表

面張力が小さいとき、タンパク質の表面近傍の水分子は動きが遅くなる (表 4.1)。

ArakawaとTimasheffは、表面張力という量を導入することで、実験結果から pH>pIの場合の

タンパク質の溶解度と安定性を議論している。一方、密度測定の結果得られる量は、タンパク質

表面への塩および水の結合量である。そこで、タンパク質の表面への水の選択的結合量 (すなわ
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ち、密度測定により明らかになるタンパク質の水和)からタンパク質の安定性について議論する。

Arakawaらの報告によれば、コスモトロープは、pHと pIとの大小関係によらず、タンパク質表

面への水の選択的結合量を増やす。タンパク質表面に水が選択的に結合していることは、タンパ

ク質表面が水になじみやすく、タンパク質と溶媒とが接触する面積は大きくなろうとすると推測

できる。しかし、表面張力による議論では、コスモトロープは、表面張力を大きくするので、タ

ンパク質と溶媒との接触面積を小さくする。この矛盾は、タンパク質表面に水が選択的に結合す

ることを、タンパク質と溶媒との接触面積が小さくなろうとすることに対応づけることで解消で

きる。（水の選択的結合によって、タンパク質と溶媒との接触面積が大きくなろうとすると仮定す

ると、コスモトロープがタンパク質を不安定にするという結論が導かれ、実験事実と一致しない。

溶解度に関しては、pH<pIの場合のみ、実験事実と一致する。）カオトロープについても同様のこ

とが言える。カオトロープは、pHと pIとの大小関係によらず、水の選択的結合量を減らすと報

告されている。タンパク質表面から水が選択的に排除されることは、タンパク質表面が水になじ

みにくく、タンパク質と溶媒とが接触する面積は小さくなろうとすると推測できる。しかし、表面

張力による議論では、カオトロープは、表面張力を小さくするので、タンパク質と溶媒との接触

面積を大きくする。そこで、タンパク質表面から水が選択的に排除されることを、タンパク質と

溶媒との接触面積を大きくしようとすることに対応づける。以上の対応づけにより、表面張力に

よる議論のときと同様に、タンパク質表面への水の選択的結合からタンパク質の安定性と溶解度

について議論できる。すなわち、pHと pIとの大小関係によらず、コスモトロープはタンパク質

を安定化し、カオトロープはタンパク質を不安定化することが導かれる。これは、pHと pIとの

大小関係によらず、タンパク質の安定性に関する Hofmeister系列が逆転しないことと一致する。

一方、タンパク質表面への水の選択的結合からは、タンパク質の溶解度に関するHofmeister系列

が pHと pIとの大小関係によって逆転することを説明できない。したがって、水の選択的結合は、

上で述べた対応づけに基づけば、タンパク質の安定性に寄与し、溶解度の変化には寄与しないと

いえる。

上で述べた対応づけに基づいて、タンパク質表面への水の選択的結合とテラヘルツ分光により明

らかになる水のダイナミクスとの関係を考えると、次のようになる (表 4.1)。コスモトロープは、

タンパク質表面の水を選択的に結合し、タンパク質は安定化する。本研究の結果は、コスモトロー

プはリゾチーム表面近傍の水の動きを速くし、リゾチームを安定化した。このことから、タンパ

ク質表面への水の選択的結合は、タンパク質の表面近傍の水のダイナミクスを速めることに対応
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すると考えられる。一方、カオトロープは、タンパク質の表面から水を選択的に排除し、タンパ

ク質を不安定化する。本研究の結果は、カオトロープはリゾチーム表面近傍の水の動きを遅くし、

リゾチームを不安定化する結果であった。このことから、タンパク質表面からの水の選択的排除

は、タンパク質の表面近傍の水のダイナミクスを遅くすることに対応すると考えられる。ここで、

タンパク質表面への水の選択的結合量には、テラヘルツ分光で直接的に明らかになるダイナミク

スの情報が含まれていないことに注意する。

タンパク質表面への水の選択的結合をタンパク質と溶媒との接触面積の減少に対応付けること

は、一般的な想像からすると奇妙である。このような奇妙な対応付けをしなければならない原因の

ひとつに、選択的な水の結合量の求め方が考えられる。タンパク質表面への水の選択的結合量は、

表面への塩の結合量から計算される。水の選択的結合量は、次のことを前提に計算される [102]。

すなわち、塩がタンパク質表面に選択的に結合すると、その結合した塩の分だけ水が排除される。

また、塩がタンパク質表面から選択的に排除されると、排除された分だけ水がタンパク質表面に結

合する。しかし、タンパク質表面に塩が選択的に結合したときに、結合した塩の分だけ水が排除

されている保障は無いと考える。また、タンパク質表面から選択的に塩が排除されたときに、そ

の排除分を水が埋めずに水の密度が疎になる可能性もあると考える。これについては、今後、議

論が必要であると考える。

4.4 和周波発生分光による結果との比較

S. C. Floresら [15]は、モデル界面を用いて、界面近傍の水分子の配向の強さを和周波発生 (SFG)

分光により調べている。モデル界面には、塩水溶液と SiO2との界面および塩水溶液とTiO2との

界面と塩水溶液との界面を用いており、これらを塩水溶液とタンパク質との界面に見立てている。

SiO2と pH 10.0の塩水溶液を接触させることで、SiO2の表面電荷は負となる。このとき pH>pI

であり、この系はタンパク質の溶解度と安定性が順 Hofmeister系列に従う場合のモデルである。

TiO2と pH 2.3の塩水溶液を接触させることで、TiO2の表面電荷は正となる。このとき pH<pI

であり、この系は、タンパク質の溶解度が逆Hofmeister系列に従い、安定性が順Hofmeister系列

に従う場合のモデルである。Floresらは、界面近傍の水分子の配向の強さから界面近傍でイオン

の分布を導き、そこからタンパク質分子間にはたらく静電力を考えている。静電力による考察か

ら、タンパク質の溶解度には静電相互作用が寄与していると結論している。
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図 4.2. モデル界面における陰イオンと陽イオンの分布。左側が表面電荷が負 (SiO2界面、pH>pI)

の場合であり、右側が正 (TiO2界面、pH<pI)の場合である。陽イオンとしてNa+を、カオトロ

ピックな陰イオンとして SCN−を、SCN−よりもコスモトロピックな陰イオンとしてCl−を描い

ている。この図は文献 [15]のアブストラクトからそのまま転載した。

帯電した表面と純水との界面では、表面の電荷によって表面付近に電場が生じ、その電場によっ

て界面の水は配向する。Floresらの報告によれば、表面電荷が負 (SiO2界面、pH>pI)の場合、塩

水溶液中の陰イオンがカオトロピックであるほど、界面近傍の水分子の配向には影響を与えず、コ

スモトロピックな陰イオンほど、界面近傍の水分子の配向を弱める。また、表面電荷が正 (TiO2

界面、pH<pI)の場合、カオトロピックな陰イオンほど界面付近の水分子の配向を弱め、コスモト

ロピックな陰イオンほど水分子の配向には影響を与えないと報告されている。この水の配向の強

さから、Floresらは界面近傍のイオンの分布を考察している。表面電荷が負 (SiO2界面、pH>pI)

の場合、陽イオンには界面との間で引力がはたらくので界面に近づく。陰イオンはカオトロピッ

クな陰イオンほど界面に近づきやすい (図 4.2の左側)。陰イオンがカオトロピックな場合ほど、界

面に近づく陽イオンの電荷は陰イオンによって相殺され、表面の負電荷が活きる。これにより、カ

オトロピックな陰イオンほど、界面の水分子は配向を保持し、コスモトロピックな陰イオンほど

水分子の配向を弱める。カオトロピックな陰イオンによって表面電荷が活きることにより、タン

パク質分子間の静電反発力が小さくならない。したがって、タンパク質分子どうしは互いに近づ

くことができず凝集体や結晶を形成できないので、溶解度は低下しない。表面電荷が正 (TiO2界

面、pH<pI)の場合、陽イオンには界面との間に斥力がはたらくので界面から遠ざかる。陰イオン

は、表面電荷が正の場合と同様に、カオトロピックな陰イオンほど界面に近づきやすい (図 4.2の

右側)。陰イオンがカオトロピックな場合ほど、界面の表面電荷が陰イオンによって相殺される。

これにより、カオトロピックな陰イオンほど、界面の水分子は配向は弱まり、コスモトロピック
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な陰イオンほど水分子の配向を保持する。カオトロピックな陰イオンによって表面電荷が相殺さ

れることにより、タンパク質分子間の静電反発力が小さくなる。したがって、タンパク質分子ど

うしは互いに近づくことができ、凝集体や結晶を形成しやすくなるので、溶解度は減少する。以

上により、Floresらは、タンパク質の溶解度には静電相互作用が寄与していると結論している。

タンパク質の安定性に関して、Floresらは言及していない。タンパク質の安定性についての議

論ではタンパク質と溶媒とのなじみやすさについて考える必要があると考えられることから、タ

ンパク質分子間の静電相互作用のみからタンパク質の安定性について議論することは難しいと考

えられる。そこで、SFG分光により直接明らかになる界面近傍における水分子の配向により、タ

ンパク質の安定性および溶解度を議論する。表面電荷が負 (SiO2界面、pH>pI)の場合、カオトロ

ピックな陰イオンほど界面付近の水分子の配向の強さに影響を与えない。カオトロープほど水の

配向の強さに影響を与えないことは、タンパク質表面と水との相互作用が強いままに保たれるこ

とと考えられる。タンパク質表面と水との相互作用が保持されることにより、タンパク質表面が

水になじみやすくなり、タンパク質と溶媒とが接触する面積は大きくなろうとすると推測できる。

これにより、カオトロピックな陰イオンにより、タンパク質は沈殿や結晶化しにくくなり、溶解度

は増加すると考えられる。また、タンパク質は不安定になると考えられる。コスモトロピックな

陰イオンは、界面近傍の水分子の配向を弱める。コスモトロープほど水の配向の強さを弱めるこ

とは、タンパク質表面と水との相互作用を弱める事と考えられる。相互作用が弱くなることによ

り、タンパク質表面が水になじみにくくなり、タンパク質と溶媒との接触面積が小さくなろうと

すると推測できる。これにより、コスモトロピックな陰イオンにより、タンパク質は沈殿や結晶

化しやすくなり、溶解度は低下すると考えられる。また、タンパク質は安定になると考えられる。

以上のことは、表面電荷が負 (SiO2界面、pH>pI)の場合におけるタンパク質の溶解度と安定性に

関するHofmeister系列と一致する。表面電荷が正 (TiO2界面、pH<pI)の場合、カオトロピック

な陰イオンほど界面付近の水分子の配向の強さを弱める。カオトロープほど水の配向の強さを弱

めることは、タンパク質の表面と水との相互作用を弱める事と考えられる。相互作用が弱まるこ

とにより、タンパク質表面が水になじみにくくなり、タンパク質と溶媒との接触面積を小さくな

ろうとすると推測できる。これにより、カオトロピックな陰イオンにより、タンパク質は沈殿や結

晶化しやすくなり、溶解度は低下すると考えられる。タンパク質の安定性は、安定になると考え

られる。しかし、実際には、タンパク質の溶解度は低下するが、タンパク質の安定性は不安定化

する。コスモトロピックな陰イオンは、界面近傍の水分子の配向の強さに影響を与えない。コス
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モトロープが配向の強さを保持することは、タンパク質の表面と水との相互作用が強いままに保

たれることと考えられる。相互作用が強いままに保持されることにより、タンパク質表面が水に

なじみやすくなり、タンパク質と溶媒とが接触する面積は大きくなろうとすると推測できる。こ

れにより、コスモトロピックな陰イオンにより、タンパク質は沈殿や結晶化しにくくなり、溶解度

は増加すると考えられる。タンパク質の安定性は、不安定になると考えられる。しかし、実際に

は、タンパク質の溶解度は増加するが、タンパク質の安定性は安定化する。以上より、表面電荷

が正 (TiO2界面、pH<pI)の場合において、タンパク質の溶解度が逆Hofmeister系列に従うこと

を説明できるが、タンパク質の安定性が順Hofmeister系列に従うことを説明できない。したがっ

て、SFGにより明らかになる界面近傍の水分子の配向の強さは、タンパク質の溶解度に寄与する

が、安定性への寄与は小さいと考えられる。

テラヘルツ分光で明らかになる水のダイナミクスは、タンパク質の安定性に寄与し、溶解度へ

の寄与は小さいという結論であった。Collinsの水和モデルで考えている水素結合の数や、密度測

定により明らかになるタンパク質表面への水の選択的結合も同様に、タンパク質の安定性に寄与

し、溶解度への寄与は小さいという結論であった。これは、SFGにより明らかになる界面近傍の

水分子の配向の強さからの結論とは異なる。したがって、水のダイナミクスの速い・遅い、水素

結合数が増える・減る、および水が選択的に結合する・排除されることと、水分子の配向が強い

か弱いかとの間に、対応関係は存在しないと考えられる。タンパク質の溶解度には、界面近傍の

水分子の配向およびタンパク質分子間の静電相互作用が関わっていると考えられる。一方、タン

パク質の安定性には、タンパク質の表面近傍の水分子のダイナミクス、水素結合数、タンパク質

表面への水の選択的結合量、表面張力が関わっていると考えられる。

4.5 タンパク質の安定性・溶解度と水和

はじめに、本研究で明らかになったタンパク質の表面近傍の水分子のダイナミクスに対する

Hofmeister系列に NH4NO3だけが乗らなかったことについて言及する。NH4NO3は、タンパク

質の溶解度に対する Hofmeister系列では、カオトロープに分類される。SFG分光 [15]やMDシ

ミュレーション [101]の報告でも、NH4NO3はタンパク質表面に結合しやすいイオンとして報告さ

れており、このことからもNH4NO3はカオトロープの性質を持っているといえる。しかし、タン

パク質の表面近傍の水分子のダイナミクスに対しては、ダイナミクスを速めるようにはたらいた。
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ダイナミクスを速めるイオンは、これまでの考察から、コスモトロープである。これは、NH4NO3

の持つ特異な性質であると考える。NO3には窒素原子が含まれており、タンパク質にも多く含ま

れている。NO3は本来コスモトロープであるが、窒素原子を含むことにより硫黄原子やリン原子

を含むイオンよりも特異的にタンパク質表面に近づきやすいのではないかと想像する。そのため、

タンパク質の溶解度に対するHofmeister系列では、カオトロープに分類されると想像する。この

ことに関しては、更なる研究が必要である。

つぎに、それぞれの手法の関係性とそれらにより明らかになる量の対応関係を整理する。Collins

の水和モデルは、表面電荷が負 (pH>pI)の場合に対して考えられたモデルである。表面電荷が負

のとき、彼のモデルの結論は、表面張力から考えられるタンパク質の安定性および溶解度と一致す

る。Arakawaらの選択的相互作用を調べる実験の結果からも、表面張力を考えることにより、同様

の結論が得られる。したがって、Collinsのモデルと選択的相互作用を調べる実験は、表面電荷が

負の場合において、矛盾しない。Arakawaらの選択的相互作用を調べる実験では、表面電荷の正

負によらず、カオトロープがタンパク質表面に選択的に結合しやすいという結果が得られている。

SFG分光においても、表面電荷の正負によらず、カオトロープほどタンパク質表面に近づきやす

いと報告されている。したがって、選択的相互作用の実験と SFG分光は矛盾しない。Collinsのモ

デルと SFGとをつなぐ直接的な根拠はないが、以上のことから、三段論法的に Collinsのモデル

と SFGの実験は矛盾は無いと考えられる。また、Collinsは、空気-塩水溶液界面における表面ポ

テンシャルの順序と符号の変わり目がタンパク質の溶解度と安定性のHofmeister系列と一致する

ことを、彼のモデルの根拠の 1つとしている。表面ポテンシャルは、界面付近に生じる電位差で

あり、SFG分光により明らかになる界面付近の電場に対応する。負に帯電した界面付近の電場の

向きは塩によって変わらない [86]が、電場の大きさの順序はHofmeister系列に一致する [15,86]。

テラヘルツ分光で明らかになる水のダイナミクスは、タンパク質の安定性に寄与する。タンパ

ク質の表面近傍の水のダイナミクスが速くなるとタンパク質は安定的になり、遅くなると不安定

になる。タンパク質の界面近傍水のダイナミクスは、Collinsの水和モデルで考えられている水和

層内の水素結合の数と関連する量である。タンパク質の水和層内の水素結合数が減少するとタン

パク質は安定的になり、増加すると不安定になる。密度測定により明らかになるタンパク質表面

への塩の選択的結合・排除は、表面張力に関係する量であり、タンパク質の安定性に寄与する。塩

の選択的排除は、表面張力を大きくし、タンパク質を安定にする。塩の選択的結合は、表面張力を

小さくし、タンパク質を不安定にする。また、タンパク質表面への水の選択的結合・排除は、塩の
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選択的結合量から計算される量であり、タンパク質の安定性に寄与する。水の選択的結合は、タン

パク質を安定し、選択的排除は、タンパク質を不安定にする。SFG分光により明らかになる、表

面近傍の水の配向は、タンパク質の溶解度と関係する量である。タンパク質の溶解度は、水の配

向から導かれるタンパク質分子間の静電力によって説明できる。

Collinsの水和モデルは、イオンがタンパク質表面の水和水を奪い合うか、水和を強めるような

手助けをするかを考えているモデルである。従って、塩がタンパク質の水和に与える影響は、pH

と pIの大小関係に依存しないと考えられる。タンパク質の沈殿のしやすさは、水溶液の pHとタ

ンパク質の pIの大小関係により Hofmeister系列が逆転する。一方、タンパク質の安定性に対す

る塩の影響は、pHと pIの関係によらず、順Hofmeister系列に従う [14]。Collinsのモデルが pH

と pIとの大小関係によらないことは、安定性に対する Hofmeister系列が pHと pIの大小関係に

よらないことに対応する。

テラヘルツ分光で明らかになるタンパク質の表面近傍における水のダイナミクス、Collinsのモ

デルで明らかになるタンパク質の水和層内の水素結合数、密度測定から明らかになる水の選択的

結合量、表面張力、SFGで明らかになる界面近傍の水分子の配向は、全て水和を調べることで明

らかになる量である。本考察で明らかになったように、調べる手法と明らかになる量が異なると、

対応するタンパク質の物性（溶解度・安定性）も異なる。表面電荷が負の場合だけを考えると、タ

ンパク質の溶解度も安定性も順Hofmeister系列に従うことから、ひとつの量を考えることで溶解

度も安定性も説明することができた。しかし、表面電荷が正の場合に議論を拡張しようとすると、

溶解度か安定性のどちらか一方を説明できない。さらに、様々な手法で明らかになる量は、水和

しやすいかしにくいか、水和が強いか弱いかというような、1つの概念的な尺度に当てはめて議論

されることがしばしばあった。このような 1つの概念的な尺度では、溶解度と安定性のどちらか

一方は説明できるが、もう一方を完全に説明することはできない。したがって、水和には様々な

側面があり、用いる手法によって明らかになる側面が異なり、それらを概念的な尺度に対応させ

て考えるべきではないと考えられる。
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塩がタンパク質の安定性に与える影響について調べるため、テラヘルツ時間領域分光法を用い

て、塩がニワトリ卵白リゾチームの水和に与える影響を調べた。水溶液中のタンパク質の水和を

精度良く観測するために、装置を高精度化した。レーザー強度の時間変化 (揺らぎと強度の低下)

によるテラヘルツ波の強度への影響を補正し、参照用セル透過波と試料セル透過波を交互に 10回

ずつ測定して平均することで、1 THzにおいて 0.3 % (純水の吸収係数 230 cm−1に対してランダ

ム誤差 0.6 cm−1)の精度を実現した。レーザー強度は時間と共に弱まる傾向にあったことから、本

実験では本来試料が持つ吸収係数よりも大きな値が観測される傾向にあると考えられる。これに

よる吸収係数の誤差は系統誤差としての性質が強いと考えられ、レーザー強度の時間変化がテラ

ヘルツ波の強度に与える影響を補正することで、この誤差を 1 cm−1程度低減できた。

純水とリゾチーム 200 mg/mL水溶液の吸収スペクトルから、それらの差スペクトル (水和の影

響を含めたリゾチームの吸収)を計算した結果、差スペクトルは負になった。この結果は、リゾチー

ムの水和水のダイナミクスがバルク水よりも遅くなっていることを示している。さらに、この差ス

ペクトルは、(NH4)2SO4の添加により増加した。この結果は、(NH4)2SO4がタンパク質の表面近

傍の水分子のダイナミクスを速めることを示している。得られた差スペクトルから、(NH4)2SO4

によるリゾチームの表面近傍の水分子のダイナミクスの変化を、リゾチームの水和数 Nhyd(リゾ

チーム分子 1個あたりに水和している水分子の数)により評価した。その結果、Nhydは塩濃度 cS

(mol/L)の関数として、Nhyd = (182± 30)− (201± 130)cSとなった。

タンパク質の水和に対するHofmeister効果を調べるために、(NH4)2SO4に加え、NH4H2PO4、

NH4Cl、NH4NO3、NH4SCNがタンパク質の水和に与える影響を調べた。その結果、(NH4)2SO4、

NH4H2PO4、NH4NO3 はリゾチームの表面近傍の水分子のダイナミクスを速め、NH4SCNはリ

ゾチームの表面近傍の水分子のダイナミクスを遅くした。NH4Clは表面近傍の水分子のダイナミ

クスに大きな影響を与えなかった。さらに、塩によるリゾチームの表面近傍の水分子のダイナミ

クスの変化を、リゾチームの水和数の変化率 (塩 1 mol/Lあたりの水和数の増減)aN2により評価
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した。(NH4)2SO4、NH4H2PO4、NH4Cl、NH4NO3 は水和数を減少させ、NH4SCNは水和数を

増加させた。aN2の大きい順に塩を並べると、NH4SCN > NH4Cl > NH4H2PO4 > NH4NO3 >

(NH4)2SO4となった。NH4NO3を除けば、水和水の量を増やす度合いは逆 Hofmeister系列と一

致した。コスモトロープほどリゾチームの表面近傍の水のダイナミクスを速め、カオトロープほ

ど表面近傍の水のダイナミクスを遅くした。

コスモトロープは、バルク水に対しては水を動きにくくするが、本実験ではタンパク質の表面

近傍の水に対しては動きやすくすることが明らかになった。一方、カオトロープは、バルク水に対

しては水を動きやすくするが、本実験ではタンパク質の水和水に対しては動きにくくすることが

明らかになった。この結果は、Collinsによって提案された水和モデル [99]によって説明できる。

コスモトロープは、水の構造を強め、周囲の水分子に強い静電力を及ぼすことから、タンパク質

の水和層内において水の水素結合ネットワークを破壊する。水素結合ネットワークの破壊は、テ

ラヘルツ分光で明らかになる水のダイナミクスが速まることに対応する。カオトロープは、水の

構造を弱め、周囲の水分子に及ぼす静電力が弱いことから、タンパク質の水和層内において水の

水素結合ネットワークを形成する。水素結合ネットワークの形成は、テラヘルツ分光で明らかに

なる水のダイナミクスが遅くなることに対応する。Collinsの水和モデルは、タンパク質水溶液の

pHがタンパク質の等電点 pIよりも大きい (pH>pI)場合について考えられたモデルであるが、こ

のモデルは、タンパク質水溶液の pHとタンパク質の pIの大小関係によらないと考えられる。本

研究により明らかになった、塩がリゾチームの表面近傍の水分子のダイナミクスに与える影響は

Collinsの水和モデルに一致した。

本研究で明らかになった、塩がリゾチームの表面近傍の水分子のダイナミクスに与える影響と

Collinsの水和モデルから、タンパク質の表面近傍における水分子のダイナミクスと水素結合ネッ

トワークは、タンパク質の安定性に対する Hofmeister系列とこの系列が pHと pIの大小関係に

よって逆転しないことを説明できる。同様に、密度測定により明らかになるタンパク質表面への

水の選択的結合・排除量や溶媒の表面張力も、タンパク質の安定性に対するHofmeister系列とこ

の系列が pHと pIの大小関係によって逆転しないことを説明できる。したがって、水のダイナミ

クス、水素結合ネットワーク、水の選択的結合・排除、および表面張力は、タンパク質の安定性に

寄与し、タンパク質の溶解度への寄与は小さいと考えられる。一方、SFG分光により明らかにな

るタンパク質の表面における水分子の配向は、タンパク質の溶解度に対するHofmeister系列とこ

の系列が pHと pIの大小関係によって逆転することを説明できる。したがって、この水分子の配
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向はタンパク質の溶解度に寄与し、タンパク質の安定性への寄与は小さいと考えられる。

本研究の結果は、テラヘルツ分光により明らかになる、タンパク質の表面近傍の水分子のピコ

秒スケールのダイナミクスがタンパク質の安定性に関わっていることを強く示唆している。タン

パク質の水和に対する塩の影響をピコ秒の時間スケールでかつ直接的な観測手法により調べるこ

とは、ホフマイスター系列を分子レベルで理解するうえで重要な知見となると期待する。さらに

本考察では、調べる手法と明らかになる量が異なると、説明できるタンパク質の物性（溶解度・安

定性）が異なることを明らかにした。表面電荷が負の場合だけを考えると、タンパク質の溶解度

も安定性も順Hofmeister系列に従うことから、ひとつの量を考えることで溶解度も安定性も説明

することができた。しかし、表面電荷が正の場合に議論を拡張しようとすると、溶解度か安定性

のどちらか一方を説明できない。また、様々な手法で明らかになる量は、水和しやすいかしにく

いか、水和が強いか弱いかというような、1つの概念的な尺度に当てはめて議論されることがしば

しばあった。このような 1つの概念的な尺度では、溶解度や安定性のどちらか一方は説明できて

も、もう一方を完全に説明することはできない。したがって、水和には様々な側面があり、用いる

手法によって明らかになる側面が異なり、それらを概念的な尺度に対応させて考えるべきではな

いと考える。
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Å resolution,” Nature 206, 757–761 (1965).

[88] A. Dong, P. Huang, and W. S. Caughey, “Protein secondary structures in water from

second-derivative amide I infrared spectra,” Biochemistry 29, 3303–3308 (1990).
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