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1-1 本研究の背景 

 

1-1.1 金属タンパク質の研究 
 

 生体にとって金属イオンは生命活動の維持、および完全な生理機能活性を発

揮する上で必要不可欠なものである。生体中に含有される金属イオンは様々あ

るが、特に遷移金属イオン V、Cr、Mn、Fe、Co、Ni、Cu、Znは生体にとって

必須であり、これら遷移金属イオンの役割を調べることは生命現象の理解につ

ながると言える。 

 遷移金属イオンの多くは、生体中のタンパク質と結合し、金属タンパク質、

金属酵素（＝金属タンパク質に含まれる）と呼ばれる巨大分子として存在する

ことで、生理的機能活性を生み出し、生命活動の維持に関わっている。 

 金属タンパク質の研究では、X 線による構造解析[1.1, 1.2]のほか、紫外・可

視吸収分光[1.3]、ラマン分光[1.4]、メスバウアー分光[1.5]、核磁気共鳴[1.6]、

電子スピン共鳴[1.7]など、多様な周波数帯域の電磁波を用いて盛んに行われて

いる。このようにエネルギースケールの違う領域の情報を取り出すことで、様々

な視点から金属タンパク質の研究を進めることが可能となる。その中でも電子

スピン共鳴法（ESR）は、金属タンパク質分子中の遷移金属イオンおよびその

周囲の電子状態をミクロスコピックな観点から詳細に調べることが出来る優れ

た手法である。ESR による物性研究が始まったのは 1940 年代であるが、初期

の頃から生体物質の ESR 研究も始まった。はじめは植物の光合成過程で生じる

ラジカルの検出[1.8]、アミノ酸の γ 線照射により生じるラジカルの検出と同定

[1.9]、あるいは血液ヘモグロビン中ヘム鉄の検出と構造解析[1.10]などに応用さ

れ、多くの成果が得られた。 

 

1-1.2 ヘムタンパク質の研究 
 

 金属タンパク質の中でも特に「ヘムタンパク質（Hemoprotein）」と呼ばれる、

鉄イオンを含有したタンパク質は、ESR による研究例が盛んな金属タンパク質

の一つである。 
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動物の赤血球中に存在し酸素分子を肺から諸生体組織に運搬する役割を持つ

ヘモグロビン（Hemoglobin、Hb）、筋肉中に存在し酸素分子の貯蔵に関わるミ

オグロビン（Myoglobin、Mb）、細胞内のミトコンドリア等に存在し炭水化物の

エネルギーを利用してアデノシン三リン酸（ATP）を合成する過程において一

連の酸化還元反応を触媒する酵素のシトクロム（Cytochrome）類、オキシドー

ル（H2O2）を分解する酵素のペルオキシダーゼ（Peroxidase）、カタラーゼ（Catalase）

等のタンパク質はすべてヘムタンパク質である。ヘムタンパク質は「ヘム」と

呼ばれる補欠分子を有しており、ヘムが上述のような生体中における生理的機

能活性の中心としての役割を担っていることが知られている[1.11, 1.12]。 

 図 1-1に、ヘムの分子構造を示す。ヘムはプロトポルフィリン IX と呼ばれる

環状構造が基本となっている。中心部の水素イオン二つが取り除かれて鉄イオ

ンに置換されており、その鉄イオンは四つのピロール環と呼ばれる部分に存在

する窒素原子と配位した平面的な構造をとっている。 

図 1-2 はヘムタンパク質の代表例であるマッコウクジラ由来ミオグロビンの

立体構造である[1.13]。タンパク質の中で初めて X 線構造解析により立体構造

が解かれたのがマッコウクジラ由来ミオグロビンである[1.1, 1.14]。アミノ酸が

配列することにより構成されたタンパク質分子のポケットにヘムが入り、周囲

のアミノ酸残基との水素結合やクーロン相互作用等により支えられている。ま

た鉄イオンは六配位まで可能であり、ヘムの軸配位子方向の一方（第五配位座）

はヒスチジンのイミダゾールと呼ばれるアミノ酸残基の窒素原子と配位してい

る。これが一般的なヘムタンパク質の持つ構造である。それぞれのヘムタンパ

ク質よって、鉄イオンと配位子の距離や配位子の種類、配位数、またヘムの平

面構造の歪みの大きさなど、鉄イオン周囲の環境は様々であり、こうした環境

の違いがそれぞれのヘムタンパク質特有の性質を生み出していると言える。 

ヘム中央に位置する鉄イオンのことは一般的に「ヘム鉄」と呼ばれる。例え

ば、生理的条件下においてヘモグロビン中のヘム鉄は Fe2+の状態をとっており、

第六配位座に酸素が配位したり、脱離したりすることが可能である。このこと

から、ヘモグロビンの酸素運搬のメカニズムを解明するためにヘム鉄周囲の電

子構造を調べることは非常に有効であることが分かる。そのためヘモグロビン

に限らず、様々なヘムタンパク質中のヘム鉄の電子状態について、これまで多 
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図 1-1 ヘムの構造。 
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図 1-2 アコメトミオグロビンの分子構造の立体図[1.13]。上図はアミノ酸の α

ヘリックスも全て含めた構造、下図はヘム鉄と配位子に関連する部分を取り出

した立体構造の図である。 
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数の研究者により精力的に研究されてきた[1.15, 1.16]。 

 

1-1.3 ヘム鉄の電子状態研究 
 

ヘムの電子状態に関する議論では、配位子場理論をもとに、ヘムの分光学的

性質、磁気的性質を実験的に調べることにより検証され、発展してきた。こう

した実験的研究の中でも、可視・紫外における吸収スペクトルに関係するもの

は主にヘムのポルフィリン部分の π電子系についての議論が可能となる。一方、

ESR や磁化率等に関係するものは主にヘム鉄イオンに束縛された 3d 電子系に

ついての議論が可能である。ここではヘム鉄が持つ 3d電子の磁気的性質に関す

ることを中心に、これまで調べられてきた点と、未だ解明されていない点につ

いて、研究の歴史とともに説明する。 

ヘム鉄イオンは通常、還元型 Fe2+もしくは酸化型 Fe3+の状態で安定である。

例えばミオグロビンやヘモグロビンは、生理的条件下では還元型（フェラス、

ferrous）であり、ヘム鉄の第六配位座にO2やCOなどの分子が配位可能である。

生体内では O2が配位可能な状態が正常なヘム鉄であり、酸素を体内組織に供給

することが出来る。しかし、例えば COが配位すると COの方が O2よりもヘム

鉄に対する親和性が高いため、ヘム鉄から CO が脱離することは困難となる。

その結果、COが配位していない、つまり O2配位可能なミオグロビンやヘモグ

ロビンの数が極端に減ってしまい、細胞が酸素不足に陥ってしまう。このこと

はヒトが一酸化炭素中毒になる理由として知られている。また還元型のヘモグ

ロビンやミオグロビンでは、これらを体外に取り出すなどにより空気に触れさ

せると、ヘム鉄が容易に酸化し、酸化型（フェリ、ferric）に変化する。酸化型

ヘム鉄には、H2O分子のほか、F-、N3
-、CN-、OH-などいくつかの陰イオンが配

位可能である。Fe3+や Fe2+を磁性イオンとするヘム鉄の配位子場を議論する場

合、鉄イオンはピロール環の四つの窒素原子と第五配位座のイミダゾール基の

窒素原子そして第六配位座の配位子に囲まれた電場中（配位子場）に存在する

と考える。還元型、酸化型ともに第六配位座に配位する分子、イオンの種類に

よって、配位子場が変化し、ヘム鉄が持つスピン状態も変化する。この配位子

場により、自由な鉄イオンでは五重に縮退した 3d軌道のエネルギー準位の縮退



7 
 

が解けて分裂する。この配位子場分裂を調べることでヘム鉄の電子状態に関す

る議論が可能となる。これまで配位子場理論を用いて、ヘム鉄の電子状態の議

論は発展してきた。次に、酸化型ヘム鉄を例に、ヘム鉄の電子状態研究の歴史

を説明する。 

Fe3+では、3d 軌道に五つの不対電子が存在する。配位子場に囲まれていない

自由な Fe3+イオンを考えると、基底状態はパウリの排他律に従って 3d軌道内の

lz = -2, -1, 0, +1, +2 の各軌道に一つずつ、電子がアップスピンに向きを揃えて入

っていく。このとき、合成軌道量子数と合成スピン量子数はそれぞれ L = 0, S = 

5/2である。スピン多重項表記では 6Sである。 

次に、Fe3+イオンを立方対称な配位子場（立方対称場）中に入れると、3d 軌

道の各軌道の縮退が解け、新たに t2g（dε）軌道と eg（dγ）軌道と呼ばれる二つ

の準位に分裂する。t2g（dε）軌道は𝑑xy、𝑑yz、𝑑xz軌道の三重に縮退し、eg（dγ）

軌道は𝑑z2、𝑑x2−y2軌道の二重に縮退している。弱い配位子場中では、各軌道に

一つずつ電子が入り、S = 5/2の高スピン（High-spin）状態が基底状態となるる。

一方、配位子場が強くなると、t2g軌道と eg軌道間のエネルギー差（Δ = 10Dq）

は徐々に大きくなり、ある強さのところで、エネルギーの高い eg軌道に電子を

入れるよりも、二つの電子を同じ軌道に入れてクーロン反発による損を取る方

がエネルギー的に安定となるため、五つの電子は全て t2g軌道に入る。このとき、

S = 1/2 の低スピン（Low-spin）状態が基底状態となる。立方対称場中における

3d 5系のエネルギー準位については、田辺-菅野ダイアグラムから[1.17]、基底状

態だけでなく他の励起状態同士の相対的なエネルギー準位の変化を配位子場の

強さに応じて調べることが出来る。 

配位子場理論を用いてヘム鉄の磁気的性質を調べるために、これまで基底状

態に着目した実験的検証が行われてきた。その一つの手法として磁化率測定が

挙げられる。酸化型ヘム鉄は第六配位座にどのような配位子が配位しても、キ

ュリー則に従う常磁性を示す。キュリー則から、常磁性体の磁化率は、 

𝜒 = 𝑁
𝜇eff
2

3𝑘B𝑇
 

 

(1-1) 
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と書ける。ここで、Nは単位体積当たりの磁性イオンの数、μeffは有効磁気モー

メント、kBはボルツマン定数、T は温度である。Μeffを n = μeff /μBのようにボー

ア磁子の単位で書けば、 

𝑛 = 𝑔J√𝐽(𝐽 + 1) 

 

と書ける。ここで、gJはランデの g 因子である。磁気モーメントがスピンのみ

の寄与で生じていると考えると、gJ = 2となり、 

𝑛 = 2√𝑆(𝑆 + 1) 

 

となる。例えば、ミオグロビンの第六配位座にフッ素イオン F-が配位したフル

オロメトミオグロビン（Fe3+）では、常温において n = 5.9で、S = 5/2 が期待さ

れる。一方、ヘモグロビンの第六配位座にシアン CN-が配位した場合、常温に

おいて n = 2.50 で、S = 1/2 が期待される[1.18]。実際に、その後の ESR の結果

から、酸化型のミオグロビン、ヘモグロビンにおいては、H2Oや F-が配位した

場合、S = 5/2の高スピン状態が基底状態であり、N3
-、CN-などが配位した場合、

S = 1/2 の低スピン状態が基底状態となることが確認されている。一方、OH-が

配位した場合は、n の値が高スピン状態と低スピン状態の中間にあり、ミオグ

ロビンで 5.10、ヘモグロビンで 4.47である。このような値をとる理由としては、

中間スピン S = 3/2 を想定するだけでは説明が困難であったが、1961 年に P. 

Georgeらが、こうしたヘム鉄では S = 1/2 と S = 5/2 の状態どちらをも取りうる

と考え、その間に熱的平衡が成り立っていると仮定した。この仮定に基づくと、

磁化率と光吸収スペクトルの結果を同時に説明出来ることが示された[1.19]。 

 磁化率測定については、初期の頃は常温での磁化率測定しか報告がなく、ま

たその後もしばらくは常温から 20 Kまでの温度範囲でしか測定例が無かった。

そのため磁化率測定からはヘム鉄の電子状態について詳細な知見が得られてい

なかった[1.20, 1.21]。1967年に Tasaki らは、第六配位座に H2O分子が配位した

アコメトミオグロビン溶液の磁化率測定を常温から 4.2 K までの温度範囲で行

い、低温になるにつれて磁気モーメントの大きさ自体が小さくなることを発見

し、これは基底状態の S = 5/2 の微細構造（ゼロ磁場分裂）を反映した結果であ

ることを示した[1.22]。 

(1-2) 

(1-3) 
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ゼロ磁場分裂は、ヘム鉄のおかれた配位子場の対称性を反映した磁気異方性

であり、軸配位子方向の磁気異方性の大きさをパラメータ Dで、ヘム鉄面内の

磁気異方性の大きさをパラメータ Eで表現する。ヘム鉄面内の磁気異方性は無

視出来るほど小さいと仮定すると、ゼロ磁場分裂項 DSz
2を含めた磁場中のスピ

ンハミルトニアンは、 

𝑯 = 2𝜇B𝑺 ∙ 𝑩 + 𝐷𝑺z
𝟐 

 

と書ける。Tasaki らは有効磁気モーメントの大きさを理論的に計算した結果、

アコメトミオグロビンの微細構造定数（ゼロ磁場分裂定数）が D = 10 cm-1程度

であると結論付け、実験結果と良く一致することを報告した。また、極低温下

での単結晶の磁化率測定から、磁化率の主値の温度変化に関する議論も報告さ

れている[1.23]。 

 一方で、磁化率測定はマクロな物理量の測定であり、磁性イオン周囲の局所

的な電子状態をミクロな観点から調べることは出来ない。これに対して ESR 測

定はミクロな観点から局所的な電子状態の議論が可能であり[1.24]、ヘム鉄の電

子状態の解明に大きく貢献してきた。ESR の詳しい原理の説明は第二章に記述

するが、試料に照射した電磁波のエネルギーがある磁場 Bにおいてスピン系の

エネルギー準位差と等しくなった時に試料中のスピン系によって電磁波のエネ

ルギーが吸収される現象を ESR（もしくは EPR）と呼んでいる。本現象は、測

定対象により呼び方が異なり、タンパク質などに含まれる常磁性スピン種の場

合は EPR (Electron Paramagnetic Resonance)、反強磁性体の場合は AFMR 

(Antiferromagnetic Resonance)、強磁性体の場合は FMR (Ferromagnetic Resonance)

と呼ばれ、こうした区別のない形で、ESR (Electron Spin Resonance) が用いられ

る。海外では NMR（核磁気共鳴）と対応させて EMR (Electron Magnetic 

Resonance)と呼ぶグループも存在する。ESRの共鳴条件式は、 

ℎ𝜈 = 𝑔𝜇B𝐵 

 

と書ける。ここで、νは電磁波の周波数、hはプランク定数である。共鳴が起き

た周波数と磁場の関係から、g値を求めることが出来る。g値は、自由電子の g

値 (ge= 2.002316）を用いると、 

(1-4) 

(1-5) 
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𝑔 = 𝑔e + 𝛥𝑔 

 

と書くことが出来る。そのため、自由電子の g 値と観測する g 値の差 Δg に、

着目するスピン周囲の局所状態を反映した情報が含まれることとなる。 

 S = 1/2 が期待される還元型のヘモグロビンやミオグロビンの ESR を X-band

（~9.4 GHz）帯において行うと、g値としては g ~ 2 付近に ESR 吸収が観測さ

れる。Ingram らによるアザイドミオグロビン単結晶の測定が代表的な例として

知られている[1.25]。ESR スペクトルの解析から gテンソルは三つの異なる主値

を持ち、gx = 1.72、gy = 2.22、gz = 2.80が得られている。立方対称場においては
2T2と呼ばれる電子状態が基底状態（＝低スピン状態）であり、この電子状態で

はどの軌道に電子スピンが二つ入るかによって異なる三つの状態：

(𝑑xy)
2(𝑑yz)

2(𝑑xz)
1、(𝑑xy)

2(𝑑yz)
1(𝑑xz)

2、(𝑑xy)
1(𝑑yz)

2(𝑑xz)
2を取り得る可能性が

ある。gx、gy、gz それぞれの g 値が異なるということは、これら三つの状態間

の縮退が解けていることを示しており、配位子場の対称性が立方対称から斜方

対称に低下していることが示唆される。また配位子場理論と ESR測定の結果か

ら、各状態間のエネルギー差がどれくらいであるかを算出することが可能であ

り、結果として高スピン状態のミオグロビンよりも配位子場の斜方性が大きい

ことが示された。酸化型低スピン状態のヘム鉄では、Jahn-Teller 効果によりヘ

ム鉄が斜方対称な配位子場中に存在する方が安定となるためか、もしくは軸配

位子の影響が強く、配位子そのものの斜方対称性が表れているのではないかと

考えられている。 

S = 5/2 が期待されるヘモグロビンやミオグロビンの ESR測定をX-band帯に

おいて行うと、観測 g値としては g ~ 2-6に対応する広い磁場範囲に ESR 吸収

が観測されることが知られている。このように g ~ 2から大きく離れた g値を

示す大きな磁気異方性は、前述のゼロ磁場分裂を反映している。ゼロ磁場分裂

の面内異方性の成分も含めた磁場中のスピンハミルトニアンは、 

𝑯 = 𝜇𝐵𝑺 ∙ 𝒈 ∙ 𝑩 + 𝐷[𝑺𝒛
𝟐 −

1

3
𝑺(𝑺 + 1)] + 𝐸(𝑺𝒙

𝟐 − 𝑺𝒚
𝟐) 

 

と書ける。1957年に Bennett らによる酸化型ミオグロビン単結晶の ESR 測定か

(1-7) 

(1-6) 
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ら、ヘム面内に磁場を印加すると g ~ 6 に ESR 信号が観測され、ヘム面垂直に

磁場を印加すると g ~ 2に ESR 信号が観測されることが報告された[1.26]。D値

を 10 cm-1程度としてスピンハミルトニアンを解くと、おおよそ g ~ 2-6の範囲

に ESR 信号が観測されることがシミュレーションでも再現出来る。 

 ゼロ磁場分裂定数の見積もりは、ヘム鉄イオン周囲の電子状態を精密に知る

手がかりとなる。そのため、先に示した Tasaki らの磁化率測定や Ingram らの

ESR 測定のほか、多数の磁化率測定、ESR 測定に基づくゼロ磁場分裂定数の決

定と電子状態の議論が行われてきた。1968年に Uenoyamaらは酸化型ミオグロ

ビンの単結晶の磁化率測定を行い、D ~ 10 cm-1と報告した[1.27]。その後、1986

年には Brill らが ESR 測定によりゼロ磁場分裂定数の軸配位子方向の異方性と

面内異方性との比|E/D| = 0.0028を報告した[1.28]。さらに 2004年には Miyajima

らによるアコメトミオグロビンの単結晶の多周波 ESR 測定から、D = 9.47 cm-1

を報告している[1.29]。 

 このようにヘモグロビンやミオグロビンの磁化率測定や ESR 測定を中心に、

ゼロ磁場分裂の研究が行われてきた。ヘム鉄に特徴的なことは、一般的な鉄錯

体よりもゼロ磁場分裂定数Dの値が異常に大きいことである[1.30-1.32]。また、

同じ 3d 5系であるMn2+錯塩の D値は 0.05-0.1 cm-1程度[1.33, 1.34]となっている

ことを考慮すると、ヘム鉄は他の錯体と比べても異常に大きな値を有する。こ

のことは、ヘム鉄イオンが他の金属錯体と比べてかなり対称性の低い配位子場

に置かれていることを示唆しており、その理由は配位子場理論を用いて説明さ

れている[1.17]。正方対称場を考えた場合、基底状態は立方対称場の場合と同じ

く 6A1であるが、励起状態は 4T1と呼ばれる状態が 4A2'と 4E'と呼ばれる状態に分

裂する。これらは S = 3/2 のスピン状態に対応しており、軌道角運動量もゼロで

はない。これらの励起状態がスピン-軌道相互作用を介して基底状態に混ざって

くると、Sz = ±1/2、±3/2、±5/2 間で混成の度合いが異なるために縮退が解け、

ゼロ磁場分裂が生じる。ヘム鉄ではゼロ磁場分裂定数の大きさは 5-10 cm-1程度

となることから、基底状態が高スピン状態から低スピン状態にスピンクロスオ

ーバーする直前あたりの強い配位子場に鉄イオンが置かれていると考えられて

いる。このとき、励起状態 4A2'と 4E'は、基底状態 6A1から見て数千 cm-1程度の

ところまでエネルギー準位が下がってきていると考えられている[1.35]。 
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ESR と配位子場理論により、基底状態のゼロ磁場分裂に関わる励起状態のエ

ネルギー準位を定量的な見積もることが出来たとしても、ゼロ磁場分裂を生み

出す起源となる様々な化学的相互作用・効果の大きさを決定することは困難で

あり、より深くヘム鉄の電子状態を理解するためには理論的なアプローチも必

須である。最近では量子化学計算によるヘム鉄のゼロ磁場分裂の起源を探る研

究が活発に行われている。こうした計算では基本的にヘムタンパク質の生理的

機能活性にかかわるヘム鉄の電子状態を探るので、周囲のタンパク質構造の影

響は小さいと考え、しばしばポルフィリン構造および軸配位子のみを考慮して

計算が行われる。こうした計算科学によるアプローチは F. Neeseらを中心に研

究が進められている。その結果、様々な金属錯体および金属ポルフィリン錯体

のゼロ磁場分裂定数の推定が行われており、ほとんどの場合 ESR等の分光学的

実験結果との精密な一致が得られている[1.36, 1.37]。 

しかし、ヘム鉄の仲間に含まれる鉄ポルフィリン錯体については、ゼロ磁場

分裂定数のオーダーはおおむね合致しているが、精度よく一致していると言え

る段階には至っていない。ほかの金属錯体、鉄錯体と比べて異常に大きいゼロ

磁場分裂の起源を説明する方法が確立すれば、実際のヘムタンパク質の電子状

態の解析にも大いに貢献出来ることから、今後も計算手法の改良・新たな手法

の確立が必要となってくる。そうした理論的アプローチの発展を推し進めるた

めには、並行して新しい実験技術・手法を発展させ、新しい物理的知見を提供

していく必要がある。 

ここまで酸化型ヘム鉄の電子状態に関する研究について、主にゼロ磁場分裂

の大きさを見積もった実験報告例、理論計算によるアプローチについてまとめ

た。冒頭に述べたように、生体中のヘムタンパク質中のヘム鉄イオンは、その

多くが還元型の状態で存在しており、還元型ヘム鉄の電子状態の研究の進展が

望まれている。還元型ヘムは酸化型と同様安定な状態にあるので、様々な研究

例が報告されている。還元型ヘムの研究例としてデオキシミオグロビンについ

て述べておく。デオキシミオグロビンは、ヘム鉄の第六配位子が無い五配位構

造をとった種であり、高スピン状態 S = 2 である。磁化率測定や磁気トルク測

定から、ゼロ磁場分裂定数 D = 5.3 cm-1であることが 1970年代に Nakanoらに

より報告されている[1.38, 1.39]。また 1980年には Champion と Sievers により遠



13 
 

赤外分光法を用いることで、ゼロ磁場分裂間でのスピンの遷移が観測されてい

る[1.40]。その後、ESR による検証も行われ、1989 年には Hendrich らによって

パラレルモード（k // B）の条件下でデオキシミオグロビン溶液の X-band帯の

ESR 信号が観測されている[1.41]。しかし、ESR の結果からゼロ磁場分裂定数

の絶対値を精密に決定するに足るデータはいまのところ得られていないのが現

状である。これを実現するためには、彼らが観測した ESR モードを多周波数で

観測するか、彼らが観測した ESR モード以外の遷移を観測しなければならない。

このように還元型ヘムのESRによる研究はFe3+酸化型ヘムと比べて進んでいな

い。その理由は、還元型ヘムは整数スピン系であり、Kramers 二重項が存在し

ないためである。ゼロ磁場分裂準位間のエネルギー差が異常に大きく、市販の

X-band ESR 装置やW-band (94 GHz) ESR 装置では磁場範囲も 1-3 T 程度に限ら

れており許容遷移の ESR 信号を観測出来ないという問題点がある（図 1-3）。ま

た高スピン状態の還元型ヘムについては、スピンハミルトニアンの取り扱いに

関する議論は決着しておらず、それを解決する新たな実験結果が期待されてい

る[1.41-1.43]。 

また、酸化型 Fe3+から還元型 Fe2+へ還元される過程では、反応中間体のヘム

鉄が生成され、Fe4+や Fe5+などの高酸化状態（高酸化ヘム）をとることが知ら

れている。こういった高酸化状態は一般的に不安定であり、高酸化状態を長時

間維持するには極低温で反応を止める必要がある。また、高酸化ヘムは反応中

間体であるため、試料精製時の収率が悪く、大量の測定試料を準備することは

容易でない。そのため、高酸化ヘムのミクロな観点からの実験報告例は非常に

少ない。特に ESR による高酸化状態のヘムタンパク質もしくはヘム鉄錯体の研

究は報告例が全く存在しない。一方、ヘム鉄以外の高酸化状態の ESR 研究では、

2008年に Krzystekらにより非ヘム鉄の TMC 錯体と N4Py錯体（Fe4+, S = 1）の

強磁場・テラヘルツ ESR 測定が報告されているが、この一例のみである[1.44]。

この報告の追試として、2018年に筆者や Horitani らのグループは Krzystek らが

使用した TMC 錯体を奈良女子大学の藤井研にて作製し、強磁場・テラヘルツ

ESR 測定を行った。その結果、Krzystek らの報告をほぼ支持するデータが得ら

れたが（未発表データ）、信号の S/N が悪く、非常に難しい実験であった。モ

デル錯体でもこのような厳しい状況のため、実際のヘムタンパク質反応中間体 
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図 1-3 デオキシミオグロビン（S = 2、gx = gy = gz = 2.00、D = 5.3cm-1、E = 0.9 cm-1）

の B // x（上）、B // y（中）、B // z（下）における基底状態のエネルギー準位

図。赤矢印は、X-band (9.4 GHz)の周波数に対応するエネルギー差を表している。 
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の強磁場・テラヘルツ ESR 測定は装置の感度が不十分であり、現状では困難で

あると考えられている。また、ヘム鉄錯体の反応中間体は TMC 錯体に比べて

収率が非常に悪く、ESR 信号の観測を困難にしている要因となっている。この

ように反応中間体ヘム鉄の研究はほとんど進んでおらず、その電子状態の解明

には新たな知見をもたらしうる新しい実験結果が求められている。 

 

1-2 本研究の目的と本論文の構成 
 

 ここまで、ヘム鉄の電子状態に関するこれまでの研究状況について、特に磁

気的性質の観点から整理した。ヘムは、古くからよく知られた分子構造である

にも関わらず、ポルフィリン環の中心に位置する鉄イオン周囲の磁気的性質に

ついて、明らかになっていないことが多く、ヘム鉄およびヘム分子の完全な電

子状態の理解には至っていない。またヘムは、ヘモグロビンやシトクロム類な

ど生命活動に欠かせないヘムタンパク質分子の補欠分子として存在し、しかも

機能活性中心としての役割を担っている。そのため生命現象の包括的な理解の

ためにも未解決のヘム鉄周囲の電子状態を今後明らかにしていく必要がある。 

ヘム鉄周囲の電子状態を調べるため、これまで配位子場理論に基づいた議論

が数多く報告されている。この分野の長期的課題としては、特に高スピン状態

ヘム鉄の異常とも言えるほど大きい「ゼロ磁場分裂」の起源を完全に解明する

必要性が挙げられる。ヘム鉄のゼロ磁場分裂の起源を探る流れは、二十世紀後

半に様々な実験的・理論的アプローチによって進められた。そして 1990年代以

降では、計算機科学の発展を背景に量子化学計算を用いた理論的アプローチが

積極的に進められた。しかし最近では、ゼロ磁場分裂定数を精密に決定するた

めのアプローチの方法に行き詰まり感があり、新たな角度から研究を進めるこ

とで、ヘム鉄のゼロ磁場分裂に関する新規な知見を積み重ねていく必要がある。 

ゼロ磁場分裂定数を精密に決定する上で一番有用な実験的手法は ESR であ

る。特に、ヘム鉄のように大きなゼロ磁場分裂を持つ系に対して強磁場・テラ

ヘルツ領域での ESR 測定手法が有効である[1.45-1.48]。そこで、本研究では強

磁場・テラヘルツ ESR測定法を主たる実験手法としてヘム鉄におけるゼロ磁場
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分裂の起源に迫ることを研究目的とする。研究の遂行に当たっては、次に挙げ

る二つの軸を中心に研究を進めることにした。 

① 従来のヘム鉄の研究にはなかった新たな視点からゼロ磁場分裂に関する

情報を得ること目指した。これまでのヘム鉄に対する ESR 研究は、極低

温下および強磁場中での条件下で行われてきた。本研究ではこれまでの方

法論をさらに拡張し、圧力という新しい物理パラメータに着目した。圧力

は化学置換とは異なり、純粋に分子構造のみを連続的かつ可逆的に変化さ

せることが可能である。そのため、制御性が高く、構造とゼロ磁場分裂の

関係をより精密に抽出することが可能である。 

② 強磁場・テラヘルツ ESR 測定装置の感度不足を解決するため、より高感

度な強磁場・ESR 測定装置の開発を行うことをもう一つの軸として研究を

行った。ESR 装置の感度が向上すれば、これまで感度不足で得ることの出

来なかった知見・情報を新たに得ることが可能になる。特にヘムタンパク

質では分子量が大きくスピン濃度が低いために限られた試料空間で十分

な量のスピン数を稼ぐことが難しい。そのため、比較的分子量の小さなミ

オグロビンやヘモグロビンについても未だ観測出来ていない ESR モード

が多数存在している。実際、アメリカのグループでは測定装置の感度不足

からヘムタンパク質のゼロ磁場分裂に関する研究を事実上断念している。

そこでヘム鉄、特にヘムタンパク質のゼロ磁場分裂間の ESR 遷移を観測

可能な高感度な ESR 装置の開発を行う。このような装置が実現すれば、

ヘム鉄のゼロ磁場分裂に関する研究の飛躍的な進展が期待される。 

以上、これら二つの軸に沿って研究を進め、ヘム鉄の電子状態研究のための

新しい実験方法論を確立することを本研究の目的とする。 

本論文の構成は以下の通りである。第一章ではヘム鉄の電子状態に関する研

究の歴史をまとめ、これまでの研究で残された課題や、解決すべき問題につい

て述べた。第二章では、ESR の詳しい原理、強磁場・テラヘルツ ESR 測定のメ

リットについて述べた後、本研究で行った「透過型 ESR 法」と「力検出型 ESR

法」の原理について述べる。第三章では、本研究で用いた実験装置の概要とそ

れらの諸元についてまとめる。第四章では、ヘムタンパク質のモデル錯体「ヘ

ミンクロライド(Fe3+)」と呼ばれる物質[1.49]の常圧下における強磁場・テラヘ
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ルツ ESR 測定を行い、そこで得られたヘム鉄イオン周囲の電子状態に関する新

しい知見について議論する。第五章では、印加圧力 2 GPaまでの高圧下におけ

るヘミンクロライドのゼロ磁場分裂の大きさについて強磁場・テラヘルツ ESR

測定を用いて調べ、高圧下におけるヘミン分子の構造の変化と配位子場の関係

をゼロ磁場分裂の観点から議論する。第六章では、新しい強磁場・テラヘルツ

ESR 測定手法として「カンチレバーを用いた力検出型 ESR 測定法」の開発につ

いて述べる。これまでの本手法で課題となっていた点を改良したので、その評

価を行った。さらにその改良された装置を「ヘミンクロライド(Fe3+)」の測定に

応用した結果を踏まえ、本手法のメリットやデメリット、改善すべき課題につ

いて議論する。第七章では、第六章の測定手法では困難であった溶液試料への

応用を念頭に開発した「メンブレンを用いた力検出型 ESR 測定法」について述

べる。本手法では µLオーダーの「ヘミンクロライド(Fe3+)」および「アコメト

ミオグロビン(Fe3+)」の溶液試料に対して応用を行ったので、その実験結果と今

後の発展について議論する。第四章から第七章までの議論を踏まえて、第八章

では、これまでの研究成果をまとめ、本論文で提案する方法論が今後、酸化型

だけでなく還元型や高酸化状態などあらゆるヘム鉄の電子状態に関する研究の

発展にどのように貢献出来るのか、という観点から議論する。 

本論文では、電子スピン共鳴の呼び方を、各章で取り扱う試料の種類を踏ま

えて変えることにする。 

・第一章、第二章、第三章では ESR 

・第四章、第五章では EPR 

・第六章、第七章、第八章では、ESR と EPR を両方使用 

とする。 
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2-1 ESR の原理[1.24, 2.1] 

 

2-1.1 古典的解釈 
 

はじめに古典的描像により磁場中におけるスピンの運動を考える。磁気回転

比 γをもつ磁気モーメント μ が磁場 B の中に存在するとき、スピンの運動方程

式は、 

𝑑𝝁

𝑑𝑡
= 𝛾[𝝁 × 𝑩] 

 

𝛾 = 𝑔𝜇B 

 

と書ける。いま、磁場が z 方向に印加されていると考えると（B = (0, 0, B0)）、

各成分表示では、 

𝑑𝜇x

𝑑𝑡
= 𝛾𝜇y𝐵0 

 

𝑑𝜇y

𝑑𝑡
= −𝛾𝜇x𝐵0 

 

 
𝑑𝜇z

𝑑𝑡
= 0 

 

と書ける。2-3 式（2-4 式）を時間で微分し、それに 2-4 式（2-3 式）を代入す

ると、 

𝑑2𝜇x

𝑑𝑡2
= −𝛾2𝐵0

2𝜇x 

 

 
𝑑2𝜇y

𝑑𝑡2
= −𝛾2𝐵0

2𝜇y 

(2-1) 

(2-2) 

(2-3) 

(2-4) 

(2-5) 

(2-6) 

(2-7) 
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という関係式が得られることから、μxと μyは単振動をすることが分かる。よっ

て、その単振動の振動数 ω0は、 

𝜔0 = |𝛾|𝐵0 

 

と求められる。2-6 式、2-7 式から、μxと μyは振幅が同じで、π/2 の位相差があ

り、μzは定数であることが分かる。つまり、磁気モーメントは z 方向の成分を

保ったまま磁場の方向（z 軸）を回転軸として回転運動をすることが分かる。

このような回転運動は Larmor歳差運動と呼ばれる。電子スピンの磁気回転比は

負であるので、その回転は z 軸正側から見て反時計回りである。 

 実際の試料中では、スピンは一個ではなくスピンの集団として存在している。

磁気共鳴が起こる際は、均一な外部磁場が印加された中で全スピンが均一な電

磁波照射を受け、エネルギーを吸収し励起される。そして、一定の緩和時間が

経ったのちエネルギーを外部へ放出して熱平衡状態へと戻る。この現象を運動

方程式で表してみる。個々のスピン間の相互作用は小さく、独立であると考え

る。磁場 B 中に置かれた試料全体の磁化 M は、試料中の各スピンの磁気モー

メント μiの和であるので、 

𝑴 = ∑ 𝝁i

i

 

 

𝑑𝑴

𝑑𝑡
= 𝛾[𝑴 × 𝑩] 

 

と書ける。これらの式より、熱平衡状態では各スピンの磁気モーメントが互い

に打ち消し合うので、磁化の x、y成分はゼロであり、z 成分の Mz
0のみが有限

の値を持つ。 

電磁波を照射して磁気共鳴吸収が起こると、この式に緩和の項を追加する必

要がある。一般的に、磁化 M の z 成分 Mzと、x もしくは y成分 Mx、Myでは緩

和時間が異なる。そこで、z 成分の緩和時間を τ1、x、y成分の緩和時間を τ2と

する。このとき、磁化の x、y成分と z 成分についてはそれぞれ、 

(2-10) 

(2-9) 

(2-8) 
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𝑑𝑀x,y

𝑑𝑡
= 𝛾[𝑴 × 𝑩]x,y −

𝑀x,y

𝜏2
 

 

𝑑𝑀z

𝑑𝑡
= 𝛾[𝑴 × 𝑩]z −

𝑀z − 𝑀z
0

𝜏1
 

 

と書ける。これが Bloch 方程式である。ここで、τ1は縦緩和時間、τ2は横緩和

時間と呼ばれる。 

まず、τ1 の物理的な意味について説明する。2-12 式の右辺第二項は、τ1 は

Mz-Mz
0が有限の値を持つとき、つまり熱平衡状態でないときに有限の値を持ち、

熱平衡状態に達するとゼロになることが分かる。つまり、この項はスピン系と

外界とのエネルギーのやり取りに関する項であり、τ1 はそれを特徴づける時間

であることが分かる。そのため τ1はスピン-格子緩和時間（spin-lattice relaxation 

time）とも呼ばれる。 

次に、τ2 の物理的な意味について説明する。ある時刻に全スピンの回転運動

の位相が一致していたとする。この時スピン間に相互作用が存在すると、スピ

ンの持つ磁気モーメントがつくる磁場により周囲のスピンは互いに異なる磁場

を感じることになる。そのため各スピンの歳差運動の周波数は相互作用がない

場合からわずかにずれる。これによりスピン同士の回転運動の位相が少しずつ

ずれていき、十分時間が経つと x、y方向の磁化の合計は平均化されゼロになる。

このように2 は回転運動の位相がばらばらになっていき平均化されるまでの時

間を特徴づけている。そのため位相記憶時間、あるいはスピン同士の相互作用

に依存するためスピン-スピン緩和時間（spin-spin relaxation time）と呼ばれる。 

次に、スピン系に対し外部から電磁波を照射している状況を考えて Bloch 方

程式を解く。電磁波の振動磁場 B1eiωtは x 軸方向にかかっているとすると、ス

ピンから見た外部磁場 B のベクトルは（B1eiωt、0、B0）と表される。まず、x、

y成分の運動方程式は、 

𝑑𝑀x

𝑑𝑡
= 𝛾𝑀y𝐵0 −

𝑀x

𝜏2
 

 

(2-11) 

(2-12) 

(2-13) 
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𝑑𝑀y

𝑑𝑡
= 𝛾(𝑀z𝐵1e𝑖𝜔𝑡 − 𝑀x𝐵0) −

𝑀y

𝜏2
 

 

と書ける。Mx、Myの時間変化が eiωtに従って周期的に変化すると考えると、こ

れらの式は、 

𝑖𝜔𝑀x = 𝛾𝑀y𝐵0 −
𝑀x

𝜏2
 

 

𝑖𝜔𝑀y = 𝛾(𝑀z𝐵1e𝑖𝜔𝑡 − 𝑀x𝐵0) −
𝑀y

𝜏2
 

 

と表せるので、この二式を連立して Mx、Myについて解くと、 

𝑀x =
𝛾2𝐵1𝐵0𝑀ze𝑖𝜔𝑡

𝛾2𝐵0
2 + (𝑖𝜔 + 1 𝜏2⁄ )2

 

 

𝑀y =
𝛾𝐵1𝑀z(𝑖𝜔 + 1 𝜏2⁄ )e𝑖𝜔𝑡

𝛾2𝐵0
2 + (𝑖𝜔 + 1 𝜏2⁄ )2

 

 

となる。次に、z 成分である Mzについては、共鳴によるエネルギー吸収とスピ

ン-格子緩和による散逸の兼ね合いにより、Mz が一定の定常状態となる。そこ

で、Mzの平均値<Mz>を考えて、 

𝑑⟨𝑀z⟩

𝑑𝑡
= −𝛾𝐵1⟨𝑀ye𝑖𝜔𝑡⟩ −

⟨𝑀z − 𝑀z
0⟩

𝜏1
 

 

とする。ここで、平均値を考えているので<Mz>は時間変化しないと見なし左辺

は 0 である。また<Mz>は複素数なので実部だけを取り出し、<Mz>について解

くと、 

⟨𝑀z⟩ =
{1 + (𝜔 − 𝛾𝐵0

2)2𝜏2
2}𝑀z

0

1 + (𝜔 − 𝛾𝐵0
2)2𝜏2

2 + 𝛾2𝐵1
2𝜏1𝜏2

 

 

(2-14) 

(2-15) 

(2-16) 

(2-17) 

(2-18) 

(2-19) 

(2-20) 



26 
 

と書ける。γ2B1
2τ1τ2は飽和係数（saturation factor）と呼ばれる。 

 

2-1.2 量子論的解釈 
 

 ここまで、磁気共鳴が起こった際のスピンの運動について解析的に説明した。

これは磁気回転比が負であれば電子スピンについての説明となるので、ESR に

相当する。 

次に、量子論的描像で ESR を説明する。例として、スピン S = 1/2 の系を考

える（図 2-1）。電子はアップスピンとダウンスピンの二つの状態を持っており、

外部磁場 B がない状態ではこの二状態が縮退している。この系に外部磁場を印

加すると、ゼーマン効果により二状態の縮退が解けて、アップスピンとダウン

スピンのエネルギー準位に差が生じる。この現象をゼーマン分裂と呼ぶ。電子

スピンの磁気モーメント μ とゼーマン分裂後のエネルギー準位 E はそれぞれ、 

𝝁 = −𝑔𝜇B𝑺 

 

𝐸 = −𝝁 ⋅ 𝑩 

 

と表される。ここで、g は g 値、μBはボーア磁子、B は磁場である。よって、

アップスピン Sz = 1/2 (+)とダウンスピン Sz = -1/2 (-)それぞれの持つ磁気モーメ

ント μ±およびエネルギー準位 E±（ゼーマン準位）は、 

𝜇± = ∓
1

2
𝑔𝜇B 

 

𝐸± = ±
1

2
𝑔𝜇B𝐵 

 

と表される。この系に、二準位間のエネルギー差に等しい周波数 ν の電磁波を

照射すると、二準位間でスピン状態の遷移が起きる。これが ESR の原理である。

この系における共鳴条件式は、 

ℎ𝜈 = 𝑔𝜇B𝐵 

(2-21) 

(2-22) 

(2-23) 

(2-24) 

(2-25) 
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と表される。SI単位系において、ボーア磁子は μB = 9.274009994 × 10-24 [J/T]、

プランク定数は h = 6.626070040 × 10-31 [J・s]である。 

 ESRでは、外部磁場に対して垂直方向に電磁波の振動磁場が印加されたとき、

基本的に ΔSz = ±1 の条件を満たす二準位間で磁気双極子遷移が起こる。このと

きの遷移確率 w は、始状態を| i >、終状態を| i±1 >として、 

𝑤 =
𝜋

2
(𝛾𝐵1

2)2⟨i ± 1|𝑆±|i⟩
2

𝑓(𝜔) 

 

と表される。ここで、f(ω)は線型関数と呼ばれ、Gaussian 型の ESR 線型となる

か Lorentzian 線型となるかなど、ESR の波形の情報を含んでいる。ダウンスピ

ンからアップスピンに遷移する確率と、アップスピンからダウンスピンに遷移

する確率は同じである。したがって、ESR の吸収強度は着目する二準位のスピ

ンの分布数の差に比例する。S = 1/2 の系を考えたとき、アップスピンの分布数

N+とダウンスピンの分布数 N-はボルツマン分布に比例するので、 

𝑁± ∝ exp (−
𝐸±

𝑘B𝑇
) 

 

と表される。ここで、kBはボルツマン定数、T は温度である。よってアップス

ピンとダウンスピンの分布数差 ΔN は、 

𝛥𝑁 ∝ 𝑁+ − 𝑁− 

       = exp (−
𝐸+

𝑘B𝑇
) − exp (−

𝐸−

𝑘B𝑇
) 

 

と表される。 

 

2-2 市販 ESR 測定装置 

 

 図 2-2 に Bruker 社製の X-band ESR 装置の写真を示す[2.2]。市販されている

ESR 測定装置は、主に空洞共振器（キャビティ）が用いられている[2.3]。周波 

(2-26) 

(2-27) 

(2-28) 
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図 2-1 ESR の原理。左図は磁場を印加していない場合、右図は磁場中におけ

る電子のエネルギー準位。 

 

 
図 2-2 Bruker社製 X-band ESR スペクトロメータ―。 
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数領域としては X-band (9.4 GHz)、Q-band (34 GHz)、W-band (94 GHz)帯の装置

が市販されている。X-band帯 ESR 装置の場合、試料は外径 4 mmの試料管内も

しくは試料棒の先端にセットし、それを空洞共振器の中央に配置する。マイク

ロ波を照射しながら磁場を掃引し、共振器内の Q 値（Q-factor）をモニターす

る。ESR 吸収が起こると共振器内のマイクロ波のエネルギー損失が増大するた

め、共振器内の Q値が変化して、ESR 吸収を検出することが出来る。共振器を

用いているため、スピン感度として~ 109 spins/gauss という高い値を実現してい

る。X-band 帯では共振器を用いているため高い感度を得ることが出来るが、試

料によってはスペクトル分解能が十分ではないというデメリットもある。その

場合 Q-band、W-band といった測定周波数を高くすることで、分解能を上げる

ことが出来る。X-band ESR に対してW-band ESR は共鳴磁場と周波数が 10倍

高いので、一般的に高周波 ESR と呼ばれている。高周波 ESR という言葉は、

W-band 以上の周波数領域での ESR に対して用いられており、さらに 100 GHz

以上ではテラヘルツ ESR とも呼ばれる。次節では、共鳴磁場と周波数を高くす

ることで得られるメリットについて説明する。 

 

2-3 ESRの強磁場・高周波数領域への拡張 
 

X、Q、W-band といった周波数帯における ESR 測定に対して 10 T 以上の強

磁場および 100 GHz を超えるようなミリ波、THz 帯の電磁波を用いた ESR を強

磁場・テラヘルツ ESR 測定法（High-field ESR、Terahertz ESR）と呼ぶ。ESR

信号の観測領域を強磁場や高周波数領域に拡張することで、＜A＞：高いスペ

クトル（g値）分解能が得られる、＜B＞：強い吸収強度が得られる、＜C＞：

ゼロ磁場分裂など大きなエネルギーギャップ間遷移の観測が可能となる、等の

利点が挙げられる。そのため、強磁場・高周波数領域で ESR 測定を行うことに

より、X-band ESR 測定では観測不可能な ESR 信号を観測することが出来る

[2.4-2.9]。以下に強磁場・テラヘルツ ESR測定の利点を項目ごとに説明する。 

 

＜A＞：高いスペクトル分解能（図 2-3） 

 二つ以上の g値を持つ物質や複数の試料が混在している系では、それぞれの
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g 値の差が小さい場合、低磁場・低周波数領域ではそれぞれの g 値由来の ESR

信号が重なってしまい、分離出来ないことがある。共鳴条件の式（2-25式）か

ら、強磁場・テラヘルツ領域において測定を行えば、共鳴磁場の値の差が大き

くなり、各信号を分離して観測することが出来る。 

 

 ＜B＞：強い吸収強度 

2-1.2節で述べたように、ESR の吸収強度は着目する二準位のスピンの分布数

差に比例する。強磁場中における分布数差 ΔN は、2-28式を近似して、 

𝛥𝑁 ≅ 1 −
𝐸+

𝑘B𝑇
− 1 +

𝐸−

𝑘B𝑇
 

       = 1 − (1 −
𝐸− − 𝐸+

𝑘B𝑇
) 

       ≅ 1 − exp (−
𝛥𝐸

𝑘B𝑇
) 

 

と表される。ここで、ΔEはアップスピンとダウンスピンのエネルギー差（ゼー

マン分裂幅）である。よって、強磁場中であればあるほど、アップスピンとダ

ウンスピンの分布数差が大きくなることが分かる。ESR の吸収強度はアップス

ピンとダウンスピンの分布数差に比例する。そのため強磁場を印加しゼーマン

分裂幅 ΔEを大きくすればするほど、吸収強度は大きくなる。 

 

 ＜C＞：ゼロ磁場分裂など大きなエネルギーギャップ間遷移の観測（図 2-4） 

 スピンが S = 1 以上の場合は、ゼロ磁場分裂を持つ系が存在する。ヘム鉄は

その代表例であり、強磁場・テラヘルツを用いることで、ゼロ磁場分裂間の ESR

遷移を観測することが可能となる。また、反強磁性体では、反強磁性ギャップ

と呼ばれるエネルギー分裂を持っており、この分裂間の遷移を観測するために

もしばしばテラヘルツが必要となる。 

 

 また、強磁場を用いる利点としては、広い線幅を持つ試料に対する ESR 測定

が可能となること、磁気相転移前後での ESR 測定が可能となることが挙げられ 

(2-29) 



31 
 

 
図 2-3 強磁場・テラヘルツ領域での高分解能 ESR 測定。 

 

 
図 2-4 強磁場・テラヘルツ ESR による大きなゼロ磁場分裂の観測。 
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る。以下で簡単に説明しておく。 

ESR信号の線幅はスピン系が格子系にエネルギーを放出し平衡状態に戻るス

ピン-格子緩和や磁化の xy 成分（外部磁場に垂直な磁化成分）が熱平衡状態に

戻るスピン-スピン緩和などの緩和過程・緩和時間によって決まる。一般に、緩

和時間が短い系ほど線幅は広くなる。磁性体の試料では線幅が数 T に及ぶもの

があり、そのような信号は X-band ESR 測定装置では対応出来ないため、強磁

場領域における ESR測定が必要となる。 

また、磁気相転移とはある磁場で物質内部の磁気状態が変化する現象のこと

である。この磁気相転移を観測するためにはしばしば数 T以上の磁場を印加す

る必要があるため、転移後の ESR 信号を観測するためには転移磁場以上の磁場

を試料に印加する必要がある。 

 

2-4 透過型 ESR測定法（透過法）[2.4] 
 

強磁場・テラヘルツ ESR 測定において空洞共振器を用いることは難しい。空

洞共振器を使用する場合、共振器のサイズは照射する電磁波長程度でなければ

ならない。300 GHz 以上の周波数では、共振器サイズが 1 mm 以下となり、共

振器の作製が困難となる。また、空洞共振器摂動法では試料サイズが共振器内

部空間に比べて無視出来るくらい小さい必要がある。そのため、共振器サイズ

が小さくなる高周波数領域では、必然的に試料サイズを小さくする必要があり、

十分なスピン数が稼げなくなる。また、20 T を超えるパルス磁場中では、大き

な渦電流（eddy current）が共振器の金属壁面に流れ発熱するため、空洞共振器

を使用出来なくなる。これらの理由から、強磁場・テラヘルツ ESR測定では一

般に空洞共振器を用いない透過法と呼ばれる ESR 測定法が用いられる。 

透過法では、ライトパイプ等を通して電磁波を試料に照射する。ESR 吸収に

伴い透過する電磁波強度が減少するので、その減少量を光源の反対側に設置し

たミリ波検出器（In-Sb ディテクターなど）で測定することにより ESR 信号を

得る。空洞共振器を用いた方法とは異なり試料量は数十 mg オーダーで搭載出

来る。しかし、100 GHz を超えるテラヘルツ領域における光源の電磁波強度は

おおむね 10 mW 以下であり、スピン感度は 1012-1015 spins/gauss 程度となる。そ
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のため、空洞共振器を用いた市販の X-band ESR やW-band ESR 測定装置に比べ

検出感度は大幅に低下する。 

 

2-5 力検出型 ESR測定法 

 

 前節で述べたように、透過法の ESR 測定装置は空洞共振器を用いた測定法に

比べて感度が劣る。測定感度を一桁でも高く出来れば、試料体積を 1/10に減ら

すことが出来るため、生体分子や新しい磁性体物質の単結晶など、多量に作成

することが難しい試料に対して有効である。透過型 ESR 測定法に代わる高感度

な ESR 測定装置として、力検出型による ESR 測定法がある。力検出型 ESR 測

定法では、ESR 信号を力に変換し、微小な力検出デバイスで感度よく測定する

というものである。力検出のプローブとしてカンチレバーを用いた手法が有名

である。現在は ESRだけでなく NMR や DNP（Dynamic Nuclear Polarization：

動的核偏極）の高感度検出にも応用されている[2.10-2.16]。 

磁気共鳴を力として検出する原理としてはファラデー法[2.17, 2.18]が利用さ

れる（図 2-5）。ファラデー法は磁場勾配中で磁性体が受ける力を測定すること

により磁化を検出する方法であり、磁気天秤とも呼ばれる。試料空間 z 軸方向

に磁場 B = (0, 0, B0)を印加したときの測定試料の磁化を M = (Mx, My, Mz)とする。

磁気ポテンシャル U は、 

𝑈 = −𝑴 ⋅ 𝑩 

 

と表される。そのため、ポテンシャル Uから受ける力 Fは、 

 𝐹 = −𝛻𝑈 

  = 𝑀z

𝑑𝐵z

𝑑𝑧
 

 

となり、磁場勾配力は測定試料の z 軸方向の磁化 Mzと磁場勾配 dBz/dz の積の

形で書ける。次にこの方法を用いて ESR 信号を検出する方法について以下で説

明する。 

まず、電磁波を照射していない場合における試料の磁化の z 成分を Mz
0とす

(2-30) 

(2-31) 
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ると、試料にはたらく磁場勾配力 Fz
0は、 

𝐹z
0 = 𝑀z

0
𝑑𝐵z

𝑑𝑧
 

 

と書ける。一方、外部から電磁波を照射している際の試料の磁化は 2-20式で表

されるため、この時の磁場勾配力 Fzは、 

𝐹z = ⟨𝑀z⟩
𝑑𝐵z

𝑑𝑧
 

                                             =
{1 + (𝜔 − 𝛾𝐵0

2)2𝜏2
2}𝑀z

0

1 + (𝜔 − 𝛾𝐵0
2)2𝜏2

2 + 𝛾2𝐵1
2𝜏1𝜏2

𝑑𝐵z

𝑑𝑧
 

 

と表される。そのため、電磁波を照射している場合と照射していない場合の磁

化の z 成分の差は𝛥𝑀z
Bloch =< 𝑀z > −𝑀z

0で与えられる。従って、共鳴時𝜔 = 𝛾𝐵0
2

と非共鳴時𝜔 ≠ 𝛾𝐵0
2の間での磁場勾配力の変化 ΔFzは、 

𝛥𝐹z = 𝛥𝑀z
Bloch

𝑑𝐵z

𝑑𝑧
 

                = {−
𝛾2𝐵1

2𝜏1𝜏2

1 + 𝛾2𝐵1
2𝜏1𝜏2

𝑀z
0}

𝑑𝐵z

𝑑𝑧
 

 

と表される。この ΔFzを検出することによりESR信号を観測することが出来る。 

  

(2-32) 

(2-33) 

(2-34) 
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図 2-5 ファラデー法の原理。外部磁場によって z 方向に磁化した試料は、永

久磁石が作る局所的な磁場勾配により、磁場勾配力を受けて永久磁石の方向に

引き寄せられる。 
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3-1 電磁波光源（Electromagnetic Wave Source） 

 

3-1.1 Gunn 発振器 
 

 本研究では、260 GHz 以下の電磁波光源として、millitech 社の Gunn 発振器を

用いた。図 3-1 に Gunn 発振器の写真を示す。Gunn 発振器は GaAs 等の半導体

素子に高電場を印加することで、マイクロ波領域の発振が起こる Gunn 効果を

利用した発振器である。図 3-1 に Gunn 発振器とその電源ボックスを示す。周

波数ごとに決まった発振器と電源ボックスの組み合わせがある。電源ボックス

には AM（振幅）変調機能、FM（周波数）変調機能が備えられている。変調周

波数は、内部変調の場合は固定されており、AM 変調は 1 kHz の矩形波変調、

FM 変調は 1 kHz の周波数で、発振周波数に±10 MHz の周波数変調がかけられ

る。外部から変調周波数を制御するモードも備わっており、1 kHz だけでなく

任意の変調周波数をかけることが出来る。ただし、およそ 10 kHz 以上の変調周

波数では、電磁波出力が変調周波数に追随しなくなるため、変調強度が低下す

る。 

我々の研究室では 30 GHz から 160 GHz の Gunn 発振器を所有している。表

3-1 に各周波数の Gunn 発振器の出力強度を示す。高周波の Gunn 発振器ほど出

力強度は落ちる傾向にある。90 GHz から 130 GHz までの Gunn 発振器では、2

逓倍器を用いることが可能であり、出力は基本波の 1 割程度に落ちるが最高で

260 GHz までの発振が可能である。本研究では 80 GHz 以上の Gunn 発振器を測

定に使用した。 

 

3-1.2 後進行波管 BWO 

 

本研究では 260 GHz 以上の高周波数領域の電磁波光源として、後進行波管

（Backward travelling Wave Oscillator）を用いた。図 3-2 に BWO の写真を、図

3-3 に BWO 内部の構造を示す。ヒーターを加熱するとカソード（陰極）から電

子が放出される。カソード・アノード（陽極）間に高電圧をかけておくことに

よって放出された電子はアノードに向かって加速する。左右の永久磁石は、電 
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表 3-1 Gunn 発振器の発振周波数と出力強度。 

発振周波数（GHz） 出力強度（mW） 

30 130 

40 120 

50 262 

60 178 

70 103 

80 80 

90 33 

105 52 

120 36 

130 41 

140 16 

150 17 

160 10 

＜2 逓倍器を用いた場合＞  

180 4.1 

210 5 

240 1.44 

260 4.9 
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表 3-2 BWO の発振周波数範囲と平均出力強度。 

Tube Name 発振周波数範囲（GHz） 平均出力強度（mW） 

OV30N1 200-385 15 

OV24N2 143-722 100 

OV32N4 248-548 8 

OV80N5 445-722 4 

OV81N6 657-815 0.5 

OV82N7 730-957 3 

OV83N8 858-1096 1 

OV84N9 357-1180 4 

OV24N10 186-260 40 

OV36N13 115-169 20 

OV30N64 197-388 40 

OV32N831 180-556 25 
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図 3-1 Gunn 発振器の外観。 
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図 3-2 BWO の外観。 

 

 
図 3-3 BWO の内部構造。 
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子線を絞る役割がある。加速された電子は、くし型の電極によって蛇行させら

れ、運動エネルギーの損失が起こる。その損失エネルギーは電磁波として放出

され、導波管を通って出てくる。くし型電極の幅が発振可能周波数に対応して

おり、カソード電圧を変えることにより発振周波数を準可変的に選ぶことが出

来る。カソードにかけることの出来る電圧は 2000 V から 4000 V（もしくは 6000 

V）である。高電圧がかかる結果、真空管全体は高温となるため、冷却水を循

環させる装置（チラー）が必要である。表 3-2 に研究室で所有する各 BWO の

発振可能周波数と平均出力強度を示す。BWO 本体の選択により、最高で 1180 

GHz までの発振が可能である。 

 

3-2 磁場（Magnetic Field） 

 

本研究で用いた磁場発生方法について説明する。第四章ではパルス磁石、第

五章では無冷媒型 10 T 超伝導磁石、第六章と第七章では 15 T 超伝導磁石を用

いた。 

 

3-2.1 パルス磁石 
 
図 3-4 に本研究で用いたパルス磁石の写真を示す。磁場発生に用いるマグネ

ット線材は銅線であり、磁場の均一性は、磁場中心において 0.1 %/1 cm 球程度

である。23.4 kJ コンデンサバンク（図 3-5）に充電された電荷を 10 ミリ秒程度

の間にパルス磁石へと放電することにより最大で 16 T のパルス磁場を発生さ

せることが出来る。コンデンサバンクとパルス磁石は LC 回路と等価であるた

め、放電による磁場の時間変化は正弦波形となる。そのため磁場掃引速度は時

間的に変化しており、最大発生磁場付近では細かくデータ点を取得出来るが、

低磁場では比較的粗くなる。 

 

3-2.2 無冷媒型（ヘリウムフリー）10 T 超伝導磁石 

 

 図 3-6 に無冷媒型 10 T 超伝導磁石本体の外観写真を示す。この超伝導磁石で 
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図 3-4 パルス磁場発生用のマグネット。 
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図 3-5 23.4 kJ コンデンサバンク。 
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図 3-6 無冷媒型 10 T 超伝導磁石。 
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図 3-7 15 T 超伝導磁石。 
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は GM 冷凍機を用いることにより液体ヘリウムを使わずに線材（NbTi：超伝導

転移温度 10 K）を超伝導状態に転移させることが出来る。液体ヘリウムを貯め

る空間を必要としないため、長時間連続運転が可能である。また。貫通ボアの

構造となっているため、試料空間を常温に保ったまま磁場印加することが可能

である。他にも、磁場中心の下方に広くスペースを取ることが出来るため、磁

場の影響を受ける検出器などを超伝導磁石から離して配置することが可能であ

る。 

 

3-2.3 15 T 超伝導磁石 

 

図 3-7 に 15 T 超伝導磁石の入ったクライオスタットの外観写真を示す。15 T

超伝導磁石では臨界磁場が 4.2 K において 20 T を超える Nb3Sn を NbTi の内側

に用いることで 15 T を実現している。Nb3Sn（超伝導転移温度 18 K）は線材の

作製が難しく高価なため、NbTi と Nb3Sn を組み合わせることによりコストダ

ウンをはかっている。磁場均一度は 0.1 %/1cm 球である。この超伝導磁石では

液体ヘリウムを用いて超伝導線材を冷却し、磁場を発生させている。 

 

3-3 圧力セル（Pressure Cell） 

 

 本研究で使用した圧力セルは、研究室内で設計・開発したハイブリッド型圧

力セルである。図 3-8 に圧力セルの断面図および外部ジャケット（シリンダー、

ボルト）と内部部品（セラミックス、テフロンカプセル）の写真を示す[3.1]。

圧力セルの内径は 5 mm、外径は 28 mm である。シリンダーは二層構造であり、

外側に CuBe を、内側に NiCrAl を使用している。このようにシリンダーは合金

で構成されるため、パルス磁場中に置くと eddy current の発生による発熱が予

想されることから、パルス磁場と組み合わせることは出来ない。定常磁場中で

のみ使用可能であるので、圧力セルを用いた強磁場・テラヘルツ EPR 装置では

外部磁場発生機構として超伝導磁石を使用している。内側の NiCrAl は硬いが延

性に乏しく、外側の CuBe は NiCrAl ほど硬くはないが弾性がある。また CuBe

の内径より少し大きい外径の NiCrAl を挿入しているので、NiCrAl には予備圧 
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図 3-8 ハイブリッド型圧力セルを構成するジャケットと内部部品それぞれを

横から見た写真（上）と上から見た写真（中）。各部品の材質を下に示した。 
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がかかった状態となっている。このような二層構造（ハイブリッド式）にする

ことで、NiCrAl の弾性変形範囲が増え、発生圧力限界を高く出来る。また、弾

性変形領域は NiCrAl の方が CuBe より狭いので、破断しやすく危険である。そ

こで CuBe を外側に配置することで、万一 NiCrAl が破断した場合でも飛散を防

ぐことが出来る構造となっている。なお、締め付け用のボルトには CuBe を使

用している。 

内部部品のセラミックスは、四つのパーツに分かれており、テフロンカプセ

ルの上下にピストンとバックアップが一つずつ存在する。上側のバックアップ

はジルコニアベース（アルミナ：ジルコニア＝20：80）、他のパーツはアルミ

ナ（100%）が使用されている。測定試料はテフロンカプセルの中に、圧力媒体

であるダフニーオイル 7373 とともに封入する。このダフニーオイル 7373 は温

度変化に伴う圧力変化が緩やかであり、粘性が高く圧力セルに封入することが

可能である。固化しない範囲では静水圧が保証されており、その限界圧力は 2.2 

GPa である。低温における圧力値は、スズの超伝導転移温度の圧力依存性を用

いて予め較正済である[3.1]。 

 

3-4 測定試料（Samples） 

 

本研究では、ヘム鉄の電子状態研究を行うためにヘミンと呼ばれる分子を使

用した。また、力検出型 ESR 測定法の開発の評価用試料としてヘミンおよびミ

オグロビンと呼ばれるヘムタンパク質を使用した。 

 

3-4.1 ヘミンクロライド（Hemin-chloride） 
 

図 3-9 にヘミンの分子構造を示す。ヘムと呼ばれる炭素骨格の中央には四つ

の窒素原子が存在し、さらにその中央に鉄原子が窒素原子と配位結合している。

軸配位子には塩素原子が鉄原子と配位結合している。軸配位子として他のハロ

ゲン原子も配位することが可能であるため、塩素原子が配位したものはヘミン

クロライド（Hemin-chloride）と呼ばれ区別されることもある。本論文では今後

ヘミンクロライドと表記する。ヘミンクロライドの鉄原子は酸化型 Fe3+であり、 
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図 3-9 ヘミンクロライドの分子構造（上）と Fe3+イオン周囲の配位子場（下）。 
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図 3-10 マッコウクジラ由来アコメトミオグロビンの分子構造（上）と Fe3+イ

オン周囲の配位子場（下）。 
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電子配置は 3d5の高スピン状態（S = 5/2）をとっている。軸配位子の有無等に

よって、酸化型 Fe3+以外にも還元型 Fe2+や高酸化型 Fe4+など様々な価数をとる

ことが知られている。ヘミンはヘモグロビン、ミオグロビン、シトクロム b な

どのヘムタンパク質の生理活性中心と同じ構造を持っているため、ヘムタンパ

ク質研究におけるモデル物質の一つとしてよく知られている。実際のヘムタン

パク質と比べて分子量が小さくスピン濃度を稼げるため、研究対象としてよく

利用されている。本研究ではブタの血液から精製されたヘミンを Sigma Aldrich

社から購入した[3.2]。分子量は 651.95 g/mol である。 

 

3-4.2 アコメトミオグロビン（Aquomet-myoglobin） 
 

図 3-10 にミオグロビンの分子構造を示す。ミオグロビンは分子量が 16500 

g/mol 程度の球状タンパク質で、157 個のアミノ酸が連なった一本のポリペプチ

ド鎖とヘムから構成されている。ヘムの第五配位座には His.93（ヒスチジン）

のイミダゾール基が配位している。さらに第六配位座には様々な分子が配位す

ることが知られている。本研究で使用したアコメトミオグロビンは、Fe3+イオ

ンに水分子が第六配位座として配位した構造を取っており、電子配置は 3d5 の

高スピン状態(S = 5/2)である。また、本研究で使用した試料は大阪大学大学院

理学研究科の水谷研にて筆者が作製した。マッコウクジラ由来のミオグロビン

のプラスミドをもとに、大腸菌（Escherichia coli）により発現することで大量

培養を行った。この手法は、入手したい試料が天然由来では希少・高価である

ために十分量手に入らない場合や、遺伝子組み換えタンパク質を作製したい場

合などに用いられ、生命科学の分野では広く知られている方法である。具体的

には、作製したいタンパク質の DNA が入ったプラスミドを大腸菌の細胞内に

導入し、形質転換を行うことで大腸菌の DNA の一部に組み込む。そして大腸

菌自体を増殖させると大腸菌が目的のタンパク質を細胞内で生成するため、大

腸菌の細胞を破砕し、精製すれば目的のタンパク質が得られる。本研究におい

て得られたミオグロビンは、過去の文献の方法[3.3]に従って精製した（詳細な

作製方法については Appendix-2 を参照）。 
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ヘム鉄を含め、ヘミンクロライドのような炭素骨格を有する分子は一般的に

ポルフィリンと呼ばれる。そして、ポルフィリンの電子状態の研究においては、

慣例として、平面的な分子構造に対し、面垂直な方向を z 軸とし、面内は x 軸

方向、y 軸方向とする。 

 

3-5 透過型 ESR 測定法で用いる電磁波検出器 
 

第四章、第五章では、透過型 ESR 測定法（透過法）を用いて実験を行った。

使用した実験装置の組み立てについては各章で説明する。本研究では試料を透

過した電磁波を検出する検出器として、In-Sb 半導体を使用した。 

テラヘルツ波は 100 GHz から 10 THz までの周波数範囲を差しており、低周

波側ではミリ波領域、高周波側では遠赤外線の領域とも重なる。こうしたテラ

ヘルツ領域の電磁波を検出することが可能な検出器としては、大きく分けて熱

型センサと量子型センサの二種類に分類される。熱型センサは吸収した電磁波

のエネルギーを熱に変換し、それによる熱量の変化を電気信号として検出する。 

熱型センサには焦電効果（温度によって誘電体の分極が変化する効果）を利

用した焦電センサ、ゼーベック効果を利用したサーモパイル、半導体の熱によ

る抵抗変化を利用したボロメータ、ゴーレイセルなどがある。ゴーレイセルで

は赤外線吸収膜の温度上昇による内部のキセノンガスの体積変化を用いている。

体積変化によりセル内部の圧力が変化すると、赤外線を反射するメンブレンが

変形し、プローブに入る光の反射量が変化することを利用している。熱型セン

サは一般的に冷却が不要であり室温でも使用可能であることや、広い波長領域

で一定の高い感度を示すというメリットがある。しかし、熱的な検出方法では

応答速度が遅いという特性も有する。 

一方、量子型センサでは半導体素子によって電磁波が吸収されると伝導帯の

電子または価電子帯のホールの数が変化することを用いて電磁波を検出する。

素子として真性型半導体もしくは不純物半導体が使われる。真性型では半導体

のバンドギャップよりも高エネルギーの電磁波を吸収することで、価電子帯の

電子が伝導帯へ遷移し、キャリアが生まれることを利用して検出する。また不

純物型では、ドープした Si や Ge などの不純物準位と価電子帯もしくは伝導帯 
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図 3-11 第四章の実験で使用する In-Sb 検出器。In-Sb は直接ディテクターライ

ンの銅線と結線せず、In 線と結線する。 

 

 

図 3-12 QMC インスツルメンツ社製の In-Sb 検出器。 
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との間の電磁波吸収による電子・ホールの生成を用いて電磁波を検出している。

量子型センサは熱型センサとは対照的に検出可能な波長領域が狭いが、応答速

度が 1 µs 以下と非常に速い。また液体ヘリウム等の寒剤でセンサ本体を冷却す

る必要があるので室温では使用することが出来ないが、ショットキーダイオー

ドと比べると二桁以上の高い検出感度を得ることが出来る。 

本研究では、第四章、第五章の実験においてテラヘルツ領域に高い感度を持

つ量子型センサの In-Sb 検出器を使用した。特に第四章において説明する、数

ミリ秒オーダーの時間で発生するパルス磁場中での測定を行うためには、応答

速度の速い量子型センサが適している。第四章において使用した In-Sb 検出器

では、In-Sb 素子単体が剥き出しのものを使用していた（図 3-11）。一方、第

五章では QMC 社が市販している In-Sb 検出器を使用した（図 3-12）。こちら

の検出器では素子全体に不均一磁場を印加することで検出可能な周波数領域が

最大 1.5 THz まで拡張されており、広い周波数範囲において安定して高い感度

を得ることが出来る[3.4]。 

 

3-6 カンチレバーとメンブレン（Cantilever & Membrane） 

 

3-6.1 カンチレバー 

 

カンチレバーとは日本語では片持ち梁とも呼ばれる、片側が自由端となって

いる構造体のことである。特に大きさが 1 mm 以下のものはマイクロカンチレ

バーと呼ばれており、微小電気機械システム（MEMS：Micro-Electro Mechanical 

System）というデバイスの一種である。マイクロカンチレバーは非常に小型で

あり、わずかな力で曲がるので、微小な試料の測定に適している。レバー先端

の変位を測定することによりカンチレバーに作用している力を高感度に見積も

ることが出来る。マイクロカンチレバーは原子間力顕微鏡（AFM）の探針に利

用されているほか、1990 年代から様々な磁気測定にも応用されている[3.5-3.8]。

特に最近では、de-Haas van Alphen 振動など量子振動の観測や[3.5]、磁気共鳴

に応用されている[3.9, 3.10]。 

カンチレバーの特性を表すバネ定数 kcと固有振動数 fcは、 
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𝑘c =
𝐸c𝑤c𝑡c

3

4𝑙c
3  

 

𝑓c = 3.516√
𝐸c

12𝜌c

𝑡c
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2
 

 

と表される[3.11, 3.12]。ここで Ecはヤング率、wcはレバーの幅、tcはレバーの

厚み、lc はレバーの長さ、ρc はカンチレバーの質量密度である。この 3-1 式よ

り、カンチレバーはうすく、また長くなるほどバネ定数が小さくなることが分

かる。また 3-2 式より、カンチレバーは厚く、短くなるほど高い固有振動数と

なることが分かる。 

本研究では Nanosensors 社の PPP-CONTSCR を使用した（図 3-13）。このカン

チレバーはシリコンで作られており、その表面には 70 nm 程度のアルミニウム

がコーティングされている。典型的な形状は、長さ 225 µm、幅 48 µm、厚さ 1.0 

µm である。また、典型的なバネ定数および固有振動数は、それぞれ 0.2 N/m お

よび 23 kHz である[3.13]。 

 

3-6.2 メンブレン 

 

 メンブレンは、トランポリンのように四方が土台に囲まれた薄膜状の構造体

である。いま正方形のメンブレンを考えると、バネ定数 km、内部応力 σm、固有

振動数 fm_jkは 

𝑘m =
𝜋𝜎m𝑡m

2
 

 

𝜎m = 2𝜌m𝐿m
2𝑓m

2 

 

𝑓m_jk = √
𝜎m(𝑗2 + 𝑘2)

4𝜌m𝐿m
2

 

  

(3-1) 

(3-2) 

(3-3) 

(3-4) 

(3-5) 
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図 3-13 Nanosensors 社製のカンチレバーPPP-CONTSCR。 

 

 
図 3-14  NTT-Advanced Technologies 社 製 の SiNx ナ ノ メ ン ブ レ ン

MEM-N03001/7.5M。中央の窓のようになっている部分がメンブレンである。本

研究では厚さ 100 nm のものを使用した。 
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と表される。ここで、tmはメンブレンの厚さ、ρmはメンブレンの質量密度、Lm

はメンブレンの一辺の長さである。3-5 式で、j と k は基準振動モードを指定す

る整数であり、基本振動は j = 1、k = 1 である[3.14]。 

本研究では NTT Advanced Technologies 社の SiNx ナノメンブレン

（MEM-N03001/7.5M）[3.15]を使用した（図 3-14）。このメンブレンは、3 mm × 

3 mm の正方形形状をしており、厚さは 100 nm である。メンブレン自体は 10 mm 

× 10 mm のシリコン基板の中央に作られている。ρm = 3.1 g/cm2であり、典型的

なバネ定数および固有周波数は、それぞれ~50 N/m および~100 kHz である。 

NTT-AT 社のメンブレンは、比較的導電性のある SiC 製もしくは絶縁性の高

い SiN 製のメンブレンがラインナップとして用意されている。様々な用途で使

われており、例えば可視光領域から X 線領域までの波長帯で透過度が高いこと

からマイクロ CT や X 線断層撮影のための試料ホルダーとして使用される。ま

た、膜厚が数ミクロンの厚いメンブレンでは静水圧強度を 2.0 MPa 程度まで高

めることが出来るため、ビームラインなどからの光の取り出し用真空隔壁窓と

して使用されている。 

 

3-7 Fabry-Perot 干渉計（Fabry-Perot Interferometry） 

 

 本研究ではカンチレバーやメンブレンのたわみを検出する方法として

Fabry-Perot 干渉計を採用した。Fabry-Perot 干渉計は二枚の合わせ鏡で構成され

る干渉計である。Fabry-Perot 干渉計は AFM の分野において高感度な変位検出

法として利用されている[3.16-3.19]。本研究ではカンチレバーの表面もしくはメ

ンブレンの表面と、光ファイバーの端面の間で Fabry-Perot 干渉計を構成する。

光ファイバーの素材は石英ガラスであり、屈折率 n1 = 1.5 である。キャビティ

内が真空である場合、真空の屈折率 n0 = 1.0 なので、光ファイバー端面での反

射率は rf = (n0-n1)2/(n0+n1)2 = 0.04 である。そのため、ほとんどの光はファイバー

端面で反射することなく進行し、キャビティ内での多重反射は考慮する必要が

ない。光ファイバー内部を伝播するレーザー光は、光ファイバー端面で反射し

ファイバー内部へ戻る光と、端面を透過し、Fabry-Perot 干渉計のキャビティに

侵入し、カンチレバーおよびメンブレンの表面で完全反射して再び光ファイバ
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ー内部へ戻る光に分かれる。したがって、キャビティ長（光ファイバー端面と

プローブ表面間の距離）を変えることにより光路差が変化し干渉強度が変化す

る。キャビティ長 d と干渉強度 I の関係は、 

𝐼 = 𝐼0 [1 − 𝐴 cos
4𝜋𝑑

𝜆
] 

 

𝐼0 =
𝐼max + 𝐼min

2
 

 

𝐴 =
𝐼max − 𝐼min

𝐼max + 𝐼min
 

 

と表される。ここで Imaxは干渉強度の最大値、Iminは干渉強度の最小値、はレ

ーザー光の波長である。干渉計の変位に対する感度が最大となる変曲点 

𝑑 =
𝜆

8
,
3𝜆

8
,
5𝜆

8
, ⋯ 

 

の近傍では、 

𝛥𝐼 ≈ 4𝜋𝐴𝐼0

𝛥𝑑

𝜆
 

 

となり、｢キャビティ長の変化量｣と｢干渉強度の変化量（＝読出し電圧の変化

量）｣が比例することが分かる。 

 Fabry-Perot 干渉計を構成するためのレーザーの波長としては、部品の入手が

しやすく安価な 1.5 µm 通信波長帯を選択した。図 3-15 にファイバー光学系の

概略図を示す。本研究ではレーザー光源として、コヒーレンスコントロール機

能付き波長可変半導体レーザーを用いた。クライオスタット内の狭い空間でキ

ャビティ長を機械的に変化させるためには、マイクロカンチレバーもしくは光

ファイバーの端面位置をピエゾ素子等で動かす必要が生じる。しかし本研究の

ように波長可変レーザーを用いることで、駆動機構を用いることなくキャビテ 

(3-7) 

(3-8) 

(3-9) 

(3-10) 

(3-6) 
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図 3-15 ファイバー光学系の概略図。この図ではカンチレバーを用いて光干渉

計を構成している。波長可変レーザー（Tunable laser）から出た光の 10 %がカ

ンチレバーのほうへ分配される。カンチレバーの端面とファイバー先端面で反

射した光はファイバー内で干渉し、カプラを通してその干渉強度がフォトディ

テクタ（Power sensor）で電圧として読み出される。 

 

 
図 3-16 光ファイバーの基本構造。コア（Core）の直径は 20 μm と狭いため、

最低次のモードのみがコア内を伝搬可能である。光ファイバーをフェルールに

通す際は被覆（Coating）を剥がす。 
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ィ長を実効的に変化させることが出来る。光源には Agilent Technologies 社のレ

ーザーモジュール 81989A を使用した。Fabry-Perot 干渉計から返ってきたレー

ザー光の検出器としては、同社のパワーセンサーモジュール 81636B（InGaAs

フォトディテクタ）を用いた。このフォトディテクタはレーザーモジュールと

共にメインフレーム 8163B に組み込まれている。 

図 3-16 に光ファイバーの基本構造を示す。光ファイバーはコアと呼ばれる芯

とその外側のクラッドと呼ばれる部分、そしてそれらを覆う被覆の三重構造と

なっている。光ファイバーの素材は主に透過率が高い石英ガラスで出来ており、

不純物をドープすることで透過率を制御している、一般的な光ファイバーのコ

アとクラッドの屈折率の差は 0.2-0.3 %である。本研究で用いた光ファイバーは

Bend-insensitive シングルモード光ファイバーと呼ばれるものであり、シングル

モードファイバーではコア径を十分に小さくすることで単一のモードのみを伝

搬させることが出来る。 

 Bend-insensitive ファイバーではコアとクラッドの屈折率の差を大きくして、

通常のシングルモードファイバーよる曲げ損失を少なくしている。その結果、

ファイバーの機械的な振動や温度変化による伸縮等の形状変化に起因する光強

度の変化を減らすことが出来る。本研究で用いたファイバーは、Thorlabs 社の

1550BHP である。透過波長は 1460-1620 nm、曲げ損失ゼロの最小曲率半径は

13 mm である。また、被覆外径は 245 ± 15 µm、クラッド外径は 125 ± 1.0 µm、

コア径は 9.0 µm である[3.20]。 

光ファイバーを接続するコネクタ端面による望ましくない後方反射を防ぐた

め、本研究では APC(Angled Physical Contact)コネクタを用いた。後方反射はレ

ーザー発振強度の不安定化や多重反射による多キャビティ化など測定の妨げと

なることが知られている。特に多重反射による多キャビティ化は信号強度のド

リフトの原因であり、極力排除する必要がある。APC コネクタは端面に 8°の

角度がついているため、望ましくない反射光による影響を極力排除することが

出来る。 

光源やフォトディテクタから Fabry-Perot 干渉計までの途中には図 3-15 中に

示したようなカプラを入れている。カプラは光を分波・合波出来る受動光学素

子である。本研究で用いたカプラは入射してきた光を 90:10 の割合で分割する。
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光源から入射した光の 90 %が自由空間に放出され、残りの 10 %が Fabry-Perot

干渉計に入る。干渉計から反射して戻ってきた光は再び 90:10 に分割され、90%

はディテクタに入り、10 %は光源のほうへ戻る。そのため、カプラを介してア

イソレータに戻る光の強度はレーザー出力の 1 %以下になっている。アイソレ

ータは光を一方向にだけ透過させる素子であり、カプラからの戻り光をさらに

低減させることが出来る。本研究では Thorlabs 社の 10202A-90 を用いた。 

 

3-8 ESR スペクトルのシミュレーション（Simulating 
Method for ESR Spectrum） 

 

 本研究で得られた結果の詳細な解析のため、第四章から第七章までの各章で

は、ESR スペクトルのシミュレーションを行った。シミュレーションは、1-7

式に示したスピンハミルトニアンを考え、以下の流れで行った。 

 まず、スピンハミルトニアン H に対する固有値方程式は、 

𝑯|i⟩ = 𝐸i|i⟩ 

 

と書ける。ここで、|i >は固有ベクトル、Eiは固有値であり、E1≦E2≦E3…の順

に並んでいるものとする。定常磁場のベクトルを 

𝑩 = (𝐵x, 𝐵y, 𝐵z) = (|𝑩|cos𝜑 sin𝜃, |𝑩|sin𝜑 sin𝜃, |𝑩|cos𝜃) 

 

と置く。このとき、定常磁場と直交する単位ベクトルの一つは、 

                                 𝒓1 = (cos𝜑 sin (𝜃 +
𝜋

2
 ) , sin𝜑 sin (𝜃 +

𝜋

2
 ), cos (𝜃 +

𝜋

2
 )) 

= (cos𝜑 cos𝜃, sin𝜑 cos𝜃, −sin𝜃) 

 

と書ける。よって、振動磁場 B1は、 

𝑩1 = (𝐵1x, 𝐵1y, 𝐵1z) = (|𝑩|cos𝜑 cos𝜃, |𝑩|sin𝜑 cos𝜃, −|𝑩|sin𝜃) 

 

と書ける。次に、観測される g 値を、着目する磁性サイトの各方向の g 値 gx、

gy、gzを用いて、 

(3-11) 

(3-12) 

(3-13) 

(3-14) 
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𝑔eff = √𝑔x
2 cos2𝜑 sin2𝜃 + 𝑔y

2 sin2𝜑 sin2𝜃 + 𝑔z
2 cos2𝜃 

 

と書く。同様に、観測されるスペクトルの線幅を、各方向の線幅（半値全幅）

ΔBx、ΔBy、ΔBzを用いて、 

𝛥𝐵 = √𝛥𝐵x
2 cos2𝜑 sin2𝜃 + 𝛥𝐵y

2 sin2𝜑 sin2𝜃 + 𝛥𝐵z
2 cos2𝜃 

 

と書く。 

今回のシミュレーションでは、簡単のため線形応答の範囲で遷移振幅や温度

依存性を考える。遷移振幅(|i⟩ ↔ |j⟩)は、Fermi の黄金則： 

𝐼ij ∝ | ⟨i|𝑩1 ∙ 𝑺|j⟩ |2 

 

を用いた。スピンハミルトニアンを対角化することで求められる固有値から、

準位間のエネルギー差を 

𝛥𝐸ij = 𝐸j − 𝐸i 

 

と書くと、共鳴条件は、 

ℎ𝜈 = 𝛥𝐸ij = 𝐸j − 𝐸i 

 

となる。定常磁場Bの関数として線形関数を仮定し、線形はGaussian型とする。

まず S = 1/2 の場合は、共鳴磁場を Bresとすると、共鳴条件は、 

ℎ𝜈 = 𝑔eff𝜇B𝐵res 

 

となるので、線幅がΔBの場合の単結晶に対する規格化されたGaussian関数は、 

𝐼(𝐵) =
1

(√2𝜋)𝛥𝐵
exp [−ln2 (

𝐵 − 𝐵res

𝛥𝐵 2⁄
)

2

] =
2√ln2

(√𝜋)𝛥𝐵
exp [−ln2 (

𝛥𝐸 − ℎ𝜈

𝑔eff𝜇B𝛥𝐵 2⁄
)

2

] 

 

 

(3-15) 

(3-16) 

(3-17) 

(3-18) 

(3-19) 

(3-20) 

(3-21) 
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と書ける。一方、S > 1/2 の場合は、あらわには共鳴磁場の関数として書くこと

は出来ない。そこで、(𝛥𝐸 → ∆𝐸ij)を仮定すると、 

𝐼(𝐵) =
2√ln2

(√𝜋)𝛥𝐵
exp [−ln2

(𝛥𝐸ij − ℎ𝜈)
2

(𝑔eff𝜇B𝛥𝐵 2⁄ )2
] 

 

となる。さらに、粉末試料のスペクトルを考える場合は、各エネルギー状態に

ついての和と、角度に対しての積分を取ることで、次のように書ける。 

𝐼(𝐵)

∝ ∫ 𝑑𝜑
2𝜋

0

∫ 𝑑𝜃
𝜋

0

∑ 𝐼ij

i<j

(exp[−𝑘B𝐸i] − exp[−𝑘B𝐸j])

∑ exp[−𝑘B𝐸k]n
k=1

2√ln2

√𝜋𝛥𝐵
exp [−ln2

(𝛥𝐸ij − ℎ𝜈)
2

(𝑔eff𝜇B𝛥𝐵 2⁄ )2
] 

 

 

本研究では、Fortran 90 を用いてシミュレーションプログラムを自作し、エネル

ギーダイアグラムおよび ESR スペクトルのシミュレーションを行った。またフ

リーで使用可能な SpinPと呼ばれる ESRスペクトルシミュレーションソフトも

適宜使用した[3.21]。 

  

(3-22) 

(3-23) 
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4-1 イントロダクション 

 

ヘム鉄錯体を含め、ポルフィリン環を有する錯体は、一般に「ポルフィリン

錯体」と呼ばれている。ポルフィリン錯体は、その多くが生化学において重要

な役割を担っている分子として知られている[4.1,4.2]。特に、ポルフィリン環の

中心に金属イオンが配置された金属ポルフィリン錯体は[4.3]、クロロフィル、

ヘムタンパク質、シトクロム、シアノコバラミン等の様々なタンパク質や酵素

の中においても見つかっている。金属ポルフィリン錯体の化学的および物理的

性質は、基礎科学および応用の観点から集中的に研究されてきた。特に生物学

的プロセスにおいては、酸化還元、触媒作用、および電子移動などの生命現象

を支える必須の役割を果たしている。こうした意味において、ミクロスコピッ

クな観点から金属タンパク質および金属酵素の機能を理解するためにポルフィ

リン錯体中の金属イオンの電子構造を研究することは非常に重要である。 

金属ポルフィリン錯体では、遷移金属イオンがポルフィリン環の中心に配置

されており、遷移金属イオンの 3d電子配置の状態に依存して磁気的特性が決ま

っている。S ≧ 1 となる 3d5（Fe3+、Mn2+）や 3d3（Cr3+）などの遷移金属イオ

ンの系では、磁気的性質はしばしば次のスピンハミルトニアンで記述される：  

𝑯 = 𝐷𝑺𝑧
2 + 𝐸(𝑺x

2 − 𝑺y
2) 

 

ここで、Dと Eはそれぞれゼロ磁場分裂における軸配位子方向および面内方向

の異方性を表す定数である。これらのパラメータは実験的に決定することが出

来、着目する磁性イオン周囲の配位子場を議論する際に重要である。しかし、

ミクロスコピックな観点からは、金属ポルフィリン錯体のゼロ磁場分裂の起源

についてあまり理解されておらず、また対象分子の幾何学的構造とゼロ磁場分

裂定数との間の相関も明確になっていない。現在のところ、配位子場理論を用

いて議論するだけでは、金属ポルフィリン錯体のゼロ磁場分裂定数の値や符号

を正確に予測することは困難である。 

ゼロ磁場分裂定数を実験的に決定するための実験手法としては、強磁場・テ

ラヘルツ EPR 法[1.29, 1.42, 1.43, 4.4-4.9]、メスバウアー分光法[4.10]、磁気円二

色性分光（MCD）法[4.11]、遠赤外（FIR）分光法[4.12, 4.13]、非弾性中性子散

(4-1) 
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乱（INS）法[4.14, 4.15]などが挙げられる。例えば、高スピン状態における鉄ポ

ルフィリン錯体のゼロ磁場分裂定数 D については、FIR 分光法[4.12, 4.13]、フ

ーリエ変換型周波数掃引 EPR（FD-FT EPR）法[4.7, 4.8, 4.16]、および INS 法[4.14, 

4.15]を用いて定量的に決定された例が多数存在する。一方、ポルフィリン面内

の磁気異方性を示すゼロ磁場分裂定数 Eについての研究が進んでいるかという

と、必ずしもそうではなく、試料によって進んでいるものとそうでないものと

がある。これは、軸配位子方向の異方性とポルフィリン面内の磁気異方性の比

|E/D|が関係している。この比が非常に小さい場合、面内の磁気異方性はぼけて

しまい、電子構造の精密な解析が難しくなる。鉄ポルフィリン錯体は D値が非

常に大きいために、E 値を定量的に決定することは必ずしも容易ではなく、ス

ペクトル分解能が重要なファクターとなってくる。 

整数スピン系では Kramers 二重項が存在しないために、E 値がゼロでなけれ

ばゼロ磁場であっても絶対値が同じで符号の異なる Szの縮退が解けている。一

方、半整数スピン系では、Kramers 二重項の存在により、E 値がゼロでなくと

もゼロ磁場においては縮退が解けないことが知られている。ゼロ磁場分裂の大

きさは、D 値だけでなく E 値にも依存している。しかし、|E/D|の値が ~ 0.01

のオーダーとなるほど E値が小さい場合、ゼロ磁場における分裂準位間のスペ

クトルを観測するだけでは、その分裂の大きさがほぼ D 値で決まってしまい、

分裂幅にわずかながら寄与している E 値を精密に見積もることが困難となる。

ゼロ磁場の条件で行われた過去の INS 法による研究では[4.14]、ヘム鉄誘導体

の一種である鉄テトラフェニルポルフィリン[Fe(TPP)]Xのゼロ磁場分裂に対応

するエネルギー準位間に関する実験結果から、D 値の見積もりは精密に行われ

たものの、E値の見積もりは行われなかった。 

これに対し、EPR などの磁場中分光法を行えば、EPR 信号のスプリットとし

て直接的に E値の存在を確認することが出来る、さらに共鳴磁場の分裂幅から

E値の絶対値についてD値とは独立して精密に決定することが出来る（図 4-1）。

2015年に Nehrkornらは[Fe(TPP)]Cl の D値と E値を報告しているが、ヘミンク

ロライドの E値を見積もることは出来ていない[4.16]。E値を見積もることが出

来なかった理由として、彼らの用いた FD-FT EPR 法のスペクトル分解能が障壁

になったのではないかと推測される。FD-FT EPR 法は、固定磁場中で様々な周 
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図 4-1 ヘム面内方向のゼロ磁場分裂定数 E がゼロの場合とゼロでない場合に

おける基底状態のゼロ磁場分裂と磁場中における EPR 信号の観測の様子。E ≠ 0

の場合、EPR スペクトルは面内異方性を反映して二つにスプリットする。 
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波数成分を持ったパルスの電磁波を短時間に照射することで、EPR遷移を起こ

す手法である。得られた生データは時間軸を変数とするデータであるが、これ

をフーリエ変換することにより、周波数軸を変数に取った EPR スペクトルとし

て得ることが可能である。しかし、パルスの電磁波を照射する場合は、その周

波数精度（分解能）がおおむね 0.1 cm-1程度である。そのため彼らは論文の中

でも述べているが、測定結果からヘミンクロライドの E値が 0.1 cm-1より小さ

いと予測している。したがって、0.1 cm-1以上のエネルギー分解能を有する手法

であるEPR測定を行わなければヘミンクロライドのE値を精密に決定出来ない

と考えられる。 

そこで本研究では、パルス磁場を用いた強磁場・テラヘルツ EPR 測定法によ

り、ヘミンクロライドのゼロ磁場分裂定数 D、E を精確に決定することを目的

とした。我々の手法では、電磁波はパルスではなく、周波数固定の連続波を用

いている。この手法では、0.01 cm-1というエネルギー分解能を達成することが

可能である。そのため、過去の報告例では発見出来なかったヘミンクロライド

のゼロ磁場分裂の精密な見積もりが可能になると期待される。以下では、本章

で行った研究の実験方法、結果、考察について詳細に説明する。 

 

4-2 実験方法 

 

本研究では、パルス磁場を用いた透過型の強磁場・テラヘルツ EPR測定装置

[4.17, 4.18]で実験を行った。図 4-2に実験装置の概略図を示す。購入したヘミン

クロライドの粉末試料を 73 mg試料瓶から取り出し、そのまま使用した。試料

は図 4-2 内の左に示すような熱収縮チューブで作成された試料ホルダーで保持

した。 

ガラスデュワー上方から導入された電磁波は内径 6 mm のライトパイプを通

って磁場中心に設置された試料を透過し、下方の In-Sb検出器に到達する。EPR

吸収が起こると試料が電磁波を吸収するため、In-Sb検出器に到達する電磁波強

度が減衰することを利用して EPR を観測する。In-Sb検出器は 100 ns 程度の応

答速度を有する。パルス磁石への放電は LC 発振回路と等価な回路で説明出来

るが、スイッチに用いているサイリスタには整流作用があるため磁場波形が正 
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図 4-2 パルス磁場を用いた透過型の強磁場・テラヘルツ EPR 測定装置のセッ

トアップ。 
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弦波の半周期の形になる。このように時間変化とともに磁場の大きさは正弦波

の形で変化するので、磁場掃引速度も時間変化している。そのため最大発生磁

場付近では細かくデータ点を取得出来るが、低磁場では比較的粗くなる。そこ

で高速に動作する In-Sb 検出器を使用することで、低磁場においても速いサン

プリングレートでデータを取得し、十分なデータ点数を確保することが可能と

なっている。また、データの取得には縦軸分解能が 10 ビット（EPR 信号強度

の信号分解能に相当）の分解能を持つ高速デジタルメモリを使用した。 

発生磁場の見積もりには磁場中心に巻いたピックアップコイルを用いた。磁

場発生時にピックアップコイルに生じる誘導起電力を時間積分することで発生

磁場を見積もることが出来る。しかし、ピックアップコイルから見積もられる

磁場の値には若干の誤差が生じる可能性がある。そこでより正確な磁場較正を

行うために、EPR 標準試料である 2-ジフェニル-1-ピクリルヒドラジル（DPPH）

を試料空間に設置し、その共鳴磁場から発生磁場の補正を行った。 

電磁波光源として、80-160 GHz の周波数範囲では Gunn 発振器を、200-700 

GHz の範囲では後進行波管（BWO）を使用した。この章の全ての EPR 測定は

4.2Kで行った。 

 

4-3 実験結果 

 

本研究で得られた 703 GHz までの EPR スペクトルを図 4-3に示す。まず 105 

GHz の測定結果では、1 T付近から 4 T付近までの磁場範囲において、非対称

な吸収スペクトルが観測された。みかけの g 値としてはおよそ g = 2-6の範囲で

あり、過去に X-band の領域で報告されている EPR 測定結果[4.19]と良く一致し

ている。 

g ~ 6に観測された吸収（一般に gperp吸収と呼ばれる）は、外部磁場がポルフ

ィリン面内に印加された際に観測される。一方、g ~ 2の吸収（一般に gpara吸収

と呼ばれる）は、ポルフィリン面に対して垂直方向（軸配位子方向）に磁場が

印加された際に観測される。本研究では粉末試料を使用しているため、g ~ 6と

~ 2の吸収を両端とした磁場範囲に様々な磁場方位に対応する EPR 吸収が重畳

して表れている（パウダーパターン）。g ~ 2 付近の吸収は、吸収が弱いため電 
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図 4-3 80 GHz から 703 GHz までのヘミンクロライドの EPR 測定結果。 
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図 4-4 314 GHz から 477 GHz までの周波数範囲で得られた EPRスペクトルに

ついて、3 Tから 11 T の範囲で拡大した図。 
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磁波強度の比較的強い低周波数領域（105-160 GHz）でのみスペクトルの肩とし

て観測することが出来たが、214 GHz 以上の周波数ではノイズに埋もれてしま

ったために肩は観測出来なかった。105 GHz から 214 GHz までの周波数範囲で

は、この非対称なスペクトルで表される EPR モードのみ観測された。 

次に 258 GHz 以上の周波数範囲に目を向けてみる。258 GHz から 386 GHz ま

での範囲では、gperp吸収よりも低磁場側に新たな EPR モード（αモードとする）

が観測された。この新しい EPR モードの共鳴磁場は、電磁波の周波数が高くな

るにつれて低磁場側へシフトしていき、400 GHz 付近でほぼ 0 Tに到達するこ

とが分かった。この αモードの吸収の谷は gperp吸収の谷と比べると吸収強度は

弱かった。 

さらに周波数を上げていくと、433 GHz 以上の周波数では、約 1 T 付近に α

モードとは異なる新たな EPR 吸収（β モードとする）が観測された。この EPR

モードは、α モードとは対照的に、電磁波の周波数が高くなるにつれて高磁場

側へシフトしていき、704 GHz においては 4 Tで観測された。β モードも、gperp

モードと比べると吸収強度は弱かった。 

過去に報告されているヘミンクロライドのテラヘルツ EPR による研究では、

gperp吸収と gpara吸収を両端とするモードおよび β モードについてのみ報告され

ていたが[4.16]、本研究で初めてヘミンクロライドの αモードを観測することに

成功した。 

 次に、314 GHzから 477 GHzまでの gperp吸収付近のEPRスペクトルを拡大し、

gperp吸収を注意深く解析してみる。図 4-4にその拡大図を示す。これを見ると、

gperp 吸収の大きな谷の低磁場側に肩が一つ見えている。このことから、gperp 吸

収は二つにスプリットして観測されていることが分かった。比較的低周波数の

領域では観測されなかった gperp吸収の肩が、314 GHz 以上では観測されており、

強磁場を印加することにより gperp吸収の谷が二つにスプリットしたと考えられ

る。314 GHz から徐々に周波数を上げるにつれてスプリット幅は大きくなり、

肩がはっきりしてくることがよく分かる。314 GHz でのスプリット幅は 300 mT

程度であるが、477 GHz では 500 mT 程度まで広がっている。ヘミンクロライ

ドの gperp吸収のスプリットの観測は本研究が初めてであり、ヘム面内の磁気異

方性に関する議論が可能になった。 
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ただ一方で、505 GHz以上では、こうしたスプリットが明瞭に観測されなか

った。この理由については次節にて議論する。 

 

4-4 考察 

 

4-4.1 gperp吸収のスプリットについての解釈と 
スピンハミルトニアンパラメータの見積もり 

 

gperp 吸収のスプリットは、ポルフィリン面内の磁気異方性の直接的証拠であ

り、ゼロ磁場分裂の面内異方性定数 E がゼロでないことを示している。図 4-5

に、本研究で観測されたすべての EPR 吸収の谷部分の共鳴磁場と電磁波周波数

の関係（周波数-磁場プロット）を示す。後述するスピンハミルトニアンパラメ

ータを用いて、吸収の谷になると期待される共鳴磁場と周波数の関係をシミュ

レーションした曲線も示した。実線、点線、および破線はそれぞれ、配位子場

の x 軸、y軸、および z 軸方向に外部磁場が印加された場合に対応している。x

軸、y軸はおおよそポルフィリン面内に、z軸は軸配位子方向に取ることが出来

る。 

周波数-磁場プロットの結果から、ヘミンクロライドの鉄イオン周囲の電子状

態を示すスピンハミルトニアンパラメータは以下のような解析過程で決定する

ことが出来る。まず、D値は αモードと β モードが 0 Tに突き刺さる周波数（縦

軸切片）から決定出来る。ただしこれは、E 値が D 値に比べて非常に小さく、

ゼロ磁場分裂の大きさへの寄与が小さいと仮定した場合のみ正しい。この測定

に用いたヘミンクロライドではE値がD値に比べてかなり小さいと想定される

ため有効であると考えた。次に、E = 0 を仮定して、周波数-磁場プロットでシ

ミュレーション曲線が gperpの平均値を通過するように gxと gyを決定する。ポ

ルフィリン面内の磁気異方性がある場合は、gxと gyの値は一致しないはずであ

るが、今回はその値の違いまで見積もることは困難であったので、gx = gyと仮

定した。|E|値は gperp 吸収のスプリット幅から決定される。さらに、gz の値は、

α モードと gpara吸収の谷のプロットの傾きから決定される。このようにして、

ヘミンクロライドのスピンハミルトニアンパラメータは、gx = gy = 1.93 ± 0.01、 
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図 4-5 本研究で得られた EPR スペクトルの吸収の谷を共鳴磁場と周波数の関

係でプロットしたもの。実線、点線、および破線はそれぞれ、配位子場の x 軸、

y 軸、および z 軸方向に外部磁場が印加された場合に対応している。黒、赤、

青、紫、橙色の●はすべて実験で得られた吸収を表している。 
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gz = 2.05 ± 0.01、D = 6.90 ± 0.01 cm-1、|E| = 0.055 ± 0.005 cm-1と見積もられた。

ここで、 gx、gy、gzはそれぞれ x、y、z 軸方向の本質的な g 値を表している。

これらのパラメータを用いて、代表的な周波数における EPR スペクトルの再現

を試みた。図 4-6にシミュレーションの結果を、実験で得られた EPR スペクト

ルとともに示す。線幅の設定は各周波数によって異なるが、同じスピンハミル

トニアンパラメータを用いて良い一致が得られた。 

 図 4-7(a)に B // x、yの場合を、図 4-7(b)に B // z でのヘミンクロライドの基底

状態のエネルギーダイアグラムを示す。この図から、gperp吸収と gpara吸収は、

それぞれ図 4-7(a)と図 4-7(b)において、最低エネルギー準位から二番目のエネル

ギー準位間の遷移に当たることが分かる。E 値がゼロでないため、B // x、yそ

れぞれの場合のエネルギーダイアグラムには若干違いが生じていることが分か

る。この違いは磁場が高くなるにつれてはっきりしてくることから、gperp 吸収

が強磁場中でスプリットすると理解出来る。一方、α モードは図 4-7(b)におい

て二番目のエネルギー準位から三番目のエネルギー準位間の遷移に対応してお

り、β モードは図 4-7(a)において最低エネルギー準位から四番目のエネルギー準

位間の遷移に対応していることが分かる。粉末試料の EPR 測定であるため、各

モードの EPR スペクトルは図 4-7(a)、4-7(b)に示した各印加磁場方向の EPR 吸

収だけでなく、全方位に磁場を印加した場合の各 EPR 信号が重ね合わされた結

果である。例として図 4-8に、314 GHzにおいて θ = 0°、φ = 0° (B // z)から θ = 90°、

φ = 0° (B // x)までの様々な角度で磁場を印加した際に期待される EPR スペクト

ル（単結晶の EPR スペクトル）のシミュレーションを示す。スピンハミルトニ

アンパラメータは上記で見積もられたものを使用した。この図を見ると、α モ

ードについては θ = 0° (B // z)から印加磁場方向を傾けていっても、θ = 50° くら

いまでは共鳴磁場の位置がほとんど変化しないことが分かる。つまり、共鳴磁

場の角度依存性が比較的小さな角度領域が存在することを意味している。その

結果、単結晶の EPR スペクトルでは αモードは gperp吸収よりもかなり小さな信

号強度であるにも関わらず、EPR 信号の重ね合わせの効果が大きく表れること

で明瞭な EPR 吸収として観測出来ることが分かった。また、β モードについて

も同様に、x、y軸方向に磁場を印加した場合とそこから少し印加磁場方向を傾 
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図 4-6 105 GHz、287 GHz、441 GHz、682 GHz における実験で得られた EPR

スペクトル（黒）とシミュレーション結果（赤）。 
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図 4-7(a) 磁場をヘム面内方向（B // x、y）に印加した時のヘミンクロライドの

基底状態のエネルギー準位図。実線は B // x、点線は B // yを示している。青色

の矢印は 441 GHz における B // y の gperp吸収、赤色の矢印は 441 GHz における

B // x の gperp吸収、橙色の矢印は 441 GHz における β モード（B // x、yの区別

は出来ていない）の EPR 遷移を表している。 
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図 4-7(b) 磁場を軸配位子方向（B // z）に印加した時のヘミンクロライドの基

底状態のエネルギー準位図。紫色の矢印は 314 GHz における αモード、黒色の

矢印は 160 GHz における gpara吸収の EPR 遷移を表している。 
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図 4-8 314 GHz における EPR 信号の角度依存性。赤の実線は様々な角度に磁

場を印加した場合の単結晶の EPR スペクトルである。θ = 0°は B // z、θ = 90°は

B // x を表している。破線はパウダーパターンの EPR スペクトルである。αモ

ードの EPR 信号は 2 T付近の小さな吸収の谷に対応する。 
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けた場合の共鳴磁場の位置があまり変化しないため、明瞭な吸収として観測出

来る。 

ただし、α モードについて、図 4-7(b)のエネルギーダイアグラムで α モード

の吸収が観測されることはないことを注意しておく。B // z の場合には、純粋に

ΔSz = ±1 の条件下でのみ許容遷移となり、それ以外の条件においては EPR 禁制

のため観測出来ない。しかし、印加磁場方向が z 軸から少しでも傾けば、EPR

許容となり、観測可能となる。 

 

4-4.2 gperp 吸収のスプリットが観測されなかった周波数領域につ

いて 
 

310 GHz 以下の周波数領域では、gperp吸収のスプリットを観測することが出

来なかった。これはスペクトル分解能が不十分であることが理由として挙げら

れる。287 GHz において EPR スペクトルのシミュレーションを行った際（図

4-6）、EPR スペクトルの本質的な線幅はΔB = 0.1 T程度と見積もられた。この

周波数領域における共鳴磁場のスプリット幅は 0.2 T 程度であったため、スプ

リットがはっきりしなかったと考えられる。このことはシミュレーションから

も吸収波形のスプリットが不明瞭となることが再現された。 

次に、505 GHz 以上の周波数領域において、gperp吸収のスプリットが観測さ

れなかった理由について考えてみる。このあたりの周波数領域から、急に gperp

吸収の始まりの傾きが緩やかになっている。これは、EPR 信号の本質的な線幅

が広がっていることによるものと考えられ、結果として、gperp 吸収の分裂によ

る肩がぼやけてしまったと推測出来る。ではこの周波数領域から線幅がなぜ広

がったのか、という点については今のところ理由が明らかではない。しかし、

過去のヘム鉄の研究報告の中で、同様のスペクトル幅の増大について議論され

た例がある。2006 年に、Miyajima らによりアコメトミオグロビン[1.29]の多周

波数 EPR 測定の結果が報告されている。それによると、gperp 吸収に対応する

EPR 吸収では、ある周波数から急に線幅が増大している。この文献ではその原

因として Orbach 過程と呼ばれる緩和過程に似たプロセスが寄与している可能

性を指摘している。 
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Orbach 過程は、通常のスピン緩和過程（直接過程と呼ばれる）とは異なり、

他のエネルギー準位を利用してエネルギー緩和を行うプロセスである。EPR に

より電子スピンが遷移した先のスピン準位と、別の異なるスピン準位間のエネ

ルギー差が、電磁波のエネルギーと同程度であれば、Orbach過程のようなエネ

ルギー緩和のプロセスが起こりやすくなり、直接過程と Orbach過程に似た緩和

過程が同時に起こりうると考えられている。実際、B // x、yのエネルギーダイ

アグラムを見ると、最低エネルギー準位から二番目に低いエネルギー準位のエ

ネルギー差と、二番目に低いエネルギー準位と三番目に低いエネルギー準位も

しくは四番目に低いエネルギー準位のエネルギー差は、同程度であり、このよ

うな緩和過程の存在は否定出来ない。EPR の緩和過程では直接過程が支配的で

あるが、他の緩和過程も同時に寄与するようになると、全体としてのスピンの

エネルギー緩和時間は短くなるため、最終的に線幅が増大すると考えられる。

ミオグロビンの EPR 緩和プロセスについては磁化率測定から Orbach 過程のよ

うな緩和に関わるエネルギー準位の存在とその寄与が示唆されている[4.20]。そ

のため、同様のメカニズムがヘミンクロライドにおいても効いている可能性が

ある。 

 

4-4.3 配位子場理論を用いた実験結果の解釈 
 

最後に、ゼロ磁場分裂の起源について議論しておく。図 4-9 に、自由な Fe3+

イオンの場合の 6S 状態と 4G 状態で表されるスピン状態が、立方対称、正方対

称、斜方対称な配位子場中においてどのような修正を受けるかを示す。また、

それぞれのスピン状態において実現している 3d 軌道上のスピン配置を模式的

に示す。配位子場の影響を受けない自由な Fe3+イオンは、3d5の電子配置を持つ

ので、基底状態は LS 多重項の表記で 6S（S = 5/2、L = 0）である。Fe3+イオンが

弱い配位子場中に置かれると、基底状態の表記は六重項の 6A1（S = 5/2）状態と

なる。この状態が、いわゆる高スピン状態である。 
6A1の軌道角運動量は L = 0であり空間的に高い対称性を持つため、基底状態

を考えるだけでは磁気異方性の効果は表現出来ない。他の励起状態との混ざり

合いを考慮することで初めて、6A1で表される S = 5/2 のスピン系がゼロ磁場分
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裂を起こして三つの Kramers 二重項（Sz = ±1/2、±3/2、±5/2）に分かれるこ

とを説明することが可能となる。第一章でも述べたように、遷移金属錯体にお

けるゼロ磁場分裂の起源としては、スピン-軌道相互作用が支配的であることが

良く知られており、このスピン-軌道相互作用を介した 6A1 と励起状態の混ざり

合いを考慮する必要がある。磁性イオンを有するポルフィリン錯体の磁気異方

性に関してはこれまでにも理論的な研究が数多く報告されている[4.6, 4.12, 

4.21-4.25]。 

弱い配位子場中において、3d5 イオンにおける基底状態 6A1 の電子配置は

(𝑑xy)1(𝑑yz)1(𝑑xz)1(𝑑z2)1(𝑑x2−y2)1である。6A1状態とスピン-軌道相互作用を持つ

励起状態の中で最もエネルギーの低い状態は、立方対称な配位子場において 4T1

状態（自由な 3d5イオンにおける 4G状態に対応）と表記され、三つの四重項状

態が縮退している。配位子場の対称性がさらに低くなると、4T1状態は正方対称

な配位子場において 4E'および 4A2'と呼ばれる状態に分かれる。さらに配位子場

の対称性が低くなった斜方対称な配位子場中では、4E'はさらに Exおよび Ey状

態に分かれる。Ex、Ey、および 4A2'状態の電子配置はそれぞれ、 

Ex：(𝑑xy)1(𝑑yz)2(𝑑xz)1(𝑑z2)1、 

Ey：(𝑑xy)1(𝑑yz)1(𝑑xz)2(𝑑z2)1、 
4A2'：(𝑑xy)2(𝑑yz)1(𝑑xz)1(𝑑z2)1、 

である。これらの三つの励起状態は、基底状態 6A1と比べると、𝑑x2−y2軌道上の

一つの電子が t2g 軌道（𝑑xy、𝑑yz、または𝑑xz）のいずれか一つの軌道へ移動し

たと考えることが出来る。 

ここで、Fe3+イオンが斜方対称場中に存在すると考え、6A1状態と 4A2'、Ex、

Ey状態それぞれとのエネルギー差を Δ(4A2')、Δ(Ex)、Δ(Ey)と定義する。この場合、

ゼロ磁場分裂定数 D、Eは次のように書ける[1.35]。 

𝐷 =  
𝜁2

10
[

2

𝛥( 𝐴4
2
′ )

− (
1

𝛥(𝐸x)
+

1

𝛥(𝐸y)
)] 

 

𝐸 =  
𝜁2

10
[

1

𝛥(𝐸x)
−

1

𝛥(𝐸y)
] 

 

(4-2) 

(4-3) 
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図 4-9 多重項表記による基底状態および基底状態とスピン軌道相互作用で結

合する最低エネルギーの励起状態について、自由なイオンの場合と配位子場中

での電子状態の分裂の様子。下には斜方対称場における各電子状態における 3d

軌道のスピン配置を表している。 
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ここで、ζ はスピン-軌道相互作用定数である。したがって、E 値は正方対称場

ではゼロになるが、斜方対称場ではゼロでない。X 線構造解析の結果によると

[4.26]、四つの窒素原子によって形成された配位子場の xy 面は 0.2 度ほど正方

形から斜方形にわずかに歪んでいる。ヘミンクロライドにおけるこの小さな歪

みは、ポルフィリン環に結合した側鎖の影響か、もしくは Jahn-Teller 歪みによ

るものと考えられる[4.27, 4.28]。 

観測された gperp吸収のスプリットは、4-2 式、4-3式のように、配位子場の斜

方対称性により 4E'状態の二重縮退が解けていることを示している。本研究の結

果から、ヘミンクロライドのゼロ磁場分裂定数 D、Eの比は、|E/D| ~ 0.008と非

常に小さいことが分かった。4-1節で述べたように、INS 法や遠赤外分光法のよ

うな測定法ではスペクトル分解能が不十分であり、ヘミンクロライドの E値を

精密に見積もることが出来なかったと考えられる。 

 

4-4.4 量子化学計算を用いた実験結果の妥当性の検討 
 

第一章で述べたように、ヘム鉄錯体およびその誘導体の D値、E 値の理論計

算による精密な見積もりは成功していない。しかし、本研究において、実験結

果が妥当なものであるかどうかを定性的に理論計算から評価することは重要で

あると考えられる。そこで量子化学計算に基づく、ゼロ磁場分裂定数の評価を

行った。以下にその流れを示す。 

まず、E 値がゼロではないので、ヘム鉄の配位子場は斜方対称であると考え

る。この場合、3d軌道は低いエネルギーの方から、𝑑xy、𝑑yz、𝑑xz、𝑑z2、𝑑x2−y2の

順に、全軌道の縮退が解けた状態で存在する。𝑑yz軌道、𝑑xz軌道のどちらが低

いエネルギー準位に存在（つまりエネルギー的に安定）するかは、E 値の符号

で決まっており、E 値が正であれば dyz軌道の方が安定し、負であれば𝑑xz軌道

の方が安定であることになる。今回の実験結果から、E 値の正負を決めること

は出来ないので、ここでは𝑑yz軌道と𝑑xz軌道とのエネルギー準位の大小関係は

考えない。 

D 値と E 値を、理論計算からそれぞれ独立に求めようとした場合、4-2 式、

4-3式を見ると分かるように、スピン-軌道相互作用定数 ζを求める必要がある。
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自由な Fe3+イオンのスピン-軌道相互作用定数については知られているが[4.14]、

今回の計算ではこの値をそのまま用いることは出来ない。そのため、D 値と E

値を独立に導出することは困難である。一方、4-2式、4-3式から|E/D|を求める

と、 

|
𝐸

𝐷
|  =  ||

1
𝛥(𝐸x)

−
1

𝛥(𝐸y)

2
𝛥( 𝐴4

2
′ )

− (
1

𝛥(𝐸x)
+

1
𝛥(𝐸y)

)
|| 

 

と書くことが出来るため、スピン-軌道相互作用定数に依存しない表式となる。

そこで量子化学計算からパラメータである Δ(4A2')、Δ(Ex)、Δ(Ey)を理論的に求め、

4-4式に代入することで|E/D|の値が妥当かどうかを評価した。 

 本研究では、神戸大学大学院理学研究科化学専攻の小堀康博教授が所有する

Gaussian09 と呼ばれる量子化学計算ソフトを利用した[4.26]。このソフトでは密

度汎関数理論（DFT : Density Functional Theory、電子密度を試行関数として用い

た第一原理計算手法）による分子軌道計算が可能であり、分子上の電子スピン

密度を計算することで EPR など分光学的実験結果の裏付けなどに利用されて

いる。本研究では、ヘミンクロライドの原子座標データを入力し[4.27]、

B3LYP/6-31g(d, p)と呼ばれる基底汎関数を用いて、ゼロ磁場分裂の式に関わる

基底状態（S = 5/2）および励起状態（S = 3/2）について DFT計算を実行した。

基底状態に対しては時間発展のない DFT計算、励起状態に対しては時間発展を

考えた TD-DFT計算（TD : Time Dependent）を行った。 

計算結果の詳細な解析方法については Appendix-3に記述するが、最終的に量

子化学計算から Δ(4A2') = 2329 cm-1、Δ(Ex) ~ 8371 cm-1、Δ(Ey) ~ 8447 cm-1、Δ(Ex) - 

Δ(Ey) = 125 cm-1という値が得られた。4-4式を変形して、 

|
𝐸

𝐷
|  =  |

| 𝛥(𝐸x) − 𝛥(𝐸y)

2𝛥(𝐸x)𝛥(𝐸y)

𝛥( 𝐴4
2
′ )

− 𝛥(𝐸x) − 𝛥(𝐸y)
|
| 

 

と書き直し、上述の値を代入すると|E/D| = 0.002 という結果が得られた。従っ

て、実験結果から得られた|E/D| ~ 0.008 と比べると、両者の間でオーダーは一

(4-4) 

(4-5) 
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致していることが分かる。このことから、実験結果の妥当性が DFT 計算からも

支持されたと考えている。 

 

4-5 まとめ 

 

本研究では、ヘムタンパク質モデル錯体のヘミンクロライドに対して、パル

ス磁場を用いて、磁場掃引型の強磁場・テラヘルツ EPR 測定を行った。703 GHz

までの広い周波数領域において EPR 信号を観測することに成功し、ゼロ磁場分

裂定数および g値の主値を決定することに成功した。特に、ポルフィリン面内

の磁気異方性を示すゼロ磁場分裂定数 Eを決定したのは本研究が初めてである。

このことは磁場掃引型の強磁場・テラヘルツ EPR 測定法が有する高いスペクト

ル分解能がこうしたヘム鉄錯体およびその誘導体である金属ポルフィリン錯体

の電子状態解析に有効であることを意味している。 

最近では遷移金属錯体のゼロ磁場分裂定数の起源を説明するため、第一原理

計算に基づいた理論的なアプローチが積極的に進められている。こうした配位

子場理論の枠を超えた理論計算でも、現状では実験で得られる D値の傾向を定

性的に説明することが出来るだけで、定量的な一致は見られない。そのため、

D値よりも小さい E 値の理論的計算はさらに難しく、現状ではほとんど考慮さ

れていない。そのため、将来的には D、E 値両方について十分に説明出来るよ

う、さらなる理論的計算手法の進展が望まれる。本研究で得られた成果はその

ような理論的研究の妥当性をテストする上で、良い試金石になるのではないか

と期待している。 
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第５章 
 
 

Pressure Effect on Zero-Field Splitting Parameter of 
Hemin: Model Case of Hemoproteins under Pressure 
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5-1 イントロダクション 

 

圧力は、近年タンパク質の研究において重要な物理的パラメータとして認識

されつつある[5.1, 5.2]。静水圧を与えると、タンパク質の内部および外部の相

互作用、共有結合および水素結合の形成や切断、もしくは溶媒飽和度に変化が

起こる。タンパク質は構造中に余分な体積、すなわち「空隙」を持っており、

空隙があることで、そのタンパク質が特別な対象に対してのみ選択的に生化学

反応や機能活性を起こすことが可能となる。また、タンパク質にある値以上の

圧力を印加すると、タンパク質は不可逆な変性を起こしてしまう。最初の例と

して、Bridgeman が卵の卵白に圧力を印加することで変性させた例が知られて

いる[5.3]。典型的には、タンパク質の変性は 0.1 GPa 程度の圧力で起こるとさ

れる。 

タンパク質には天然の状態と変性状態という二つの熱力学的平衡状態が存在

しているとされ、両者で互いに構造が異なっている[5.4, 5.5]。常圧の自然環境

下では天然状態に平衡が傾いており、生化学的な活性を示す。しかし、圧力を

印加し高圧環境を作ると、ルシャトリエの原理に従って変性状態へと熱平衡状

態が移動し、それに伴って構造も変化する。ある程度圧力が低い間ではこの変

化が可逆的に起こる。しかし、さらにある圧力以上印加すると、タンパク質の

α ヘリックス構造が壊れて（ほどけて）しまい、不可逆的に変性し凝集してし

まう。アルツハイマー病の原因物質であるアミロイド繊維もタンパク質の部分

変性から生じる凝集体であり、アミロイド繊維の研究に対して圧力軸からの研

究も行われている[5.6, 5.7]。このように圧力下におけるタンパク質構造の変化

は常圧でタンパク質が本来有する構造揺らぎを拡大したものであると解釈され、

常圧では見えにくいタンパク質の構造に関する情報が得られるので、高圧下で

の研究はタンパク質構造解析のための重要な手段となっている[5.8]。 

 圧力下でタンパク質およびそのモデル錯体の電子構造を研究する方法として、

EPR法[5.9-5.12]、NMR法[5.1, 5.13-5.15]、円二色性分光法[5.12]、 X線回折[5.16]、

ラマン分光法[5.17, 5.18]、光分光法[5.19, 5.20]、および他の方法[5.21, 5.22]を含

む様々な分光技術が用いられている。例えば、McCoyらは[5.9]、圧力下で部分

特異的にスピンラベルを行ったタンパク質の X-band EPR 測定による研究を行
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い、タンパク質の圧力下における柔軟性および立体構造の変化について議論し

た。このように高圧下でのタンパク質研究では、圧力による立体構造の変化に

関して議論した報告が圧倒的に多い[5.9-5.22]。しかし、タンパク質に対して圧

力をかけることによる効果は、立体構造の変化について議論するだけではすべ

てを理解することは出来ない。例えば、金属タンパク質および金属酵素におい

て、圧力を与えることによってタンパク質の機能活性に関与する部分に局所的

な構造変化がもたらされる。その結果、タンパク質全体の立体構造だけでなく

機能活性部位および金属イオンの電子状態が強く影響を受ける[5.23-5.25]。した

がって、金属イオン錯体の局所電子構造に対する圧力の影響を調べることは重

要である。しかしながら、金属イオンを含む生理的機能活性中心に対する圧力

効果については、これまで間接的な手法でしか研究されていない。例えば、ヘ

ムタンパク質中の鉄イオンの電子構造については、光分光法[5.17, 5.26]や NMR

法[5.27, 5.28]により圧力下の研究が報告されている。これらの研究ではヘム鉄

の配位子およびヘムの側鎖に着目し、圧力を印加することでその部分に構造変

化が起きていることを示唆する実験結果が得られている。 

一方、EPR 法は圧力下における金属イオン周囲の電子構造を高いスペクトル

分解能で選択的かつ直接的に調べることが出来るという点で独特であり、他の

分光学的手法に比べて有利である[1.29, 4.7, 4.9]。圧力印加の条件下で、ミクロ

スコピックな観点から鉄イオン周囲の電子状態を明らかに出来れば、圧力軸と

いう物理的パラメータの視点に基づく鉄ポルフィリン錯体の新しい電子状態に

関する知見を得ることが可能になる。しかし、圧力下における鉄ポルフィリン

錯体のゼロ磁場分裂定数の変化に着目した実験は、これまでメスバウアー分光

でしか報告されておらず[5.23, 5.25]、EPR 測定もこれまで報告例がない。この

ような背景には、鉄ポルフィリン錯体が一般に大きなゼロ磁場分裂を有してお

り、より詳細な EPR の解析を行うためには圧力下で強磁場・テラヘルツ EPR

測定を行うことが必要となるためである。また、こうした広い周波数範囲にお

いて圧力下で EPR 測定が可能な研究施設は世界的にも数が少なく、手軽に測定

出来ないという現状もその理由の一つに挙げられる[5.29-5.34]。 

これまで、常圧下における鉄ポルフィリン錯体のゼロ磁場分裂定数の決定と、

その起源を探る研究は多数報告されている。例えば、ポルフィリンの側鎖にフ
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ェニル基が四つ付いた構造の鉄-テトラフェニルポルフィリンクロライド

（[Fe(TPP)]Cl）のゼロ磁場分裂定数については D = 6.33 cm-1であるが、ヘミン

クロライドについては第四章で見積もられたように D = 6.90 cm-1である。この

ようにポルフィリン側鎖の置換基が異なるだけでゼロ磁場分裂定数の値に違い

が出ていることから、ポルフィリンの側鎖が鉄イオン周囲の電子構造に影響を

与えていることが分かる。また、2015年に Stavretis らが行った非弾性中性子散

乱実験から、鉄-テトラフェニルポルフィリン（[Fe(TPP)]X）の軸配位子である

ハロゲン原子 Xをフッ素 F、塩素 Cl、臭素 Br、ヨウ素 Iと変えていくことによ

り、ゼロ磁場分裂定数の値が D = 4.49、6.33、8.8、13.4 cm-1と増大することが

報告されている[4.14]。また、この文献では同時に量子化学計算によって、D値

の理論的見積もりも行っている。 

このように最近のヘム鉄およびその誘導体を用いた研究では、鉄イオン周囲

の電子構造に関するパラメータの精密決定を行うと同時に、量子化学計算によ

るゼロ磁場分裂の起源を探る試みが行われている。こうした量子化学計算では、

錯体の X線構造解析のデータを用いて電子密度分布の計算が行われる。その際

に化学的相互作用の取り入れ方を工夫することにより、実験結果に近いゼロ磁

場分裂定数が得られるかどうかを議論している。しかし、第一章、第四章でも

簡単に述べたように、現時点では鉄ポルフィリン錯体のゼロ磁場分裂定数につ

いては、符号およびその大きさのオーダーが一致はするものの、精密な一致に

は至っていない。一方、ポルフィリン構造を持たない鉄錯体および他の金属イ

オン種錯体の多くでは、ゼロ磁場分裂の大きさがポルフィリン錯体と比べて小

さく、こうした量子化学計算によっても精密な再現の得られている例が多い

[4.5]。このような背景から、鉄ポルフィリン錯体の圧力効果を調べることは、

新たな実験的知見を得るだけでなく、こうした理論計算手法の発展に実験的な

サイドから貢献し、結果的に、ヘム鉄の電子状態の理解へ繋がっていくと期待

される。 

そこで本研究では、ハイブリッド型圧力セルを使用して[3.1, 5.35-5.37]、常圧

および高圧力下において、ヘムタンパク質のモデル物質であるヘミンクロライ

ドの強磁場・テラヘルツ EPR 測定を行い、最大発生圧力 2.0 GPaまでの範囲で

ゼロ磁場分裂定数 D の圧力依存性を詳細に調べた。本章の実験から、圧力印加
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に伴うヘミンクロライドのゼロ磁場分裂定数の系統的なシフトが観測された。

本章ではこの結果に基づいて、ヘミンクロライドのゼロ磁場定数について解

析・考察を行った。本章で開発する圧力下における EPR 測定技術・解析技術は

汎用性が高く、他のヘムタンパク質および他の金属タンパク質/金属酵素に対し

ても適用可能である。そのため、本章で開発した手法はミクロスコピックな観

点からそれら生体分子の機能活性部位に対する圧力効果を解明していく上で有

用であると考えている。次節より、本研究の実験方法、結果、考察について詳

細に説明する。 

 

5-2 実験方法 

 

図 5-1に、圧力下における強磁場・テラヘルツ EPR 測定装置のセットアップ

を示す[3.1, 5.35-5.37]。本研究では透過型の EPR 装置により、ヘミンクロライ

ド粉末試料に対して常圧下および圧力下において強磁場・テラヘルツ EPR 測定

を行った。光源として 80-160 GHz の範囲では Gunn発振器、200-515 GHz の範

囲では後進行波管（BWO）を使用した。図 5-1に示すように、圧力セルの上部

からセル内に導入された電磁波は、試料に吸収されるもしくは透過し、圧力セ

ルの反対側から出ていく。電磁波のカットオフ周波数は、圧力セル内部の直径

が 5 mm であるので、約 50 GHz である。圧力セルを透過した電磁波は、クライ

オスタットの底部に配置された In-Sb検出器によって検出される。Gunn 発振器

使用時は、電源に付属している内部変調機構によってAM変調をかけた。一方、

BWO 使用時は、メカニカルチョッパーにより機械的に電磁波のライトパイプ

への導入強度を AM 変調した。In-Sb 検出器で観測した信号はロックインアン

プで検出し、参照信号との同期信号のみを取り出すことで高感度な EPR 測定を

可能にしている。 

本研究で使用した圧力下強磁場・テラヘルツ EPR 測定装置のスピン感度は、

DPPH粉末の EPR 信号の信号雑音比によって事前に見積もられており、その値

はおよそ 1013 spins/gauss 程度である。パルス磁場を用いた第四章の手法と比べ

ると感度は高いが、超伝導磁石を用いた従来の透過型の実験装置と比較すると

やや（一桁程度）感度が落ちる。その理由として、電磁波が圧力セルを透過す 
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図 5-1 圧力下における強磁場・テラヘルツ EPR 測定装置のブロックダイアグ

ラム。左の写真は本研究で使用したテフロンカプセルであり、ヘミンクロライ

ドの粉末をダフニーオイル 7373とともに封入している。 
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る際に生じる電磁波の減衰が挙げられる。すなわち、電磁波の一部が圧力セル

の入口で反射される影響や、圧力セル内のジルコニアベースのセラミックス部

品による電磁波の吸収などがその原因として挙げられる[5.36]。 

外部からの印加磁場は 0.5 T/min の速度で掃引した。試料であるヘミンクロラ

イドの粉末は、購入した試料瓶から取り出したものをそのまま使用した。圧力

媒体のダフニーオイル 7373（出光興産株式会社より購入）とともにテフロンカ

プセルに詰めた。測定に用いた試料の質量は 66 mgであった。 

実験データを解析するために、1-7 式に示したスピンハミルトニアンの数値

対角化を行い、電磁波の周波数と共鳴磁場の関係を計算した。1-7 式において

は、交換相互作用や双極子相互作用などの分子間に働く相互作用については考

慮に入れていない。異なる分子に含まれる鉄イオン間にはたらく交換相互作用

はゼーマン項と比較して十分に小さい（J ≒ 0.1 cm-1）[5.38]ことが報告されて

いる。また双極子相互作用はさらに小さく、無視出来ると考えられる。本章で

は小さいながらも有限の大きさを示す交換相互作用の効果を、EPRスペクトル

のシミュレーションにおける線幅として取り込んでいる。また、本研究で使用

する圧力媒体は 2.2 GPa まで静水圧を維持出来るが、圧力媒体が凍結する低温

下では圧力の不均一性が発生する。そのため、次節で示すように EPR スペクト

ルの線幅の増大が観測された。本研究における EPR 測定はすべて 4.2 Kで行っ

た。 

 

5-3 実験結果 

 

図 5-2(a)-(e)に、印加圧力 P = 0、0.51、1.00、1.52、1.96 GPaの条件下で得ら

れたヘミンクロライド粉末試料の EPR スペクトルを示す。全測定の流れは以下

の通りである。まず、試料を室温で圧力媒体（ダフニーオイル 7373）と混合し

テフロンカプセルに密封した後、圧力セル内にセットした。 

まず、圧力を印加せず 4.2 Kに冷却し、常圧下（P = 0 GPa）での EPR 測定を

行った。測定後、常温に戻した。 

次に圧力 P = 0.51 GPaを印加した。再度 4.2 Kに冷却し、圧力 P = 0.51 GPa

下で EPR 測定を行った。測定後、常温に戻してから、圧力セル内部を一度常圧
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に戻した。この流れを繰り返して行い、P = 1.00 GPa、1.52 GPa、1.96 GPa の条

件を印加圧力の低い順に行った。 

各圧力におけるデータは同じ粉末試料について得られたものであり、1.96 

GPaでの測定後、再び常圧に戻した際、再度常圧での EPR 測定を 4.2 Kにて行

っている。その際、初めに常圧で測定した際の EPR 測定結果と同様の結果を得

ている。そのため、本研究で印加した圧力範囲においては、EPR スペクトルは

圧力変化に対して可逆的であることを確認している。（Appendix-4 にその結果

を示した。） 

過去に報告されているメスバウアー分光の結果によれば[5.23]、ヘミンクロラ

イドにおける Fe2+と Fe3+の比は圧力に依存し、およそ 5 GPa以上の圧力では Fe2+

の割合が徐々に増加する結果が報告されている。しかし、本研究における最大

印加圧力は 2 GPa程度であるため、本研究で観測している EPR 測定結果は、す

べて Fe3+由来の信号に起因するものと考えられる。そのため、Fe3+のスピン状

態を仮定して解析することは十分妥当であると考え、以下の解析を実施した。 

 

5-3.1. 常圧下における強磁場・テラヘルツ EPR測定の結果 

 

まず、常圧での結果を議論するため、図 5-2(a)に常圧下における測定結果を

示す。低周波数領域から高周波数領域へ行くにつれて、観測されるスペクトル

がどのように変化したかに注目する。第四章でも示したように 80-160 GHz の周

波数では、X-band EPR 測定で観測可能なパウダーパターンに対応するスペクト

ルが観測された[4.19]。最も強い吸収は、g ~ 6付近（今後 gperpと書く）に観測

された。一方、g ~ 2 付近には多数のピーク構造が観測された。これはヘミンか

らの信号に加え、ジルコニアベースのセラミックスパーツに含まれる不純物由

来の信号に起因していると考えられる。セラミックスパーツには機械的特性を

改良するためにNiイオンやMnイオンなど不純物が添加されていることが分か

っているが、その組成や割合などは不明であるため、それぞれのピークがどの

磁性種由来かを同定することは出来ていない。これら多数のピーク構造が観測

されたために、ヘミンクロライドの g ~ 2信号（今後 gparaと書く）は明瞭には
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観測されなかった。しかし、gperpの吸収の谷から g ~ 2付近に向かって、信号が

緩やかに小さくなっていく様子が確認出来たことから、得られた信号はヘミン

クロライドのパウダーパターンのスペクトルを反映していることが分かった。 

また予想した通り、これらの吸収の共鳴磁場は周波数を上げるにつれて高磁

場側へシフトしていった。gperp吸収は 515 GHz までの全観測周波数で観測する

ことが出来た。また、gpara吸収は 293 GHz を超える周波数では掃引可能な最大

磁場 10 Tよりも高磁場側に現れるため、観測することは出来なかった。 

また本研究においては、第四章で見られた gperp吸収の谷のスプリットは観測

されなかった。これは、圧力媒体が低温で凍結することにより圧力の不均一性

を生じ、スペクトルがブロードニングしてしまったためと考えられる。 

293 GHz 以上の周波数領域では、gperp吸収の低磁場側に二種類の EPR モード

（以下、モードとモードと表記）が観測された。α モードは測定周波数を上

げるにつれて低磁場側にシフトし、最終的にゼロ磁場に近づいた。一方、およ

そ 400 GHz 以上の周波数で観測されたモードは、測定周波数を上げるにつれ

て高磁場側へシフトした。この結果から、400 GHz 付近のある周波数では、ゼ

ロ磁場で αと β 両モードが同時に観測されると考えられる（ゼーマン分裂がな

いためその区別はつかない）。この周波数は、第四章で示したヘミンクロライド

の基底状態における Kramers 二重項間（Sz = ±1/2 と Sz = ±3/2）のゼロ磁場分裂

に対応している。 

図 5-3に、常圧下において得られたすべての EPR 吸収の谷について共鳴磁場

と周波数の関係を示す。実線や点線で示す曲線は、1-7 式を解いて得られた図

5-4(a)、5-4(b)のエネルギーダイアグラムを用いて作成した。実線と点線は、そ

れぞれ印加磁場方向が B // x、y（θ = 90°）と B // z（θ = 0°）の場合に対応して

いる。これらの図を作成するために必要なスピンハミルトニアンパラメータを

決めるにあたっては、図 5-3 で測定結果とシミュレーション曲線が良く一致す

るようにパラメータを変えて決めた。結果として、スピンハミルトニアンパラ

メータは gx = gy = 1.93、gz = 2.05、および D = 6.90 cm-1と見積もられた。E値に

ついては、圧力媒体の凍結によるスペクトルのブロードニングにより見積もる

ことは出来なかったため、図 5-3、5-4(a)、5-4(b)では E = 0として計算した。こ

の結果は、第四章の結果を良く再現している。 
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図 5-2(a) 常圧下におけるヘミンクロライドの EPR 測定結果。 
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図 5-2(b) 印加圧力 0.51 GPaにおけるヘミンクロライドの EPR 測定結果。 
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図 5-2(c) 印加圧力 1.00 GPaにおけるヘミンクロライドの EPR 測定結果。 
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図 5-2(d) 印加圧力 1.52 GPaにおけるヘミンクロライドの EPR 測定結果。 
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図 5-2(e) 印加圧力 1.96 GPaにおけるヘミンクロライドの EPR 測定結果。 
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図 5-3 常圧下において得られた EPR 吸収の共鳴磁場と周波数の関係をプロッ

トしたもの。□は本研究で得られた結果、×は第四章で得られた結果である。 
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図 5-4(a) ポルフィリン面内方向（B // x、y）に磁場を印加した際のヘミンクロ

ライドのエネルギーダイアグラム。 
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図 5-4(b) 軸配位子方向（B // z）に磁場を印加した際のヘミンクロライドのエ

ネルギーダイアグラム。 
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5-3.2. 圧力下における強磁場・テラヘルツ EPR測定の結果 

 

次に、圧力下におけるヘミンクロライドの EPR スペクトルについて議論する。

図 5-2(b)-(e)に示すように各圧力において最大磁場 10 T、最高周波数 515 GHz

の範囲で gperp吸収、αモード、β モードを観測した。図 5-5(a)-(c)に、160 GHz、

381 GHz、515 GHz それぞれにおける EPRスペクトルの圧力依存性を示す。こ

れらの周波数以外の圧力依存性を比較する図については Appendix-4 に示した。

図 5-6には、すべての圧力下において得られた EPR スペクトルの吸収の谷につ

いて、共鳴磁場と周波数の関係でまとめたものを示す。これらの図を用いて、

gperp吸収、αモード、β モードそれぞれについて議論していく。 

まず gperp吸収の谷の磁場位置に着目すると、350 GHz 以下の周波数ではほと

んど共鳴磁場のシフトは見られなかった。しかし、350 GHz を超えると、印加

圧力を高くするにつれて共鳴磁場が徐々に低磁場側にシフトしていくことが分

かる。350 GHz 以下においては、シフト量が小さく、かつ圧力媒体の固化によ

るスペクトルのブロードニングが影響して吸収の谷のシフトが明瞭に確認出来

なかったと考えられる。この結果は X-band や W-band帯のような 100 GHz 未満

の低周波数での EPR測定装置を用いて、ヘミンクロライドの gperp吸収の圧力依

存性を観測することは困難であることを意味している。従って、本研究のよう

に強磁場・テラヘルツ領域における EPR 測定を行うことは圧力効果を調べる上

で非常に有用であると言える。 

次に αモードと β モードについて着目する。まず αモードは印加圧力を高く

するにつれて共鳴磁場が高磁場側にシフトした。一方、β モードは印加圧力を

高くするにつれて共鳴磁場が低磁場側にシフトした。したがって、図 5-6 から

ゼロ磁場分裂に対応する 0 Tでの αモードと β モードの交点が、高周波数側へ

シフトしていることが明らかとなった。 

β モードについては、ゼロ磁場付近において共鳴磁場の大きな圧力依存性が

見られる。すなわち、低磁場であるほど、圧力による共鳴磁場のシフトが大き

いと言える。一方で、高磁場になるほど、圧力による共鳴磁場の変化は小さく 
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図 5-5(a) 160 GHz において得られたヘミンクロライドの EPR スペクトルの圧

力依存性。 

  



116 
 

 
図 5-5(b) 381 GHz において得られたヘミンクロライドの EPR スペクトルの圧

力依存性。 
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図 5-5(c) 515 GHz において得られたヘミンクロライドの EPR スペクトルの圧

力依存性。 
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図 5-6 全ての圧力下における共鳴磁場と周波数の関係。 

 

 

図 5-7 図 5-6の周波数範囲を 1,000 GHz まで拡張したもの。β モードの収束し

ていく様子が分かる。 
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なっているように見える。このような観測結果が得られた理由についてはスピ

ンハミルトニアンのゼロ磁場分裂項とゼーマン項の効果を比較することで理解

出来る。すなわち低磁場極限（D >> gμBB）では、ゼーマン項の影響が小さくゼ

ロ磁場分裂項の変化がより直接的に共鳴磁場に反映される。一方、高磁場極限

（D << gμBB）においてはゼロ磁場分裂定数 Dの影響が十分小さくなり、実質

的にゼーマン相互作用の効果のみで共鳴磁場が決まる。こうした特徴は、図 5-6

中の β モードのシミュレーション曲線からも確認出来る。参考のため、図 5-6

の周波数範囲を 1,000 GHz まで拡張したものを図 5-7 に示した。高周波・高磁

場領域に行くほど各圧力におけるシミュレーション曲線は収束していく振る舞

いがみられる。これは圧力変化による影響が高磁場極限では小さくなっている

ことを意味している。 

ここで、スピンハミルトニアンパラメータの決め方について説明しておく。

まず、図 5-6 においてゼロ磁場における α モードおよび β モードの交点から D

値を決定することが出来る。次に観測された gperp吸収を再現出来るよう gxおよ

び gyを決定する。そして、αモードに対応するシミュレーションの直線の傾き

から gz値を決定する。E値の寄与は D値に比べて小さいため（|E/D| < 0.01）、

本研究における解析では常圧時と同様に E = 0 として無視した。図 5-8に、D値

と gz値の圧力依存性を示す。これらの解析の結果、2 GPaまでの加圧を行うと、

ヘミンクロライドの D値は 6.90 cm-1から 7.90 cm-1へ増加することが明らかと

なった。ヘム鉄における D値の圧力依存性を精密に測定した過去の報告例はな

く、本研究により初めて成功した。 

また gz値は、印加圧力を高くするにつれて 2.05 から 2.00 へと減少する結果

が得られた。一方、gxおよび gy値も変化している可能性があるが、正確に見積

もることは困難であった。したがって、図 5-6 のすべての圧力下におけるシミ

ュレーションにおいては、5-3.1 節で述べた常圧下の EPR 測定で見積もられた

値（gx = gy = 1.93）を使用した。 
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図 5-8 本研究で得られたゼロ磁場分裂定数 Dと gテンソルの主値 gzの圧力依

存性。 
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5-4 考察 

 

5-4.1.圧力効果によるヘム鉄周囲の電子構造の変化と 
ゼロ磁場分裂定数 Dの関係 

 

ヘミンクロライドの軸配位子方向のゼロ磁場分裂定数Dについては常圧下に

おいて数多くの報告がある[4.7, 4.8, 4.13-4.16, 5.39]。ここでまず、D 値の圧力に

対する依存性ついて議論する。前述のように、EPR スペクトルが圧力の不均一

性のために広がっており、本研究では E値を実験的に導くことは出来なかった。

そこで以下の議論では E 値をゼロとして進め、正方対称な配位子場を考える。 

第四章で議論したように、正方対称な配位子場中における Fe3+イオンの基底

状態は 6A1状態であり、また、6A1状態とスピン-軌道相互作用で結合可能な励起

状態の中で最も低い状態は 4E'状態と 4A2'状態である。6A1状態と 4A2'、4E'状態そ

れぞれとのエネルギー差を Δ(4A2')、Δ(4E')と定義すると、ゼロ磁場分裂定数 D

は、 

𝐷 =  
𝜁2

5
[

1

𝛥( 𝐴4
2
′ )

−
1

𝛥( 𝐸4 ′)
] 

 

と書ける。今回の実験結果では圧力をかけるにつれてゼロ磁場分裂項が増大し

たことから、その理由を Δ(4A2')、Δ(4E')の圧力変化という観点から考察する。 

圧力を加えることにより分子は圧縮されるが、一般に分子構造の異方性があ

る場合、圧縮率は一様ではない。ヘミンクロライドにおいては、ポルフィリン

環が炭素原子の共有結合で構成されており、ポルフィリン面内はかなりリジッ

ドな構造であると考えられる。そのため、ポルフィリン面に対して垂直な方向

に分子構造を圧縮する方が容易であると考えられる。したがって、圧力を印加

した場合、Fe3+イオンと軸配位子である Cl 原子との間の結合長は Fe3+イオンと

四つの N 原子との間の結合長の変化と比べて変化しやすいことが推測される。

このように平面的な分子構造に起源をもつ異方的な圧力効果は他の類似錯体で

も確認されている。例えば、ヘムタンパク質の高圧下における振動分光研究に 

(5-1) 
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図 5-9 ヘミンクロライドの Fe3+イオン周囲の配位子場に対する圧力効果。左

は常圧下、右は高圧下を示している。 
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おいては、ヘムの骨格構造はわずかしか変化しなかった一方で、軸配位子方向

は圧力の影響を大きく受けたという報告がなされている[5.17, 5.40, 5.41]。 

このような構造変化を仮定すると、五つの 3d軌道のエネルギー準位の相対的

な関係の変化および Δ(4A2')と Δ(4E')の変化について推測出来る。図 5-9に、本研

究の結果から推測される圧力印加に伴う D値増大のメカニズムを示した。ポル

フィリン面内は圧力の影響を受けにくいことから、𝑑xy軌道のエネルギー準位の

レベルはほとんど変化しないと考えられる。一方、軸配位子方向は圧力の影響

を大きく受け、鉄イオンと軸配位子の結合長が小さくなっていると考える。し

たがって、z 軸方向（軸配位子方向）の距離が縮まり、クーロン反発の効果が

大きくなる。その結果、z 軸方向に電子分布を持つような𝑑xzおよび𝑑yz軌道のエ

ネルギーレベルは高くなる。よって、𝑑xy軌道に二つ目の電子を配置した電子状

態に比べ、𝑑xzおよび𝑑yz軌道に二つ目の電子を配置した電子状態の方がより大き

な系のエネルギー上昇をもたらす。t2g軌道全体としてのエネルギーの平均値は

変わらないので、𝑑xzおよび𝑑yz軌道のエネルギーレベルが上昇すれば、必然的に

dxy軌道がより安定となり、dxy軌道のエネルギーレベルは下降する。その結果、

エネルギー差 Δ(4E')は増加し、逆に Δ(4A2')は減少する。5-1式を見ると、第一項

は大きくなり、第二項は小さくなるはずである。本研究で観測された圧力印加

に伴うゼロ磁場分裂項の増大はこのようなメカニズムにより説明出来ると考え

ている。過去に報告されているメスバウアー分光の結果からも同様の 3d軌道の

エネルギー準位の変化が示唆されており、上述の議論を支持する結果が得られ

ている[5.23]。 

ここまでの議論はあくまでも定性的な説明であるが、おおむね実験結果をう

まく説明することが出来ている。より定量的な説明を行うためには、他の分光

学的手法によるデータの積み重ねや、理論計算手法の発展を待つ必要がある。

そのためには高圧下におけるヘミンクロライドの分子構造のデータが必要不可

欠であり、今後は圧力下 X線構造解析の実験が強く望まれる。 

現時点で、ヘム鉄錯体およびその誘導体のもつ大きなゼロ磁場分裂の起源を

理論計算により定量的に説明した報告例はない。2015年に行われた[Fe(TPP)]X

（X = F、Cl、Br、I）の非弾性中性子散乱実験によれば[4.14]、量子化学計算と

実験で得られたゼロ磁場分裂定数の絶対値を一致させるためには多くのパラメ
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ータを考慮する必要性が指摘されている。例えば共有結合性やスピン-軌道相互

作用定数、および相対論的効果など、配位子場だけでなく多数の化学的相互作

用のパラメータを考慮し、取り込み方を工夫する必要があると言及している。

彼らは、軸配位子のハロゲン元素を変えていく「化学修飾」により分子全体と

しての電子状態を変えることで、D 値の変化が起こることを実験的に示した。

しかし、軸配位子として配位する原子の種類が変われば上述のような化学的相

互作用の強さがすべて異なるため、それぞれの試料に対する結果を比較し議論

することは非常に複雑で、どの化学的相互作用が効いているか見当をつけるの

は困難である。 

一方、本研究の結果から、圧力という物理的パラメータが化学修飾とは異な

る D値の制御方法であると分かった。その利点として、圧力を制御パラメータ

に用いる場合、当然ながら軸配位子の種類を変える必要はない点が挙げられる。

そのため、同じ化学結合条件を維持しながら可逆的かつ連続的に構造変化させ

ることが可能である。したがって、強磁場・テラヘルツ EPR 測定法により圧力

効果を調べる本研究の手法は、金属タンパク質および金属酵素を含め、様々な

遷移金属錯体におけるゼロ磁場分裂の起源および性質を調べるための独特かつ

有用な方法であると考えている。 

 

5-4.2 ヘムタンパク質や他の金属タンパク質・酵素への応用 
 

これまで報告されているタンパク質に対する圧力効果の研究は、主にタンパ

ク質の活性と密接な関係があるとされる分子構造の変化に焦点を当てたものが

ほとんどである、例えば、これらに該当する実験的研究としては NMR[5.1, 

5.13-5.15]、X線回折[5.16]、赤外分光、ラマン分光等[5.17, 5.18]が報告されてい

る。一方、金属タンパク質の場合、機能活性部位に存在する金属イオンの電子

構造がタンパク質活性において重要な役割を果たすにもかかわらず、その金属

イオン周囲への圧力効果に関する研究は限られている[5.23-5.25]。 

本研究で用いた圧力下における強磁場・テラヘルツ EPR 測定法は、原理的に

はあらゆる EPR 活性を持つスピン種を検出することが可能であり、ヘム鉄以外

の異なる金属イオンを含むタンパク質にも応用することが可能である。強磁
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場・テラヘルツ EPR 測定法は、分子構造、価数など局所環境の微細な変化に対

して非常に敏感であり、高いスペクトル分解能で金属タンパク質および金属酵

素の活性部位を調べるために使用することが出来る[1.29, 4.7, 4.9]。過去には、

ダイヤモンドアンビルセルを使用した圧力下における強磁場・テラヘルツ EPR

測定例が報告されている[5.33, 5.34]。ダイヤモンドアンビルセルを用いる場合

は 10 GPa以上の圧力を印加出来るという利点があるが、試料空間が非常に狭い

ため低濃度試料に対しては不適であり、十分な感度を得ることは容易ではない。

そのため本研究で採用したハイブリッド型圧力セルを用いた測定手法の方が、

試料量を稼ぐことが出来、感度面での優位性がある。したがって、ハイブリッ

ド型圧力セルはタンパク質活性部位への圧力効果を研究する上でより実用的な

手法としてみなすことが出来る。 

現在の感度では、1 mT の EPR 線幅の試料を測定したい場合、1.6×10-10 mol

の試料を用意すれば信号検出が可能である。この感度は、分子量が 60,000 g/mol

の物質であれば 10 μgの試料質量を用意することに対応しており、試料準備の

点からは現実的な試料量である。しかし金属タンパク質の EPR 信号では 10 mT

から 1 T近い線幅を持つ例も報告されている。そのため、あらゆる金属タンパ

ク質やそのモデル物質に対しても本実験手法を適用可能とするには、さらなる

感度向上も必要になると予想される。さらに測定感度を上げるためには、コル

ゲート導波管を組み合わせ、電磁波伝達経路の最適化を行うことなどが有用で

はないかと考えている[5.42]。またジャイロトロンなどの高出力電磁波光源との

組み合わせも有効な改良策として考えられる。 

金属タンパク質中の金属イオンの多くは、タンパク質構造の一部を担うアミ

ノ酸残基によって配位結合されている。外部から圧力を加えると、タンパク質

全体の構造変化が誘発され、さらにそれを受けてアミノ酸残基の配位状態も影

響を受ける。このような理由から、金属タンパク質・金属酵素中の軸配位子の

方が、本研究で使用したヘミンクロライドの軸配位子である Cl 原子よりも圧力

による効果を敏感に受けるはずである。その結果、配位子場全体への圧力の効

果も金属タンパク質や金属酵素の方がモデル物質よりも大きく現れると考えら

れる。本研究では酸化型 Fe3+のヘミンクロライドの電子状態を EPR により調べ

たが、大部分のヘムタンパク質が還元型 Fe2+の状態で生理的機能活性を持つ。
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したがって、将来的には還元型 Fe2+のヘムタンパク質およびヘミンを含めたヘ

ム鉄錯体の圧力効果を研究する必要がある[1.43, 5.43]。 

 

5-5 まとめ 

 

本研究では、ヘムタンパク質モデル錯体であるヘミンクロライドのゼロ磁場

分裂定数 Dの圧力依存性を調べるために、最大磁場 10 T、最高周波数 515 GHz

までの範囲において、常圧、0.51 GPa、1.00 GPa、1.52 GPa、1.96 GPa までの各

圧力下で強磁場・テラヘルツ EPR 測定を行った。ヘミンクロライド分子の構造

に由来する圧縮率の異方性に対応して Fe3+イオン周囲の局所的な電子状態の変

化が確認された。軸配位子方向のゼロ磁場分裂定数 D は、常圧から 1.96 GPa

の圧力印加により 6.90 cm-1から 7.90 cm-1へと約 30 %増大した。圧力下におけ

る結晶構造データは存在しないため、実際にどのような圧縮率でヘミンクロラ

イド分子に構造変化が起こっているのかは定性的な議論の域を超えないが、配

位子場理論に基づいてD値の圧力依存性について定性的な説明を行うことに成

功した。 

圧力は、連続的かつ可逆的に物質の電子状態を制御可能な物理的パラメータ

として認識されている。配位子である原子・分子種を変える化学修飾による研

究方法では、様々な化学的相互作用を変えて電子状態を変化させているため、

実験結果の直接的な比較が容易ではない。それと比較して、圧力効果を用いた

電子状態研究は、磁性イオンと配位子間の距離を変えることでゼロ磁場分裂定

数の変化を起こすことが出来るため、ゼロ磁場分裂の起源について、より定量

的かつ、より詳細に調べていくことが可能な手法であると言える。本研究の成

果をもとに、今後、金属ポルフィリン錯体や金属タンパク質の電子状態に関す

る実験的研究および量子化学計算などを用いた理論的研究が発展していくこと

を期待している。 
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6-1 イントロダクション 

 

第四章、第五章では、透過法による強磁場・テラヘルツ ESR 測定装置を用い

て、ヘム鉄錯体の一つであるヘミンクロライドの EPR 測定を多重極限環境下で

行い、ヘム鉄イオン周囲の電子状態について実験的に調べた。これらの実験で

使用した試料は数十 mg のオーダーであった。ヘミンクロライドなどヘムタン

パク質モデル錯体は分子量が約 1,000 g/mol 以下と小さいので、10-100 mg程度

試料を用意すれば透過法で EPR 測定が十分に可能となる。しかし、実際のヘム

タンパク質の場合は、分子量が 10,000 g/mol を超えるため、同じ質量の粉末試

料を用意しても単純計算でスピン数が 1/10以下となり、ESR 信号の S/Nも 1/10

以下になることが予想される。ヘム鉄錯体と同程度の S/Nの信号を得ようとす

れば、10倍以上の質量のヘムタンパク質を用意する必要があるが、そのような

100 mg-1 gオーダーという多量の試料を用意出来るヘムタンパク質の種類は限

られる。また、粉末試料ではなく溶液試料にすると、粉末試料よりもスピン濃

度が下がるため、さらに試料体積を稼ぐ必要がある。このような状況では限ら

れた試料空間に十分量のスピンを含む試料を搭載出来ないので、ヘムタンパク

質などスピン濃度の薄い試料の透過法による ESR 信号観測は非常に困難であ

る。そのため、より高感度な強磁場・テラヘルツ ESR 測定法を開発し、必要試

料量を格段に減らすことが強く望まれている。 

こうした問題を解決するため、本章ではカンチレバーを用いた力検出型の強

磁場・テラヘルツ ESR測定法の開発を行った。この方法では、微小試料をカン

チレバーの先端部に搭載し、外部磁場を印加しながら電磁波を照射する。ESR

吸収が起こると試料の磁化が変化するため、ファラデー法によりカンチレバー

にはたらく力の変化として ESR 信号を検出することが可能である。ここではま

ず力検出型 ESR 測定法の歴史について説明する。 

1991年に Sidles により AFM（原子間力顕微鏡）と MRIを組み合わせた磁気

共鳴力顕微鏡（MRFM: Magnetic Resonance Force Microscopy）の構想が提案され

[6.1]、1992年に Rugar らがカンチレバーを用いて DPPHの ESR 信号を検出する

ことに成功した[6.2]。この研究成果は、磁気共鳴を力として検出した最初の報

告例となった。その後 1994年に Rugarらは同様の手法により硝酸アンモニウム
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中のプロトンの NMR 信号の観測に成功した[6.3]。これらの報告を機に力検出

型の磁気共鳴法の開発が進み、ESR では 2004 年に Rugar らによりファラデー

法を用いて単一スピン検出の感度が達成され[6.4]、100 nm までの深さで 3次元

ナノイメージングが可能になった。その後、2007年にMamin らは NMR イメー

ジングの分解能を 90 nm まで拡張した[6.5]。さらに 2009 年には Degen らが

MRFMによるタバコモザイクウイルス中のプロトンの NMR信号の 3次元イメ

ージングに成功した[6.6]。これら一連のMRFM 技術の発展と今後の展望につい

ては Poggio と Degen が 2010年に報告している[6.7]。 

上に挙げた、Rugarを中心とする研究グループによる MRFM 技術の開発にお

いて、ESR信号の検出は 1-10 GHz程度のマイクロ波の領域でのみ進められた。

彼らの開発はナノスケールでのイメージングに主眼が置かれたものであったた

め、測定領域を強磁場・高周波数へ拡張することによるスペクトルの分解能向

上は趣向されていなかった。しかし 2000年代半ばからは高分解能スペクトルの

取得を主眼に置いた研究も積極的に行われるようになった。 

2006 年に Ohta や Ohmichi らは東京大学物性研究所において約 800 ng の

Co-Tutton 塩（Co2+）の単結晶をピエゾ抵抗検知型カンチレバーの先端に搭載し、

50-130 GHz の範囲で ESR 信号の観測に成功した。この測定では、Co-Tutton 塩

の磁気トルクの変化をカンチレバーで機械的に検知しており、カンチレバーを

用いた高周波 ESR 測定ではこれが最初の報告である[6.8]。この実験では外部磁

場としてパルス磁場を使用しており、カンチレバーを用いた ESR測定法をパル

ス磁場と組み合わせられることも実証している。ピエゾ抵抗検知型カンチレバ

ーは、カンチレバーの根元にドープされたピエゾ抵抗の変化として変位を検出

することが可能なMEMS（Micro Electro Mechanical Systems: 微小電気機械シス

テム）の一つである。その後、2007 年に Cruickshank と Smith は 94 GHz でのカ

ンチレバーを用いた力検出型 ESR 測定に成功した[6.9]。また 2008年には Toda

らがカンチレバーと高強度ミリ波光源ジャイロトロンとを組み合わせることで

300 GHz における力検出型 ESR 測定法の開発に成功した[6.10]。こうした研究

により、機械検出型 ESR 測定法は強磁場・テラヘルツ領域での高感度な新しい

ESR 測定法として知られるようになった。ただし、Cruickshankと Smith、Toda

らの研究では、94 GHz もしくは 300 GHz での固定周波数で動作する ESR 測定
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装置であったため、多周波数での ESR 測定には対応していない。第二章でも説

明したように、強磁場や高周波数の電磁波を用いて ESR 測定を行うことにより、

高分解能なスペクトルが得られるだけでなく、強磁場中での磁気相転移を反映

した ESR 信号の観測や、大きなゼロ磁場分裂準位間の ESR 信号の観測などが

可能となる。特に、こうした強磁場・テラヘルツ領域で観測される ESR 信号の

解析においては、周波数と共鳴磁場の関係を多周波数で調べ、分光学的観点か

らスピン系の電子状態について議論を行うことが重要である。そのため、多周

波数測定に対応した力検出型 ESR 測定法は分光的な測定の見地から非常に重

要である。2006年に報告された Ohtaや Ohmichi らの ESR 測定装置は多周波数

での ESR 測定を可能としている点で特徴的である[6.8]。彼らはオーバーサイズ

のライトパイプを用いて電磁波をカンチレバー上の試料に到達させることで、

50-130 GHz までの周波数領域において ESR 信号を観測した。さらに Ohmichi

らは 2008 年にピエゾ抵抗検知型カンチレバーを用いた多周波数 ESR 測定法の

改良を行い、80-240 GHz までの周波数領域における ESR 測定に成功した[6.11]。

2009年には、Ohmichi らは 2006年の自らの報告[6.8]を追試する形で、Co-Tutton

塩の ESR 信号を 80-130 GHz の範囲で観測した[6.12]。その後、磁気トルクを検

出するカンチレバーESR測定法の最高周波数は Ohmichiらのグループにより更

新され続け、2010年には 310 GHz[6.13]、2012年には 370 GHz[6.14]、そして 2015

年には 1.1 THz が達成された[6.15]。また Ohmichi らは角度回転機構の導入によ

り 80 GHz における Co-Tutton 塩の ESR 信号の角度依存性取得にも成功してい

る[6.16]。 

磁気トルクを検出する手法は、測定試料として磁気異方性を持つ単結晶であ

ることが必要条件となるため、磁気異方性のない試料や粉末試料への適用は原

理的に不可能であった。そこで Ohmichiらは 2010年代前半からファラデー法を

利用した力検出型多周波数 ESR 測定法の開発も進めてきた。Fabry-Perot 干渉計

を利用した高感度変位検出システムを組み合わせ、80-150 GHz までの多周波数

における DPPH の ESR 信号の観測に成功している。また、高周波 ESR の標準

試料[6.17]として用いられる MgO中の不純物 Mn2+（0.2%濃度）の超微細構造分

裂の観測にも成功している[6.18]。この装置の測定感度は市販の X-band や

W-bandの ESR 装置と同程度の 109 spins/gauss を達成している。 
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力検出型多周波数 ESR 測定法は、試料空間に電磁波を導入するオーバーサイ

ズのライトパイプを用いている。そのため、広い周波数領域の電磁波を伝播す

ることが可能な反面、電磁波の減衰による感度低下は避けられない。そこで多

周波数 ESR 測定のメリットを維持しつつ少しでも感度を向上させるためには、

カンチレバーにはたらく力を大きくする必要がある。そのためにファラデー法

で試料にはたらく磁場勾配を強くすることや、低バネ定数のカンチレバーを用

いるなど、新たな方策を考える必要がある[6.19-6.21]。 

筆者は 2016年に、磁場勾配発生用の磁石をフェライト磁石から Dy磁石に変

えることで、感度を一桁向上させることに成功した[6.22]。これにより銅テトラ

フェニルポルフィリン（Cu-TPP、S = 1/2）と呼ばれる金属ポルフィリン錯体の

EPR 信号を 370 GHz までのテラヘルツ領域で観測することに成功した。しかし

一方で、強磁場中ではカンチレバーの変位が大きくなり過ため、Fabry-Perot干

渉計を構成する光ファイバー端面とカンチレバー裏面の間の平行度が悪化して

しまうという問題が生じた。その結果、干渉強度の変化が直線領域から大きく

外れてしまい、広い磁場範囲で高い感度を保ちながら ESR 測定をすることが困

難となった。ヘミンクロライドなどのヘム鉄錯体やヘムタンパク質等の EPR ス

ペクトルは、テラヘルツ領域では Tオーダーの広い磁場範囲に観測されるため、

このままではヘム鉄の EPR 測定に適用することが困難である。 

そこで本研究では、高い感度を維持しながらも広い磁場範囲の ESR 測定を可

能にすることを目的に、カンチレバーを用いた力検出型多周波数 ESR 測定装置

の改良を行った。その評価として、カンチレバーにヘミンクロライドを搭載し、

500 GHz までの多周波数で EPR 測定を行った。 

 

6-2 実験方法 

 
6-2.1 実験のセットアップ 

 
図 6-1(a)にカンチレバーを用いた力検出型多周波数 ESR測定法のセットアッ

プを示す。外部磁場を発生させるために最大発生磁場 15 Tの超伝導磁石を使用

した。電磁波光源として、160 GHz までは Gunn発振器、160 GHz を超える周波 
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図 6-1(a) カンチレバーを用いた力検出型 ESR 測定法のセットアップ。 

 

 

図 6-1(b) ホーン出口の様子。出口にはマコールを貼り付け、その中央に Dy

磁石を設置している。 

  



137 
 

数では後進行波管（BWO）を使用した。光源から出た電磁波はステンレス製の

ライトパイプ（内径 12 mm）を通り、真鍮製のホーンを通って試料が搭載され

ているカンチレバーに照射される。ライトパイプの直径は電磁波の波長よりも

大きいので、多周波数の電磁波を試料空間まで伝えることが出来る。ホーン出

口の直径は 4 mm であるため、カットオフ周波数は約 80 GHz である。 

試料付近に磁場勾配を発生させるため、長さ 1.7 mm、直径 0.5 mm の Dyロ

ッドを、図 6-1(b)に示すようにマコールを用いてホーン出口に保持した。マコ

ールは、マイクロ波やテラヘルツ波を透過しやすいセラミックスの一種である。

図 6-2(a)に、本研究で自作したカンチレバーホルダーを示す。図 6-2(b)にカンチ

レバー付近の拡大図を示す。試料を搭載したカンチレバーは市販のアライメン

トディスク上にセットし、薄い真鍮の板で固定している。図 6-2(c)はカンチレ

バー、Dy磁石、光ファイバーの位置関係が分かるように真正面から撮影した写

真である。カンチレバー先端裏面の直下に光ファイバーを固定し、光ファイバ

ー端面との間で Fabry-Perot 干渉計を構成した。 

シンセサイザの出力を用いて外部から電磁波強度を AM 変調し、同期信号を

ロックインアンプの参照信号として用いた。電磁波強度を変調することでカン

チレバーの振動振幅が同じ周期で変調を受け、ロックインアンプで検出される。

カンチレバーの振動振幅が変化する原因として二つの効果を考慮する必要があ

る。一つは Photothermal 効果による影響である。電磁波強度を周期的に変調す

ることでカンチレバーとカンチレバー周辺の温度が周期的に変調を受ける。こ

の影響で、カンチレバーは ESR 信号とは無関係に常時、振動が励起される。も

う一つは ESR 信号に由来する成分である。2-34 式で示したように ESR 吸収時

には試料の磁化が変化するため、試料に働く磁場勾配力も変化しカンチレバー

の振動振幅が変化する。従って、ロックインアンプで検出している変調周波数

に同期した信号はこの両者の和に対応している。 

図 6-3 に、ヘミンクロライドを搭載したカンチレバーの写真を示す。試料瓶

から数十 µm 程度の大きさのヘミンクロライド微結晶一粒を取り出し、少量の

二液混合型エポキシ系接着剤（商品名：アラルダイト）でカンチレバー上に接

着した。 

試料の質量 msampleは、試料搭載前のカンチレバーの固有振動数から、試料搭 
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図 6-2(a) カンチレバーホルダーの全体写真。 

 

 

図 6-2(b) カンチレバーホルダーの拡大写真。 
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図 6-2(c) カンチレバーホルダー真正面からの写真。カンチレバー上にはヘミ

ンクロライドの微結晶が載っている。 
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図 6-3 ヘミンクロライドの微結晶を搭載したカンチレバーの写真。 
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載後のカンチレバーの固有周波数がどれだけシフトしたかを測定することで見

積もることが可能である。計算式は以下の通りである。 

𝑚sample =
𝑘c

(2𝜋)2
(
1

𝑓on2
−

1

𝑓off
2 ) 

 

ここで、fonは試料搭載時のカンチレバーの固有振動数、foffは試料搭載前のカン

チレバーの固有振動数である。計算の結果、質量は約 16 ngと見積もられた。

また、試料のサイズは約 100 × 50 × 10 µm3であり、本研究で使用する電磁波の

波長よりも十分短い。つまり電磁波の振動磁場 B1が試料内部で空間的に均一で

あり、電磁波が試料中の各スピンに対して均一に作用することを意味している。

測定はすべて 4.2 Kで行った。 

 
6-2.2 検出可能変位のダイナミックレンジ拡張 

 

Fabry-Perot干渉計を利用した変位検出測定では、出来る限り高感度測定を実

現するために、キャビティ長の最適化もしくはレーザー光の波長の最適化を行

う必要がある。つまり、3-6 式より干渉計のキャビティ長が変化すれば光の干

渉強度も変化するので、キャビティ長の変化に対して干渉強度の変化が大きく

なる条件で測定を行えば高感度な変位検出が可能となる。低温でも動作するピ

エゾアクチュエータを用いてキャビティ長を変化させることで最適化する方法

が一般的には採用されている[6.23-6.26]。しかし、ピエゾアクチュエータは低温

では駆動範囲が狭いことや、試料空間の直径が 30 mm 程度しかなくピエゾアク

チュエータを組み込むための十分なスペースを確保するのが容易でない。そこ

で、本章では使用するレーザー光源の波長可変性を利用し、レーザー光の波長

を変えることで測定条件の最適化を行った。 

手順としては、はじめに PACT（Passive Component Test）と呼ばれるテスト

を行う。この PACT ではレーザーモジュールから出力するレーザー光の波長を

少しずつ変えていき、フォトディテクタで干渉強度を測定する。図 6-4に PACT

の測定例を示す。この PACTは 6-3節で述べるヘミンクロライドの EPR 測定で

使用した試料がカンチレバー上に搭載された状態で行った。この図を見ると分

(6-1) 
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かるように、レーザー光の波長の変化とともに検出される干渉強度は周期的に

変化する。波長に対して干渉強度が大きく変化するのは変曲点付近であるので、

変曲点付近の波長を選ぶことで最大の検出感度を得ることが出来る。また、

PACT の結果から、Fabry-Perot 干渉計のキャビティ長を求めることが出来る。

キャビティ長 dを求める式は、 

𝑑 =
𝜆1𝜆2

2(𝜆1 − 𝜆2)
 

 

で与えられる[6.27]。ただし、λ1 > λ2である。ここで、λ1、λ2は PACT で最大（ま

たは最小）の干渉強度を与える連続した二つの波長にあたる。例えば図 6-4 で

は、λ1 = 1496.0 nm、λ2 = 1511.5 nm なので、d = 72942 nm = 73.0 µm である。 

DPPH（S = 1/2）など、スピンが小さく、磁化の小さい試料を測定する際には、

磁場掃引に伴う干渉強度の変化は比較的小さい。そのため、T オーダーの広い

磁場範囲で測定を行っても、干渉強度が周期的に変化するほどカンチレバー先

端が変位することは生じにくい[6.18]。しかし、本章で取り上げるヘミンクロラ

イド（S = 5/2）では磁化が大きいため、Tオーダーの磁場範囲を掃引すると、

しばしば干渉強度の周期的振動（フリンジ）が何度も観測されるほどカンチレ

バー先端が変位する。そのため、ESR が起こると予想される磁場付近で PACT

を再度とり直し、最適な干渉条件を構成し直す必要があった。このことは、逆

に言えば、未知試料の ESR 測定を行う場合、共鳴磁場があらかじめ分からない

のでレーザーの波長設定が手探りとなり、効率的に測定が行えない。また、PACT

で得られた波形の傾きの大きさはロックインアンプで読み取る電圧の大きさに

対応する。つまり、カンチレバーの変位が大きくなり直線的な領域（3-10 式）

から外れてくると、測定感度がカンチレバーの変位に依存するようになる（例

えば、干渉強度が最大（最小）の点ではカンチレバーの変位に対し、出力変化

がないので測定感度はゼロになる）。そのためヘミンクロライドのような試料に

対する測定では、広い磁場範囲の ESR 測定を行うことは実質的に不可能である。

このように磁場に対するダイナミックレンジの狭さは Fabry-Perot 干渉計を用

いた手法の大きな問題点であり、測定可能な試料にも厳しい制限がかかってい

た。 

(6-2) 
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図 6-4 Fabry-Perot 干渉計において周波数掃引を行った際に観測される干渉強

度の周期的振動（フリンジ）。 
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図 6-5(a) レーザー光の波長に PI制御を行いながら測定した DPPH粉末試料の

磁化測定結果。挿入図は、0.6 Tから 1.8 Tの間を拡大したもの。 

 

 
図 6-5(b) フォトディテクタによって測定された干渉強度の電圧換算値。赤の

実線は測定前に設定した PI制御の基準電圧値(45.3 mV)のレベルを表す。 
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図 6-5(c) 波長を固定して、PI 制御を行わずに DPPH 粉末試料の磁化測定を行

った結果。 
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この問題を解決するため、本研究では Fabry-Perot干渉計に用いるレーザー光

の波長コントロールを行った。すなわち、干渉強度が PACT で得られた干渉強

度の変曲点、つまり周期の山と谷のちょうど中間の値に常に一定に保たれるよ

う調節出来れば、検出感度が変位に依存しなくなり、検出可能な変位領域も拡

大する。 

これを実現するために、以前より使用していたレーザーモジュール（Agilent 

81989A）の「波長可変性」を活用することにした。具体的には、開始波長と、

その波長での干渉強度に対応する電圧値を決めておき、その基準電圧からのず

れが生じた場合、もとの基準電圧に戻すように波長を変えるような制御を行え

ばよい。本研究では、PI制御の手法を利用して、波長のコントロールを行った。

PI制御は、あらかじめ設定しておいた基準値からのずれを計算し、基準値に戻

そうとするフィードバック制御のことを言う。今回であれば、フォトディテク

タで読み取った電圧が、基準値として設定した電圧からずれているかをある一

定時間ごとに計算し、ずれが大きい場合は大きく波長を変化させ、ずれが小さ

いときは小さく波長を変化させることで、基準電圧に戻るよう波長にフィード

バックをかける。このような PI制御のプログラムは LabVIEW を用いて自作し

た。d0を測定開始時のキャビティ長、λ0を測定開始時のレーザー波長、dpを測

定中のキャビティ長、λp を測定中のレーザー波長とすると、キャビティ長と波

長の関係は、 

𝑑p =
𝑑0𝜆p

𝜆0
 

 

と書ける。この式に従って波長をコントロールするよう制御すれば良い。 

図 6-5(a)に、DPPH（試料質量：130 ng）をカンチレバーに搭載し、6-3 式に

従う PI制御を行いながら 4 Tまで磁場掃引した結果を示す。キャビティ長が一

定になるようにフィードバックをかけているので、縦軸はレーザーの発振波長

となっている。また、図 6-5(b)に干渉強度を示すフォトディテクタの出力電圧

値を示す。この測定では、0 Tにおいて PI制御の基準電圧を 45.3 mV に設定し、

0 T→4 T→0 Tと磁場を掃引した。0 Tから 4 Tへ磁場を上げるときは 0.5 T/min、

4 Tから 0 Tへ磁場を下げるときは 0.2 T/min の掃引速度で行った。全体的に、

(6-3) 
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PI制御がうまく機能しており、滑らかに波長をコントロール出来ていることが

分かる。なお、磁場を上げた時と下げた時で 2 T付近まで磁化の曲線が重なっ

ていないが、これは Dy 磁石の磁化が飽和していない領域のため、ヒステリシ

スが変位に影響していると考えられる。 

図 6-5(a)の挿入図を見ると分かるように、磁場を 0 Tから 4 Tへ上げる際、0.8 

Tから 1.7 T付近において、波長コントロールのエラーが大きく、ギザギザとし

た波長掃引になっていることが分かる。特に図 6-5(b)を見ると、0.8 T から 1.7 T

付近では 0.5 T/min で掃引すると基準電圧に戻すために波長を大きく動かし過

ぎていてエラーが大きくなっていることが分かる。一方、0.2 T/min で磁場を下

げる際には同じ磁場領域であってもエラーが小さく安定している。 

これは、波長の変更には有限の時間が必要であることが原因として挙げられ

る。波長可変レーザーでは内部の回折格子を用いて出力波長を変えているので、

PC から波長変更の指令が送られてから実際にその波長が出力されるまでに有

限の応答速度が必要である。そのため PC から指令を送る時間のインターバル

を 1秒程度取っておかないと、波長可変レーザーが誤作動を起こし故障してし

まう。0.2 T/min で掃引した場合は、0.5 T/minで掃引した場合に比べて安定した

波長変化となっていることからも、磁場掃引速度に限界があるように見える。

そこで、速い磁場掃引に対しても出来るだけ安定した波長可変を実現するため

に、6-3 式に補正項を加えることにした。具体的には、次のようにテイラー展

開の一次の項を加えた。 

𝑑p =
𝑑0
𝜆0

[𝜆p +
𝜕𝜆0
𝜕𝑉

|
𝑉set

(𝑉p − 𝑉set)] 

 

ここで、Vpは測定中のフォトディテクタの読み取り電圧値（干渉強度）、Vsetは

あらかじめ設定しておく基準電圧値である。この式に従った PI制御を行うこと

により、基準電圧からのエラーは小さくなり、0.5 T/min でも滑らかに波長を変

えることが可能となった。 

0 Tでのレーザー光の波長は λ0 = 1506.1 nm、キャビティ長は d0 = 84.13 µm で

あった。さらに、4 T に到達した時のレーザー光の波長は λp = 1513.8 nm であっ

たことから、4 Tに到達した時のキャビティ長は dp = 84.58 µm であった。従っ

(6-4) 
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て、0 Tから 4 Tまでの磁場掃引でおよそ Δd = 0.45 µm キャビティ長が変化した

ことが分かった。この結果を、PI制御を行わずに磁場掃引を行って得られた図

6-5(c)の結果と比較してみる。3-6 式より、波長を λ0に固定した状態で磁場掃引

し、目標の磁場に到達した時に n周期分干渉強度が変化したとき、キャビティ

長の変化量 Δdは、 

𝛥𝑑 =
𝜆0𝑛

2
 

 

と書ける。図 6-5(c)の測定では、開始波長を λ0 = 1506.1 nm に固定して磁化測定

を行った。図より 4 T到達時におよそ n = 0.6 周期分干渉強度が変化したことか

ら、キャビティ長の変化は Δd = 0.45 µm となり、PI制御を行った時の結果との

良い一致が得られている。 

次の節では、上述の干渉強度を一定に保ちながら磁場掃引を行う方法により

ダイナミックレンジの拡張を試みる。そして、この改良により可能となったヘ

ミンクロライドの 10 T までの強磁場・テラヘルツ EPR 測定の結果について述

べる。 

 

6-3 実験結果 

 

図 6-6(a)、6-6(b)に、カンチレバー上に 16 ng のヘミンクロライドを搭載し、

4.2 K において電磁波を照射せずに 8 T まで磁場掃引を行った結果を示す。図

6-6(a)はレーザー波長を 1500 nm に固定し、PI 制御を行わずに磁場掃引した結

果である。縦軸はフォトディテクタで読み取った電圧であり、干渉強度に対応

する。一方、図 6-6(b)は PI制御を行い、干渉強度を一定に保ちながら磁場掃引

した結果であり、縦軸はレーザーモジュールから出力されたレーザー光の波長

を示している。 

まず図 6-6(a)では、磁場を上げるにつれて徐々にヘミンクロライドの磁化が

大きくなり、それに伴ってカンチレバーの変位も大きくなるため、8 T に到達

するまで干渉強度が複数回振動していることが見て取れる。このデータの中で、

印加磁場の変化量に対して干渉強度の変化量が急激な部分、つまり傾きが大き 

(6-5) 



149 
 

 

図 6-6(a) PI制御を行わずにヘミンクロライドの磁化測定を行った結果。 

 

 
図 6-6(b) PI制御を行いヘミンクロライドの磁化測定を行った結果。 
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い部分は、高感度にカンチレバーの変位を計測出来る条件となっている。一方、

傾きがゼロに近い部分では、感度は非常に低いことが分かる。このように、レ

ーザー光の波長を固定した場合は、検出感度を一定に保ったまま広い磁場範囲

を掃引することは難しい。 

一方、図 6-6(b)では、図 6-4 の PACT から波長を 1490 nm に設定し、PI制御

により波長をコントロールしながら磁場掃引した。そのため常に干渉強度の中

間値を維持するよう波長が変化しており、滑らかな曲線としてデータが得られ

ている。常磁性体は、低い磁場では大きな磁化変化を示し、高磁場になるにつ

れて徐々に飽和磁化に向かう。強磁場中では、飽和磁化に近づいているため磁

化の変化が緩やかで、最後は飽和磁化に到達し変化がなくなる。図 6-6(b)の曲

線は、まさに磁化曲線のようなデータとなっている。1.5 Tくらいまでの低磁場

では Dy磁石の磁化も変化しているため、Dy磁石が試料付近に作る磁場も変化

している。その効果がカンチレバーの変位に影響を及ぼすため得られたデータ

は完全な試料の磁化曲線を反映したものとは言えないが、ほぼブリルアン関数

様のデータが得られている。 

ここで、レーザー波長の変化量から、カンチレバーがどれくらい変位したか

を算出してみる。PACT の変曲点付近において干渉強度は 3-10式のように表さ

れることから、干渉強度を一定に保とうとするならば、波長とキャビティ長の

比は常に一定である。このことから、キャビティ長の変化量 Δdは、 

𝛥𝑑 = 𝑑0 (
𝜆1
𝜆0

− 1) 

 

と書ける。図 6-6(b)の結果では、d0 = 100 μm、λ0 = 1463 nm、λ1 = 1558 nm であ

ったので、0-8 Tまでの間に、カンチレバーは Δd = 6.4 μm も変位したことが分

かった。使用している波長可変レーザーの波長は 1463 nm から 1577 nm まで変

えられるので、キャビティ長が d0 = 100 μmであれば、最大で 7.8 μm 程度のキ

ャビティ長の変化まで対応可能である。一方、波長を固定した条件の測定では、

PACT の傾きが大きい領域、つまり高感度に変位を計測出来る領域は干渉強度

の周期の 1/4程度の範囲である。その場合、ダイナミックレンジとしては 0.4 µm

程度である。そのため、波長コントロールの方法によりダイナミックレンジを

(6-6) 
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25倍程度改善することに成功し、広いカンチレバーの変位に対しシームレスに

計測することが可能になった。 

ヘミンクロライドをはじめ、ヘム鉄錯体およびヘムタンパク質のテラヘルツ

領域における EPR 信号は、一番吸収強度の強い gperp吸収だけでも 0.5 T程度の

実効的な線幅を持っており、スペクトル全体を観測するには 1 T以上の磁場掃

引が必要である。そのため、PI制御無しでは EPR スペクトル全体をシームレス

に測定することは不可能であった。一方、PI制御を用いた方法を開発したこと

により、変位計測のダイナミックレンジを約 25倍広げることに成功したので、

この方法をヘミンクロライドの EPR 測定に適用した。 

最後に、図 6-7 に、カンチレバーを用いて得られたヘミンクロライドの強磁

場・テラヘルツ EPR 測定結果を示す。第四章、第五章で示した透過法による

ESR 測定では、ESR 吸収が起これば検出器で読み取る信号の強度が減衰するた

め、ベースラインに対して下向きに ESR 信号が観測されていたが、カンチレバ

ーを用いた ESR 測定では、磁化の変化量を観測しているので、ESR が起これば

その変化量は大きくなり、AM 変調周波数で振動するカンチレバーの振幅が大

きくなるので、ロックインアンプで読み取る電圧値も大きくなる。そのため、

ベースラインに対して上向きに ESR 信号が観測される。本研究では、105 GHz

から500 GHzまでの範囲でヘミンクロライドのEPR信号を観測することに成功

した。観測された吸収ピークは、磁場がポルフィリン面内に印加された場合の

EPR 信号（第四章、第五章における gperp 吸収[4.19]）に対応している。測定に

用いたヘミンクロライドの微結晶が単結晶かどうかは外見から判断出来なかっ

たが、カンチレバー上に適当に接着した微結晶から gperp吸収の EPR 信号が観測

されたため。搭載した試料は多結晶であった可能性が高い。測定周波数を徐々

に上げていくと、第四章、第五章における実験結果のように、共鳴磁場は高磁

場側へシフトした。図 6-8 に電磁波の周波数と共鳴磁場の関係をプロットした

グラフを示す。まず図中の黒い破線で示すように、低周波数のデータ（105、130、

160 GHz）は直線でフィッティングを行った。その結果、次の方程式、 

ℎ𝜈 = 𝑔𝜇B(𝐵 + 𝐵local) 

 

 

(6-7) 
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図 6-7 カンチレバーを用いたヘミンクロライド微結晶（16 ng）の強磁場・テ

ラヘルツ EPR 測定の結果。 
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図 6-8 図 6-7 の EPR 吸収ピークから得られた共鳴磁場と周波数の関係。破線

は 105、130、160 GHzの結果から得られた線形フィッティング、実線は図中の

スピンハミルトニアンパラメータと 1-7 式を用いて得られたシミュレーション

結果である。 
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で導出される曲線の傾きから、見かけ上の値 g = 5.79が得られた。ここで、Blocal

は勾配発生用磁石による共鳴磁場のシフトを表している。この算出された値は、

X-band帯で決定された g値 gperp ~ 6 に近い値を示している[4.19]。105、130、

160 GHz までの周波数で直線フィッティングすると g値が 6より少し小さくな

っている理由として、高磁場極限ではゼーマン項の大きさが相対的にゼロ磁場

分裂項よりも大きくなるため、ゼロ磁場分裂の影響が小さくなり、見かけの g

値が本質的な g値に近づくためである。さらに高周波数領域では徐々に gx = gy ~ 

2に近づいていくはずであるが、実際、286 GHz から 500 GHz までの共鳴磁場

は、g = 5.79 よりも高磁場側に出ている。例えば 468 GHz と 500 GHz の二点で

線形フィッティングを行えば、その直線の傾きから見かけの g値は g = 2.60が

得られる。 

 
6-4 考察 

 
6-4.1 スピンハミルトニアンパラメータの見積もり 

 

精密な解析を行うためには、スピンハミルトニアンで記述される行列を解き、

ESR信号が観測される周波数と磁場の関係を良く再現するか検討する必要があ

る。本研究においても第五章の実験結果の解析に用いた 1-7 式を対角化し、本

質的な g値（gx、gy、gz）とゼロ磁場分裂定数 Dをパラメータとして決定する。

E値については、面内異方性を示す吸収波形を観測出来なかったため、E = 0と

して考えている。図 6-8中の黒い実線で示すように、gx = gy = 1.98、gz = 2.00、

D = 7.2 cm-1というスピンハミルトニアンパラメータを用いて実験結果を再現

することが出来た。これらの値は過去の報告値に近い値である[4.16]。 

図 6-8中の実線は、スピンハミルトニアンを対角化した後、B // x、yでのエ

ネルギーダイアグラムの中で最低エネルギーのスピン準位と、二番目に低いエ

ネルギーのスピン準位の差を取ることで得られたシミュレーションの曲線であ

る。ただし、図 6-8 ではプロットと良く一致するよう曲線全体を横軸方向にオ

フセットさせており、グラフ上の原点を通っていないことを注意しておく。図

6-8 の横軸は、外部磁場として発生させた超伝導磁石が出す磁場の大きさ Bext
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の関数としており、試料付近の局所的な磁場の大きさではない。試料付近の磁

場の大きさは Dy磁石が生む磁場 Blocalも考慮する必要がある。つまり試料の感

じる磁場 Bは、B = Bext + Blocalと書ける。したがって、図 6-8中では、シミュレ

ーションの曲線を横軸方向にオフセットした量が勾配磁石により発生している

磁場の大きさに対応する。図 6-8 より Dy 磁石が試料付近に作る磁場は Blocal = 

0.48 Tと見積もられた。 

 
6-4.2 勾配磁石が作る磁場と磁場勾配の計算 

 

ここで、Dy磁石が試料付近に作る磁場勾配について求める。図 6-9のような

円柱磁石を考え、中心軸（z 軸）上につくる磁場と磁場勾配を計算する。強磁

性体の外半径を r、高さを L とする。強磁性体が中心軸上につくる磁場は、円

柱の上下面に生じたそれぞれの磁荷がつくる磁場の足し合わせである。 

まず、半径 r をもつ一様に磁化したリングを考える。リング中心からの距離

が z となる中心軸上の点 P における磁場を求める。リング上の磁荷の線密度を

ρとすれば、長さ Δs の微小部分に分布する磁荷 ρΔs が点 P につくる中心軸方向

に平行な磁束密度の成分は、 

𝐵𝛥𝑠(𝑧) =
1

4𝜋

𝜌𝛥𝑠

𝑧2 + 𝑟2
𝑧

√𝑧2 + 𝑟2
 

 

と表される。中心軸方向に垂直な磁場の成分はリングの各部分からの寄与で打

ち消し合う。よって、点 P に作られる磁束密度の大きさは、リング全体につい

て足し合わせて、 

𝐵ring(𝑧) = ∫
1

4𝜋

𝜌

𝑧2 + 𝑟2
𝑧

√𝑧2 + 𝑟2

2𝜋𝑟

0

𝑑𝑠 

=
1

2

𝜌𝑟

𝑧2 + 𝑟2
𝑧

√𝑧2 + 𝑟2
 

 

と表すことが出来る[6.28]。 

 次に一様に磁化した、磁荷面密度 mの円盤を考える。円盤中心からの距離が

(6-8) 

(6-9) 
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z となる中心軸上の点 P における磁場を求める。まず、円盤を幅 Δr’の細い円形

リングに分割すると、各々のリング上に分布する磁荷が点 Pにつくる磁場は 6-9

式により求めることが出来る。半径 r’のリングの線密度を ρ = mΔr’とおき、こ

れを全てのリングについて足し合わせると、 

𝐵disk(𝑧) = ∫
𝑚𝑧𝑟′

2(𝑧2 + 𝑟′2)
3/2

𝑟

0

𝑑𝑟′ 

=
𝑚𝑧

2
[−

1

√𝑧2 + 𝑟′2
]

0

𝑟

 

=
𝑚𝑧

2
(
1

𝑧
−

1

√𝑧2 + 𝑟2
) 

 

と表すことが出来、円盤が点 P につくる磁束密度が求められる。 

さらにこの円盤を拡張し、半径 r、高さ L をもつ円柱を考える。円柱の上端

面中心からの距離が z となる中心軸上の点 P における磁場を求める。これは円

柱の上端面と下端面に生じたそれぞれの磁荷が点 Pにつくる磁場の足し合わせ

で求められる。6-10 式は上端面が点 P につくる磁場を表しており、Bcylinder_top(z) 

= Bdisk(z)とする。下端面がつくる磁場は、6-10式で z → z + L として、 

𝐵cylinder_bottom(𝑧) =
𝑚(𝑧 + 𝐿)

2
(

1

𝑧 + 𝐿
−

1

√(𝑧 + 𝐿)2 + 𝑟2
) 

 

と表されるので、6-10式、6-11式より点 P における磁場は、 

𝐵cylinder(𝑧) = 𝐵cylinder_top(𝑧) − 𝐵cylinder_bottom(𝑧) 

=
𝑚

2
(

𝑧 + 𝐿

√(𝑧 + 𝐿)2 + 𝑟2
−

𝑧

√𝑧2 + 𝑟2
) 

 

と表される。磁場勾配は 6-12式を微分することによって得ることが出来、 

(6-10) 

(6-11) 

(6-12) 
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図 6-9 円柱型 Dy磁石。 
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図 6-10(a) 円柱型 Dy 磁石が中心軸上に発生する磁場の計算結果。横軸は Dy

磁石上端からの距離を表す。 

 

 

図 6-10(b) 円柱型 Dy磁石の中心軸上における磁場勾配の計算結果。横軸は Dy

磁石上端からの距離を表す。 
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𝑑𝐵cylinder(𝑧)

𝑑𝑧
=
𝑚

2
(

𝑧2

(𝑧2 + 𝑟2)
3
2

−
1

√𝑧2 + 𝑟2
 

−
(𝑧 + 𝐿)2

{(𝑧 + 𝐿)2 + 𝑟2}3/2
+

1

√(𝑧 + 𝐿)2 + 𝑟2
) 

 

と表される。本研究で用意した Dy磁石（Good Fellow社製）は直径 0.5 mm × 高

さ 17 mm の円柱形状をしており、飽和磁化は 3.4 Tである。磁場と磁場勾配の

距離依存性を図 6-10(a)、6-10(b)にそれぞれ示す。この結果から、本研究で用い

た Dy磁石では最高で 7,000 T/m程度の磁場勾配を発生出来ることが分かる。z <  

400 µm 程度となるように試料を配置すれば、試料付近に 103 T/mオーダーの磁

場勾配を発生させることが出来る。 

Blocal = 0.48 T という値から Dy 磁石表面と試料間の距離を計算すると、図

6-10(a)からおよそ 250 µm という値が見積もられる。さらに、このことから図

6-10(b)を用いて、Dy磁石が試料付近に生じる z 軸方向の磁場勾配は 2,500 T/m

と見積もられる。例えば、図 6-7の 160 GHz のデータを見ると、観測されたス

ペクトルの線幅は約 100 mTであり、本来のヘミンクロライドの線幅が数十 mT

であることを考慮すると、10 mT のオーダーで線幅が広がっていることを意味

している。これは、Dy磁石の作る磁場勾配により、試料内部に磁場分布が発生

したことに起因すると考えられる。磁場分布の大きさは、おおよそ z 軸方向の

試料の厚みで決まる。カンチレバーに搭載したヘミンクロライドの z 軸方向（カ

ンチレバーの長手方向に対して垂直な方向）の厚さが約 10 µm であることを考

慮すると、試料の両端では 25 mT 程度の磁場分布が生じていることが見積もら

れる。従って、観測された 100 mT という EPR 信号の線幅は磁場勾配による試

料内部の磁場分布として説明出来る。 

 
6-4.3 スピン感度の見積もり 

 

最後にスピン感度について述べる。本章の実験でカンチレバーに搭載した試

料のスピン数は、ヘミンクロライドの分子量と試料質量（16 ng）からおよそ~1013 

(6-13) 
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spins であると見積もられた。130 GHz の場合、最小検出スピン数は試料のスピ

ン数を S/N（~100）で割ることによって求めることが出来、その値はおよそ~1011 

spins であった。よって、130 GHz におけるスピン感度は、線幅が約 100 mT（1,000 

Gauss）であることを考慮すると、~108 spins/gauss と見積もられた。第四章で使

用した装置の感度は 1015 spins/gauss 程度、第五章で使用した装置の感度は 1013 

spins/gauss 程度なので、カンチレバーを用いた力検出型 ESR 法は 105 倍～107

倍程度も感度が高いと言える。しかし、468 GHz では S/N は 5程度であり、130 

GHz の 1/20程度であった。 

このように感度が低下した主な理由としては二つ考えられる。一つは、500 

GHz の電磁波の出力（~1 mW）が 130 GHz の電磁波の出力（41 mW）より一桁

程度弱かったことが挙げられる。もう一つは、図 6-6(a)の結果からも明らかな

ように、強磁場中でカンチレバーが大きく変位しているため、ファイバー端面

とカンチレバー裏面の平行度が悪化し、Fabry-Perot 干渉計においてカンチレバ

ーからの戻り光が低減している可能性が挙げられる。本研究では 15 T 超伝導磁

石を測定に使用したが、共鳴磁場が 10 T以上に期待される周波数（500 GHz超）

領域では EPR 信号を観測することが出来なかった。今後、10 T以上でも測定感

度を落とさずにヘミンクロライドなど磁化の大きい試料の測定を可能にするこ

とが今後の課題として挙げられる。 

またカンチレバーを用いた ESR 測定法は、スピン感度は良いものの、S/Nが

高くない。その結果、第四章、第五章で観測出来ていたヘミンクロライドの α

モードや β モードを観測出来ていない。つまり今後は gperp吸収よりも信号強度

の弱い αモードや βモードも観測可能に出来るように S/Nを上げていくことが

一つの課題として挙げられる。このように本装置は透過法の ESR測定装置と比

べて実用的と言える段階には到達していない。そのためさらに S/Nを向上させ、

広い磁場範囲で感度を維持するための装置改良を行っていく必要がある。強磁

場中でも感度を落とさないようにするためには、ファイバー端面とカンチレバ

ー裏面の平行度を維持するような改善を施す必要がある。改善策の一つとして

は、力検出デバイスの構造を変えることが考えられる。現在はカンチレバーを

使用しており片持ち梁の形状をしているが、両持ち梁やトランポリンのような

構造のデバイスの導入も考えていく必要があるだろう。 
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6-5 まとめ 

 

本研究ではカンチレバーを用いた力検出型の強磁場・テラヘルツ ESR 測定法

を開発した。これまでのカンチレバーを用いた ESR 測定装置では、Fabry-Perot

干渉計を利用した変位検出方式を採用しているために、カンチレバーの変位計

測のダイナミックレンジが 0.4 µm 程度であった。本研究では、レーザーモジュ

ールの波長可変性を活用した PI 制御を行うことで、ダイナミックレンジを 20

倍以上拡張することに成功した。これにより、T オーダーの広い磁場範囲にわ

たる ESR スペクトルを観測することが可能になった。本研究では、この手法を

ヘミンクロライド（16 ng）の微結晶に対して適用し、500 GHz までの周波数範

囲で gperp吸収を観測することに成功した。また、g テンソルとゼロ磁場分裂定

数 Dを見積もることが出来た。 

本手法を用いることで、従来の透過型のテラヘルツ ESR 測定法に比べ、必要

な試料量を格段に減少させることに成功した。しかし、ヘムタンパク質のよう

な低スピン濃度の試料に対して本手法を応用するためには、さらなる S/N の改

善が必要である。特に強磁場中ではカンチレバーの変位が大きくなることが原

因となって Fabry-Perot 干渉計の構成が崩れてしまい、感度低下を招いているの

でこの問題を解決する必要がある。 

また、カンチレバーを用いた手法は、現状では溶液測定への応用が困難であ

る。カンチレバー先端に微量な溶液試料を搭載することは容易ではなく、また、

一旦溶液を載せても溶液状態のまま保持する方法が無い。ヘムタンパク質など、

実際のタンパク質分子の物性測定では、生化学的な活性が保たれている溶液状

態での測定が好まれる。今後、力検出型 ESR測定法をヘムタンパク質へ応用す

るためには、溶液試料にも適用可能な測定手法が望まれている。次章ではこの

ような課題を解決するための取り組みについて記述する。 
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7-1 イントロダクション 

 
7-1.1 カンチレバーを用いた力検出型 ESR測定法の問題点 

 

第六章ではカンチレバーを用いた力検出型 ESR 測定法の開発を行った。大き

な特長として非常に微小な試料の高感度 ESR 測定を行える点が挙げられるが、

現在のところ次に挙げる問題点が残っている。 

 一つ目に、強磁場中で測定感度が低下するという点が挙げられる。Fabry-Perot

干渉計を利用した変位検出方式では、干渉計を構成している光ファイバーとカ

ンチレバー裏面の平行度を維持しなければならない。しかし、カンチレバー上

に搭載した試料にはたらく磁場勾配力は磁場とともに増大するため、磁場印加

に伴いカンチレバー先端が変位し、徐々に平行度が悪化していく。1 Tから 3 T

程度の低磁場では試料の磁化はそれほど大きくないため、ESR 測定に影響を及

ぼすほど平行度は悪化しない。しかし、4 T、5 Tと強磁場になるにつれて平行

度は悪化し、10 Tを超えると著しい干渉強度の低下をもたらすため ESR 測定は

非常に困難となる。これは、広い磁場範囲を掃引してシームレスな ESR スペク

トルを取ることが困難であることを意味している。ヘム鉄の EPR スペクトルは、

第四章、第五章で見たように、様々な EPR モードのスペクトルが広い磁場範囲

に観測されるため、シームレスな ESR スペクトルを得ることは非常に重要であ

る。 

二つ目に、溶液試料に対する応用が困難であることが挙げられる。第六章で

は、ヘムタンパク質モデル錯体のヘミンクロライドの EPR 測定を行ったが、試

料形状としては固体の微結晶であった。また、過去に報告されているカンチレ

バーを用いた ESR 測定法を見ても、すべて測定対象は固体試料となっている。

これはカンチレバーを用いた手法で液体状態の試料の ESR 測定を行おうとす

ると、セットアップの面で様々な困難が生じるためである。カンチレバーの先

端は幅が数十 µm と微小であるため、カンチレバー先端に搭載可能な液滴の量

はせいぜい 1 µL未満である。研究当初、筆者はマイクロインジェクション用の

ガラスキャピラリーを用いてカンチレバー先端に微量溶液を搭載する試みを行

った。しかし、カンチレバー表面と溶液の間で濡れ現象が起こり、溶液がカン
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チレバーの根元へ広がり、先端に保持することが難しかった。また、偶然にも

カンチレバー先端付近に溶液をとどめることに成功したとしても、数秒で急速

に溶液が蒸発してしまった。このようにカンチレバー先端に溶液試料を搭載す

るという方法は事実上困難であり、あらゆる方策を試したが、試料が蒸発しな

いようカンチレバー上に保持しながらクライオスタット内で試料を冷却・凍結

させる段階まで進めることは不可能であった。 

しかし最近では、生命科学の研究分野において少量の溶液試料に対する高感

度測定の需要が高まっている。例えば、多くのタンパク質および酵素の生理的

機能は溶液中でのみ活性状態にある。タンパク質や酵素分子は周囲に存在する

水と相互作用することで活性を制御している。この意味において、タンパク質

や酵素の研究においては、固体試料ではなく溶液試料を測定する必要がある。

また、貴重な生体試料では試料調製、抽出が容易ではなく、微量の溶液試料し

か用意出来ないことも多く見受けられる。そのような場合、微量溶液に対する

高感度な ESR 測定が必要になる。 

カンチレバーを用いた力検出型 ESR 測定法では、試料をカンチレバーに貼り

付けて実験を行うサンプル-オン(Sample-on)の配置と、磁場勾配力を発生させる

ための勾配磁石をカンチレバーに貼り付けて試料をカンチレバーの近くに配置

するマグネット-オン(Magnet-on)の配置による二つの方法が報告されている

[6.9]。マグネット-オン配置であれば、溶液セルを作成してその中に溶液試料を

密封すれば溶液の蒸発を防ぐことが出来る。しかし、マグネット-オン配置の場

合、磁場中では勾配磁石自身の磁気トルクによりカンチレバーが大きく変位し

たり、ねじれたりしてしまうことが予想される。そのため、サンプル-オン配置

の場合に比べ、強磁場中での Fabry-Perot 干渉計の動作条件を保つことが困難に

なり、測定は困難となる[7.1]。 

こうした問題点は、力検出型 ESR 測定を汎用性の高い強磁場・テラヘルツ

ESR 測定法として確立するために解決しなくてはならない内容である。逆に言

えば、これらの問題点が解決されて、適用可能な試料の制限が無くなり、また

広い磁場範囲でシームレスに高感度な ESR スペクトルを得ることが出来れば、

本論文で目的としているヘム鉄の電子状態研究の進展にも大きく貢献出来るの

ではないかと考えている。 
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7-1.2 メンブレン型デバイスを用いた磁気測定 

 

本研究では、カンチレバーの代わりに窒化シリコン（SiNx）ナノメンブレン

と呼ばれるトランポリン型のデバイスを力検出のプローブとして採用した。ま

ず、メンブレンの特徴としてそのトランポリン型の形状が挙げられる。すなわ

ち、メンブレンの中央に力がかかるようにすると、中央部はどれだけ変位して

も常に垂直方向に変位する。そのためメンブレンの裏面と光ファイバー端面で

Fabry-Perot干渉計を構成すれば、強磁場中でメンブレンにかかる力が大きくな

っても平行度が維持出来る。その結果、磁場勾配発生用の勾配磁石をメンブレ

ンに設置するマグネット-オン配置にしても、強磁場中においても Fabry-Perot

干渉計としての動作が安定することが期待出来る。この配置では測定試料をメ

ンブレンから分離して設置出来ることから、様々な試料に対応することが可能

である。固体試料はもちろん、試料を溶液セル内に密封することで溶液試料の

測定が可能になる。 

ナノメンブレンを用いて物質の磁気的性質を調べる手法の開発は歴史が浅く、

比較的新規な手法と言える。簡単にナノメンブレンの歴史について説明する。

2016 年に、Scozzaro らが SiNxナノメンブレンに DPPH を貼り付け、ミニコイ

ルを用いて、X-band ESR 測定に成功した[7.2]。この報告がナノメンブレンを用

いた最初の ESR 測定例である。また、2017 年に Takahashi らは Nanosensors が

市販する Si 製のメンブレン型ピエゾ抵抗センサー（MSS）[3.13, 7.3, 7.4]を検出

デバイスとして、κ-(BEDT-TTF)2Cu(NCS)2 の超伝導ヒステリシスや、Sr2RuO4

の de-Haas-van-Alphen 振動を観測し、微小試料の磁気トルク測定に初めて応用

した[7.5]。最近、低温での使用に適したピエゾ抵抗検知型カンチレバーの販売

が中止されていたため、MSS を用いた磁気トルク測定法は磁性の分野において

カンチレバーに代わる方法論として注目された。その後、2017年に Blankenhorn

らが SiNx ナノメンブレンを用いた磁気トルク測定を報告した[7.6]。さらに、

2018年に Takahashi らはMSS に搭載した Co-Tutton 塩の 80、90、105 GHz にお

ける ESR 信号を磁気トルクの変化として検出し、またファラデー法を用いて

MSS に搭載した DPPH 粉末の ESR 信号の観測に成功した[7.7]。SiNxナノメン
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ブレンを用いた ESR 測定は上述の Scozzaro らの X-bandにおける報告のみで、

テラヘルツ領域の ESR 測定はこれまで報告されていなかった。 

市販のMSS ではピエゾ抵抗素子を不純物（ホウ素）ドープによってメンブレ

ン支持部の片面にのみに作る必要があるため、ある程度の膜厚が必要となる。

そのためMSS の厚さは 2-5 µm 程度と厚くなっており、バネ定数は数十 N/m 程

度とされている。技術的には薄い MSS を作ることも可能であると思われるが、

現時点では市販品としては売られていない。一方、SiNxナノメンブレンは厚さ

が 100 nm しかないため、より微弱な力の変化を検出するのに適している。ま

た、ピエゾ抵抗による検出方法は簡便である反面、検出感度的には Fabry-Perot

干渉計を用いた検出方法よりも劣る。そのため、より高い感度の測定を行うた

めには、SiNxナノメンブレンを用いてその変位を Fabry-Perot干渉計で検出する

のが最も適していると考えられる。 

次節では、SiNxナノメンブレンを用いた力検出型 ESR 測定装置の概要につい

て説明する。そして 7-3 節では、DPPH 粉末を試料とした強磁場・テラヘルツ

ESR 測定の結果から装置の感度評価を行う。また、緩和時間が短い試料に対し

ても信号検出が可能な手法を新たに開発したので、その原理、および測定結果

についても報告する。この手法は ESR 吸収・緩和に伴う試料の温度変化に着目

した方法であり、従来の力検出型 ESR 測定の方法とは原理的に異なる。最後に

この手法を溶液試料への応用し、ヘミンクロライドとアコメトミオグロビンの

溶液試料の強磁場・テラヘルツ EPR 測定結果について述べる。 

 

7-2 実験方法 

 
7-2.1 実験のセットアップ 

 

図 7-1に、SiNxナノメンブレンを用いた力検出型 ESR 測定装置のセットアッ

プを示す。本研究においてもファラデー法を採用しているが、マグネット-オン

配置にしているところが第六章のカンチレバーを用いた手法と異なっている。

メンブレン上方におかれた試料が磁場中で磁化すると、メンブレン上の磁石が

力を受け、メンブレンの変位に変換されて試料の磁化を検出することが可能で 
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図 7-1 SiNxナノメンブレンを用いた力検出型 ESR 測定法のセットアップ（上）

と試料ホルダー付近の拡大図（下）。 
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図 7-2 固体試料を測定する場合や単結晶試料の測定におけるメンブレン付近

のセットアップ。 
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ある。ESR 吸収が起こると平衡状態の値から磁化が変化するので、メンブレン

の変位の変化として ESR を検出することが出来る。 

磁場勾配発生用の磁石として、直径 40 μm 程度のストロンチウムヘキサフェ

ライト（SrFe12O19）を用意した。マイクロインジェクション用のガラスキャピ

ラリーを使用して SiNxナノメンブレンの中央に Stycast1266 の小さな液滴を接

着剤として置く。そこに直径 20 μm の金線の先端で拾ったフェライト磁石をメ

ンブレン中央に接着した。メンブレンの直上には真鍮製の円錐型溶液セルを設

置する。この溶液セルの底部の直径および高さはそれぞれ 0.5 mm および 3.75 

mm である。セットアップ中に試料溶液の蒸発を防ぐため、溶液セルの上部を

厚さ 0.5 mm のテフロンで密閉した。密閉の際には、真鍮とテフロンの間にア

ピエゾン Nグリースを塗布することで密閉度を高め、さらにネジで固定してい

る。テフロンは、テラヘルツ領域の電磁波に対して高い透過性を有するので、

試料に照射される電磁波はほとんど減衰しない。溶液セルの底面は厚さ 50 μm

の CuBe 板で覆われている。このように試料と勾配磁石との間に金属の板を挟

むことで、磁場による磁気的な相互作用は伝わるが、電磁波は表皮効果により

遮蔽される構造となっている。 

電磁波を遮蔽する理由は二つある。一つ目は、メンブレン上のフェライト磁

石を磁場中で電磁波から遮蔽することにより強磁性共鳴（FMR: Ferromagnetic 

Resonance）を起こさないようにするためである。FMR 吸収が起こると、ベー

スラインが乱れてしまうほか、FMR 信号と測定試料の ESR 信号が重畳してし

まう可能性がある。二つ目は、メンブレンのスプリアス振動を抑制するためで

ある。後述するように、電磁波を AM 変調させながら ESR 測定を行うので、電

磁波がメンブレンに直接照射されると Photothermal 効果によるスプリアス振動

が起き、バックグラウンドノイズのレベルが大きくなる。 

図 7-2に、固体試料の ESR 測定を行う際の、試料ホルダー付近のセットアッ

プを示す。図 7-1の溶液試料のセットアップと比べると、溶液セルが無くなり、

厚さ 50 μm の CuBe板上に試料を貼り付ける形に代わっている。粉末試料に対

しても溶液セルを利用することは可能であるが、単結晶試料で、円錐の底より

も大きな試料を測定する場合は、溶液セルが邪魔になるので図 7-2 のようなセ

ットアップで行う。 
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メンブレンの変位を検出するために、本研究ではメンブレン裏面（フェライ

ト磁石とは反対の面）と光ファイバー端面との間に Fabry-Perot干渉計を構成し

た。キャビティ長は約 100 μm に設定した。第六章と同様、1.5 µm 帯の波長可

変レーザーを用いており、フォトディテクタで干渉強度を読み取っている。事

前に PACT を取ることで干渉強度の中間値に出力波長を設定し、メンブレンの

変位に対して干渉強度の変化が最大となる条件に調整した。典型的な変位検出

感度は、4.2 Kにおける 1 kHz の振動で 0.1 pm/√Hzのオーダーである[6.18]。 

電磁波はステンレスパイプ（直径 10 mm）を通して導入し、真鍮のホーン（出

口径 4 mm）から出てきて試料に照射される。電磁波光源としては、260 GHz

以下の周波数範囲では Gunn発振器、260 GHz 以上の周波数では BWO（後進行

波管）を使用した。Gunn 発振器ではバイアス電圧の内部変調機能を、また BWO

ではチョッパーを用いて試料に照射される電磁波に AM 変調を行った。AM 変

調の周波数やタイミングはシンセサイザーで制御している。シンセサイザーか

らの参照信号をロックインアンプに入力し、フォトディテクタによって検出さ

れる変調周波数に同期したメンブレンの変位を検出することで高感度に ESR

信号を検出することが出来る。 

 
7-2.2 メンブレン上の磁石が作る磁場勾配の見積もり 

 

本研究のセットアップでは、外部磁場をメンブレンに対して垂直方向（z 軸

方向）に印加する。Fabry-Perot干渉計を構成し、メンブレンの垂直方向の変位

を検出するので、外部磁場と平行な磁化成分 Mz を検出することが出来る。よ

って、メンブレン上のフェライト磁石が作る磁場勾配の z 成分と試料の磁化の

z 成分のカップリングにより発生する z 軸方向の磁場勾配力がメンブレンの変

位に寄与する。ここで、メンブレン中央に設置したフェライト磁石が、直径 40 

μm の球体の磁気双極子であると仮定し、その周囲に発生する磁場勾配の z 成

分がどのような広がりを持っているか計算して調べてみる。飽和磁化 m の磁気

双極子が十分離れた距離 r の位置に作る磁場 Blocal = (Bx, By, Bz)は、 

𝑩local =
𝜇0
4𝜋𝑟3

{
3(𝒎 ∙ 𝒓)𝒓

𝑟2
−𝒎} 
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(

𝐵x
𝐵y
𝐵z

) =
𝜇0
4𝜋
{
3

𝑟5
(

𝑚x𝑥
2 +𝑚y𝑥𝑦 + 𝑚z𝑥𝑧

𝑚x𝑦𝑥 + 𝑚y𝑦
2 +𝑚z𝑦𝑧

𝑚x𝑧𝑥 + 𝑚y𝑧𝑦 +𝑚z𝑧
2

) −
1

𝑟3
(

𝑚x

𝑚y

𝑚z

)} 

 

と書ける。いま、外部磁場が z 軸方向に印加されているので、m = (0, 0, mz)とす

れば、 

(

𝐵x
𝐵y
𝐵z

) =
𝜇0
4𝜋
{
3

𝑟5
(

𝑚z𝑥𝑧
𝑚z𝑦𝑧

𝑚z𝑧
2
) −

1

𝑟3
(
0
0
𝑚z

)} 

 

となる。よって、磁気双極子がつくる磁場の大きさ Blocal = |Blocal|は、 

𝐵local = |𝑩local| = √𝐵x2 + 𝐵y2 + 𝐵z2 =
𝜇0𝑚z

4𝜋𝑟3
√1 +

3𝑧2

𝑟2
 

 

となる。よって、磁場勾配の z 成分は、 

(𝛁𝐵local)z =
𝜕𝐵local
𝜕𝑧

=
𝜇0𝑚z

4𝜋𝑟3

{
 

 

−
3𝑥

𝑟5
√1 +

3𝑧2

𝑟2
+
3𝑧

𝑟5
1

√1 +
3𝑧2

𝑟2

(1 −
𝑧2

𝑟2
)

}
 

 

        

 

と書ける。 

図 7-3 は、上記の式を用いて計算された磁場勾配の z 成分の空間分布を示し

ている。磁場勾配の強さが同じ領域を等高線で結んでいる。この図を見ると、z

軸方向から 35.3度傾いた方向で、磁場勾配が 0となるマジックアングルが存在

することが分かる。つまり、磁場勾配の符号をまたぐ領域に溶液試料が搭載さ

れるような容器を作ると、試料の中に磁場勾配力が正にはたらく部分と負には

たらく部分が出来てしまい、磁場勾配力を打ち消してしまう。したがってマジ

ックアングルに対応する両角 70.6度の円錐型セルを作ることが出来れば、すべ

ての試料にかかる磁場勾配力の正負を一致させることが可能であり、効率的に

試料の磁化をメンブレンの変位に変換することが出来る。しかし、両角 70.6度

に近いドリルもしくはエンドミルが研究室には存在しなかったため、本研究で 

(7-1) 

(7-2) 

(7-3) 

(7-4) 
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図 7-3 直径 40 µmのフェライト磁石の中心から 250 µm上方に溶液セルの底が

くると仮定した場合の、フェライト磁石が作る磁場勾配の等高線プロット。 
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は両角 90度のエンドミルで真鍮材を切削し溶液セルを作成した。図 7-3中の点

線は、メンブレン表面から 250 µm 上方に容器セルの底が来るとして描いた溶

液セルの形状を表している。容器の壁に近い部分だけ磁場勾配の符号が正にな

ってしまったが、溶液セル内のほとんどの領域において磁場勾配の符号を負に

一致させることが出来た。したがって、溶液セル内の試料の大部分は、一定の

向きに力を受けることが分かる。磁場勾配の大きさは、勾配磁石との距離の 4

乗で減衰するため、容器底部の近くに配置された試料ほど強く信号に寄与する

ことが予想される。 

図 7-3 に示すようにメンブレンと溶液セルの位置関係を仮定したとき、容器

底部の位置における磁場勾配はおおよそ 3.4 T/m である。その結果、容器底部

から上方 1 mm 以内の範囲における磁場分布（磁場の大きさの変化量）は 0.24 

mT 未満であり、磁場の均一性が空間的に十分に保たれていると言える。この

磁場勾配の大きさは、一般的なMRFM の装置で発生させる磁場勾配（105 T/m

程度）よりもはるかに小さい値である[6.2, 6.4]。磁場勾配が大きいと、試料内

部に共鳴スライスを生むことが出来、いわゆるイメージングが可能となるが、

ESR スペクトルの実効的な線幅が広がってしまう。そのため、ESR信号の線幅

が試料の持つ本来の線幅から広がってしまい、スペクトルの分解能が低下する。

一方、本研究では磁場勾配の影響は無視出来るほど小さく、線幅が広がっても

せいぜい 0.1 mT 程度なのでスペクトルの形状を議論する上で問題にはならな

い。第六章のカンチレバーを用いた手法では、磁場勾配を 103 T/m程度発生さ

せていたので、ESR スペクトルが 10 mT のオーダーで広がってしまっており、

強磁場・テラヘルツ ESR 測定の利点である高分解能性を有効活用出来ていなか

ったことになる。本研究では意図的に磁場勾配が小さくなるようフェライト磁

石 SrFe12O19を勾配発生用磁石として選定したことにより、高いスペクトル分解

能を維持している点が大きな特徴である。 

 
7-2.3 測定試料の作製 

 

本研究では、ヘミンクロライドとアコメトミオグロビンの溶液を EPR 測定試

料として使用した。ヘミンクロライドについては、Sigma Aldrich から購入した
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粉末試料を、ジメチルスルホキシド（DMSO）に溶解し、50 mM の濃度に調製

した。アコメトミオグロビンについては、マッコウクジラミオグロビンを大腸

菌（Escherichia coli）により発現することで大量培養し、過去の文献の方法に

従って精製した[7.8]。アコメトミオグロビンの培養方法の詳細は Appendix-2に

書いた。作製したアコメトミオグロビンは 50 mM リン酸緩衝液（pH = 6.9）中

に溶かし、最終的に 8.8 mM のアコメトミオグロビン溶液試料を調製した。ヘ

ミンクロライド、アコメトミオグロビンいずれにおいても磁性イオンは Fe3+で

高スピン状態（S = 5/2）である。 

 
7-2.4 ESRの緩和時間に依存しない ESR検出原理の提案 

 

強磁場・テラヘルツ ESR 測定は、線幅が数 T に及ぶような ESR スペクトル

を持つスピン系に対して非常に有効である。低磁場・低周波数における ESR 測

定では線幅が広過ぎるために明瞭な吸収波形が観測出来ない場合でも、強磁

場・高周波数領域で ESR 信号を観測すれば、スペクトルの全貌を観測すること

が出来る。このような線幅の非常に広いスピン系は、遷移金属イオン同士の交

換相互作用が強い反強磁性体やフラストレーション磁性体などでしばしば観測

される。 

広い吸収スペクトルは、ESR の緩和時間が非常に短いことを意味しており、

磁性体などではおおよそ1 ns以下のオーダーである。力検出型ESR測定法では、

外部磁場方向（z 方向）の磁化変化 ΔMzを読み取ることで ESR 信号を観測して

いる。2-34 式より Bloch 方程式から導かれる ESR 吸収に伴う磁化変化 ΔMz
Bloch

は、 

𝛥𝑀z
Bloch = −𝑀z

0
𝛾2𝐵1

2𝜏1𝜏2

1 + 𝛾2𝐵1
2𝜏1𝜏2

 

   

と書ける。これを変形し、|ΔMz
Bloch/Mz

0|の形にすると、 

|
𝛥𝑀z

Bloch

𝑀z
0

| =
1

1 +
1

𝛾2𝐵1
2𝜏1𝜏2

 

(7-5) 

(7-6) 
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となる。右辺を見ると、磁化変化は緩和時間に依存し、τ1や τ2が大きいほど、

すなわち緩和時間が長いほど、大きくなることが分かる。例えば DPPH中のラ

ジカルなど孤立したスピン系では、緩和時間は ns から µs のオーダーである。

DPPHの場合、τ1 = 70 ns、τ2 = 200 ns 程度であり、電磁波の振動磁場 B1 = 10-6 T

を仮定すると[7.9]、|ΔMz
Bloch/Mz

0|は 4 × 10-4程度となる（g ~ 2として磁気回転比

γ = 2πgμB/h ~ 1.76 × 1011 [rad・Hz/T]を用いた）。しかし、反強磁性体などのよう

に緩和時間が 1 ns 以下となる場合、τ1 = τ2 = 1 ns とすると|ΔMz
Bloch/Mz

0|は 3 × 10-8

程度となり、DPPH と比べると磁化の変化が極めて小さくなることが分かる。

このように、ESR による磁化の飽和現象を観測するという方法では、力検出型

ESR 測定法を緩和時間の短い系に対して応用することが原理的に難しい。 

本研究ではこの問題を解決するための新しい ESR 検出原理のコンセプトに

ついて説明する。これまでの方法では、ファラデー法を利用して、Bloch 方程

式に従う磁化の飽和現象を観測することで ESR 信号を検出していた。一方、新

しい方法では、スピン系のエネルギー緩和に伴う試料の温度変化によって生じ

る磁化の変化に着目した。このわずかな温度変化を試料の磁化変化として効率

的に変換することで、それぞれの試料が固有に持つ緩和時間に依存しない ESR

測定を可能にする。 

図 7-4にその概念図を示す。試料は熱浴に接触した状態でセットされており、

スピン系が磁場中で ESR 吸収をしている状況を考える。ここで、ESR 吸収に伴

う格子系への緩和が十分に速く起こる場合を考えると、スピン系の温度 Tspinは

格子系の温度 Tsampleと常に一致していると見なせる（Tsample = Tspin）。電磁波を

AM 変調しながら試料に照射すると、ESR 時にスピン系が吸収する電磁波強度

P(t)は、 

𝑃(𝑡) =
𝑃a
2
(1 − sin𝜔AM𝑡) 

 

と表される。ここで、Paは吸収した電磁波の振幅を表し、ωAMは AM 変調の周

波数 ωAM = 2πfAMである。ESR 吸収後、緩和プロセスによって電磁波のエネル

ギーはスピン系から格子系へ直ちにエネルギー緩和する。このとき、格子系に

(7-7) 
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流入した熱エネルギーは周囲の熱浴との接触により、ある時定数 τthをもって熱

浴へ放出される。この時定数は熱浴との接触の程度に依存するパラメータであ

る。 

このようなエネルギーの緩和プロセスを想定すると、試料温度の変化量 ΔT

は、次の微分方程式 

𝑑

𝑑𝑡
𝛥𝑇 = −

1

𝜏th
𝛥𝑇 +

𝑃a
2𝐶
(1 − sin𝜔AM𝑡) 

 

で表すことが出来る。ここで、C は試料の比熱である。この微分方程式を解析

的に解くと、 

𝛥𝑇 = 𝜏th𝑝

{
 

 

1 −
sin(𝜔AM𝑡 − 𝜑)

√𝜔AM
2 𝜏th

2 + 1

− (1 +
𝜔AM𝜏th

𝜔AM
2 𝜏th

2 + 1
)𝑒

−
𝑡
𝜏th

}
 

 

 

 

と書ける。ここで、p = Pa/2C、φ = arctan(ωAM τth)である。図 7-5に、様々な変調

周波数におけるΔT /τthpの時間変化を示した。この図や 7-9式から分かるように、

t → ∞の極限では、ΔT は τthp を平均値として時間的に振動することが分かる。 

多くの場合、磁性体試料の磁化が温度に依存することを考慮すると、試料の

磁化は、次式で書ける値を振幅として時間的に変調されると考えることが出来

る。 

𝛥𝑀z
th = |

𝑑𝑀

𝑑𝑇
|

𝜏th𝑝

√𝜔AM
2 𝜏th

2 + 1

 

 

ここで、熱的な起源による磁化変化であることを表すために、ΔMz の添え字に

th（= thermal）を入れて、7-3式の Bloch方程式から導かれる ESR 吸収に伴う磁

化変化 ΔMz
Blochと区別した。したがって、7-10 式より ωAM τthが小さくなれば、

ΔMz
thの振幅が大きくなり、検出される ESR 信号も増大する。ωAM τthを小さく

するには τthを小さくするために熱浴（CuBe 板や試料接着用のグリース等）と

試料の間に強い熱的接触を取り、ωAMを小さくするために変調周波数を低く設 

(7-8) 

(7-9) 

(7-10) 
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図 7-4 試料の温度変化を介した磁化の変化として ESR を検出する方法の概念

図。AM 変調をかけているため、ESR 吸収時には周期的な試料の温度変化が起

こり、それが周期的な磁化の変化に変換されるため、ESR を検出することが出

来る。 
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図 7-5 7-9式に従うモデルを考えた場合の試料温度の時間変化。縦軸は規格化

してある。 
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定すると良いことが分かる。 

 このように ESR 緩和プロセスに伴う試料の温度変化を磁化の変化として捉

えることで、ESR 信号をメンブレンにかかる力として検出することが出来る。

この式に従う場合、測定温度付近で対象試料の磁化率の温度変化に対する傾き

がゼロでなければどのような試料でも ESR観測が可能であり、緩和時間 τ1や τ2

が非常に短い系であっても ESR 信号強度を稼ぐことが出来る。次節において、

このコンセプトによる力検出型 ESR 測定が有効であるかどうかを、DPPH粉末

に対する ESR 測定によって実証する。その後ヘミンクロライドとアコメトミオ

グロビンの凍結溶液試料への応用結果について議論する。 

 

7-3 実験結果と考察 

 

7-3.1 DPPHの ESR測定結果と開発した装置の評価 

 

初めに、本研究で開発した ESR 測定装置の評価を行った。試料としては ESR

標準試料の DPPH 粉末を用いた。そのため、溶液セルを使用しない図 7-2 のよ

うなセットアップを使用し、CuBe 板に DPPH の粉末を貼り付ける形で試料を

セットした（図 7-6）。粉末試料は、真空引きの際などに CuBe 板から飛んでい

かないよう、シリコン製の真空グリースを少し混合させて測定に用いた。 

次に、図 7-7に 120 GHz、240 GHz、370 GHz における DPPH粉末の ESR 測

定の結果を示す。AM 変調周波数は 13 Hz である。これら三種類の周波数全て

で ESR スペクトルを観測することに成功した。注目すべき点は、370 GHz で

ESR 信号を十分な S/Nで観測出来た点である。カンチレバーを用いた ESR 測定

においては、10 Tを超えるような強磁場領域ではカンチレバーの変位が大き過

ぎるために Fabry-Perot 干渉計の干渉強度が十分に得られず ESR 測定が困難で

あった。しかし、メンブレンの場合は中央の変位が常にメンブレンに対して垂

直方向であるため、Fabry-Perot干渉計の平行度が悪化せず、13 Tという強磁場

でも非常に安定した ESR スペクトルを得ることが出来た。図 7-8に、得られた

結果から求めた ESR 吸収ピークの共鳴磁場と周波数の関係を示す。DPPH の g

値は 2.0036と知られているが[7.10]、最小二乗法によるフィッティングの結果、
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観測した吸収ピークの g値は 2.0012 ± 0.0078 と見積もられ、誤差の範囲内に収

まっているため、確からしい結果が得られたと考えている。 

ここで、図 7-7の ESR スペクトルの線幅について議論する。本研究では磁場

勾配を試料空間に発生させているため、得られる ESR スペクトルの線幅が試料

の本質的な線幅よりも広がる可能性がある。図 7-7の ESRスペクトルの線幅は、

120 GHz で 2.3 mT、240 GHz で 6.0 mT、370 GHz で 13 mT であった。DPPHの

線幅は、製造過程でどのような溶媒に溶かしたかによって線幅が変わることが

知られている。実際、他の研究グループの ESR 測定において、93 GHz での線

幅が 2.5-3.0 mT と見積もられた報告や[7.10]、250 GHz で 4.8 mT と見積もられ

た報告がある[7.11]。その一方で、500 GHz において 1 mT未満と見積もられた

結果も報告されており[7.12]、DPPH 粉末の線幅は文献によって異なっている。 

この測定ではメンブレン上の勾配用磁石と DPPH 粉末の距離がおよそ 250 

µm であり、図 7-3より DPPH試料における磁場勾配の値はおよそ 3 T/m と見積

もられた。DPPH粉末は、CuBe板に薄く貼り付けており z 軸方向の厚みは 1 mm

未満であった。そこで仮に試料の厚みを 1 mm とすると、試料内部に生じる磁

場分布はおよそ~3 T/m × 1 mm = 3 mT程度となる。 

カンチレバーを用いた測定では、Dy 磁石を用いて 2-3 桁も大きな磁場勾配

（100-1,000 T/m）を発生させていたため、線幅の広がりが大きく ESR スペクト

ルが歪んでしまった。その結果、カンチレバーを用いた測定では高分解能 ESR

のメリットが打ち消されていたと言える。一方、本研究においては意図的に磁

場勾配の値を小さくしたことでそのようなESRスペクトルの歪みがDPPHのよ

うな線幅の狭い試料でも無視出来るほど小さい。したがって、反強磁性体など

スピン間の交換相互作用が強い系やヘム鉄錯体、ヘムタンパク質等、遷移金属

イオンを含む試料の ESR スペクトルなど、数 T オーダーの範囲に ESR スペク

トルが期待される実験では、フェライト磁石の作る磁場勾配が ESR スペクトル

の形に与える影響はほとんどないと言って良い。 

表 7-1に、図 7-7の結果から得られた各周波数におけるスペクトルの S/N、線

幅、測定感度を示す。どの周波数においても測定感度は 1012 spins/gauss 程度と

見積もられた。このようにメンブレンを用いることで、どの周波数・磁場領域

においても高い測定感度を維持しつつ ESR測定を行うことが可能になった。 



184 
 

120 GHz の光源の出力が 36 mW であるのに対して、240 GHz や 370 GHz の出

力はそれぞれ 2 mW、10 mW と低いにも関わらず、測定感度は 120 GHz よりも

240 GHz や 370 GHz の方が良いことが分かる。その理由の一つとして、同じ電

磁波強度に対する ESR 吸収強度は強磁場・高周波数であればあるほど増大する

ため、電磁波強度の低下と吸収強度の増大の効果が打ち消しあった可能性が挙

げられる。また、ライトパイプ先端に取り付けられている円錐型のホーンの出

口で周波数に依存した減衰が起きている影響が挙げられる。低周波数領域であ

ればあるほど回折の効果が大きく入射した電磁波が楔形のホーン入り口で反射

している可能性がある。これらの複数の原因が重なり、測定感度が単純に光源

の出力に比例しない結果になったと考えている。 

次に、測定のノイズレベルについて議論する。ESR 測定中は電磁波に AM 変

調をかけているため、ESR が起こっていない時もメンブレンの振動を引き起こ

すと考えられる。そのため、磁場掃引を行うと、その振動の振幅は電圧のオフ

セットとしてロックインアンプで検出され、ESR スペクトルのベースラインを

与える。その結果、ESR 吸収時にはオフセットレベルからの変化として ESR を

検出することが出来る。 

図 7-7 の縦軸は読み取った電圧値をメンブレンの振動の振幅に書き換えて表

している。ESR が起きていない時、ロックインアンプで読み取る電圧はおおよ

そ一定であるが、時間的に揺らいでいることが分かる。ロックインアンプの時

定数は 1.0 s に設定して測定しており、この場合におけるベースラインのノイズ

の振幅は 3 pm と見積もられた。そのため 3 pm 以下の変化はノイズに埋もれて

しまう。 

ベースラインのノイズの原因として、有限温度において発生する熱振動によ

るノイズが考えられる。調和振動子のポテンシャルエネルギーは kx2/2 で表され

ることから、温度 T で、調和振動子の基準振動周波数における熱振動 xthは、 

𝑥th = √
𝑘B𝑇

𝑘m
 

 

と表される。メンブレンのバネ定数を km = 10 N/m、温度を T = 4 Kとすると、

熱振動は xth = 1 pm 程度となる。従って、3 pm というメンブレンのノイズレベ

(7-11) 
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ルは、この測定において熱振動によるノイズが支配的であることを意味してい

る。電磁波がメンブレンに直接照射されないよう CuBe 板で遮蔽したことによ

り、Photothermal 効果によるスプリアスノイズを低減したことなどが効いてい

ると考えられる。 

フェライト磁石搭載時のメンブレンの固有振動数は fload = 1-3 kHz程度であり、

また Q値は 1程度である。図 7-7の測定での変調周波数は 13 Hz に設定してお

り、固有振動数から十分離しているため、13 Hz における熱振動は 1 pm 未満の

オーダーであると予想される。そのため、熱振動よりも数 pm 大きなノイズ幅

となっている結果は、おそらく外的な要因に起因する pm オーダーの振動によ

るものであると考えられる。その原因としては、実験中の音による音響振動、

足音や建物の振動に起因する機械的振動や、光ファイバー自体の振動による光

強度の変動など、取り除きにくい要因が考えられる。また、試料空間には試料

温度を安定化するため熱交換ガス（ヘリウムガス）が封入されていることに加

え、メンブレンと CuBe 板の間に 1 mm 以下の小さい隙間がある。そのため、

電磁波の AM 変調により周期的に温度変化する CuBe 板が、隙間のヘリウムガ

スを介してメンブレンに熱的な振動を励起している可能性がある。また、こう

したノイズの大きさは、フェライト磁石の形状、接着剤の搭載量、接着剤とフ

ェライト磁石の接着の仕方、Fabry-Perot干渉計の構成条件など、様々なセット

アップの条件に関係していることが分かった。 

本研究では、メンブレンを用いることでベースラインの磁場掃引に対する高

い安定性を実現した。その結果、高い感度、高い S/N、高いベースライン安定

性を同時に満たす強磁場・テラヘルツ ESR 測定が可能になった。その結果、従

来の透過法では不可能であった 100 µm オーダーサイズの微小な単結晶試料一

個の ESR 測定が可能になった。特に、その高いベースライン安定性から広い磁

場範囲の測定やブロードな信号に対する検出感度が向上した。その応用例とし

てカゴメ格子反強磁性体の反強磁性共鳴モードの観測にも成功し、反強磁性ギ

ャップを見積もることに成功している。さらに粉末のヘミンクロライドの ESR

測定も行っており、ゼロ磁場分裂間の ESR 遷移（α モード、β モード）の観測

に成功している。詳細は Appendix-5に示す。 
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図 7-6 20 µgの DPPH を CuBe板の中心に搭載した様子。下の図は上の図を拡

大したものである。 
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図 7-7(a) 120 GHz、4.2 Kにおける DPPHの ESR 測定結果。AM 変調周波数は

13 Hz である。磁場掃引速度は 0.01 T/min、ロックインアンプの時定数は 1.0 s

である。 
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図 7-7(b) 240 GHz、4.2 Kにおける DPPHの ESR 測定結果。AM 変調周波数は

13 Hz である。磁場掃引速度は 0.01 T/min、ロックインアンプの時定数は 1.0 s

である。 

  



189 
 

 
図 7-7(c) 370 GHz、4.2 Kにおける DPPHの ESR 測定結果。AM 変調周波数は

13 Hz である。磁場掃引速度は 0.01 T/min、ロックインアンプの時定数は 1.0 s

である。 
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図 7-8 図 7-7(a)-(c)までの結果から求めた ESR吸収ピークの共鳴磁場と周波数

の関係。 
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表 7-1 図 7-7 の結果から得られた各周波数における ESR 信号の信号雑音比

（S/N）、線幅および得られたスピン感度。 

  

Frequency 

(GHz) 

S/N Linewidth 

(mT) 

Sensitivity 

(spins/gauss) 

120 210 2.3 6.4 ×1012 

240 140 6.0 3.5 ×1012 

370 91 13 2.4 ×1012 
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7-3.2 新しい検出法の評価 

 

次に、図 7-7 で示した DPPH の ESR 測定において、得られた信号が ESR の

緩和プロセスに伴う試料の温度変化に起因した磁化変化 ΔMz
th を検出していた

のかどうかについて考察する。図 7-7 のデータは、AM 変調周波数を 13 Hz に

設定して得られたものである。図 7-9に測定周波数は 120 GHz に固定し、様々

な AM 変調周波数に対して行った DPPH の ESR 測定の結果を示す。縦軸は図

7-7 と同様、ロックインアンプで読み取った電圧値から算出したメンブレンの

振幅を表している。この図より、変調周波数を高くするにつれてベースライン

のオフセットが上昇しており ESR が起こっていない時の振幅は大きくなって

いるが、ESR が起こった際の振幅の増大率は小さくなっていることが分かる。

ロックインアンプに入力される信号には、スプリアスノイズの振幅と ESR 吸収

由来による振幅が混ざっている。そのため、両者の寄与の大きさを評価するた

めに、ESR が起こった時の振幅を ESR が起こってない時の振幅で割った値（比）

で評価した。 

図 7-10の縦軸には両者の比を、横軸には変調周波数をとって示す。AM 変調

周波数が高くなるにつれて両者の比は下がっていくことが分かる。図に示すよ

うに、この関係は次の関数でフィッティングすることが出来た。 

𝛥𝑉ESR
𝑉offset

∝
1

√𝜔AM
2 𝜏th

2 + 1

 

 

従って、信号強度は磁化変化 ΔMz
thと変調周波数 ωAMの関係を表す 7-10式によ

り記述することが可能であり、ESR 信号の起源として ΔMz
Blochよりも ΔMz

thが支

配的であることを示している。 

 本文中では 4.2 K以下の測定結果のみ載せているが、他の試料の ESR 測定に

おいては 1.5 Kから 30 Kまでの温度範囲で ESR 測定に成功している。一般的

に、物質の比熱 C は物質の温度が高くなればなるほど大きくなる。7-10式から

分かるように、ESR に伴う試料の温度変化 ΔT は比熱 C に反比例するので、測

定温度が高くなれば ΔT の振幅は小さくなってしまうと考えられる。また常磁 

(7-12) 
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図 7-9 様々な AM 変調周波数において DPPHの ESR 測定を行った結果。測定

周波数と測定温度はそれぞれ 120 GHz、4.2 K である。AM 変調周波数は 13 Hz

である。磁場掃引速度は 0.01 T/min、ロックインアンプの時定数は 1.0 sである。 
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図 7-10 図 7-9において、ESR が起きていない時のオフセット電圧と ESR が起

きたときの電圧の変化量の比をとり、変調周波数依存性をプロットしたもの。

実線は 7-12式を仮定してシミュレーションした結果。 
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性体の場合、磁化の温度に対する変化率|dM/dT|は磁化率の温度依存性の傾きに

対応しており、T-2に比例することから、高温域ほど ΔMz
thは小さくなると考え

られる。そのため熱的な検出方法では、常磁性体の場合測定温度が低温であれ

ばあるほど大きな ESR 信号を得ることが出来る。 

 

7-3.3 溶液試料への応用結果 

 

最後に、メンブレンを用いた力検出型 ESR測定法を溶液試料に適用した結果

について説明する。図 7-11(a)にヘミンクロライド溶液試料を溶液セル中に搭載

した写真、また図 7-11(b)にアコメトミオグロビン溶液試料を溶液セル中に搭載

した写真を示す。試料体積はヘミンクロライドについては 5 μL（2.5×10-7 mol）、

アコメトミオグロビンについては 10 μL（8.9×10-8 mol）であった。図 7-12(a)に、

120 GHz におけるヘミンクロライドおよびアコメトミオグロビンの凍結溶液試

料の EPR スペクトルを示す。また、図 7-12(b)に、337 GHz までの多周波数にお

けるヘミンクロライドの EPR 測定結果をまとめて示す。両方の図ともに、黒の

実線で示したものは実験の生データ、赤の実線で示したものは EPR スペクトル

のシミュレーションである。 

まず、ヘミンクロライド溶液の EPR スペクトルについて説明する。図 7-12(b)

に示すように、120 GHz から 337 GHz までの多周波数においてヘミンクロライ

ドのパウダーパターンの EPR スペクトルを観測することに成功した。低磁場側

のピークは、gperp 吸収に由来しており、外部磁場がヘム面内に印加された場合

に観測される。一方、高磁場側に期待される gpara吸収は、外部磁場がポルフィ

リン面に垂直な方向に印加された場合に観測されるが、S/N 比が悪いためにこ

の測定は gparaの肩が明瞭には観測されなかった。EPR スペクトルのシミュレー

ションは、1-7 式で表されるスピンハミルトニアンをもとに行った。第四章で

得られたヘミンクロライドのスピンハミルトニアンパラメータ：gx = gy = 1.93、

gz = 2.05、D = 6.90 cm-1、|E| = 0.055 cm-1を用いて今回の実験結果を良く再現す

ることが出来ている。 

次に、アコメトミオグロビン溶液の EPR スペクトルについて説明する。本研

究で EPR 測定を行ったのは 120 GHz だけであるが、酸化型ヘムタンパク質に特
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有の EPR スペクトルを観測することに成功した。図 7-12(a)を見ると分かるよ

うに、アコメトミオグロビンの EPR スペクトルはヘミンクロライドのスペクト

ルとよく似ており、gperp ~ 6で吸収のピークを持ち、gpara ~ 2にかけてゆるやか

に吸収強度が減少していくパウダーパターンとなっている。 

アコメトミオグロビンの EPR 活性部位であるヘム鉄イオンでは、ポルフィリ

ン面内方向には四つの窒素原子が配位し、また軸配位子方向には水分子および

ヒスチジン残基の N 末端が配位している。つまり軸配位子を除けばヘミンクロ

ライドと同様の構造を有しており、ヘミンクロライドと同様の EPR スペクトル

が観測される[1.14, 1.29]。ヘム鉄においては、Fe3+イオン周囲の電子密度は主と

してポルフィリン面内に広がる傾向にある。軸配位子方向の電子密度は軸配位

子の種類や、タンパク質分子のアミノ酸残基の配位に影響を及ぼしうる周囲の

構造に依存している。したがって、軸配位子の種類や置かれている局所環境が

異なるために生じる電子密度分布のわずかな違いが物質ごとのゼロ磁場分裂定

数 Dの大きさに反映される。 

アコメトミオグロビンの D値については過去の多周波数での強磁場・テラヘ

ルツ EPR 測定から 9.47 cm-1と見積もられている[1.29]。図中の EPR スペクトル

のシミュレーションは、過去の報告で得られているスピンハミルトニアンパラ

メータ：gx = gy = 1.98、gz = 2.00、D = 9.47 cm-1、|E| = 0.026 cm-1を用いており、

両者の間で良い再現性が得られたと考えている。 

gperp吸収の先鋭さを比べると分かるように、アコメトミオグロビンの EPR 信

号の線幅はヘミンクロライドの線幅よりも狭いことが分かる。アコメトミオグ

ロビンについては、ヘムがアミノ酸側鎖に囲まれている上、ミオグロビン分子

を構成する αヘリックス構造により隔離されている。そのため溶液中ではヘム

同士の距離が十分離れている。その結果、ヘム鉄間の交換相互作用など磁気的

相互作用は無視出来るほど小さい。一方、ヘミンクロライドの場合、アミノ酸

側鎖などヘム同士を隔壁する役割を担う構造を持たないため、ヘム鉄同士が比

較的近い位置にくる。そのため、ヘム鉄同士にはたらく交換相互作用がある程

度働くと考えられる。この交換相互作用については、exchange narrowingの効果

よりも、緩和時間が短いことによる効果が効いていると考えられ、EPR スペク

トルの線幅が広がる原因の一つであると考えている[5.38]。 
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図 7-11(a) ヘミンクロライド溶液試料を溶液セル内に搭載した様子。テフロン

（白）で蓋をすることにより、セットアップ中の溶媒の蒸発を防ぐ。 

 

 
図 7-11(b) アコメトミオグロビン溶液試料を溶液セル内に搭載した様子。 
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図 7-12(a) 120 GHz におけるヘミンクロライド溶液の EPR 測定結果（上）とア

コメトミオグロビン溶液の EPR 測定結果。磁場掃引速度はヘミンクロライドの

場合 0.5 T/min、アコメトミオグロビンの場合 0.2 T/minで行った。PC 上でのデ

ータ取得のインターバルは 0.3 s で統一しているため、アコメトミオグロビンの

データは磁場掃引速度が遅い分データポイント数が多い（つまりヘミンクロラ

イドの結果は比較的粗い実験データに見えるが、スムージングなど補正を加え

たわけではなく生データである）。黒の実線は実験データ、赤の実線は ESR ス

ペクトルのシミュレーションである。スペクトルの線幅に着目すると、アコメ

トミオグロビンの方がヘミンクロライドより細いことが分かる。 
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図 7-12(b) ヘミンクロライド溶液の 120 GHz から 337 GHz までの EPR 測定結

果。AM 変調周波数は 7 Hz、磁場掃引速度は 0.5 T/min、ロックインアンプの時

定数は 1.0 s である。黒の実線は実験データ、赤の実線は EPR スペクトルのシ

ミュレーションである。 
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図 7-13 ヘミンクロライド溶液について、全ての周波数において得られた gperp

吸収のピークの共鳴磁場と周波数の関係をプロットしたもの。赤色の三角はシ

ミュレーションから予想される gpara吸収の観測位置。 
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図 7-13に本研究で得られたヘミンクロライドの gperp吸収について、共鳴磁場

と周波数の関係をプロットしたものを示す。gpara吸収については明瞭な肩を観

測出来なかったため、予想される所に赤い三角形でプロットした。この図から

分かるように、gpara吸収の共鳴磁場は周波数に比例する。一方、gperp吸収の共

鳴磁場と周波数の関係は第四章および第五章の結果と同様、ゼロ磁場分裂定数

Dの存在を反映して、上凸の形の曲線で表せる。図 7-13では、EPR スペクトル

のシミュレーションで使用したスピンハミルトニアンパラメータを用いて理論

的に予想される共鳴磁場と周波数の関係を表す曲線を描いており、この実験で

得られた gperp吸収の共鳴磁場と周波数の関係を良く説明出来ている。 

アコメトミオグロビンの EPR 測定では 0 Tから 6 Tまで、ヘミンクロライド

の EPR 測定では 0 T から 14 Tまでの磁場範囲を連続的に掃引した。図 7-12(a)

と図 7-12(b)に示した実験データは全て生データであり、基線によるベースライ

ンの補正は一切行っていない。カンチレバーを用いた測定では、このような 10 

T以上の広い磁場範囲にわたってシームレスに、かつ非常に安定したベースラ

インを維持することは困難であった。アコメトミオグロビンやヘミンクロライ

ドの EPR スペクトルを強磁場・テラヘルツ領域で観測出来たのは、安定したベ

ースラインを実現出来たことがその大きな要因であり、メンブレンを用いた測

定がヘム鉄の強磁場・テラヘルツ EPR 測定に適していると言える。 

 

7-3.4 濃度感度の評価と開発した装置の位置づけ 

 

 本装置の濃度感度について議論しておく。スピン感度は、S/N = 1 の ESR 信

号を観測するために必要なスピン数を意味している。一方、濃度感度とは測定

に最低限必要な試料濃度のことである。多くの試料を ESR 測定装置内にセット

出来る場合には、薄い濃度でもトータルのスピン数を十分量稼ぐことが出来る。

一方、試料体積が大きくとれない場合には、試料濃度が高くないと必要なスピ

ン数を稼ぐことが出来ない。このように濃度感度はスピン感度と測定に用いる

ことが出来る試料体積限界によって決まっている。生体試料のように一般に高

濃度の溶液を準備出来ないような試料では、実現可能な溶液濃度に限界がある

ため、濃度感度は測定上の重要なファクターである[7.13-7.17]。 
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一般的に、高周波数領域の ESR 測定装置の濃度感度は、X-band や Q-bandと

いった低周波数帯の ESR 測定装置と比べて悪い傾向にある。例えば空洞共振器

を用いた X-band ESR 測定装置では搭載試料体積の限界は 10 µL程度であるが、

W-band の ESR 測定装置では 0.1-1 µL 程度と非常に微量である。X-band と

W-band では同じ g 値の信号に対して共鳴磁場の大きさが 10 倍違うので信号強

度は W-band の方が 100 倍大きくなるが、搭載可能試料量が 1/10-1/100 程度な

ので、スピン感度の点では両者とも同程度の値となる。しかし、濃度感度の点

からみると、同じスピン数を用意するために W-band では X-band と比べて

10-100倍程度も高濃度の試料を準備する必要がある。このように空洞共振器を

用いた ESR 測定装置は、感度は非常に高いが高周波数になるほど試料空間が小

さくなるために濃度感度を稼げないという問題がある。したがって、試料濃度

を下げるためには空洞共振器を用いずに試料空間を広げる方向も有効な改善策

の一つになる。 

2016 年に Song や Hill らは特殊な試料ホルダーを用いることで高い濃度感度

を持つW-band ESR 測定装置を報告している。搭載可能な試料体積を 10 µLま

で増やすことが可能で、かつ濃度感度として 2-20 µMという値を達成している。

開発した装置の評価実験では TEMPO ラジカル溶液（線幅 1 mT 程度）の ESR

測定から市販のW-band ESR測定装置よりも濃度感度が 10倍程度向上したと報

告している[7.18]。 

一方、本研究で開発したメンブレンを用いた力検出型 ESR 測定装置では、ア

コメトミオグロビンの EPR 測定結果から濃度感度は 1.4 mM と見積もられた。

この値は Songや Hill らの報告例よりも 2-3 桁程度悪い。しかし、アコメトミオ

グロビンのESRスペクトルは2500 mT以上の線幅をもつ非常にブロードな吸収

波形であることに注意する必要がある。例えば、1 mT程度の線幅を持つラジカ

ルの ESR 測定であれば線幅が狭くなった分信号強度は増大するため、1 µM 以

下の濃度感度を達成出来る可能性がある。そのため、濃度感度の点では彼らの

開発した装置と比べても同程度ではないかと考えている。 

微量溶液試料に対する ESR 測定が可能という点に加えて、多周波数 ESR 測

定が可能であることもヘムタンパク質の研究にとっては重要な要素である。

2011 年に、Mathies らは高スピン状態の Fe3+を含んだ溶液に対して、275 GHz
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における強磁場・テラヘルツ EPR 測定に成功している。この報告では、試料の

濃度は 1-10 mM 程度であるが、試料体積は 25 nLと非常に微量であり、本研究

で開発した装置と比べて 400分の 1程度の試料量で強磁場・テラヘルツ EPR 測

定を実現している[7.19]。しかし、彼らの開発した装置は 275 GHz 帯専用に製

作された空洞共振器を用いており、275 GHz以外の周波数では使用出来ない。

空洞共振器を用いたテラヘルツ領域の高感度な ESR 測定装置は他のグループ

でも開発されているが[7.16-7.18, 7.20]、測定感度の高い周波数が離散的にかつ

数か所存在しているだけであるため、準可変的に周波数を変えて ESR 測定を行

うことは出来ない。金属タンパク質・金属酵素、特に大きなゼロ磁場分裂を持

つヘム鉄錯体やヘムタンパク質の EPR 研究を行う上で、準可変的に周波数を変

えて多周波数 EPR 測定を行うことは、ゼロ磁場分裂定数 D、Eや gテンソルの

主値といったスピンハミルトニアンパラメータを決定する上で必要不可欠であ

る。この意味において、µLオーダーの微量なタンパク質溶液試料に対し、強磁

場・テラヘルツ領域の多周波数 EPR 測定を可能にした「SiNxナノメンブレンを

用いた力検出型強磁場・テラヘルツ ESR 測定法」は実用的で優れた実験手法で

ある。将来的には、金属タンパク質・金属酵素の電子状態解析への応用が期待

される。 

 

7-4 まとめ 

 

本研究では SiNx ナノメンブレンを用いた力検出型強磁場・テラヘルツ ESR

測定法を開発した。本研究により、カンチレバーを用いた力検出型 ESR 法の問

題点を解決することに成功した。 

① 力検出デバイスを片持ち梁構造のカンチレバーからトランポリン構造の

メンブレンに変えたことで、低磁場から強磁場中に至る広い磁場領域で、

測定感度を落とすことなくシームレスに ESR 測定を行うことが可能にな

った。 

 

② マグネット-オン配置が可能になったことで、溶液セルを用いて溶液試料

を密封することが可能になった。その結果、µL オーダーの微量な溶液試
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料に対する力検出型 ESR 測定が可能になった。350 GHz までのテラヘル

ツ領域において、ヘミンクロライド（50 mM、5 µL）およびアコメトミオ

グロビン（8.8 mM、10 μL）の EPR スペクトルを観測することに成功した。

この成果は、力検出型 ESR 測定法で凍結溶液試料の ESR 信号観測に成功

した初めての例である。また固体・溶液問わず、金属タンパク質試料の

EPR 信号観測に成功した初めての例である。 

 

カンチレバーを用いた手法は、1 µg以下の微小試料の強磁場・テラヘルツ ESR

測定が可能であるという点で魅力的だが、上述の問題点などから、実用性や汎

用性に欠ける点があった。メンブレンを用いた手法により上記の問題点を解決

することが可能となり、µLオーダーおよび µgオーダーの微量・微小な試料を

測定出来る新しい力検出型 ESR 測定法の開発に成功した。特に本研究では、従

来の磁化変化による検出方法から熱的に磁化を変調する新しい方法を開発した。

この方法により従来の測定法では難しいと考えられる緩和時間の短い試料の

ESR 測定が可能になった。 

本章で開発した手法は従来からのメリットを残しつつ、生物・物理・化学な

ど多様な分野で扱われる試料に対して状態、形状、緩和時間を問わず適用可能

となった。このことは開発した装置が、実用的で非常に汎用性の高いものであ

ることを意味している。特に、本論文で取り上げているヘム鉄錯体、ヘムタン

パク質・ヘム酵素や、他の金属タンパク質・金属酵素溶液試料を多周波数 EPR

測定によって分光的な観点から解析可能である点が本装置の最大の長所である。

将来的には、本装置をこれまで未解明となっていた金属タンパク質・金属酵素

の電子状態の解明に大いに役立てたいと考えている。 
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 本研究では、ヘム鉄のゼロ磁場分裂の起源に迫ることを目的として、極低温、

強磁場、さらには高圧といった多重極限環境下におけるヘミンクロライドの強

磁場・テラヘルツ EPR 測定を行った。また、従来の測定法よりも高感度で、か

つヘム鉄の電子状態研究に適した新しい強磁場・テラヘルツ EPR 測定装置の開

発を行った。ここで改めて、本研究において得られた成果をまとめておく。 

 

① 第四章では、ヘミンクロライド（Fe3+、S = 5/2）粉末試料に対して強磁場・

テラヘルツ EPR 測定を行った。80 GHz から 703 GHz までの多周波数およ

び 15 T までの強磁場においてヘミンクロライドの EPR スペクトルを観測

し、300 GHz 以上の周波数領域で gperp吸収のスプリットを初めて観測した。

また以前より報告のあった β モードに加え、報告例のない αモードの EPR

信号を初めて観測した。本研究の結果からヘミンクロライドのスピンハミ

ルトニアンパラメータを見積もり、ヘム面内の磁気異方性を示すゼロ磁場

分裂定数 Eを初めて決定した（gx = gy = 1.93、gz = 2.05、D = 6.90 cm-1、|E| 

= 0.055 cm-1）。また、得られた E値の妥当性を検証するため、量子化学計

算を用いて、軸配位子方向の磁気異方性を示すゼロ磁場分裂定数 Dとの比

|E/D|を理論的に算出したところ、実験結果と同じオーダーの比を得ること

が出来た（実験値の比：0.008、理論計算による比：0.002）。 

  

② 第五章では、ハイブリッド型圧力セルを用いてヘミンクロライド粉末試料

に対して圧力下の強磁場・テラヘルツ EPR 測定を行った。常圧下において

D = 6.90 cm-1であったゼロ磁場分裂定数は、圧力印加とともに増大し、1.96 

GPaにおいて D = 7.90 cm-1と見積もられた。さらにこの結果から、ヘム鉄

周囲の電子状態の圧力効果について、正方対称な配位子場を仮定し定性的

な議論を行った。その結果、D値の増大は、圧力印加に伴いヘミンクロラ

イドの分子構造が軸配位子方向に大きく変化し、𝑑xy軌道に対する𝑑xz軌道

と𝑑yz軌道のエネルギーが上昇したと考えることで説明出来ることが分か

った。 
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③ 第六章では、カンチレバーを用いた力検出型 ESR 測定法の開発・改良を行

った。この手法は 1 µg 以下の微小試料の ESR 信号をカンチレバーの変位

として高感度に検出出来るという特長を持っている。しかし、変位検出の

ために Fabry-Perot 干渉計を構成しているため、干渉強度の周期を超えるよ

うなカンチレバーの変位が起こると出力が振動してしまう。そのため変位

と出力がリニアな関係を示す変位範囲は狭く、変位に対するダイナミック

レンジが小さいという問題があった。このままでは広い磁場範囲で観測さ

れる ESR スペクトルをシームレスに観測することが困難であり、ヘムタン

パク質やヘム鉄錯体への適用が困難な状況であった。 

この問題を解決するため、波長可変レーザーを用いた PI 制御を行える

ようシステムを改良した。その結果高い測定感度を維持しながら測定可能

な範囲が広がり、ダイナミックレンジを 0.4 µm から 7.8 µm まで拡張する

ことに成功した。さらにヘミンクロライドの微結晶 16 ng に応用し、500 

GHz までの多周波数においてヘミンクロライドの EPR スペクトルを観測

することに成功した。スピン感度は~108 spins/gauss を達成した。ただし、

強磁場中ではカンチレバーの変位が大きくなり過ぎることで Fabry-Perot

干渉計の平行度が悪化し、数 T付近から徐々に感度が低下し、10 T以上で

は十分な測定感度が得られなかった。こうした課題に加え、溶液試料への

適用で問題となるセットアップ時の試料蒸発を防ぐ方法は見つからなか

ったため、第六章ではヘムタンパク質への応用は出来なかった。 

  

④ 第七章では、第六章で残った課題を解決するため、新たに SiNxナノメンブ

レンを用いた力検出型 ESR 測定法を開発した。メンブレンはトランポリン

型の薄膜デバイスであるため、メンブレン中央の変位はメンブレンに対し

て常に垂直である。そのためメンブレンの変位量に関わらず Fabry-Perot干

渉計の平行度が悪化しなくなった。その結果、10 T以上の磁場範囲でもシ

ームレスで安定したベースラインを実現し、かつ低雑音の ESR 測定が可能

になった。また、Bloch 方程式から導かれる ESR 吸収に伴う試料の磁化変

化を捉えるのではなく、ESR の緩和プロセスに伴う試料の温度変化を試料

の磁化変化に変換する新しい ESR 検出のコンセプトを考案した。これは緩
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和時間の短い試料に対しても適用可能な手法であり、反強磁性体やフラス

トレーション磁性体など従来の力検出 ESR の方法では測定が困難な試料

への応用が可能となった。 

さらにマグネット-オン配置の特徴として、試料をメンブレンと分離して

設置することが出来る点が挙げられる。そのため、密閉可能な溶液セルを

準備することで溶液試料の測定が可能となった。これらの工夫により、ヘ

ミンクロライドの溶液試料（50 mM、5 µL）の EPR スペクトルを 337 GHz

までの多周波数で、またアコメトミオグロビン（Fe3+、S = 5/2）の溶液試料

（8.8 mM、10 µL）の EPR スペクトルを 120 GHz において観測することに

成功した。スピン感度は~1012 spins/gauss を達成した。カンチレバーを用い

た測定法と比べてスピン感度は 3桁程度劣るが、マグネット-オン配置によ

り試料量を稼げるようになっているため S/N は改善した。その結果、スピ

ン濃度の薄いヘムタンパク質溶液の力検出 EPR 信号を世界で初めて観測

することに成功した。 

  

以上の成果より、本研究で目的に挙げていたヘム鉄の電子状態研究のための

新しい実験方法論を確立することが出来た。 

第四章では、ヘム鉄のゼロ磁場分裂の起源に迫るための強磁場・極低温におけ

る磁場中 EPR 分光の手法を確立し、第五章ではさらに高圧という新しい物理パ

ラメータをゼロ磁場分裂の研究に導入した。このような多重極限環境下での

EPR 測定を行うことで、自然環境下では観測出来ない未知の情報をミクロスコ

ピックな観点から引き出すことが可能である。そしてそこから得られた情報と

理論的計算手法を結合することで、ヘム鉄の未解明な電子状態を今後明らかに

していくことが可能になると期待される。本研究では新たに開発した手法を主

としてヘミンクロライドに適用したが、他の軸配位子が配位したヘミンや、ヘミ

ン以外のヘム鉄錯体および様々な金属タンパク質モデル錯体にも応用すること

が可能である。 

また、第六章、第七章の成果により、µLオーダーの金属タンパク質溶液に対

する強磁場・テラヘルツ EPR 測定法を新たに確立した。酸化型・還元型のミオ

グロビンやヘモグロビンは比較的試料量の確保が容易であるが、他のヘムタン
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パク質や反応中間体のヘムタンパク質は収率が悪く、微量溶液しか確保出来な

いものが大半である。そうした様々なヘムタンパク質を 10 µL 程度用意するだ

けで強磁場・テラヘルツ EPR 測定が可能となれば、その応用範囲は飛躍的に広

がることが期待される。従来の強磁場・テラヘルツ EPR 測定法では観測出来な

かった様々なヘム鉄錯体の EPR 信号を捉えることでゼロ磁場分裂の起源により

一層迫ることが出来ると期待している。 

特に、還元型ヘムタンパク質・ヘム鉄錯体の EPR 研究の発展を期待している。

高スピン状態ヘムのマイクロ波領域における EPR 観測例[1.31]や、基底状態から

励起状態間の EPR 観測例[1.42, 1.43]は存在するが、S = 2 の基底状態内の二準位

間におけるテラヘルツ領域の EPR 観測例はこれまで報告例が一切ない。そのた

め基底状態におけるゼロ磁場分裂間の EPR 遷移の観測による還元型ヘム鉄のゼ

ロ磁場分裂定数 D、Eを決定出来ていない。その一方で、同じ S = 2 でもMn3+の

金属錯体やタンパク質、および Fe2+を Mn3+に置換したミオグロビンなどのヘム

タンパク質では、多数の強磁場・テラヘルツ EPR 測定の報告と、ゼロ磁場分裂

定数の決定が行われている[4.9, 8.1-8.12]。このような状況はヘム鉄に関する EPR

研究分野の大きな課題であり、ESR 測定装置の感度不足が原因なのか、あるい

はスピンハミルトニアンを用いた議論や取り扱いが不十分で本当は想定外の周

波数・磁場領域に EPR 信号が観測されるはずなのか、その真相は未解明のまま

である。そのため、本研究で確立した手法を還元型ヘム鉄に適用し、未発見の

EPR 信号を探索することは大いに意義のあることだと考えている。 

本論文の実験方法論が今後広く活用され、ヘム鉄の電子状態に関する謎や、さ

らには生命科学分野の大きな謎を解明する上でその一助になれば幸いである。 
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Appendix-1 
 

ミオグロビンの取り扱いについて 

 

A1-1 アコメトミオグロビン（Fe3+, 3d5）溶液の調製・濃度決定方法 

 

＜準備物＞ 

リン酸バッファー（リン酸緩衝液とも言う。濃度は 10 mM 程度、pH = 6.0-6.8

のもの。 防腐剤 NaN3等が入っていないものを使用する。リン酸バッファー

の作り方は A1-2 節参照） 

200 mLビーカー：KCN汚染水無害化用 

50 mLビーカー：サンプル溶解用 

ピペットマン（1-5 mL用、2-20 µL用） 

ピペットチップ（各ピペット用それぞれ大きさが異なることに注意） 

セル〈キュベット〉（スリガラスの部分以外を触れないこと。吸光度に影響

が出る。） 

2 mLエッペンチューブ 

ウマの骨格筋由来の Myoglobin（ウマのMyoglobin では、1 mM の溶液をつく

る場合リン酸バッファー2 mLに対して 33 mg、また 100 M の溶液をつくる

場合リン酸バッファー20 mL に対して 33 mg 用意。これは、分子量 MW = 

16,500 g/mol を使って算出。）以下、Myoglobin をMbと省略。 

薬包紙 1枚 

遠心分離機 

ヘモライナック 2（劇薬。取扱注意。50 mL程度経口すると致死量に達する。） 

サニメント手袋（ヘモライナック 2取扱時に必要） 

ウェイストクリーン 1-2粒（KCN汚染水無害化のために用いる） 

クラッシュドアイス 

セル立て 

エッペンチューブ立て 

セル蓋（あると持ち運びに便利） 
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１. 操作方法 

① 電子天秤の上に薬包紙を乗せ、Mbを必要量取る。 

② 机の上にトレーもしくはアルミホイル等を敷く。この上で調製操作を行

う。 

③ クラッシュドアイスを用意し、その中にエッペンチューブを入れて、氷

上溶解出来るように準備する（出来るだけ 4度以下に保つ）。 

④ エッペンチューブに①で測りとった Mb を投入する。ここに用意したリ

ン酸バッファーを必要量移し替える。しっかり撹拌する。 

⑤ 別のエッペンチューブにリン酸バッファーのみを入れる。この二つを遠

心分離機に入れ、3,000 rpm以上の回転速度で遠心分離する。時間は一分

程度。恐らく溶け残りが液中を浮遊するので、全てが底に沈むまで遠心

分離を繰り返す。Mb は体内にも存在する物質で、簡易な遠心分離機を用

いても変性するほど発熱はしないはずなので、溶液の温度は気にしなく

て良い（ただし、精製のときは 4 ℃を維持する必要がある）。 

⑥ 遠心分離後、遠心管立てに遠心管を起き、蓋を静かに開ける。 

⑦ セルをセル立てに立てていく。このときスリガラスになっている面の方

向を揃えておくと便利。緩衝溶液をピペットで 2 mL取り、立てたセル全

てに入れる。 

⑧ 濃度をおよそ 10 µM 以下にしないとソレー帯（400 nm 付近）の吸光度が

1を超えるため、正確な測定が出来ない（吸光度 1.0は、10 %の光しか透

過しておらず、検出側の誤差が大きくなりやすいかどうかの境目にあた

る。10 %以上は透過するように濃度を設定しなければならない。）実際は

1-10 mM のような高濃度サンプルを精製によって作成するので、希釈を

重ねて、10 µM 以下まで濃度を薄める。数 µL単位の高濃度ミオグロビン

をピペットではき出すことは難しく（2-20 µLピペットは、10-20 µLの範

囲では出しやすいが、10 µL を下回るとチップ中に残りやすく誤差が大

きくなりやすい）、しっかり溶液をはき出せないことが多いので、分光測

定の際の希釈方法は最後のページに書いた追記を参考にすると良い。 

実際の ESR 測定ではサンプル溶液にグリセリンを投入するが、グリセ
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リンが吸光度に対して影響を及ぼすことはないため、吸光度測定では投

入しない。 

濃度を測定するためにMbの場合は全体を低スピン状態シアノメトMb

にする必要がある。これはシアン-メト法と呼ばれる吸光度から濃度を決

定する手法である。そのためヘモライナック 2 を一滴加えることでシア

ノメト Mb を作る。するとサンプルの色が茶色から赤色に変わるはずで

ある。 

高スピン状態のサンプルに対して ESR を行う予定のときは、サンプル

が高スピン状態になっているかを確認するために、ヘモライナック 2 を

入れないで吸光度測定をするセルも用意する（このセルからは濃度決定

は出来ない）。また、分光器のレファレンス及びベースライン補正のため

にリン酸バッファーのみのセルを一本作ることも忘れない。 

リン酸バッファー自体のイオン濃度は、ベースラインおよび吸光度に

影響（濃度依存性）しないので、複数種のイオン濃度のサンプル溶液を

用意しても、ベースライン補正用のリン酸バッファーのセルは一種類の

みで良い。 

⑨ ゴミ箱へ使用済みチップを捨てる。また、アルミホイル等の消耗品も捨

てる。残ったエッペンチューブ内の試料溶液は日付、Mb 濃度、バッファ

ー濃度、pH、精製の有無を書いて N2デュワー中で保存しておく。 

 

例：1 mM のサンプルから希釈して用意する場合の混合割合 

Ⅰ…試料 2 µL＋リン酸バッファー 1.998 mL = 2 mL（1000倍希釈）＋ヘ

モライナック 2→1 µM シアノメトMb に。 

Ⅱ…試料 15 µL＋リン酸バッファー 1.485 mL = 1.5 mL（100 倍希釈）＋

ヘモライナック 2→10 µM シアノメト Mbに。 

Ⅲ…試料 150 µL＋リン酸バッファー 1.35 mL = 1.5 mL（10倍希釈）＋ヘ

モライナック 2→100 µM シアノメト Mbに。 

Ⅳ…試料 2 µL＋リン酸バッファー 1.998 mL = 2 mL（1,000 倍希釈）→1 

µM アコメト Mbに。 

Ⅴ…試料 15 µL＋リン酸バッファー 1.485 mL = 1.5 mL（100 倍希釈）→
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10 µM アコメト Mbに。 

Ⅵ…試料 150 µL＋リン酸バッファー 1.35 mL = 1.5 mL（10倍希釈）→ 100 

µM アコメト Mbに。 

Ⅶ…リン酸バッファーのみ 2 mL×1 本 

 

２. 吸光度測定 

研究基盤センター機器分析棟 202 日立吸光分光光度計 U3300を使用。 

① 持ち物は、エッペンチューブに入れた高濃度 Mb とリン酸バッファー、

リン酸バッファーの入ったセル、ヘモライナック 2、セル蓋である。ヘ

モライナック 2 は無くさないために必ずボックスの所定の場所に入れて

持ち歩く。ポケット等には絶対に入れない。 

② セル立てに乗せたセルをカンチレバー作成室から分光室まで持って行く。

このとき蓋をして、移動中にこぼすことや蒸発を防ぐ。蓋には番号を振

り、ノートにも記録して、測定ミスを防ぐ。 

③ 分光測定開始。初めにリン酸バッファーのみを入れたセル二つを分光機

に配置し、ベースライン補正を行う。これは、セル由来の誤差を補正す

る作業である。ベースライン補正で使用したセルを使って試料の吸光度

測定をするべきであるので、分光機 SAMPLE 側セルのリン酸バッファー

を少し減らして、測定したい Mb溶液を必要量加える）。測定範囲はおよ

そ 700-200 nm に設定する。高い濃度から測定を始め、ピペットを使って

リン酸バッファーの割合を上げて薄い濃度での測定へ移っていくと良い。

シアンと配位しているリン酸バッファー溶液中のサンプルはシアノメト

ミオグロビン（Cyanomet-myoglobin、CN-metMb）として活性状態にあり、

吸光度測定をするとおよそ 540 nm付近にピークが現れる（図A1-6参照）。

モル吸光係数 ε = 11.3 [1/mM・cm]から、希釈前の濃度が推定出来る。吸

光度 A、光路長（セルの厚さ）L [cm]、希釈前の濃度 C [mM]、希釈度 B

とすると、C = AB/εL となる。 

※SAMPLE側にリン酸バッファーのみを入れて吸光度測定を行った場合

と、リン酸バッファー＋ヘモライナック 2 を入れて吸光度測定を行った

場合では、1,000-400 nm において吸光度に違いはないことを確かめてい
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るので、ベースライン補正時にヘモライナック 2は入れなくて良い。 

※プラスチックセルでは、450 nm 付近で吸光度に段差が生じる。ガラス

セルを用いて測定すると段差は現れなかったので、プラスチック（アク

リル）が影響していると考えられる（図 A1-7参照）。 

※1,000 nm 付近に出る振動様の信号は、試料溶液由来ではなく、ほかの

ものが影響して干渉が起こっていると考えられる（各図 A1-6、A1-7参照）。

Mbの吸光度測定をする場合は 700-200 nm 付近が測定出来れば十分なの

で、この振動は気にしなくて良い。 
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図 A1-1 ウェイストクリーン（左）とヘモライナック 2（右）。 

 

 
図 A1-2 準備物。（A）簡易遠心分離機、（B）リン酸バッファー、（C）グリセリ

ン（必要に応じて使用する）、（D）2-20 μL用ピペット、（E）1-5 mL用ピペット、

（F）分光用セル、（G）試料。 
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図 A1-3 氷上でMb をリン酸バッファーに溶解させている様子。 

 

 

図 A1-4 調製したアコメト Mb（茶色）とシアノメト Mb（赤色）。 
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図 A1-5 シアノメト Mb（1 mM）を 100倍希釈（10 µM）して行った吸光度測

定の結果。プラスチック（アクリル）のセルを使用した。 

 

 

図 A1-6 シアノメト Mb（1 mM）を様々な濃度に希釈して行った吸光度測定の

結果。プラスチック（アクリル）のセルを使用した。黒が 10倍希釈（100 µM）、

赤が 100倍希釈（10 µM）、緑が 1000倍希釈（1 µM）である。 
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図 A1-7 セルの材質による吸光度の依存性。試料はリン酸バッファーに KCNを

溶かしたもの。この結果から材質に依存した吸光度の変化はないと思われる。 

 

 

図 A1-8 200 mM（黒）、300 mM（赤）、400 mM（緑）、500 mM（青）濃度のリ

ン酸バッファーを用いた場合のシアンメト法による吸光度測定の結果。どの場

合も 542 nm でピークが現れ、シアノメトMb になっていることが分かる。 
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図 A1-9 200 mM（黒）、300 mM（赤）、400 mM（緑）、500 mM（青）濃度のリ

ン酸バッファーを用いた場合の吸光度測定の結果。503 nm、632 nm はアコメト

Mb由来、542 nm、580 nm は Fe2+のオキシメト Mb（Oxymet-Mb）もしくは Low 

spinのメトMb由来。Fe2+の場合はHigh-spin由来の信号は 503 nm付近のみで 632 

nm は出ない。 
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３. 片付け 

① ドラフト内にトレーもしくはアルミホイルを敷く。KCN汚染しているセ

ル等をすべて汚染水浄化用に用意した 200 mLビーカーに入れ、蒸留水を

入れる。無害化のため 1.25 Lに対し六粒のウェイストクリーン（次亜塩

素酸カルシウム）を入れるので、200 mLに対して一粒入れる。二時間程

度待つと良い。 

② 廃液タンクに液全部を捨て、蒸留水で流水洗浄した後、ビーカーやガラ

スセルは乾燥機に入れる。 

③ アルミホイル、プラスチックセルなどはゴミ箱へ捨てる。 

 

 

図 A1-10 ドラフト内で廃液処理をしている様子。 
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紫外・可視吸光度測定の流れ（1 mM の Mb溶液を作った場合） 

① 二本のセルに、10 mM リン酸バッファーを入れる。1.5 mL以上（高さ 1.5 

cm 以上）は必要。SAMPLE 側に入れるセルの液量は、メモしておく。下

記は 2 mL入れたとする。 

② リン酸バッファーのみのセル（= 0 mM ）を二本用意し、分光機内に入

れてベースライン補正。 

③ SAMPLE側のセルから 10 mM リン酸バッファーを 0.2 mL取り出し、エ

ッペンチューブから 1 mM のMbを 0.2 mL加え、蓋をして泡立たないよ

うにセルを上下ひっくり返したりして溶液をしっかり混ぜる。これで 100 

µM のセルにする。 

④ SAMPLE 側のセルから溶液を 1.8 mL 取り出し、エッペンチューブから

10 mM リン酸バッファーを 1.8 mL加え、10 µM のセルにする。 

⑤ SAMPLE 側のセルから溶液を 1.8 mL 取り出し、エッペンチューブから

10 mM リン酸バッファーを 1.8 mL加え、1 µM のセルにする。 

このようにしてセル内濃度を下げていく。10 µM や 1 µM など、目標の濃

度に達したら、まずこの状態で分光測定を行う。次に、ヘモライナック

2 を一滴加え、蓋をして泡立たないようにセルを上下ひっくり返したり

して溶液をしっかり混ぜる。その後もう一度分光測定を行う。 

これでアコメト MbとシアノメトMb の吸光度測定が終了する。 

＊セルには、石英セルを使えば、280 nm 付近のタンパク特有の信号もき

れいに観測出来る。 
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A1-2 アコメトミオグロビン（Fe3+, 3d5）溶液の精製方法 
 

＜項目一覧＞ 

① パウダーMbの溶解 

② CM-Sepharose Fast Flow 

③ 濃縮 

④ Sephadex/PD-10について 

⑤ もう一つのバッファー交換方法 

⑥ 濃度測定、精製の評価 

⑦ リン酸バッファーの作り方 

⑧ 準備物一覧 

⑨ 再生して使うもの 

⑩ その他 

 

① パウダーのMb溶解 

Sigma-Aldrich社製 95-100 % equine skeletal muscle myoglobin を必要量薬包紙

上に取り、ビーカー内で 10 mM Na-Phosphate（K-Phosphate）（pH = 6.0）バッ

ファーに溶かす。溶け残りを除去するためにフィルター濾過するか、遠心分

離（centrifugation）にかける。遠心分離の場合上澄み（sup）のみ別のビーカ

ーに取り出す。リン酸バッファーは、カリウムの方は KPB、ナトリウムの方

は NaPBと略すこともある。溶解後、必ず溶液の pHを測定する。だいたい、

pH は 6.5 に上がっていることが多いので、pH = 6.0 になるまで 10 mM の

Na2HPO4（もしくは K2HPO4）を加えていく。体積が増え、濃度が下がるの

は仕方がない。 

 

② カラム CM-Sepharose Fast Flow 

CM = Carboxy Methyl の略。これはイオン交換クロマトグラフィーであり、

含まれるカルボキシイオン末端 COO-が負に帯電していることから、pH = 6.9

程度で酸性となり正に帯電したミオグロビン Mb+ を捕まえ、ほかのものは

先に流し落とすことが出来る。まずはカラムの平衡化を行う。 
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ガラスフィルター（大きさ 17の容器、粗さ G2のグラスター（グラスターは

ゲルを通さないフィルターである））を吸引ビンにとりつけアスピレータを

つなぐ。ガラスフィルターにカラムをいれ、さらに①で用いる pH = 6.0 リン

酸バッファーを入れ吸引ろ過する。リン酸バッファーはおよそ 1 L程度流し

続けることでカラムの pH平衡化が出来る。またアスピレータをつなぐのは、

吸引をしないとなかなかリン酸バッファーがカラムを通り抜けないため、減

圧によりはやく平衡化させるためである。平衡化が完了したかは、下部の吸

引ビンに落ちてくるリン酸バッファーの pH が 6.0 になっていることで確認

出来る。何度か流しては乾燥させることを繰り返し、pH 平衡にする。カラ

ムが乾燥するまで放置すると、カラムの体積が収縮し、ガラス表面から剥が

れる。乾燥すると小麦粉が固まった感じになる。これによりカラムを取り出

せるようになる。 

そのカラムをビーカーに移し、pH = 6.0 リン酸バッファーを入れることで

再びゲル状にする。このカラムを、ピペットを用いて三方コックを下端につ

けたカラム容器に 20 mL程度入れる（直径 2 cm、高さ 20 cm くらいの容器に

6-7 cm 入れる）。カラム上面は、出来る限りごつごつならないよう平らにす

る。 

まず pH = 6.0のリン酸バッファーを入れ、コックを開く。流速は適当で速

くてもよい。このとき下から出てくる液が pH = 6.0になっているかをここで

再確認する。流し切って確認したらコックを閉じる。 

カラム容器上部に管をつけ①で用意したミオグロビン溶液に差し入れて

おく。カラム容器下部には出てくる液体をうけるためのビーカーを用意する。

三方コックを開くと液が落ちてくるが、その際の内圧の低下により上部から

はミオグロビンが吸い込まれていく。すべてのミオグロビン溶液がカラム内

に溶けると色が薄まる。充填するカラムの体積はタンパク質の吸着量に合わ

せて調整するべきである。カラムが上下に長過ぎるとそれだけミオグロビン

の通り道は長くなるので、薄い濃度のミオグロビンが出てきてしまう。逆に

短過ぎると、変性したミオグロビン（表面のチャージがおかしいもの）を取

り除きたいのにその分離が出来なくなるので意味がない。 

その後もう一度上から pH = 6.0のリン酸バッファーを流し、コックを開く。
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カラムの三倍体積以上は流す。ゆっくりとした流速でリン酸バッファーが出

てくるようにする。このときに吸着しなかった変性ミオグロビンを流し切る

ことが出来る。コックを閉じる。 

その後、溶出をさせるために高濃度の緩衝溶液を加える（後に詳しく記述）。

コックを開き、落ちてくるスピードが一秒強の間隔のポタポタであるように

コックの開量を調整する。はじめはミオグロビン以外のものが落ちてくるが、

そのうち液に色がついてくるはずである。これが溶出である。色の付き始め

がミオグロビンの出始めたときであり、その液を別のビーカーでしっかり集

める。これによりうまくいけば 1 mM 以上のミオグロビン溶液が取れるはず

である。 

溶出させるためには 2つの方法がある。両者とも原理としては、高いイオ

ン濃度のリン酸バッファーを通すことで、カラムに付着していたミオグロビ

ンが外れて流れやすくなる（クーロン力の低下）。今回は 50 mM K-Phosphate 

（pH = 7.0）バッファーを流し入れることで一気に溶出させる方法をとる。

また、リン酸バッファーに NaCl を混ぜてイオン濃度を上げることで一気に

溶出させることも出来る。今回は採用しなかったが、リン酸バッファーの濃

度を徐々に上げていくことで少しずつ溶出させていく gradient 溶出法で行う

方がよりきれいな精製が出来る。 

カラムの保存は、リン酸バッファーに浸し、冷蔵庫で保存する。浸さずに

放置すると、小麦粉状ではなくさらに乾燥してカチカチになってしまう。 

   

③ 濃縮 

この濃縮操作により必要な濃度を得る事が出来る。これには、限外ろ過メン

ブレンを用いる。窒素加圧（3-5 気圧）により押し出すことで大量のサンプ

ルを濃縮する方法と、少量サンプルを遠心分離により濃縮する方法がある。

限外ろ過メンブレンは通す分子の大きさを制限出来る。この大きさの上限を

MWCO（Molecular Weight Cut Off ）といい、今回は MWCO = 10,000 程度の

ものを利用すればミオグロビン以外のものは通り抜け、ミオグロビンだけが

残ってくれる。今回はエッペンチューブにメンブレンを入れられるキットに、

②で精製したミオグロビンを入れて遠心分離に 15 分かける（このキットは
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Amicon Ultraという）。遠心分離のスピードは、小さ過ぎると分離にならない

が、大き過ぎても全てが無理矢理にメンブレンを通り抜けてしまう。一般的

な遠心スピードおよそ 8,000 rpm までのもので行うと良い。このときは冷却

機能付遠心分離機を用いる。今回は 50 mL体積 15 mLの大型エッペンチュー

ブを使用する。(1.5 mLエッペンチューブでは、メンブレン容器部が 250 µL

しかない。②により生まれたミオグロビン溶液が 100 mL 単位であるために

何個にも分けてエッペンチューブにいれなくてはならず面倒である。従って

出来るだけ小分け量を減らすために、15 mLのものを採用する。) 

 

④ Sephadex/PD-10について 

濃縮の後、ゲル濾過クロマトグラフィーを用いてバッファーの交換＝バッフ

ァー交換をおこなう。ゲル濾過クロマトグラフィーは分子の大きさによって

多孔質ビーズの間の通りにくさの違いを利用して、濾過、分離するものであ

る。今回はミオグロビン以外のものがほぼ含まれていない状態のものを購入

しているので、分子量による違いが存在せず、必要ない、というか意味がな

い。 

Sephadex G25 fine を用いる場合は、ゲルの上から平衡化のために新たな pH

のバッファーを流し、その後ミオグロビンを流し込み、濾過する。平衡化と

して流した液が水なら脱塩、バッファーならバッファー交換になる。 

最近は簡易なプレパックがあり、ゲルの上にフィルターが付いており、平

衡化したあとミオグロビンを入れて放置しておくと、それだけで濾過完了に

なる便利なものもある。 

ゲル濾過クロマトグラフィー通過後は濃度が薄くなるので、再度③に戻っ

て濃縮作業をする。 

   

⑤ もう一つのバッファー交換方法 

   バッファー交換は、アミコンウルトラを用いて、濃縮したミオグロビン溶

液に目的のバッファーを入れ、再び二十分程遠心分離を行う。これを三回繰

り返せば、103 = 1,000倍希釈になるので、ほぼバッファー交換が出来たと見

なせる。こちらの方が簡単。堀谷研、水谷研ではこの方法をとっている。 
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⑤ 濃度測定、精製の評価 

分光計で濃度を測定することにより精製を評価出来る。このとき、280 nm

にタンパク質特有の吸収が出て、400 nm 付近にヘム由来の吸収が出る。この

400 nm の吸収が 280 nm の吸収に比べて大きく出ていないと、ヘムが抜けて

しまっていることを意味する。 

保存は、溶液測定で使うための低濃度のサンプルを作ったり、高濃度のま

ま残しておいたりして、エッペンチューブに一回に使う量ずつとっておき、

液体窒素デュワーで保存する。使うときは、デュワーから取り出し、溶かし

て使う。このようにすると、長期間保存出来る。 

    

⑥ リン酸バッファーの作り方 

リン酸バッファーは、1 M リン酸二水素ナトリウム orカリウムと 1 M リン

酸水素二ナトリウム orカリウムを混ぜ合わせ、それを pHメーターで確認し

ながら調製して作る。pH メーターの校正は、必ず二点校正もしくは三点校

正を行う。今回は、1 M リン酸二水素カリウムと 1 M リン酸水素二カリウム

をつくる。リン酸バッファーを保存するビーカーが清潔であれば、1 M のリ

ン酸バッファーはカビが生えにくく、常温でも一年間は保存出来る。従って、

1 M、pH = 6.0 のリン酸バッファーと、1 M、pH = 7.0 のリン酸バッファーの

二つを清潔な容器に作って冷蔵庫内に保存すればさらに腐敗しにくく、使用

したいときにすぐに使える。 

    

⑦ 準備物一覧 

三角フラスコ 500 mL 

シリコン栓 13号 

吸引濾過びん 1 L用 

リン酸二水素カリウム 

リン酸水素二カリウム 

純水 

ミオグロビンパウダー 
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冷却機能付遠心分離機 

エッペンチューブ 50 mL 

アミコンウルトラ-15 

50 mLエッペンチューブラック 

簡易低温維持庫（冷蔵庫） 

pHメーターセット 

薬包紙 

イオン交換クロマトグラフィー用カラム CM-Sepharose Fast Flow 

ゲル濾過クロマトグラフィー用カラム PD-10 

カラム容器 C-Columns C16/20 

三方コック 

ビーカー（緩衝溶液調製、イオン高濃度緩衝溶液調製、上澄みミオグロビン

入れ、平衡化時不要緩衝溶液受け取り、カラム精製時不要液受け取り、カラ

ム精製時溶出液受け取り） 

ガラスフィルターブフナーロート（大きさ 17の容器、粗さ G2） 

金属製アスピレータ 

真空輸送チューブ内径 9 mm 

ビュレット台 

丸型クランプ（小型） 

角型ムッフ（蝶型） 

（限外濾過メンブレン装着エッペンチューブ 15 mL） 

マイクロピペット（正確な容量のはかりとり用） 

ピペット（カラム充填用） 

セル（分光用） 

    

⑧ 再生して使うもの 

限外メンブレンは高価なので、再生させて使う必要がある。その場合、しっ

かり再生出来たかを評価する方法として電気泳動や可視吸収が使われる。 

また、カラムも高価なので再生させて使う。塩濃度の違いを利用して、吸着

した物質をすべて溶出することで再生出来る。リン酸バッファーに NaCl を
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500 mM となるよう混合した溶液を作成し、流すことで再生出来る。 

 

⑨ その他 

溶液測定の場合、グリセリンはすべての精製過程終了後に加える。20 %配合

をする場合は、精製物:グリセリン = 8:2 になるようにすれば良い。 

単結晶作成は、pH に気を遣う必要があるので、ゲル濾過クロマトグラフィ

ーでの精製過程が必要になる。 

 

 
図 A1-11 佐賀大堀谷研での精製の様子。冷蔵庫内で行っている。CM カラ

ムをオープンカラムに詰めて行った。 
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A1-3 アコメトミオグロビン（Fe3+, 3d5）単結晶育成方法 
 
＜準備物＞ 

ミオグロビン溶液の入ったエッペンチューブ 

リン酸緩衝溶液（イオン濃度は最終的に作る結晶母液により異なる） 

硫酸アンモニウム（固形物） 

純水 

ガラス小瓶（ガラスバイアルやエッペンチューブでも良い） 

1-5 mLマイクロピペット 

 

＜作成方法＞ 

静置バッチ法を用いて単結晶を作成する。 

① 100 %飽和硫酸アンモニウムを用意する。 

作り方：固体の硫酸アンモニウムを 1 L当たり 767 gの割合になるよう溶解さ

せる。 

（例）まず 767 gの硫酸アンモニウムをビーカーに入れ、体積として 1 Lにな

るよう純水を加える。 

② ミオグロビンの溶液を用意する。ミオグロビンの濃度は、1 mM や 10 mM な

ど濃ければ微結晶が出来、10-100 µM など薄ければ、核が出来にくい分やっ

と出来た核がどんどん一つの大きな結晶になり、1 cm 角近くのものに成長す

る。カンチレバーに載せることを考えると、微結晶で良いので、高濃度の溶

液を用意する。 

③ ガラス小瓶の中に、体積にして硫酸アンモニウム 75 %、ミオグロビン溶液が

5 %、リン酸バッファーが 20 %となるように、硫安溶液、ミオグロビン溶液、

リン酸緩衝溶液を混ぜる。こうすることにより 100 %飽和硫酸アンモニウム

は 75 %飽和硫酸アンモニウムになる。リン酸バッファーのリン酸イオン濃度

は、全体で 20 mM 程度になるようにする。これらの割合は計算して決める。 

＜条件の変更＞ 

ミオグロビン溶液とリン酸バッファーの割合が5 %と20 %の割合で行うとこ

ろを、6-19 %、7-18 %、8-17 %、というように変えていく。つまりは全体の
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体積に対するミオグロビンの濃度を変えていく。 

その他、ミオグロビン溶液自体のもともとの濃度、pH、リン酸バッファーの

イオン濃度を変えることも条件を振ることにつながる。 

④ ガラス小瓶に入れたら、蓋を閉めて静かに室温で放置する。歩いた時の振動

程度なら良いが、冷蔵庫等の振動や、ゆさゆさと揺れるような状況は作らな

いようにする。うまくいけば 2-3 日で黒っぽい単結晶が出来上がる。高濃度

のミオグロビン溶液を用いて微結晶を作る場合、朝放置して夕方には何かが

出てくるというくらいはやくに出来はじめる可能性もある。 

⑤ 単結晶が出来上がったら、ポリエチレンのチューブをバーナーで細くしたも

のを、パスツールピペットの先に装着し、吸い取って、カンチレバーの上に

載せる。 

⑥ 単結晶に傷をつけない限り、乾燥しても問題はない（X線回折では乾燥した

状態で測定されている）。ガラスキャピラリーなど硬いピペット系の中に単

結晶を吸いこんではき出すことは、単結晶を傷つける可能性が高くなる。傷

がつくと、構造が崩壊し、不良結晶になるので注意する。カンチレバーの上

に結晶を置いたら、濾紙で不要な母液を吸い取り、レバー上で動かないよう

にする。結晶の向きを決めるために、レバー上で動かす場合は、飽和濃度の

高い硫安溶液を浸した濾紙でさわって動かす。 

＊成長方向に関することはタンパク質の構造に関するデータベース PDBにアク

セスして論文を探す。 

＊単結晶作成時にインキュベーターは必要ない。厳密な条件出しがしたいとき

は使えばよい。目的は ESR 測定なので必要ないと思われる。 

＊X 線回折による確認を行っても良いが、見た目で結晶の方向は明瞭に分かる

ので、行う必要はない。 

X-band ESR で確認するなら、1-2 mm の結晶を作れば行える。 
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図 A1-12 マッコウクジラミオグロビンの単結晶。試料は米国 Pennsylvania 大学

米谷隆先生からマッコウクジラ由来ミオグロビンの粉末（CALBIOCHEM 社製、

現在は廃番）を提供して頂き、太田研で作成したもの。仕込んでから 15日後で

ある。おそらく 3日後には出来上がっていたと思われる（見ていなかっただけ）。

六角形の結晶が無数に出来上がっている。中央の大きい結晶で長さ 400 µm 程度

である。1 cm 以上の単結晶は作成出来なかった。 
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Appendix-2 
 
大腸菌を用いたタンパク質の大量増量プロトコル（簡易版） 
 
参考文献は[7.9]である。 

 

＜主な使用機器一覧その 1（培養・集菌・破砕までで必要なもの）＞ 

・インキュベーター「SANYO, MIR-162」 

 シャーレで大腸菌を前培養する際に使用。 

・オートクレーブ機「トミー精機, LSX-500」 

 様々な滅菌の場面で使用。 

・冷凍庫（-80℃、-20℃） 

・冷蔵庫（4℃） 

・小容量シェーカー「バイオシェーカー社, BR-22H」 

 200 mLフラスコで小容量の本培養をする際に使用。 

・大容量シェーカー「Eppendorf, New Brunswick Scientific Innova43」 

 5 Lフラスコで大容量の本培養をする際に使用。 

・分光計「GEヘルスケア, Gene Quant 100」 

 本培養時、大腸菌の量を OD600の値で確認する際に使用。 

・ボルテックスミキサー「Scientific Industries Inc., VORTEX Genie2」 

 大腸菌破砕の行程で、50 mLチューブ内を攪拌する際に使用。これに限らず便

利。 

・超音波破砕機「タイテック, VP-30S」 

 大腸菌破砕時に使用。 

・バイオクリーンベンチ「SANYO, BIO CLEAN BENCH MCV-B91S」 

 寒天培地に大腸菌をまく際、この中で行う。 

・遠心分離機「HITACHI, himac CR-20GⅡ」 

 大腸菌の集菌・破砕の行程で使用。 

 

＜主な使用器具一覧その 1（培養・集菌・破砕までで必要なもの）＞ 
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・5 Lフラスコ 6本 

・バッフル付 200 mLフラスコ 2本 

・金属製スパチュラ 

・滅菌シャーレ「ASAHI GLASS CO. SH90-15」2個 

・アルミホイル 

・テルモシリンジ（30 mL） 

アンピシリン滅菌処理で使用。 

・滅菌フィルター「ミリポアMillex（フィルターサイズ 0.22 μm、タイプLow Protein 

Binding）」 

アンピシリン滅菌処理で使用。（型番：SLGP033RS） 

・金属製コップ 

・滅菌テープ 

・コンラージ棒 

・マイクロピペット（各種） 

・分光用セル 

・5 L計量カップ 

大腸菌集菌時に使用 

・遠心分離用 500 mLボトル 4本 

 以下 500 mLボトルと書く。 

・遠心分離用 50 mLチューブ 2本 

 日立 himacシリーズ。15,000 rpm まで遠心可能。以下 himac 50 mLチューブと

書く。 

 

＜試薬等一覧その 1（培養・集菌・破砕までで必要なもの）＞ 

・純水 

・イーストエクストラクト 

・トリプトン 

・寒天（アガー） 

・アンピシリンナトリウム（白色粉末） 

・IPTG（白色粉末） 
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・コンピテントセル「BioDynamics Laboratory Inc., Zip Competent Cell BL21(DE3)」 

 BL21 株の大腸菌。 

・Mbプラスミド 

 

＜主な使用機器一覧その 2（精製で必要なもの）＞ 

・pHメーター 

・冷蔵庫（4℃） 

・マグネチックスターラー 

・分光器（波長スキャン型のもの）「島津製作所, UV-3150」 

 

＜主な使用器具一覧その 2（精製で必要なもの）＞ 

・メスシリンダー（500 mL、1 L） 

・100 mL、500 mL、1 Lビーカー各種 

・金属製スパチュラ 

・攪拌回転子 

・カラム容器 

・テルモシリンジ（50 mL） 

・シリコンチューブ 

・パスツールピペット 

 

＜試薬等一覧その 2（精製で必要なもの）＞ 

・純水 

・リン酸二水素ナトリウム 

・リン酸水素二ナトリウム 

・1 N水酸化ナトリウム水溶液 

 pH = 6.0の開始バッファーを作成する際に使用した。 

・CM カラム「Whatman, CM52」 
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準備しておくもの 

＜アンピシリン溶液（以下、Ampと略）の作り方＞ 

・保存用に、アンピシリンナトリウムが 50 mg/mLとなるよう純水に溶解させる。 

・ミリポアの Millex を用いてフィルター滅菌する。30 mL テルモシリンジにア

ンピシリン溶液を入れてからシリンジ先端に Millex を取り付ける。 

・滅菌済みの 2 mLエッペンチューブに分注して-20 ℃以下で保存する。 

 

＜IPTGの作り方＞ 

・保存用に、IPTGが 1 M となるよう純水に溶解させる。 

・Ampと同じ要領でミリポアのMillex を用いてフィルター滅菌する。 

・滅菌済みの 2 mLエッペンチューブに分注して-20 ℃以下で保存する。 

 

＜LB寒天培地の作り方＞ 

・2 Lフラスコにトリプトン 16 g、イーストエクストラクト 10 g、寒天の粉（ア

ガー）15 gを入れ、1 Lの水に溶解させる。 

・オートクレーブする（121℃、20 分）。トミー精機の「LSX-500」なら、オー

トクレーブ後に 60 ℃で保温するよう設定出来る。 

・60 ℃になったら、フラスコを取り出し、Ampを 50 μg/mL濃度になるよう加

える。 

・滅菌シャーレに入れ、4 ℃の冷蔵庫で寒天を固める。保存も冷蔵庫で良い。 

 

注意点 

・１から４までの行程は日を空けず 3日間で一気に行わなければならない。 

・６を行ったら、その日のうち７を行う。大腸菌を破砕したあとは、Mbが大腸

菌のプロテアーゼにさらされて分解される恐れがある。 

・大腸菌汚染したごみはすべてオートクレーブしてから捨てる。 

・片付けの際、オートクレーブしないが再利用するものはハイターで殺菌・洗

浄する。 
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（1日目） 

１． 2xYT培地作成 

・5 Lフラスコを 6本、バッフル付 200 mLフラスコを 2本用意する。 

・5 Lフラスコに、トリプトンを 32 g、イーストエクストラクトを 20 g入れ、

さらに水 2 Lを入れて溶解する。これを 6本分行う。 

・用意したフラスコすべて（2xYT培地 2 Lの入った 5 Lフラスコ×6 本+空の

200 mLフラスコ×2本）をオートクレーブにかけて滅菌する。 

オートクレーブするにあたり、フラスコの口からゴミが入ることを防ぐため、

アルミホイルを各フラスコにかぶせる。さらに滅菌テープをアルミホイルの

上から貼る。オートクレーブは液体滅菌モード、121℃で 20分行う。 
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図A2-1 2xYT培地の素となるトリプトンとイーストエクストラクトを 2 Lフラ

スコに入れた様子。 
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図 A2-2 2xYT培地を作成し、フラスコをオートクレーブにかける様子。 
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２． トランスフォーム（形質転換）と LB寒天培地を用いた前培養 

・コンピテントセル（エッペンチューブ 2本）を冷凍庫から取り出し氷上で

解凍する。 

・コンピテントセル 0.1 mL（白色の溶液）が入ったエッペンチューブに、プ

ラスミド溶液（無色透明）1 μLを入れる。 

（今回は、長期間プラスミドを使用していなかったらしく、経年劣化により

プラスミドが加水分解している可能性もあるため、5 μL入れたものも作った

（1 μL入れたものが 1 本、5 μL入れたものが 1本、合計 2本）。） 

・チューブを指で軽くはじいて液を混ぜ、氷上にエッペンチューブを差込み

5分待つ。 

・ここからバイオクリーンベンチ内で作業する。 

コンピテントセルとプラスミドの混合溶液をマイクロピペットで全量取り

出し、LB寒天培地にかける。コンラージ棒で寒天培地全体にのばす。（1個

のシャーレにつき 1本のエッペンチューブ全量をかける。合計 2 個のシャー

レを使う。） 

・シャーレに蓋をし、ひっくり返して（寒天培地を上側、蓋を下側）、37 ℃

のインキュベーターに入れて一晩放置。 
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図 A2-3 寒天培地シャーレに形質転換したコンピテントセルを塗り付けた後の

様子。 
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（2日目） 

３． 大腸菌の本培養（大量培養） 

＜まず 200 mLのフラスコ 2本を用いて、少量培養を行う。＞ 

・インキュベーターに放置していた寒天培地を取り出す。コロニーが出来て

いることを確認する。 

・滅菌しておいた空の 200 mL フラスコ 2 本それぞれに 5 L フラスコ中の

2xYT培地を 100 mLずつ入れる。 

・200 mLフラスコ中の培地をマイクロピペットで 2 mL程度とり、各寒天培

地に入れ、コンラージ棒で大腸菌をこすり取る。寒天からはがせたら、全液

を 200 mLフラスコへ戻す。2、3回これを繰り返して、出来るだけすべての

大腸菌をフラスコに入れる。一つのフラスコに対して一つの寒天培地の大腸

菌を入れる。元々使っていたアルミホイルでフラスコに蓋をする。 

・Ampを 50 μg/mLになるよう加える。 

・出来上がった Amp 入りの 200 mLフラスコ 2本を、シェーカー（バイオシ

ェーカー社、BR-22H）に入れる。設定は 37℃、180 rpmで 3時間待つ。 

・3時間後、200 mLフラスコを取り出す。 
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図 A2-4 200 mLフラスコで培養する前（上）と培養した後（下）。 
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＜ここから 5 Lフラスコ 6本を用いて大量培養を行う。＞ 

・一方のフラスコ中の培地 100 mLすべてをもう一方の 200mLフラスコに直

接注ぎ入れてひとつにまとめ、少しフラスコを振って濃度を均一にする。 

・ 5 Lフラスコに、200 mLフラスコの培地を 20 mLずつ入れていく。さら

に Amp を 50 μg/mLになるよう再度加える。これを 6本の 5 Lフラスコに対

して行う。元々使っていたアルミホイルでフラスコに蓋をする。 

・5 Lフラスコ 6 本をシェーカー（Eppendorf 製、New Brunswick Scientific, 

Innova43）に入れる。設定は 37℃、140 rpm。 

・まずスタート直後に大腸菌の濃度を知るために、少量の培地を分光用セル

に入れ、分光器（Gene Quant 100）で 600 nm での ODを測定する。おそらく

このときは OD600 = 0.6には達していないと思われる。振とう開始から 30分

ごとに培地を 5 Lフラスコから取り出し、分光器で OD600値を測定、記録す

ることを繰り返す。30分ごとにだんだん OD600値が上昇すると思われるので、

OD600 = 0.6付近になるまで繰り返す。 

今回の培養では、5 Lフラスコで振とう開始してから 2時間で、OD600 = 0.564

となった。 

・OD600 = 0.6付近になったら、5 Lフラスコ 6本すべてに IPTG を 1 mM と

なるように加え、一晩放置する。 
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図 A2-5 2 Lフラスコで振とう培養を一晩行った後の様子。 
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（3日目） 

４． 集菌 

・500 mLの遠心分離用ボトルを 4本用意する。 

・使用する遠心分離機は「HITACHI himac CR 20GⅡ」。 

・5 Lフラスコをシェーカーから取り出す。まず 1本の 5 Lフラスコ中の 2 L

の培地すべてを 5 L計量カップにうつす。4本の 500 mLボトルそれぞれに、

8-9割程度の量まで培地を入れる。 

・遠心分離機の対角に入るボトルの重量は純水を加えて合わせる。 

・8,000 rpm、4 ℃で 10分間遠心分離する。 

・遠心分離後、上澄み液を捨てる（残しておく）。 

・ここまでの作業を 5 Lフラスコ 6 本にある培地すべてに対して繰り返す。 

・さらに大腸菌をまとめていく。himac 50 mLチューブを 2本用意する。金

属製スパチュラを使って、500 mLボトル 2 本分の大腸菌を 1本の himac 50 

mLチューブに移す（500 mLボトルは 4 本あるので合計 2本作る）。500 mL

ボトル内やスパチュラに大腸菌を残さないよう、残しておいた上澄み液に溶

かして himac 50 mLチューブにすべて移す。 

・2本のチューブの重量を純水を加えて合わせ、8,000 rpm、4℃で 10分間遠

心分離する。 

・遠心分離後、上澄み液をすてる。 

・-80 ℃の冷凍庫で一晩冷凍する。 
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図 A2-6 500 mLの遠心分離用ボトルにたまった大腸菌。 

 

 
図 A2-7 himacエッペンチューブを-80 ℃で冷凍保存する前の様子。上澄み液は

取り除かれている。 
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５． バッファー、陽イオン交換カラムの準備 

・明日の精製のためにバッファーと陽イオン交換カラム（CM カラム）を準

備する。 

＜リン酸バッファーについて＞ 

「A」開始バッファーは pH = 6.0、10 mM リン酸バッファー、 

「B」溶出バッファーは、10 mM リン酸水素二ナトリウム水溶液を用いる。 

＜カラム＞ 

・開始バッファー「A」を用いて CM カラムを pH = 6.0に平衡化しておく（既

製品のカラムを使う場合は、精製の段階で行う）。 
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（4日目） 

６． 大腸菌の破砕 

・大腸菌の入った 2本の himac 50 mLチューブを、冷蔵庫へ入れておき、解

凍する。 

・発泡スチロール容器にクラッシュドアイスを入れ、そこに解凍した himac 

50 mLチューブと、金属製コップを差し込む。 

開始バッファー「A」を himac 50 mLチューブの 35 mLの線まで入れ、ボル

テックスで攪拌する。50 mL満タンまで入れてしまうと、溶液がかき混ざり

にくくなるので、35 mL程度が丁度である。溶液中に大腸菌が溶け切らなく

ても、チューブからはがれさえすればよい。この作業を 2本のチューブ両方

に行う。 

・超音波破砕機を用いて大腸菌の破砕を行う。 

2 本のチューブ内の大腸菌をすべて金属製のコップに流し入れてまとめる。

1度移しただけでは、チューブ内に大腸菌が残っているので、さらにチュー

ブに 10 mL程度「A」を入れて攪拌し、すべての大腸菌をコップへ移す。 

・超音波破砕機のパワー調整を行う。 

・超音波破砕では発熱が大きいため、コップ内の温度上昇を防ぐために氷上

にコップを埋め込んだまま超音波破砕を行う。 

・90 secの破砕を、インターバルを 30 sec以上おいて、5回行う。インター

バル中に、コップが温まっていないか手で確認し、大丈夫であれば続行する。 

・90 sec×5回=450 sec の破砕完了後、大腸菌を himac 50 mLチューブ 2本に

等分量になるよう戻し、純水で重量を合わせて、遠心分離を行う。 

・8,000 rpmでは落とせない不純物も取り除くため、14,000 rpm、4 ℃で 30

分行う。 

・遠心分離後の上澄み液（Mbが入っていて赤色）を、氷上に置いた 200 mL

フラスコに採集する。以下、このフラスコ内の溶液を Mb溶液と呼ぶ。 
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図 A2-8 大腸菌を破砕中している様子。 
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７． 精製 

・10 mM リン酸二水素ナトリウム水溶液を 1 L以上用意する。 

・Mb溶液が pH = 6.0 になるように、10 mM リン酸二水素ナトリウム水溶液

を加えて、pH を下げていく。（元々75 mL ほどしかなかった Mb の溶液が、

この作業により 1.2 L程度にまで体積が膨らんだ。） 

・pH = 6.0に平衡化した CM カラムを、カラム容器に詰める。（既製品を使

用する場合はこの時点で pH = 6.0の緩衝液をカラムの 3倍体積以上流して平

衡化しておく。） 

・開始バッファー「A」をカラム容器に入れ、カラムが pH = 6.0 であること

を確認する。 

・Mb溶液をカラムに通し Mbを吸着させる。 

・「洗い」を行う。カラム中の不純物をおとすために、開始バッファー「A」

をカラム体積の 3倍量流す。その後さらに、開始バッファー「A」と溶出バ

ッファー「B」を 50 %ずつの割合で混合した溶液を作り、カラム体積の 2倍

量流す。このときはまだ Mbは吸着したままで溶出しない。 

・最後に「溶出」を行う。溶出バッファー「B」をカラム容器に入れ、Mb

の色のついた溶液が出てきたら、200 mL フラスコにとる。溶出は、ACTA

という自動精製を用いて行うことも可能（図 A2-12）。 

・色が茶色であれば Fe3+であるが、この時点では Fe2+で溶出している可能性

が高い。そこで、フェリシアン化カリウムを十分量入れて、酸化し、Fe3+ミ

オグロビンにする。アミコンウルトラ 15 を用いて Buffer 交換することによ

りフェリシアン化カリウムを取り除く。1,000 倍希釈まで行えば十分である

（はじめはフェリシアン化カリウムの黄緑色がきついと思うが、1,000 倍希

釈すれば色はなくなっているはず）。 
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図 A2-9 pH = 6.0に調整している様子。 

 

 
図 A2-10 CM カラムにミオグロビンを吸着させている様子。 
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図 A2-11 ACTA を用いてコンピューターにより gradient 溶出させている様子。 

 

 

図 A2-12 得られたミオグロビン溶液。赤いので恐らく Fe2+になっている。 
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図 A2-13 Buffer交換の様子。下にはフェリシアン化カリウムの入った溶液が出

ている。 

 

 

 

８． 吸光度測定による精製後の Mb溶液の評価 

・得られたMb 溶液に対して、分光光度計（島津製作所 UV-3150）により吸

光度測定を行う。400 nm 付近のヘムの吸収ピーク強度が、280 nm 付近のタ

ンパク質特有の吸収ピーク強度に対して 3.5倍以上になっていることを目安

に、良質なMb溶液が得られているかを確認する。 
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Appendix-3 
 
DFT計算を用いたヘミンクロライドのゼロ磁場分裂定数の
比|E/D|の見積もりについて 
 

ここでは、本文 4-4.4 節で議論した量子化学計算によるヘミンクロライドの

ゼロ磁場分裂定数の比|E/D|の導出過程について詳細に説明する。量子化学計算

は、Schrödinger方程式を可能な限り厳密に解くことで、実験結果と比較しうる

結果を得ることが出来る。しかし、完全に厳密な計算をすることは実際には困

難であるので、いくつかの近似が導入される。 

本研究では、DFT 計算（Schrödinger 方程式の代わりに、それと等価な

Kohn-Sham 方程式に基づく計算）を使用した。DFT計算では、「計算手法の種

類」と、「基底関数の種類」をあらかじめ決める必要がある。前者は、Schrödinger

方程式の近似方法の種類を意味している。一方後者は、方程式上の波動関数を

既知の関数で近似することに対応しており、用いる関数の種類を意味している。

DFTに関連する計算手法の種類は、「汎関数」と呼ばれることもある。この計

算手法と基底関数に何を採用するかで、計算精度や計算時間が決定される。そ

の選択は、分子の構造や、含まれる元素の種類等で適切に選択する必要がある。

本研究では計算手法の種類として「B3LYP」を使用し、基底関数として「6-31g(d, 

p)」を使用した。両者を合わせて「B3LYP/6-31g(d, p)」と表記することもあり、

これを「基底汎関数」と呼ぶことがある。本研究では Gaussian09 と呼ばれるソ

フトを使用した。これは神戸大学大学院理学研究科化学専攻の小堀康博教授が

所有しており、先生のノートパソコン(Mac)を用いて計算を行った。 

本研究で|E/D|を見積もるためには、ヘミンクロライドの基底状態 S = 5/2 と、

励起状態 S = 3/2 を計算する必要がある。基底状態に対しては六重項を仮定した

時間発展のない DFT 計算、励起状態に対しては四重項を仮定した時間発展のあ

る DFT 計算（TD-DFT）を行った。当然ながら、原子座標の構造最適化は行っ

ていない。 

図 A3-1(a)に、六重項（S = 5/2）を仮定し、時間発展を考えない DFT 計算を

行った結果を示す。図上部の SCF Done は、六重項で計算した時の系全体の最
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も安定なエネルギーレベルを示しており、-3558.63490590 [a.u.]である。ここで、

[a.u.]はハートリー（Hartree）を意味しており、1 [a.u.] = 27 [eV] = 216,000 [cm-1]

である。図中左の構造はヘミンクロライドの立体構造に電子密度を重ねて表し

たものである。青い部分が電子密度の高い部分である。Fe原子周囲は等方的に

電子密度を形成していることが分かる。また図中右の表は各分子軌道のエネル

ギー準位を示している。ここでは αスピン（表の左側）を見て、𝑑xz軌道、𝑑yz軌

道、𝑑x2−y2軌道の電子密度が現れる準位を探す。図 A3-1(b)は、図 A3-1(a)の表

で番号付けされている各分子軌道のエネルギー準位における電子密度をヘミン

クロライドの立体構造上に重ねて示している。これを見ると。様々な形の電子

密度が各準位に現れている。この中で、162A と 163A を見てみる。図 A3-1(c)

は、162A（上）と 163A（中央）を斜めから観察した様子である。電子密度の

閾値を上げて、比較的電子密度の高い部分だけが残るようにしている。鉄イオ

ン周囲の電子密度は高いことが分かり、その形は𝑑xz軌道および𝑑yz軌道に対応

する電子密度になっていることが分かる。また、170Aは、Fe原子周囲で𝑑x2−y2

軌道の電子密度の形が現れていることが分かった。 

次に、図 A3-2(a)に、四重項（S = 3/2）を仮定し、時間発展を考えて DFT計

算を行った結果を示す。図上部の SCF Done は、四重項で計算した時の系全体

の最も安定なエネルギーレベルを表しており、-3558.62412059 [a.u.]である。図

中左の電子密度の様子を、図 A3-1(a)のものと比べてみると、明らかに四重項の

方が、Fe 原子の配位子である N 原子方向（xy 方向）の電子密度が低くなって

いる。これは、𝑑x2−y2軌道の電子密度が下がっていることを示唆しており、ゼ

ロ磁場分裂定数の議論で考えている励起状態の 4A2'、Ex、および Eyの電子配置

に対応している。図 A3-2(b)は、図 A3-2(a)の表で番号付けされている各分子軌

道のエネルギー準位における電子密度をヘミンクロライドの立体構造上に重ね

て示している。この中で、162Aと 163Aは、Fe原子周囲で𝑑xz軌道および𝑑yz軌

道に対応する電子密度の形になっており、また 172Aは、Fe原子周囲で𝑑x2−y2軌

道の電子密度の形が現れていることが分かった。 

ここから、4-5 式にパラメータを代入するために、Δ(4A2')、Δ(Ex)、Δ(Ey)をど

のように決めていくか説明する。六重項の DFT計算と、四重項の TD-DFT計算

それぞれの結果において、電子密度を眺めただけでは、正しい 3d軌道のエネル
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ギー準位なのかは正確に判別することは出来ない。つまり、Fe原子周囲の電子

密度の形が類似するエネルギー準位が複数存在する場合に、少なくとも間違っ

ていないという証拠付けが出来る準位を選ぶ必要がある。そこで、次のように

判別することにした。 

図 A3-3 は、斜方対称場における基底状態と励起状態のエネルギー関係およ

び Ex状態と Ey状態の 3d軌道を表している。ここで、𝑑xz軌道と𝑑x2−y2軌道のエ

ネルギー差をΔX、𝑑yz軌道と𝑑x2−y2軌道のエネルギー差をΔY とする。励起状態

の四重項 Ex状態と Ey状態では、いずれも𝑑x2−y2軌道にスピンが入らず、𝑑xz軌

道および𝑑yz軌道のいずれかに二つのスピンが入る。したがって、六重項の DFT

計算結果から得られるΔX（もしくはΔY）よりも、四重項の TD-DFT 計算結果

から得られるΔX（もしくはΔY）の方が大きければ、六重項の場合より四重項

の場合の方が𝑑x2−y2軌道にスピンを配置しにくくなるので、そのような関係に

なるようなエネルギー準位を選べば良い。 

まず、六重項について、先ほど述べたように図 A3-1(b)から、162A と 163A

は𝑑xz軌道および𝑑yz軌道、170Aは𝑑x2−y2軌道と仮定した。162Aと 163Aどちら

が𝑑xz軌道と𝑑yz軌道に当たるのか判別は出来ないが、ここでは 162A を𝑑xz軌道、

163a を𝑑yz軌道としておく。図 A3-1(a)中の表から、162A、163A、および 170A

のエネルギーはそれぞれ、-0.26823 [a.u.]、-0.26756 [a.u.]、-0.22813 [a.u.]である。

したがって、ΔXsextet = 0.0401 [a.u.]、ΔYsextet = 0.03943 [a.u.]、ΔXsextet - ΔYsextet = 

0.00067 [a.u.]となる。 

同様に、四重項について、図 A3-2(b)から、162Aと 163Aは𝑑xz軌道および𝑑yz

軌道、172Aは𝑑x2−y2軌道と仮定した。ここでは 162Aを𝑑xz軌道、163Aを𝑑yz軌

道としておく。図 A3-2(a)中の表から、162A、163A、および 172A のエネルギ

ーはそれぞれ、-0. 25055 [a.u.]、-0.24997 [a.u.]、-0.10925 [a.u.]である。したがっ

て、ΔXquartet = 0.1413 [a.u.]、ΔYquartet = 0.14072 [a.u.]、ΔXquartet - ΔYquartet = 0.00058 

[a.u.]となる。 

これらの結果から、ΔXsextetやΔYsextetよりも、ΔXquartetやΔYquartetの方が一桁

程度大きく、選んだエネルギー準位は𝑑xz軌道、𝑑yz軌道、𝑑x2−y2軌道と見なして

確からしいと言える。 
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また、ΔX ~ΔY >>ΔX –ΔY であるので、ここからは Δ(Ex) ~ Δ(Ey) >> Δ(Ex) – 

Δ(Ey)として考える。 

まず、Δ(4A2')を求める。SCF Doneは、各計算結果の中で最も安定なエネルギ

ー準位を意味しているので、六重項の DFT 計算で算出された SCF Done は 6A1

に相当し、四重項の TD-DFT計算で算出された SCF Doneは 4A2'に相当する（励

起状態の中で最低準位にあるため）。よって、二つの SCF Done の差が Δ(4A2')

に相当し、Δ(4A2') = 0.01078531 [a.u.] = 2329 [cm-1]と見積もられる。 

次に、Δ(Ex)および Δ(Ey)を求める。図 A3-2(c)に、四重項の励起状態に関する

ログを示す。この図は、どの準位間で確率振幅があるかを表しており、またそ

の励起エネルギーがいくらかも示されている。例えば 162Aと 172A との間に確

率振幅がある場合、表の中に 162A → 172A などのように表されている。これ

は、両準位間にスピン-軌道相互作用があることに対応している。図を見ると、

Excited State 2 に、162A → 172Aがあり、励起エネルギーは 1.0464 eV となっ

ている。また、Excited State 3 には、163A → 172Aがあり、励起エネルギーは

1.0559 eVとなっている。これらはまさに𝑑xz軌道と𝑑x2−y2軌道、もしくは𝑑yz軌

道と𝑑x2−y2軌道の間でスピンが移動する可能性を示している。ここに書かれて

いる励起エネルギーの値は、6A1状態からのエネルギー差を表している。よって、

Δ(Ex) ~ 8371.2 [cm-1]、Δ(Ey) ~ 8447.2 [cm-1]と見積もられる。 

さらに、Δ(Ex) – Δ(Ey)は、ΔXquartet –ΔYquartetの値を使用すると、Δ(Ex) – Δ(Ey) = 

125 [cm-1]と見積もられる。 

これらを用いて、4-5 式に代入し、|E/D|を計算すると、|E/D| ~ 0.002 と見積も

られる。 
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図 A3-1(a) 六重項（S = 5/2）を仮定し、時間発展を考えない DFT 計算を行っ

た結果。左の構造はヘミンクロライドの立体構造と電子密度、右の表は各分子

軌道のエネルギー準位を示している。表の左は αスピン（アップスピン）、右

は β スピン（ダウンスピン）を表している。 
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図 A3-1(b) 図 A3-1(a)の表で番号づけされている各分子軌道のエネルギー準位

における電子密度をヘミンクロライドの立体構造上に重ねたもの。全て αスピ

ンの電子密度である。162A と 163A に𝑑xz軌道、𝑑yz軌道に対応する電子密度が

現れており、166A もしくは 170A に𝑑x2−y2軌道に対応する電子密度が現れてい

る。 
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図 A3-1(c) 図 A3-1(b)の 162A（上）と 163A（中央）を斜めから観察した様子。

電子密度の閾値を上げて、比較的電子密度の高い部分だけが残るようにしてい

る。中心付近に電子密度が高いことが分かり、鉄イオン周囲に𝑑xz軌道および𝑑yz

軌道に対応する電子密度が現れている。元素の種類が分かりやすいように、Ball 

& Stick で描いたヘミンクロライドの立体構造も下部に示した。 
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図 A3-2(a) 四重項（S = 3/2）を仮定し、時間発展を考えて DFT 計算を行った

結果。左の構造はヘミンクロライドの立体構造と電子密度、右の表は各分子軌

道のエネルギー準位を示している。上の表の左は α スピン（アップスピン）、

右は β スピン（ダウンスピン）を表している。 
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図 A3-2(b) 図 A3-2(a)の表で番号づけされている各分子軌道のエネルギー準位

における電子密度をヘミンクロライドの立体構造上に重ねたもの。全て αスピ

ンの電子密度である。162A と 163A に𝑑xz軌道、𝑑yz軌道に対応する電子密度が

現れており、172Aに𝑑x2−y2軌道に対応する電子密度が現れている。 
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図 A3-2(c) 励起状態のエネルギーと、それぞれの励起にどの分子軌道が関係し

ているかを示してた計算結果のログ。 
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図 A3-3 斜方対称場における基底状態および励起状態のエネルギー関係と、Ex、

Ey状態の 3d軌道上のスピン配置。 
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Appendix-4 
 

ハイブリッド型圧力セルを用いたヘミンクロライドのEPR
測定 

 

 

図 A4-1 常圧下におけるヘミンクロライドの EPR 測定結果。黒色の実線は、

圧力を印加する前の EPR スペクトルで、図 5-2(a)に対応する。橙色の破線は、

1.96 GPa印加して EPR 測定を行った後、減圧して常圧に戻して再度測定した時

の EPR スペクトル。縦の点線は、gperp吸収、α モード、β モードのピークを表

している。加圧の前後で共鳴磁場は変わっておらず、再現性は保たれている。 
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図 A4-2(a) 80 GHzにおいて得られたヘミンクロライドの EPRスペクトルの圧

力依存性。 

  



276 
 

 
図 A4-2(b) 105 GHz において得られたヘミンクロライドの EPR スペクトルの

圧力依存性。 
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図 A4-2(c) 130 GHz において得られたヘミンクロライドの EPR スペクトルの

圧力依存性。 
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図 A4-2(d) 293 GHz において得られたヘミンクロライドの EPR スペクトルの

圧力依存性。 
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図 A4-2(e) 321 GHz において得られたヘミンクロライドの EPR スペクトルの

圧力依存性。 
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図 A4-2(f) 345 GHz において得られたヘミンクロライドの EPR スペクトルの

圧力依存性。 
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図 A4-2(g) 405 GHz において得られたヘミンクロライドの EPR スペクトルの

圧力依存性。 
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図 A4-2(h) 429 GHz において得られたヘミンクロライドの EPR スペクトルの

圧力依存性。 

  



283 
 

 
図A4-2(i) 460 GHzにおいて得られたヘミンクロライドのEPRスペクトルの圧

力依存性。 
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Appendix-5 
 
SiNxナノメンブレンを用いた力検出型ESR測定法によるカ
ゴメ格子反強磁性体 KMn3Ge2O9 およびヘミンクロライド

粉末の強磁場・テラヘルツ ESR測定 
 
ここでは、第七章で開発した、SiNxナノメンブレンを用いた力検出型 ESR 測

定法を利用して、カゴメ格子反強磁性体 KMn3Ge2O9およびヘミンクロライド粉

末の強磁場・テラヘルツ ESR 測定を行った結果について説明する。 

 
A5-1 カゴメ格子反強磁性体 KMn3Ge2O9の ESR測定結果 
 

KMn3Ge2O9 は神戸大学研究基盤センターの原茂生博士により水熱合成法を

用いて作成された。図 A5-1 に、KMn3Ge2O9の結晶構造を示す。KMn3Ge2O9は

磁性イオンのMn3+イオンを取り出して眺めたときに、Mn3+同士で正三角形を構

成し、かつ正三角形の頂点を互いに共有したカゴメ格子構造を持つ反強磁性体

である。結晶の空間群は六方晶 P63/mmc であり、ユニットセルの格子定数は、

a = 5.833 Å、c = 13.711 Åである。ab面内にカゴメ格子構造が広がり、それが c

軸方向に積層した構造をとっている。積層方向は、K 原子や GeO2 がカゴメ格

子の層同士を隔てている。磁化率測定や比熱測定から、40 Kでは S = 2 の常磁

性のふるまいを示すが、それ以下では反強磁性転移を起こすことが知られてい

る。 

図 A5-2(a)、A5-2(b)に、KMn3Ge2O9の単結晶五粒を CuBe 板に真空グリース

を用いて貼り付けた写真を示す。図 A5-2(a)では、CuBe 板に対して c 軸方向が

垂直に立つよう貼り付けており、B // c-axis の配置をとっている。一方、図

A5-2(b)では、CuBe 板に対して ab 面が垂直に立つよう貼り付けており、B // 

ab-plane の配置をとっている。単結晶一粒の大きさは、ab 面（六角形の部分）

の対角長がおよそ 200-300 µm 程度で、c軸方向の長さがおよそ 500 µm 程度で

ある。五粒トータルでの質量はおよそ 0.2 mgである。これら二つの配置に対し

て、4.2 Kで強磁場・テラヘルツ ESR 測定を行った。 
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図 A5-3(a)に、B // c-axis の配置で行った ESR 測定結果、図 A5-3(b)に、B // 

ab-planeの配置で行った ESR 測定結果を示す。磁場掃引速度は 0.5 T/min であっ

た。B // c-axis の測定では、90-636 GHz までの幅広い周波数範囲、および 15 T

までの磁場範囲で ESR スペクトルを観測することに成功した。ESR スペクトル

のピークは、90 GHz で 12.5 T付近で見られるが、周波数を高くするにつれて低

磁場へシフトし、440 GHz 付近で 0 Tに達する。さらに周波数を高くすると、

今度は高磁場へシフトしていった。また、各周波数において 13.5 T 付近にスペ

クトルのスパイクが見えるが、ここでは磁化のスピンフロップ転移が起こって

おり、メンブレンの変位が急激に変化したためと理解出来る。この 13.5 Tより

も強磁場の領域では、105 GHz と 120 GHz で新たなピークが確認出来る。 

次に、B // ab-planeの測定では、453-538 GHz までの周波数範囲、および 15 T

までの磁場範囲で ESR スペクトルを観測することに成功した。この測定では、

B // c-axis のスペクトルのピークに比べてかなりブロードな線幅を持っていた。

また 13.5 T付近でスピンフロップ転移は見られなかった。 

図 A5-4に、B // c-axis、B // ab-plane両方で得られた ESR スペクトルのピーク

を共鳴磁場と周波数の関係でプロットしたものを示す。これらの結果から

KMn3Ge2O9は磁化容易軸を c軸方向に持つ容易軸型の反強磁性体であり、反強

磁性ギャップは 440 GHz であることが結論付けられた。 

本研究では数百 µm 程度の微小な単結晶を五個使用したが、S/N 比から予想

されるように単結晶一粒だけでも十分解析に耐えうる ESR スペクトルが得ら

れたと考えられる。従来の透過法による強磁場・テラヘルツ ESR 測定では、本

手法のように単結晶一個で ESR スペクトルが得られるほどの測定感度は無い

ため、数十から百個以上の単結晶を搭載しなければならない。その場合、すべ

ての単結晶の軸を合わせることは困難であり、単結晶 ESR スペクトルを得るこ

とは難しい。結晶面から軸の見分けがつかない試料も存在し、その場合は尚更

軸方向を揃えることは困難であるので、事実上パウダーパターンの ESR スペク

トルしか得られない。こうした意味において、本手法は古典論では説明出来な

い磁気構造を有する磁性体（フラストレーション、トポロジカル、量子揺らぎ

など）に対する研究を推し進める上で必要不可欠な手法になると考えている。 
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図 A5-1  KMn3Ge2O9の結晶構造。上は結晶の三次元構造を ab面内方向から見

た図で、下はカゴメ格子を構成する ab面内の二次元構造を c軸方向から見た図。 
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図 A5-2  KMn3Ge2O9の単結晶五粒を CuBe 板上に真空グリースを用いて貼り

付けた様子。磁場と結晶軸の関係は(a) B // c-axis および(b) B // ab-planeである。 
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図 A5-3(a) 4.2 Kにおける KMn3Ge2O9（B // c-axis）の ESR 測定結果。 
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図 A5-3(b) 4.2 Kにおける KMn3Ge2O9（B // ab-plane）の ESR 測定結果。 
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図 A5-4  B // c-axis、B // ab-plane両方で得られた KMn3Ge2O9の ESR スペクト

ルのピークを共鳴磁場と周波数の関係でプロットしたもの。 
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A5-2 ヘミンクロライド粉末の EPR測定結果 
 
ヘミンクロライド粉末は、第七章で議論した溶液試料と同じく Sigma-Aldrich

から購入したものである。720 µgのヘミンクロライド粉末を少量の真空グリー

スと混ぜてまとまるようにし、図 A5-5のように高さ 1.5 mm の試料ホルダーに

搭載した。溶液試料ではないので、テフロンの蓋は不要である。 

図 A5-6に、4.2 K において得られたヘミンクロライド粉末の強磁場・テラヘ

ルツ EPR 測定結果を示す。磁場掃引速度は 0.5 T/min であった。120 GHz、260 

GHz、335 GHz、600 GHz において測定を行い、EPR スペクトルを観測すること

に成功した。各周波数において、gperp吸収を観測し、また 335 GHz では αモー

ド、600 GHzでは βモードを観測した。600 GHzでは 13 Tまで磁場掃引したが、

ベースラインが安定しており、ノイズに埋もれそうな αモードや β モードの構

造を捉えることに成功した。カンチレバーを用いた力検出型 ESR測定法で αモ

ードや β モードの探索を行ったことがあるが、本文で述べたような理由からベ

ースラインの安定性を確保出来ていなかったので、観測は失敗に終わっていた。 
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図 A5-5 ヘミンクロライド粉末を搭載した試料ホルダー（上）とその模式図

（下）。試料容器の高さは 1.5 mm である。中心には、溶液セルと同じく両角 90°

の円錐形の穴を作ってある。 
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図 A5-6 ヘミンクロライド粉末の EPR 測定結果。 
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Appendix-6 
 
溶液セル内部の電磁界解析シミュレーション 
 

溶液セル内部にどのような電磁場の強め合いが起こるかを調べるため、CST 

studio と呼ばれる電磁界解析シミュレーションソフトを用いて計算を行った。 

今回シミュレーションに用いた溶液セルを図 A6-1 に示す。形状は、底の直

径 1 mm、高さ 3 mm、セル入口の直径 5 mm である。この円錐は仰角 35.5度と

なっており、第七章で議論した磁場勾配発生用のフェライト磁石が作る磁場勾

配の正負が入れ替わる角度（35.3度）にほぼ近い角度である。今後マジックア

ングルに近い仰角を持つ溶液セルを作った場合の参考になれば幸いである。ま

た底は CuBe板の代わりに 0.05 mm 分の厚みを持たせている。 

真空中に置かれた溶液セル（真鍮）の上方(001）から平面波が照射されると

仮定し、シミュレーションを行った。シミュレーションの空間分解能（メッシ

ュの細かさ）については照射する電磁波の波長の 1/5 に設定した。振動磁場は

y軸方向、振動電場は x 軸方向に振幅を持って進行するよう設定している。120 

GHz における結果の一部を図 A6-2(a)-(d)と図 A6-3(a)-(d)に示す。図 A6-2(a)-(d)

は x 軸方向から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル、図 A6-3(a)-(d)

は y軸方向から見た xz 面（y = 0）における振動電場ベクトルの様子である。

各点におけるベクトルの強さ、向きは時間的に変化するため、位相が 45°、

135°、225°、315°の場合を示している。また図 6-4(a)-(z)に、50-300 GHz ま

での各周波数の場合の、x 軸方向から見た yz 面（x = 0）における振動磁場の時

間平均を取った Contour plot を示す。これらの結果から、溶液セルが円錐型の

ため、電磁波は集光され、溶液セルの底の方であればあるほど振動磁場強度が

強くなっていることが分かる。また周波数を高くすればするほど、波長が短く

なるために底の方へ電磁波が入りやすく、振動磁場強度は強くなっていること

が分かる。つまり溶液セルの底は尖らせるよりも円形に設計した方が底の方へ

電磁波を導入しやすく、勾配磁石による磁場勾配も底の方が大きいため、ESR

信号強度を稼ぎやすくなると言える。 
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図 A6-1 シミュレーションに使用した溶液セルの設計図。 

 

 

図 A6-2(a) 120 GHzの電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、位相 45°

での x 軸方向から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル。 

 

 

図 A6-2(b) 120 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、位相

135°での x 軸方向から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル。 
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図 A6-2(c) 120 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、位相

225°での x 軸方向から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル。 

 

 

図 A6-2(d) 120 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、位相

315°での x 軸方向から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル。 
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図 A6-3(a) 120 GHzの電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、位相 45°

での y軸方向から見た xz 面（y = 0）における振動電場ベクトル。 

 

 

図 A6-3(b) 120 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、位相

135°での y軸方向から見た xz 面（y = 0）における振動電場ベクトル。 
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図 A6-3(c) 120 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、位相

225°での y軸方向から見た xz 面（y = 0）における振動電場ベクトル。 

 

 

図 A6-3(d) 120 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、位相

315°での y軸方向から見た xz 面（y = 0）における振動電場ベクトル。 
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図 A6-4(a) 50 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 

 

図 A6-4(b) 60 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 
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図 A6-4(c) 70 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 

 

 

図 A6-4(d) 80 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 
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図 A6-4(e) 90 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 

 

 

図 A6-4(f) 100 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 
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図 A6-4(g) 110 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 

 

 

図 A6-4(h) 120 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 
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図 A6-4(i) 130 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取っ Contour plot。 

 

 

図 A6-4(j) 140 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 
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図 A6-4(k) 150 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 

 

 
図 A6-4(l) 160 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 
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図 A6-4(m) 170 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 

 

 
図 A6-4(n) 180 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 
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図 A6-4(o) 190 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 

 

 

図 A6-4(p) 200 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 
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図 A6-4(q) 210 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 

 

 
図 A6-4(r) 220 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 
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図 A6-4(s) 230 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 

 

 

図 A6-4(t) 240 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 
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図 A6-4(u) 250 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 

 

 

図 A6-4(v) 260 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 
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図 A6-4(w) 270 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 

 

 

図 A6-4(x) 280 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 
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図 A6-4(y) 290 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 

 

 

図 A6-4(z) 300 GHz の電磁波を上方から照射したと仮定した場合の、x 軸方向

から見た yz 面（x = 0）における振動磁場ベクトル（電磁波の y成分）の時間

平均を取った Contour plot。 
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Appendix-7 
 
熱的磁化変調を表す 7-9式の導出 
 

7-8式に示した次の微分方程式を解くことで 7-9式を導出する。 

𝑑

𝑑𝑡
𝛥𝑇 = −

1

𝜏th
𝛥𝑇 + 𝑝(1 − sin𝜔AM𝑡) 

 

ここで、𝑝 =
𝑃a

2𝐶
 とした。これらの式は一階非線形方程式なので、まずは次の同

次方程式、 

𝑑

𝑑𝑡
𝛥𝑇 = −

1

𝜏th
𝛥𝑇 

 

を解く。変数分離形に直すと、 

1

𝛥𝑇
𝑑𝛥𝑇 = −

1

𝜏th
𝑑𝑡 

 

と書ける。両辺を不定積分すると、 

log|𝛥𝑇| = −
𝑡

𝜏th
+ 𝐶1 

𝛥𝑇 = 𝐶1
a𝑒

−
𝑡
𝜏th 

 

となり、特殊解が得られる。ここから計算が煩雑になるため、7A-1 式を次の二

つの式、 

𝑑

𝑑𝑡
𝛥𝑇 = −

1

𝜏th
𝛥𝑇 + 𝑝 

𝑑

𝑑𝑡
𝛥𝑇 = −

1

𝜏th
𝛥𝑇 − 𝑝 sin𝜔AM𝑡 

 

(7A-1) 

(7A-2) 

(7A-3) 

(7A-4) 

(7A-5) 

(7A-6) 

(7A-7) 
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に分けて考える。まずは 7A-6式を解く。ここから、𝐶1a → 𝐶11
a (𝑡)と置き換える。

7A-5式の両辺を t で微分すると、 

𝑑

𝑑𝑡
𝛥𝑇 =

𝑑

𝑑𝑡
𝐶11
a (𝑡)𝑒

−
𝑡
𝜏th −

1

𝜏th
𝐶11
a (𝑡)𝑒

−
𝑡
𝜏th 

 

と書ける。7A-5式と 7A-8式を 7A-6式に代入すると、 

𝑑

𝑑𝑡
𝐶11
a (𝑡)𝑒

−
𝑡
𝜏th −

1

𝜏th
𝐶11
a (𝑡)𝑒

−
𝑡
𝜏th = −

1

𝜏th
𝐶11
a (𝑡)𝑒

−
𝑡
𝜏th + 𝑝 

𝑑

𝑑𝑡
𝐶11
a (𝑡)𝑒

−
𝑡
𝜏th = 𝑝 

𝑑

𝑑𝑡
𝐶11
a (𝑡) = 𝑝𝑒

𝑡
𝜏th 

 

と書ける。両辺を不定積分すると、 

𝐶11
a (𝑡) = 𝜏th𝑝𝑒

𝑡
𝜏𝑡ℎ + 𝐶21 

 

が得られる。7A-10 式を 7A-5式に代入すると、7A-6式の解は、 

∆𝑇(𝑡) = 𝜏th𝑝 + 𝐶21𝑒
−
𝑡
𝜏th 

 

となる。 

 次に 7A-7 式を解く。ここから、𝐶1a → 𝐶12
a (𝑡)と置き換える。7A-5 式と 7A-8

式を 7A-7式に代入すると、 

𝑑

𝑑𝑡
𝐶12
a (𝑡)𝑒

−
𝑡
𝜏th −

1

𝜏th
𝐶12
a (𝑡)𝑒

−
𝑡
𝜏th = −

1

𝜏th
𝐶12
a (𝑡)𝑒

−
𝑡
𝜏th − 𝑝 sin𝜔AM𝑡 

𝑑

𝑑𝑡
𝐶12
a (𝑡)𝑒

−
𝑡
𝜏th = −𝑝 sin𝜔AM𝑡 

𝑑

𝑑𝑡
𝐶12
a (𝑡) = −𝑝𝑒

𝑡
𝜏th sin𝜔AM𝑡 

(7A-9) 

(7A-8) 

(7A-10) 

(7A-11) 

(7A-12) 
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と書ける。両辺を不定積分すると、 

𝐶12
a (𝑡) = −𝑝∫𝑒

𝑡
𝜏th sin𝜔AM𝑡 𝑑𝑡 

 

と表される。ここで次の二つの関係 

∫𝑒
𝑡
𝜏th sin𝜔AM𝑡 𝑑𝑡 = 𝜏th𝑒

𝑡
𝜏th sin𝜔AM𝑡 − 𝜔AM𝜏th∫𝑒

𝑡
𝜏th cos𝜔AM𝑡 𝑑𝑡 

 

∫𝑒
𝑡
𝜏th cos𝜔AM𝑡 𝑑𝑡 = 𝜏th𝑒

𝑡
𝜏th cos𝜔AM𝑡 + 𝜔AM𝜏th∫𝑒

𝑡
𝜏th sin𝜔AM𝑡 𝑑𝑡 

 

 

を用いると、 

(𝜔AM
2 𝜏th

2 + 1)∫𝑒
𝑡
𝜏𝑡ℎ sin𝜔AM𝑡 𝑑𝑡 = 𝜏th𝑒

𝑡
𝜏th(−𝜔AM𝜏th cos𝜔AM𝑡 + sin𝜔AM𝑡) 

 

 

が得られる。よって、7A-13式は、 

𝐶12
a (𝑡) = −

𝜏th𝑝

𝜔AM
2 𝜏th

2 + 1
(−𝜔AM𝜏th cos𝜔AM𝑡 + sin𝜔AM𝑡)𝑒

𝑡
𝜏th + 𝐶22 

 

 

が得られる。7A-17 式を 7A-5式に代入すると、7A-7式の解は、 

𝛥𝑇(𝑡) = −
𝜏th𝑝

𝜔AM
2 𝜏th

2 + 1
(−𝜔AM𝜏th cos𝜔AM𝑡 + sin𝜔AM𝑡) + 𝐶22𝑒

−
𝑡
𝜏th 

 

 

となる。7A-11式、7A-18式より、7A-1式の解は、 

(7A-13) 

(7A-14) 

(7A-15) 

(7A-16) 

(7A-17) 

(7A-18) 
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𝛥𝑇(𝑡) = 𝜏th𝑝 (1 −
sin𝜔AM𝑡 − 𝜔AM𝜏th cos𝜔AM𝑡

𝜔AM
2 𝜏th

2 + 1
) + 𝐶2𝑒

−
𝑡
𝜏th 

 

 

となる。初期条件𝛥𝑇(𝑡) = 0より、 

0 = 𝜏th𝑝 (1 −
0 − 𝜔AM𝜏th

𝜔AM
2 𝜏th

2 + 1
) + 𝐶2 

𝐶2 = −𝜏th𝑝 (1 +
𝜔AM𝜏th

𝜔AM
2 𝜏th

2 + 1
) 

 

が得られる。ここで、tan𝜑 = 𝜔AM𝜏th > 0と置く。1 + tan
2𝜑 =

1

cos2𝜑
より、 

cos2𝜑 =
1

𝜔AM
2 𝜏th

2 + 1
 

cos𝜑 =
1

√𝜔AM
2 𝜏th

2 + 1

 

 

が得られ、さらに、tan𝜑 =
sin𝜑

cos𝜑
より、 

sin 𝜑 =
𝜔AM𝜏th

√𝜔AM
2 𝜏th

2 + 1

 

 

が得られる。7A-19 式左辺のカッコ内の第二項は、 

−
sin𝜔AM𝑡 − 𝜔AM𝜏th cos𝜔AM𝑡

𝜔AM
2 𝜏th

2 + 1
 

=
1

√𝜔AM
2 𝜏th

2 + 1

∙
sin𝜔AM𝑡 − 𝜔AM𝜏th cos𝜔AM𝑡

√𝜔AM
2 𝜏th

2 + 1

 

(7A-19) 

(7A-20) 

(7A-21) 

(7A-22) 
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=
1

√𝜔AM
2 𝜏th

2 + 1

∙

(

 sin𝜔AM𝑡 ∙
1

√𝜔AM
2 𝜏th

2 + 1

− cos𝜔AM𝑡 ∙
𝜔AM𝜏th

√𝜔AM
2 𝜏th

2 + 1
)

  

=
1

√𝜔AM
2 𝜏th

2 + 1

∙ (sin𝜔AM𝑡 ∙ cos 𝜑 − cos𝜔AM𝑡 ∙ sin 𝜑) 

=
1

√𝜔AM
2 𝜏th

2 + 1

∙ sin(𝜔AM𝑡 − 𝜑) 

 

と変形出来るので、7A-19式は、7A-20式と 7A-23式を用いて、 

𝛥𝑇 = 𝜏th𝑝

{
 

 

1 −
sin(𝜔AM𝑡 − 𝜑)

√𝜔AM
2 𝜏th

2 + 1

− (1 +
𝜔AM𝜏th

𝜔AM
2 𝜏th

2 + 1
)𝑒

−
𝑡
𝜏th

}
 

 

 

 

が得られる。よって、7-9式が導出された。 

(7A-23) 

(7A-24) 
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