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研究成果の概要（和文）：ヒトHbのα或はβサブユニットのみがFe-His結合を持たないが、O2分子を4個結合できる部
位特異的変位体を作製し、その酸素平衡曲線を決めた。同時に、リガンド結合による高次構造変化を1H NMR, V- and U
V-resonance Raman、nearUV CDスペクトルで調べた。分光学的測定はリガンド結合による高次構造変化は起こらない事
を示し、αのFe-His結合の消失はHbをTに凍結させ、βのそれはαのO2親和性を高めた。NOセンサーのsGCのモデル蛋白
として、バクテリアのH-NOX蛋白の共鳴ラマンを調べた。

研究成果の概要（英文）：Cavity mutant human Hb, which lacks the Fe-His bond in either the α or β 
subunit but can bind four O2 molecules, was prepared. Its oxygen binding curve was determined, and higher 
order structural changes upon O2 binding were investigated with 1H NMR, V- and UV-resonance Raman, and 
nearUV CD spectra. Spectroscopic measurements revealed that the quaternary structure change did not occur 
upon ligand binding. The absence of Fe-His bond in α froze Hb in T while that of β raised the affinity 
of α. Resonance Raman spectra of NO sensor protein, mammalian sGC and its model protein, bacterial 
H-NOX, were investigated.

研究分野：生物物理化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 酵素反応等の細胞
中の化学反応速度は温度一定の条件下で制
御されている。蛋白質はそれを高次構造変化
で実現している。此の事は概念的にはわかる
が、構造揺らぎの大きい蛋白中で、どのよう
な構造変化がどれほど速く起こって、実際に
これを実行しているかは、分子科学のレベル
では明らかでない。それを明らかにしていく
事が、生命科学の発展には必須の基礎科学で
ある。 
研究代表者が金属ポルフィリンの共鳴ラマ
ン線を各振動モードに帰属して以来、金属プ
リフィリンやヘム蛋白質の共鳴ラマンスペ
クトルは、申請者の付けたモード番号で国際
的に呼ばれており、ヘム蛋白質の鉄の酸化数
や配位数を反映する4, 3, 10 等は国内外で
広く使われている。又ヘモグロビン（Hb）の
鉄−軸配位子（ヒスチジン）伸縮振動のラマ
ンバンド(Fe-His)は，Hb の酸素親和性を反映
するだけでなく、広くヒスチジン配位のヘム
蛋白質全体の蛋白張力マーカーとして使わ
れている。酸素を活性化するヘム酵素の反応
中間体の共鳴ラマン分光の研究では、フェリ
ルオキソ中間体の Fe(IV)=O 伸縮振動(Fe=O)
の帰属に初めて成功し、分担者の小倉がその
研究を発展させてきた。特に呼吸酵素による
O2分子の還元機構については、北川—小倉の
研究成果がアメリカの生化学の教科書(H. 
Lodish, et al.著Molecular Cell Biology, 4.0
版、日本語訳、野田春彦ら、分子細胞生物学
第 4版（下）,p.568,図 16.36, 東京化学同人)
に記載されるに到っている。このように北川
グループは共鳴ラマン分光法の威力を世界
に示してきたので、生物無機化学の国際的
COE として認知され、国内外からサンプル
を持参してスペクトル測定に来る人が多か
った。代表者の分子研定年退職後、その実験
装置をそっくり兵庫県立大学ピコバイオロ
ジー研究所に移管し、分担者の小倉が管理運
転している。本研究ではそれらを駆使して、
生物界で未解決基本問題の一つであるアロ
ステリック効果の構造化学の問題に挑戦す
る。 
 
２．研究の目的 アロステリック効果が機能
に直結する蛋白材料として、ガスセンサー蛋
白に注目し、基本分子としてヘモグロビン及
び呼吸酵素を取り上げる。トリガー分子とし
ては O2, CO, NOに注目する。微小な蛋白構
造変化を鋭敏に反映する静的及び動的紫外
共鳴ラマン分光法を手法として用いる事に
より、小分子の結合をトリーガーとする蛋白
質高次構造変化の道筋やダイナミクス、即ち
情報伝達の構造化学を解明する。 
近年色々な生物の遺伝子解析が分子生物学
の分野で進展し、新規なヘム蛋白質の遺伝子
が見つけられてきた。それをクローニングし、
大腸菌の遺伝子ベクターに組み込んで発現
させてみると、それらはガスセンサーとして
機能する新しい蛋白群である事がわかった。

生物が自分の周りの環境に適応する為、周り
のガス分子を検出し、それを作用部位に伝達
して、そこで転写活性を調節したり、酵素反
応速度を変えたり、生物の走光性を変えるシ
グナル伝達系を活性化したりしている事が
明らかになってきた。これらの蛋白質各々は、
O2, CO, 或はNO等の 2原子分子を特異的に
検出し、コンフォメーション変化を起こして
その検出を作用部位に伝達している。センサ
ー蛋白の N 末端側にあるヘムに二原子分子
が結合する事が primary eventであり、C末
端側にある作用部位の活性を変化させる。ど
の二原子分子もヘム鉄に結合するにもかか
わらず、各蛋白質はターゲット分子が結合し
た時しか作用部位にシグナルを送らない。こ
こで疑問は、(A)大きさの似た二原子分子を蛋
白質はどのようにして識別しているのか？
(B)どのような構造変化がシグナル伝達に使
われているのか？ である。この疑問に応え
る事が本研究の具体的目標である。 
 そこで各蛋白質を単離精製する生化学者
と共同研究を組み、その共鳴ラマンの研究を
始 め た 。 大 腸 菌 の O2 セ ン サ ー で
Phosphodiesterase 活性を持つ DOS を東北
大学多元研の清水 透教授と、O2に向かって
遊泳する走光性センサーの緑膿菌HemATに
ついては、分子研の青野重利教授と共同研究
をスタートしていた。更に COセンサーで転
写活性持つヒト脳の NPAS2 については京都
府立大学の佐上郁子教授と、NO センサーで
GTP を cGMP に変換する可溶性グアニレー
トシクラーゼ(sGC)については、大阪府立大
学農学部の竹中教授と新しく共同研究を立
ち上げた。一方、分担者の小倉は呼吸酵素の
共鳴ラマンの研究を進めており、この頃には
Fe(IV)=O の CT 吸収バンドが近赤外領域に
ある事を見つけて、その近赤外線励起共鳴ラ
マンの観測に成功した。蛋白高次構造と機能
との相関を調べる際の基本分子である Hbに
ついて、分担者の長友と代表者は、ヒト Hb
の四次構造変化を紫外共鳴ラマン法で定量
的に見積もる新しい方法を見つけ、国際誌に
報告した段階にあった。 
 
３．研究の方法  ３年間に代表的にな O2

センサー、CO センサー、NO センサーにつ
いて、上に記した(A)と（B）の疑問に回答を
出す事を目指す。第１年目は、上記共同研究
を続け、DOS, HemAT, NPAS2及び sGCの
サンプルを共同研究者から受け取り、その共
鳴ラマンスペクトルを北川が測定する。第２
年目には、中国の吉林大学 Li, Zhengqiang
教授の助手である、Dr.Yuebin Zhangが、自
分の作った sGC のサブユニットの#1-185
と#1-385蛋白（へム結合部位）を持参し、そ
の共鳴ラマンスペクトルを当研究所で測定
する。又、ヘムが垂線の周りに９０度回転し
た時にラマンスペクトルがどう変わるかを、
部位特異的アミノ酸置換でそのことが起こ
るヘムオキシゲナーゼ(HO)を用い、ビニル基



及びプロピオン酸基重水素化鉄プロトポル
フィリンをHOに再構成して調べる。同じ実
験を sGC モデルについて行う。蛋白質のコ
ンフォメーション変化の観測には 220-240 
nm 励起の紫外共鳴ラマン分光法を用いる。
これまであまり注目されていなかった低波
数領域のヘム側鎖変角振動バンドの変化が、
ドメイン界面の蛋白構造マーカーとなる紫
外共鳴ラマンバンドの変化と、互いに同調す
る事を確認するための実験を進める。具体的
内容を項目に分けて説明する。 
i) ヒト Hbの cavity mutantの合成とその
リガンド結合によるサブユニット界面の構
造変化： ヒトHbの或はサブユニットの
どちらかが Fe-His 結合を持たないが、分子
当り 4 個の O2 が結合できる recombinant 
Hb を部位特異的アミノ酸置換法で合成する
事が可能になった。すなわち、proximal 
histidineを glycineに置換し、イミダゾール
(Im)を培養液に入れておくと、Fe-His結合の
代りにFe-Im結合を持つHbを作る事ができ、
それには O2, CO, NOが結合できる。しかし
Im の動きはヘリックスと切れている為、リ
ガンド結合が蛋白構造を変えないのでサブ
ユニット界面の構造を変えない可能性が高
い。その変位をサブユニットのみ、或はサ
ブユニットのみに入れたテトラマーHb を合
成し、その酸素平衡曲線、可視及び紫外共鳴
ラマン、1H NMR、近紫外 CDを測定して、
機能変化と高次構造変化との相関を明らか
にする。 
ii)  O2 センサー蛋白 HemAT:  これはグロ
ビンフォールドを持つ蛋白として岡崎統合
バイオサイエンスセンターの青野らにより
遺伝子解析で見つけられた蛋白で、菌を O2

に向かって遊泳させる為のセンサーである。
COや NOもヘム鉄に結合するが、生理活性
は生み出さない。その紫外共鳴ラマンスペク
トルを調べ、この蛋白が二原子分子を識別す
るメカニズムと、そのナノ秒オーダーの構造
ダイナミクスを明かにする。 
iii)  ヘムオキシゲナーゼのアミノ酸置換に
よるヘム９０度回転の共鳴ラマンスペクル
への影響： 岡崎統合バイオサイエンスセン
ターの藤井らが、HO の位特異的ヘム開裂
のメカニズムを説明する為に、ヘム周辺の蛋
白残基を部位特異的に置換してNMRで調べ
たところ、ある変異体でヘムがヘム垂線の周
りに９０度回転して位開裂の特異性を示す
事を見つけた。北川はその低振動数ラマンス
ペクトルを測定したが、本研究ではビニル基
及びプロピオン酸基を重水素化したヘムで
この蛋白を再構成し、それらのバンドの９０
度回転の影響を明らかにする。それが sGC
のエフェクターで起こっているのでないか
と云う、想像に基ずく実験である。 
iv) 可溶性グアニレートシクラーゼ(sGC)CO
錯体の activator による活性化機構： 既に
北川は sGC の共鳴ラマンの研究で sGC が NO
によって活性化されるメカニズムとして

Fe-His 結合の NO による開裂を報告したが、
CO 錯体では活性化されない事が知られてい
る。ところが、YC-1 や BAY と云ったピリジン
誘導体小分子(activator)が存在すると、CO
錯体も NO 錯体と同じように活性化される事
が知られている。それら activator の存在下
の共鳴ラマンスペクトルは観測できたが、NO
錯体と CO 錯体の活性化機構の共通性が不明
のままである。吉林大学の Dr.Yuebin Zhang
を研究協力者として中国から招聘し、彼の作
った#1-185 と#1-385 蛋白を持参してもらっ
て、その共鳴ラマンスペクトルを測定する。 
v) バクテリアの H-NOX 蛋白の共鳴ラマン： 
sGC は全て共通にヘムの近くの蛋白残基に
Tyr-Ser-Arg(YxSxR)というトリプレットモ
チーフを持ち、それとヘムの相互作用が特異
なラマンスペクトルを生み出す可能性があ
る。そのモチーフを持つ蛋白として、H-NOX
という蛋白を吉林大学のLi,Zhengqiangグル
ープがバクテリアから単離し、その
recombinant 蛋白を大腸菌で作る事に成功し
た。 
 
４．研究成果 
i)ヒトHbのcavity mutantの合成とそのリ
ガンド結合によるサブユニット界面の構造
変化： ヒトHbの或はサブユニットのみ
がFe-His結合を持たないrecombinant Hbを、
部位特異的アミノ酸置換法で分担者の長友
が合成する事に成功した。すなわち、
proximal histidine(His-F8)をglycine(Gly)に
置換し、His-F8の代りにイミダゾール(Im)
をヘムに配位させると、そのHbには4個
のO2, CO, NO等が結合できるが、ヘムの
構造変化がFへリックスに伝搬されない。
その変位体Hbの可視レーザーによるヘム
モードの観測と紫外レーザーによる蛋白モ
ードの観測を行うと共に、此のHbの酸素平
衡曲線を測定し、cooperativityがどのよう
に変えられたかも同じサンプルで測定する。
リガンド結合による構造変化を1H-NMR、
可視及び紫外共鳴ラマン、near-UV CD,
で調べたところ、サブユニットのFe-His
結合を欠くHbは、O2親和性の異なる２つ
のヘムが存在する２相性の酸素結合曲線
を与え、協同性は示さなかった。一方
サブユニットFe-His結合を欠くHbは、酸
素親和性の高いへム１種類の存在を示し
協同性は示さなかった。分光学的測定結
果は、リガンド結合による四次構造変化
が起こらない事を示した。サブユニット
のFe-His結合の消失はHbをTに凍結させ
るが、サブユニットのそれはサブユニ
ットのO2親和性をあげる事がわかった。 
ii）可溶性グアニレートシクラーゼ(sGC)モデル
としてのバクテリアHNOXの共鳴ラマンスペクト
ル： sGC は CO 錯体では活性化されないが、
YC-1 や BAY と云ったピリジン誘導体小分子
(activator)が存在すると、CO 錯体も NO 錯体
と同じように活性化される事が知られてい



て、それら activator 存在下の sGC の CO 錯
体の共鳴ラマンスペクトルを報告した。しか
し、NO 錯体と CO 錯体の活性化機構の共通性
が不明である。そこで吉林大学の Dr. Yuebin 
Zhang を研究協力者として招聘し、彼が作っ
た#1-185 と#1-385 蛋白（sGC のヘム結合部
位を含む）を持参してもらって、その共鳴ラ
マンスペクトルを測定した。 
 sGCのラマンスペクトルはHbとはかなり異
なる。それが蛋白の Tyr-Ser-Arg から成る
YxSxR トリプレットモチーフとヘムのプロピ
オン酸基やビニル基との相互作用のためと
想像されている。そのモチーフをもつ、バク
テリアの HNOX 蛋白が sGC に似たラマンスペ
クトルを与えた。そのラマンバンドの帰属の
為に重水素ラベルしたへムで蛋白を再構成
する計画を立てた。しかし普通の方法ではヘ
ムの入れ替えは化学的にはできかったので、
自分でヘムを合成できない大腸菌、RP523 株
に HNOX を発現させる遺伝子ペクトルを取り
込み、RP523 株による HNOX 合成を試みた。最
終的にはそれに成功した。それに外部からメ
ソヘムを加えて HNOX が正しくできたので、
その共鳴ラマンスペクトルを測定した。 
iii）O2センサーHemAT蛋白： HemATはグロ
ビンフォールドを持ち、菌をO2に向かって遊
泳させるためのセンサー蛋白として、分子研
の青野らにより遺伝子解析から見つけられ
た蛋白である。COやNOもヘム鉄には結合する
が、生理活性を生み出さない。この蛋白のナ
ノ秒時間分解紫外共鳴ラマン分光法により、
蛋白質ダイナミクスを解明した。 
iv）へムオキシゲナーゼのアミノ酸置換に
よるヘム９０度回転の共鳴ラマンスペク
トルへの影響； 分子研の藤井らが、へム
オキシゲナーゼのある変異体でヘムがヘ
ム垂線の周りに９０度回転している事を
見つけた。ビニル基及びプロピオン酸基重
水素化へムでこの蛋白を再構成して、ビニル
基とプロピオン酸基のバンドを確認し、９０
度回転が共鳴ラマンスペクトルのそれらの
モードにどのような影響を与えるかを明ら
かにした。 
v）シトクロム酸化酵素（CcO）のプロトンポ
ンプ機構：我々は 2011 年に Fe-His 伸縮振動
数を通して O2 還元反応活性部位の中間的コ
ンフォメーションを検出し、これが O2還元反
応とプロトンポンプ反応の共役に関わって
いると指摘した。その実験は CO の光解離を
トリガーとしたが、CO の濃度を変化させて
さらに詳しく調べるとともに、O2の解離をト
リガーとして測定できる実験系を構築して、
構造ダイナミクスを調べる。 
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