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研究成果の概要（和文）：気体分子結合型ヘムの分子構造の解析は、各種ヘム蛋白質の分子機構の解明に重要で
ある。本研究では、放射光施設を利用した核共鳴非弾性散乱分光法 (NRVS) を用いてミオグロビンの分子構造の
解析を行った。NRVSは、核共鳴原理を利用した革新的な振動分光法で、核共鳴した鉄原子近傍の全ての振動モー
ドの観測を可能にする。酸素結合型ミオグロビンの解析では、ヘム鉄－酸素結合の分子振動構造について、従来
の見解とは異なる新たな知見を得た。本成果は、酸素もしくは他の2原子気体分子と相互作用し、分子内情報伝
達により機能発現する各種ヘム蛋白質の研究に新たな展開をもたらす。

研究成果の概要（英文）：Nuclear resonance vibrational spectroscopy (NRVS) was applied to myoglobin. 
The nature of Fe－O2 bond in oxy Hb and Mb had been extensively investigated by resonance Raman 
spectroscopy, which assigned the Fe－O2 stretching bands at  570 cm－1.  However, resonance Raman 
assignment of the vibrational mode had been elusive due to the spectroscopic selection rule and to 
the limited information available about the ground-state molecular structure.  NRVS analyses in 
conjunction with DFT calculations gave new insights into the nature of the Fe－O2 bond of oxy heme 
by revealing the effect of heme peripheral substitutions on the vibrational dynamics of heme Fe 
atom, where the main Fe－O2 stretching band of the native protein was characterized at 420 cm－1.  
Thus, NRVS shed new light on the  molecular mechanism of hemproteins that function upon binding of 
diatomic gas molecules.

研究分野：生物無機化学  錯体化学  振動分光学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
気体分子結合型ヘムの分子構造の解析は、各種ヘム蛋白質の分子機構の解明に重要である。本研究では、放射光
施設を利用した核共鳴非弾性散乱分光法 (NRVS) により、ミオグロビンのヘム鉄近傍の分子振動構造解析を行っ
た。酸素結合型ミオグロビンの解析では、ヘム鉄－酸素結合の分子振動構造について、従来の見解とは異なる新
たな知見を得た。本成果は、酸素もしくは他の2原子気体分子と相互作用し、分子内情報伝達により機能発現す
る各種ヘム蛋白質の研究に新たな展開をもたらす。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
気体分子が結合したヘム鉄の分子構造の解析は、各種ヘム蛋白質の分子機構の理解に重要であ

る。従来、当該分野の研究では、共鳴ラマン分光法が主に用いられ、その発展に貢献してきた。

しかし、共鳴ラマン分光法には分光学的選択則があり、観測不可能な分子振動モードが存在する。

したがって、ヘム蛋白質のメカニズムの解明において鍵となる分子構造の情報が未だ得られて

いない可能性がある。一方で、核共鳴非弾性散乱分光法	 (Nuclear Resonance Vibrational 
Spectroscopyもしくは NRVS)	は、核共鳴原理（メスバウワー効果）を利用した革新的な振動分
光法で、核共鳴した鉄原子近傍の全ての振動モードの観測を可能にする。本研究代表者らは、ヘ

ム蛋白質のモデル化合物について NRVS 測定を行い、本手法がヘム鉄近傍の分子構造解析に効
果的に利用できることを示してきた。したがって、次の段階の研究として、ヘム蛋白質の気体分

子結合と情報伝達機構の解明を目標にした。本手法により、酸素運搬貯蔵蛋白質や、一酸化窒素

センサーsGC をはじめとする各種気体センサー蛋白質の分子機構の研究に、進展がもたらされ
ると期待される。	

 
２．研究の目的 

NRVS により、気体分子が結合したヘム蛋白質のヘム鉄近傍の分子振動構造を明らかにする。
軸配位子と鉄の間の結合の分子振動および 200 cm–1 以下のヘム鉄の低振動数の分子振動モード

は、ヘム鉄の反応性をコントロールする重要な分子機構と考えられているが、共鳴ラマン分光法

では分光学的選択則のために、それらの性質について十分に明らかにされてこなかった。NRVS
では鉄の変位を含む全ての振動モードの観測が可能になることから、量子化学計算を併用して

基準振動解析を行うことで、分子構造、振動構造、そして電子状態の相関を明らかにすることが

できる。ヘム鉄蛋白質としてミオグロビンを試料に用いて研究し、sGCをはじめとする将来の研
究に向けた基盤をつくることを目的とする。 
 
３．研究の方法 

57Feでエンリッチしたヘム鉄蛋白質試料の NRVS測定は、大型放射光施設 SPring-8の BL09XU
にて行った。また、ヘム鉄の振動構造の解析のために、ヘム鉄近傍の分子構造について密度汎関

数法計算を用いた量子化学計算を行い、分子構造の最適化と基準振動モードの解析を行った。本

解析をもとに、振動状態密度（57FePVDOS）をシミュレーションし、実験により得られたものと
比較検討した。	

	

４．研究成果	

酸素結合型と一酸化炭素結合型ミオグロビンの NRVS解
析を行った。一酸化炭素結合型ミオグロビンの解析では、

鉄と一酸化炭素の結合に関していくつかのコンフォメー

ションが存在し、蛋白質とヘム鉄に結合した一酸化炭素と

の相互作用が動的であることを明らかにした。このような

動的な機構は、ミオグロビンによる一酸化炭素の感知機構

に重要な役割をもつと考えられる。酸素結合型ミオグロビ

ンの解析では、これまでの共鳴ラマン分光による研究で

Fe–OO 伸縮振動モードと帰属されていた 570 cm–1付近に

観測される振動バンドは、Fe–O–O変角モードとして帰属
されうることを示した。一方、Fe–OO伸縮振動モードは、
NRVSにおいて、~420 cm–1付近に観測されることを明らか

にした（Figure 2と 3）。これまで、酸素結合型ヘム蛋白質の共鳴ラマン分光解析により~420 cm–

1付近に酸素同位体感受性を示す振動バンドが観測された例がいくつか報告されてきたが、それ

らの振動バンドの強度は弱い。一方 NRVSでは、強い強度で振動バンドが観測されることから、
このモードは鉄の面外振動の寄与が大きいことが理解される。ミオグロビンのヘム鉄には、ヒス

チジン側鎖のイミダゾールが軸配位しており、ヘム鉄の構造変化を蛋白質骨格に情報伝達する

Figure 1. Myoglobin. 



ために重要であると考えられている。したが

って、NRVSにおいてヘム鉄と酸素の間の結
合の伸縮振動が明瞭に観測できることは、今

後、ヘモグロビンのアロステリック機構を考

察する上でも、有益な情報を与えると期待さ

れる。 
また、酸素結合型ヘムの電子状態について、

Weiss (Fe3+ (S = ½) • O2
–(S = ½)), Pauling (Fe2+ 

(S = 0) • O2 (S = 0)), McCluer-Goddard (Fe2+ (S = 
1) • O2 (S = 1) モデルによる議論が長年続い
ているが、Broken-symmetry 法計算で得た鉄
3価スーパーオキサイド（Fe3+–O2

–）種が酸素

結合型ミオグロビンの振動構造をよく再現

することを明らかにした（Figure 2）。 
さらに、酸素結合型ミオグロビンの振動構造と電

子状態の相関について詳しく調べるために、側鎖

を改変したヘムを含む蛋白質の解析を行った

（Figure 4）。フッ素原子をヘム側鎖のメチル基に導
入した 7-PF と、側鎖の sp2炭素を sp3炭素にした

Mesoにおいては、天然型（Proto）と振動構造が顕
著に異なることを明らかにした。7-PFにおいては、
ヘム鉄に結合した酸素と遠位ヒスチジンの水素結

合によりコントロールされると考えられる、鉄 3価
スーパーオキサイド（Fe3+–O2

–）と鉄 2価酸素（Fe2+–O2）体との間の平衡が、天然型と比べてよ

り鉄 2価酸素体側に移動していることを見出した。また、天然型（Proto）においては Fe–OO伸
縮振動バンド幅が広いことから、蛋白質とヘム鉄に結合した酸素との相互作用が動的であり、い

くつかのコンフォメーションが存在することが示唆された。100 cm–1以下の 57FePVDOSの強度
は、ヘム鉄の変位の大きさを反映するが、天然型蛋白質は改変したヘムを含むものよりも大きな

強度を示す。したがって、天然型タン

パク質の方が化学修飾をほどこしたヘ

ムをもつタンパク質より“やわらかな”

分子構造を有していることが示唆され

た。また、ヘム鉄と第一配位圏との相

互作用の強さは、250 – 450 cm–1 の

57FePVDOSから見積もることができ、
Proto, Meso, 7-PFの力の定数は、それ
ぞれ 369 ± 7, 374 ± 14, 400 ± 36 pN/pm 
と計算された。本研究で得られた成果

は、ミオグロビンの酸素結合機構につ

いて洞察与え、今後、各種酸素結合型

ヘム蛋白質の研究に新らたな展開をも

たらすことが期待される。 
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Figure 3. Fe-O2 vibrational modes. 
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Figure 4. NRVS of Proto, Meso, 7-PF myoglobin. 
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Figure 2. NRVS of wild-type myoglobin. 
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