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Frequency of 1H-MRS determine the
glutathione (GSH) concentration  and
related to the neurodegenerative diseases
such as Schizophrenia.

How to evaluate the redox state and disease

Total reactive oxygen species (ROS) are
detected from the fluorescence intensity of
stained cells in response to H2O2 stress.

Ref. Cosmo-bio web site
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従来型 本研究

対象物 複数 単一

前処理 必要 不要

操作性 複雑 簡易

連続性 非連続 連続

価格 高 低

従来型：酸化剤・還元剤そのものを一つ一つ染色して検出

本研究 (仮説)：反応周囲の水分子から酸化・還元型を非染色識別

(a) raw spectra of GSH
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(b) Subtracted spectra of GSH
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(c) raw spectra of GSSG (d) Subtracted spectra of GSSG
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⽔分⼦の振る舞い①
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近⾚外スペクトルから酸化還元を予測
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多変量解析

(a) RDF

(c) GSSG

(b) GSH

1430 nm
Water hydration

GSH の場合

1421 nm
Water hydration

GSSG の場合

SS

動径分布関数（RDF) S原⼦周囲の⽔分⼦の配位

(Left) Five water molecules (green) hydrogen bonded to SH atom (yellow) and water molecules within 6Å from SH atom (pink)
(Right) Two water molecules hydrogen bonded to S atom (yellow) (green) and water molecules within 6Å from S atom (pink)

The snap shots of the radial distribution function (RDF) revealed that the number of water molecules 
around the S( sulfur) atom of sulfur atom of GSH and GSSG

(Left) Five water molecules (green) hydrogen bonded to SH atom (yellow) and water molecules within 6Å from SH atom (pink)
(Right) Two water molecules hydrogen bonded to S atom (yellow) (green) and water molecules within 6Å from S atom (pink)

The snap shots of the radial distribution function (RDF) revealed that the number of water molecules 
around the S( sulfur) atom of sulfur atom of GSH and GSSG
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酸化還元モデル飲料⽔の品質管理
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KGRI2040独立自尊プロジェクト　プラットフォームと「2040年問題」より

心身の独立を全うし、自らその実を尊重して
人たるの品位を辱めざるもの

独立自尊

超高齢社会を迎える2040年にも個人が尊厳をもって生きることができ 
国家の独立（民主主義）を支えることのできる社会を構築する

×
趣旨説明

概要と結論

Difference spectra and PLS regression 
revealed GSH-specific hydration structures.

RDF analysis confirmed ~4‒5 water 
molecules for GSH, ~2 for GSSG.

Hydration dynamics and water vibrations are 
useful indicators of redox states.

Conclusions

https://doi.org/10.1002/open.202400278

結果① NIRによる酸化還元の識別

結果② NIR+多変量解析による酸化還元の識別

結果③ RDFによる酸化還元部位の⽔分⼦動態

試料 1-10mM※1 GSH※2, 1-10mM GSSG※3

サンプル数
GSH in PBS 500 sample(50 sample/type)

GSSG in 
PBS 500 sample(50 sample/type)

計測機器 Bruker MPA (FT-NIR)

計測範囲 800-2500nm
（analysis: 1100-1850, 2050-2400nm）

分解能 8 cm-1

積算回数 32 scans

GSH

GSSG

計測(Bruker MPA )

※1: 生体濃度[5]
※2: Reduced glutathione
※3: Oxidized glutathione
※4: pH7.4に調節

[5] Umezawa, K., Yoshida, M., Kamiya, M., Yamasoba, T., & Urano, Y. ,”Rational design of reversible fluorescent probes for live-cell 
imaging and quantification of fast glutathione dynamics”, Nature Chemistry, Vol. 9, No. 3, pp.279‒286, 2017

⽔分⼦の振る舞い①

GSHの⽔分⼦

水分子の可視化で2040年の水問題を解決する:自律発展型研究世界初 水分子の水和構造から酸化還元を判別

GSH（還元型） GSSG（酸化型）
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近赤外分光法による原料の品質管理に関する研究

1. 緒　言

　弊社においても生産のグローバル化が進むにつれ、化学
原料は、製造地域の多様化により海外、とくに振興工業経
済国からの原料の調達比率が上昇している。これら振興工
業経済国からの原料の購入にあたっては、原料の納入間違
い、品質規格の逸脱の可能性があり、製品の品質を確保す
る上では、原料の品質管理を強化する必要性が生じている。
そのためには、納入された原料は受入試験の実施頻度を増
加する必要があり、究極では全てのロットを試験することが望
ましい。
　しかしながら、従来行われている受入試験方法は、化学
的な手法である滴定法によるものが多く、多くの工数と高価な
試薬等が必要となり、受入試験頻度の増加は、人的工数及
び費用面の負担が大きいため、効率的な試験方法について
検討した。
　医薬業界では、国際的な動向（PIC/S GMP基準）とし
て製剤原料の受入試験において全ての容器毎に全数受入
試験を行い、同一性を確認することが求められている。その
試験方法として近赤外分光法（NIR）とラマン分光法が、現
場での効率的な同一性確認試験に適した検査方法として注
目されている。
　同様な赤外線領域の分光法として中赤外分光法もあり、こ
れらの原理・特徴等について以下に述べる。

　1.1  各分光法の原理と特徴１）

　分光法に用いられる光の波数（波長=１／波数）領域を
図 1に示す。中赤外、近赤外、ラマン分光法とも赤外線領
域の分光法である。その中で、可視光領域側の14286 cm－1

（700 nm）から4000 cm－1（2500 nm）が近赤外分光法の測
定範囲であり、4000 cm－1（2500 nm）から400 cm－1（25000 
nm）が中赤外分光法、いわゆる赤外分光法の一般的な測
定範囲となる。ラマン分光法の測定範囲は、中赤外分光法と
ほぼ同様であるが、さらに低波数の100 cm－1（100000 nm）
までが測定範囲である。

め、炭酸ガスのような直線分子での対称伸縮振動では検出さ
れない。図 3に示すように赤外領域において、検出される遷
移の種類や特徴で領域が便宜的に分けられる。中赤外分光
法では、一つの領域、近赤分光法では、しばしば大きく三つ
の領域に分けられる。それぞれの領域において、特徴的な遷
移が検出される。中赤外領域では、第一励起状態への遷移
である基準振動に基づく基準音（Fundamental tone）が検
出される。それに対して、近赤外領域では、第二励起状態
への遷移である倍音（First overtone）や三倍音（Second 
overtone）および基準音と変角振動による遷移等との合算

Fig.1　Measurement wavelength of spectroscopies

Fig.2　Type of vibration
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Fig.3　The principle of IR and NIR absorption
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　1.1.1中赤外分光法と近赤外分光法
　中赤外分光法と近赤外分光法の測定原理に
ついて述べる。中赤外分光法、近赤外分光法と
も光の吸収を利用した分光法である。原子間の
結合は固有のポテンシャルエネルギーにより振動
している。その準位間と同等のエネルギーを有す
る光（E=h ν： プランクの法則）を吸収し、励起
状態に遷移する。結合の振動としては、大きく分け
てバネのような伸縮振動（Stretching vibration）
と結合角の変化による変角振動（Bending 
vibration）がある（図 2）。ただし、中赤外、近
赤外領域で検出されるためには、電磁波との
相互作用により結合の双極子モーメント（Dipole 
moment）が変化することが必要となる。そのた

近⾚外分光スペクトル
+ 多変量解析（回帰モデル）
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酸化還元反応は、生命現象の維持やバイオリアクターの最適化に不可欠ですが、その
状態を非侵襲的かつ連続的に評価する方法は限られています。本研究では、グルタチ
オンの還元型（GSH）と酸化型（GSSG）における水分子の構造変化に着目し、近赤外分
光法（NIR）と、分子動力学シミュレーションの一手法であるRadial Distribution Function
（RDF）解析を組み合わせて、その違いを可視化する新たなアプローチを提案しました。

結果として、1362 nmおよび1381 nm付近の
スペクトルにおいて、GSHとGSSGの明瞭な
差異が観測されました。さらに、RDF解析に
より、GSH周囲には平均4〜5個、GSSG周囲
には2個程度の水分子が水和していることが
示され、酸化還元状態に応じた水和構造の
変化が裏付けられました。本手法は、水の分
子構造の変化を指標とすることで、非破壊・
非侵襲的にリアルタイムで酸化還元状態を
評価可能にし、細胞の酸化ストレス評価やバ
イオリアクターの監視、さらには医療診断へ
の応用が期待されます。

生スペクトルでは、GSHとGSSGの違いは明瞭ではなかった（a,c）。しかし、PBSを差し引いた差分
スペクトルを解析することで、1300–1600 nmの範囲において両者の違いが確認された（b,d）。特に、
1362 nmおよび1381 nmのピークはGSHに特徴的であり、水和構造の違いを示唆している（）。

本研究では、水分子の分子振動や構造から酸化還元状態を評価することを目的に、モデル
溶液として1～10 mMのGSHまたはGSSGを用い、近赤外分光法（NIR）による測定を行った。

The peak position corresponds to the average distance 
The area to the coordination number.

Defines the distribution (existence probability) of atoms surrounding an atom as a function of distancer.

Radial distribution function (RDF)

(i) Distance and coordination number
(ii) Strength of interaction
(iii) (Hydration) structure

First Shell

Secund  Shell

従来の方法では、酸化還元物質自体を蛍光色素などで染色し、その染色の度合に
よって評価していた。また、検出には複雑かつ高価な測定装置が必要とされていた。

多変量解析（PLS）により、GSHおよびGSSGの濃度を高精度に定量可能
であることを確認8a)(b)。混合溶液でも良好な相関と再現性が得られ、
1362と1381 nmが識別に有効であると判明。

RDF（Radial Distribution Function）は、特定原子（本研究では硫黄原子）か
らの距離に応じた周囲の水分子の分布を示す関数である。本研究では、
GSHおよびGSSGの硫黄原子周囲の水分子の分布をMDシミュレーションに
より解析した。その結果、GSHでは約3.8 Åにおける第一ピークがGSSGの約
2倍と高く、水分子の配位数が多いことが示唆された。6.0 Åにも第二ピーク
が観測され、10 Å以上では両者ともバルク水と同様の分布を示した。

私たちは、2040年の社会課題の解決を目指す「2040コミュニティ」の運営を行って
おります（詳細はQRコードをご参照ください）。中でも、水分子の可視化を通じた水
に関する社会課題の解決に取り組んでいます。現在、AQUA Platformを活用し、
水・食・健康・環境への応用を視野に入れた共同研究パートナーを募集しておりま
す。ご関心のある方は、ぜひ加藤靖浩 (katoyasu@keio.jp)までご連絡ください。

GSH
（還元型）

GSSG
（酸化型）


