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研究成果の概要（和文）：ヘムたんぱく質は生体内で重要な機能を持っており、ヘモグロビンは呼吸で得た酸素
を体内に輸送しエネルギーを与え、一酸化窒素合成酵素(NOS)から発生する一酸化窒素(NO)は血流、神経伝達、
免疫をコントロールする。これらの機能のトリガーとなる初期過程は分子のヘムたんぱく質からの超高速乖離で
あるが、その重要性にもかかわらず、未だその詳細は明らかにされていない。本研究課題ではこれらの乖離過程
を明らかにするため、独自の超短パルスレーザー光源を開発し、これを用いた超高速分光実験を行いNOSの超高
速反応ダイナミクスを解明した。

研究成果の概要（英文）：Heme protein plays important roles in vivo; hemoglobin transports oxygen 
obtained by respiration to produce energy at each part inside of the body, and nitric oxide (NO) 
generated by NO synthase (NOS) controls blood flow, neurotransmission, and immunity. The primary 
processes of these functions are triggered by ultrafast dissociation of diatomic molecules from 
those heme proteins. Despite the importance of the primary process, its detail mechanism is still 
not been elucidated.
In this project, I have developed my own ultrashort pulse laser system to study the ultrafast 
primary process, and applying the ultrashort pulse laser, I have elucidated the initial reaction 
mechanism of NOS.

研究分野： 超高速分光

キーワード： 超高速分光　フェムト秒レーザー　ヘム蛋白　光反応

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヘムたんぱく質は生体内で重要な機能を持っており、ヘモグロビンは呼吸で得た酸素を体内に輸送しエネルギー
を与え、一酸化窒素合成酵素(NOS)から発生する一酸化窒素(NO)は血流、神経伝達、免疫をコントロールする。
これらの機能のトリガーとなる初期過程は分子のヘムたんぱく質からの超高速乖離であり、本研究課題では超短
パルスレーザー光源を開発することにより、NOSをはじめ様々な物質の超高速反応メカニズムを明らかにした。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 

一酸化窒素(NO)は生体内で重要な役割を担っており、血流の制御、神経伝達、免疫などの
細胞の活性を制御する役割を持つ。これらの NOS は単量中に還元部位(reductase domain)と
酸化部位(oxygenase domain)をもちそれらがカルモジュリン(CaM)によってつながれてお
り、一般に２量体(dimer)として体内に存在する。 

  
図１ （左）nNOS の構造模式図。（右）酸化部位からの一酸化窒素の超高速乖離模式

図。 
 
NO は還元部位から酸化部位へ電荷移動が起きた後に、酸化部位中のヘムから乖離され

る。この最重要である乖離過程はフェムト秒オーダーの超高速で起きるため、その機構解明
には超短パルスを用いた超高速分光が必須となる。 

生物学上の重要性から NOS は広く研究されてきており、定常状態、準定常状態の分光が
ミリ秒の時間スケールで明らかにされている。また近年ではピコ秒領域で時間分解分光もな
されている（W. Belliston-Bittner et al., J. Am. Chem. Soc., 127, 15907-15915 (2005), I. 
Mikula et al, Biochem. J. 418, 673-682 (2009)）。しかしながら既述の超高速の乖離過程を含
め、NOS の反応初期過程の機構は未だに不明であった。 

同様に生体内で重要な役割を持つヘムたんぱく質であるヘモグロビンは、体内で酸素の輸
送を行うがこの場合は酸素分子がヘムに結合し輸送され、目的の場所で酸素をヘムから乖離
することで機能する。 

ヘモグロビンの超高速分光はなされてきており、これまでに申請者の先行研究でその酸素
分子の光乖離が 45 フェムト秒という非常に速い時間で起きることが明らかにされた。一方、
ヘモグロビンには一酸化炭素が強固に結合するため、酸欠を起こすことも知られている。酸
素以外の分子のヘモグロビンからの超高速乖離過程については未だ不明である。 

これらのヘムたんぱく質の反応初期過程を明らかにするためには、超短パルスレーザー光
源を用いる必要があり、また市販光源では得られないため独自に光源開発を行う必要があ
る。 
  
 
２．研究の目的 

本研究課題ではこれらヘムたんぱく質からの分子の超高速乖離過程を明らかにするため
に、超高速分光の手法を用いて観測することを目的とする。一酸化窒素合成酵素は研究協力
を行っている Academia Sinica の Dr. Pei-Feng Chen から提供を受け、ヘモグロビンはフェ
ロ安定化した市販の試料を用いる。 

測定手法としては時間分解吸収分光と時間分解蛍光による二つの手法で測定を行う。前者
においてはフェムト秒光源及び分光装置が必要となるが、これまで同大学の岩倉いずみ准教
授のもとに共同で構築済みのものを使用する。後者に関しては、本研究で購入する装置によ
り測定する。 

紫外フェムト秒パルスを用いたポンププローブ時間分解吸収分光では、ヘムたんぱく質の
ヘムが持つ固有の紫外吸収バンドを効率よく励起できるため、光乖離過程のダイナミクスが
精度よく観測できる。また紫外励起可視プローブによる時間分解吸収分光では、ヘム中のポ
ルフィリンリングの構造変化を反映する可視吸収バンドを観測するため、光乖離後の分子構
造変化が解明される。 
フェムト秒、ピコ秒のダイナミクスは上記のとおり時間分解吸収分光を用いて明らかにする。ま
たそれに連なるナノ秒以降のダイナミクスは時間分解蛍光を時間相関単一光子係数法を用いて



観測する。これらの測定結果を合わせることにより、ヘムたんぱく質の光乖離過程とそれに連
なる反応が完全に明らかとなる。 
 
 
３．研究の方法 

ヘムたんぱく質試料である一酸化窒素合成酵素は研究協力を行っている Academia Sinica, 
Taiwan の Dr. Pei-Feng Chen から提供を受ける。 

チタンサファイア再生増幅器から発生した近赤外フェムト秒パルスを非線形結晶に照射する
ことで、第２高調波（SH）である紫外フェムト秒パルスを発生させる。神奈川大学内の研究協
力者である岩倉いずみ准教授の研究室に共同で構築済みの紫外励起可視プローブ時間分解吸収
分光装置を用いて、フェムト秒及びピコ秒の光乖離ダイナミクスの測定を可視域に現れる分子
構造変化に焦点を当てて研究を行う。神奈川大学では独自のフェムト秒時間分解吸収分光シス
テムの構築のため、ファイバーレーザーの構築を並行して進める。 

超高速光乖離は 100 フェムト秒より速い時間で進行する可能性もあるため、National Chiao-
Tung University, Taiwan で研究協力者と構築中の超短パルス紫外レーザーを完成させ、30 フ
ェムト秒を上回る時間分解能で時間分解吸収分光を行い、その結果を合わせることにより超高
速光乖離が観測可能となる。アルゴンガスで満たした中空ファイバー中を SH パルスが通るこ
とで紫外広帯域パルスとなり、時間圧縮することで紫外超短レーザーパルスを作成する。 

 
 
４．研究成果 
 
（１） 内皮一酸化窒素合成酵素の酸化部位(eNOS-oxy)の配位子や基質との相互作用の超高速
ダイナミクス 
 
チタンサファイアレーザーから発生させた 35 フェムト秒近赤外レーザーパルスを非線形結晶

に集光し、第二高調波である近紫外フェムト秒レーザーパルスを発生させた。この近紫外フェム
ト秒レーザーパルスを用いて eNOS-oxy 試料のポンププローブ分光を行った。 
試料は、eNOS-oxy 及びそれにイミダゾール配位子を添加したもの、L-Arg 基質を添加したもの

の三種類を使用し、eNOS-oxy が配位子や基質と起こす相互作用がもたらす超高速ダイナミクス
への影響を評価した。 
ポルフィリンのπ − π∗遷移に対応するソーレー吸収帯は酸化、配位、ヘム鉄のスピン状態に敏

感である。NOS は通常６配位の低スピン状態を取っており、水分子が配位していると考えられる。
BH4 が添加されることにより、分子構造が変化し、配位していると考えられる水分子が不安定に
なる。何も添加を行わない状態においては eNOS-oxy は 400nm 付近に吸収ピークを持っている。
L-Arg と BH4 が NOS と共存する場合、吸収ピークは 395nm に短波長シフトしたが、これは５配位
である高スピン状態へ遷移したことを示している。一方、イミダゾールを添加した場合は、水分
子の代わりにイミダゾールが強く配位し６配位状態となり、その結果吸収スペクトルの 430nm へ
の長波長シフトとして観測されていると考えられる。L-Arg、イミダゾールともに添加していな
い場合は、これら５配位状態と６配位状態の中間的な状態となり、吸収ピーク波長も中間的な
400nm 付近に観測されていると考えられる。 
より詳細な反応メカニズムの違いは超高速分光を行うことによって初めて明らかにされると

考えられるため、近紫外フェムト秒レーザーパルスを発生させ、これらの試料の時間分解分光測
定を行った。その結果下記のような知見が得られた。 
イミダゾールを添加した eNOS-oxy ではヘムーイミダゾールの結合が 300 フェムト秒で乖離し

蛋白の構造変動を引き起こし、その後 2 ピコ秒でポルフィリンの局所構造緩和を伴う振動緩和
が観測された。ヘム部位周辺の局所的な構造変動は数十ピコ秒で緩和し、最終的に 144 ピコ秒で
元の状態に緩和した。 
L-Arg を添加した eNOS-oxy では、振動エネルギーの再分配が 400 フェムト秒で進行し、中心金

属からポルフィリンへの電荷移動は 1.4 ピコ秒で起きた。 
何も添加しない原型の eNOS-oxy では５配位状態と６配位状態の中間的な状態であると考えら

れ、光励起の後 0.79 ピコ秒で水分子が高速に光乖離し、非平衡な５配位状態が生成した。その
後、電荷移動とともに起きる振動冷却がヘムー水の再結合とともに 4.76 ピコ秒でおき、12.2 ピ
コ秒でのヘムの緩和へと続くのが観測された。 
 
 

（２） 内皮一酸化窒素合成酵素の酸化部位(eNOS-oxy)の可視領域超高速分光 
 



eNOS は紫外領域に強い吸収を持つため、さまざまな種類の eNOS 試料の緩和ダイナミクスを比
較するのには紫外領域ポンププローブ法による測定が最適であった。紫外領域であるソーレー
吸収帯の電子状態ダイナミクスを調べるには十分だが、可視領域である Q バンドおよび電荷移
動（CT）バンドの電子状態ダイナミクスを調べることができなかった。 
チタンサファイアレーザーから発生させた 35 フェムト秒近赤外レーザーパルスをビームサン

プラーを用いて強度比９：１で分割した。高強度の近赤外レーザーパルスは、非線形結晶に集光
し、第二高調波である近紫外フェムト秒レーザーパルスを発生させるのに用いた。一方弱近赤外
レーザーパルスはサファイア板に集光することにより、広帯域スペクトルの白色可視レーザー
パルスを発生させた。近紫外フェムト秒レーザーパルス、広帯域白色可視レーザーパルスをおの
おの励起光、プローブ光として eNOS-oxy 試料のポンププローブ分光を行った。 
測定された過渡吸収信号に対してグローバルフィッティング解析と２次元相関分光による解

析を行い、お互いに矛盾しない下記のような緩和ダイナミクスが見出された。 
ソーレー吸収帯へ励起された後、Q バンドへの遷移（0.16 ピコ秒）、配位子の乖離と CT（0.94

ピコ秒）、CT 状態の緩和（4.0 ピコ秒）、配位子の再結合（59 ピコ秒）の順番で起きることが明
らかになった。 
 
 
（３） 10 フェムト秒近紫外パルスレーザー開発と反応機構解析への応用 
 
9,9 ビアントリルは光励起により局所励起状態を生成し、極性溶媒中ではその後、分子内電荷移
動により電荷移動状態となると考えられている。一方、非極性溶媒中では電荷移動状態が不安定
であるため、二つのアントラセン環の間で双極子の振動が起きると考えられている。 
局所励起状態や電荷移動状態における緩和過程において、二つのアントラセン環をつなぐ C-C 結
合が変化すると考えられている。 
10 フェムト秒近紫外パルスレーザーを開発することにより、分子振動が時間領域で測定可能と
なり、分子振動のダイナミクスが可視化できるようになった。9,9 ビアントリルの光反応に適用
することで、C-C 結合の伸縮振動数が 500 フェムト秒で復元することが観測され、電子励起状態
において C-C 結合のねじれがその周期で起きていることが明らかになった。 
また極性溶媒、非極性溶媒における測定結果においてねじれ周期の変化が見られなかったこと
から、その分子内電荷移動は二つのアントラセン環をつなぐ C-C 結合のねじれには影響を及ぼ
さないということが明らかとなった。 
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