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研究成果の概要（和文）：本研究は振動コヒーレンス分光法を用いて、ヘモグロビン（Hb）のヘムの揺らぎと酸素親和
性との相関を明らかにすることを目的とした。heterotropicエフェクターにより酸素親和性を変えた5種のdeoxyHbを用
いて、低振動コヒーレンス（～200 cm-1以下）の位相緩和時間（振動バンド幅）を比較した結果、ヘムの揺らぎは酸素
親和性と相関がないことが明らかとなった。一方、Fe-His伸縮振動の振動数が酸素親和性と相関があることが確認され
た。したがって本研究は、Perutzモデルを支持した。ただし、本研究で観測対象でなかったO2チャネルの揺らぎと酸素
親和性との相関は、今後検証されるべき課題であろう。

研究成果の概要（英文）：Vibrational coherence spectroscopy was applied to study the correlation between 
fluctuation of heme and its O2 affinity in hemoglobin (Hb). Damping times of low-frequency coherences 
(<200 cm-1) of heme, including doming mode coherence, were compared between 5 deoxyHbs with different O2 
affinities, regulated by heterotropic effectors. The results showed that the damping times were not 
correlated with the O2 affinities. Instead, it was confirmed that the Fe-His stretching frequencies were 
correlated with the O2 affinities. Thus, this study supports Perutz model for the Hb function, although 
the role of fluctuation of the O2 channel remains to be examined.

研究分野：生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
 本研究は、タンパク質のアロステリック効
果のメカニズムを明らかにすることを目指
して開始した。アロステリック効果とは、活
性部位の反応が、それとは離れた部位（アロ
ステリック部位）へのエフェクター結合によ
って調節される効果である。この効果は、ほ
とんどすべてのタンパク質が備えている物
性であり、この効果を利用することで、タン
パク質はドメイン構造をとり、複雑な機能を
実現している。 
 各論として、アロステリック効果のメカニ
ズムがよく研究されているタンパク質の一
つに、ヘモグロビン（Hb）がある。Hbは血
液中で酸素分子（O2）を運搬するヘムタンパ
ク質である。α サブユニットと βサブユニッ
トと呼ばれる 2種類のサブユニットそれぞれ
2 つから構成される四量体であり、各サブユ
ニットはヘムを一つ含む。ヘムはHis残基（第
五配位座）を通して蛋白部分と結合しており、
酸素分子はその反対側（第六配位座）に結合
する（O2‐Fe‐His）。Hbでは、あるサブユ
ニットのヘムに酸素分子が結合すると、他の
サブユニットのヘムの酸素親和性が上昇す
る。 
 このアロステリック効果は、Perutzモデル
でよく説明される[1]。Perutz モデルでは、
His がヘム鉄を強く引っ張れば酸素親和性が
低下し（Tense状態、T状態）、その張力が弱
まれば酸素親和性が上昇する（Relaxed状態、
R 状態）。ポイントは、あるサブユニットで
の酸素分子の結合が、隣のサブユニットの
His の張力をいかに調節しうるかである。
Perutzはこれを四次構造変化で説明した。T
状態では、強いサブユニット間結合が、結果
としてHisの張力を生み出す。 
 一方、各種 heterotropicエフェクターの作
用を比較した最近の研究では、四次構造変化
よりも寧ろ、揺らぎが酸素親和性を制御して
いることが示唆されている[2,3]。凝縮相の化
学では、反応が環境場の揺らぎの影響を受け
ることは一般的によく知られており、エフェ
クター分子がヘムポケットや O2 チャネルの
揺らぎを変化させることで、酸素親和性をア
ロステリック調節している可能性は十分に
考えられる。 
  
２．研究の目的 
 本研究の目的は、振動分光法（共鳴ラマン
分光法、及び振動コヒーレンス分光法[4,5]）
を用いて、Hb A をモデルに、ヘムの揺らぎ
と酸素親和性（機能）との相関を明らかにす
ることである。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、酸素親和性を変化させた 5種
の条件で deoxyHbのヘム低振動（～200 cm-1

以下）を観測し、振動バンドの幅から揺らぎ
を評価・比較する。5 種の条件とは、(1) 
Stripped, (2) +Cl-, (3) +Cl- and +BZF 

(bezafibrate), (4) +Cl- and +IHP (inositol 
hexaphosphate), (5) +Cl-, +BZF, and +IHP
である（いずれも pH 7）。Cl-, BZF, IHPは
アロステリック・エフェクターであり、これ
らの添加によって酸素親和性は大きく変化
する[6]。 
 本研究では、Fe-His結合の伸縮振動（~220 
cm-1）およびヘムのドーミング振動（~50 
cm-1）[4,5,7]に注目する。いずれも酸素結合
サイトであるヘム鉄の変位が関与する振動
である。 
 
４．研究成果 
 まずは酸素親和性が異なる 5 種の
deoxyHbの共鳴ラマンスペクトルを 442 nm
励起条件で測定し、Fe-His伸縮振動の振動数
を比較した。Fe-His伸縮振動の振動数は、蛋
白部分からヘム鉄にかかる張力を反映し、酸
素親和性と相関があることが知られている
[8]。その相関は、本研究対象の 5 種の
deoxyHb についても確認された。ただし、5
種の間の Fe-His 伸縮振動の振動数差は 1 
cm-1程度と非常に小さなものであり、N=4の
データセットの統計値を用いて初めて信頼
性の高い比較が可能であった。 
 また、5種の deoxyHbの Fe-His伸縮振動
のバンド形を詳細に比較すると、バンドの低
振動数側（α サブユニット由来の信号）と高
振動数側（β サブユニット由来の信号）とで
異なる挙動を示すことが示唆された。しかし、
α サブユニット由来の信号と βサブユニット
由来の信号は互いに近接しており、それらを
分割する fitting解析は困難であった。 
 次に 435 nm共鳴条件で、5種の deoxyHb
の低振動コヒーレンスを測定した。分子にフ
ェムト秒パルスを照射すると、振動状態のコ
ヒーレンス（複数の振動固有状態の重ね合わ
せの状態）が生成される。それを時間領域で
観測し、フーリエ変換もしくは fitting 解析
（LPSVD 解析）をすることで、振動スペク
トルを得ることができる。振動コヒーレンス
は、揺らぎによってピコ秒で消失するので
（位相緩和）、その位相緩和時間から揺らぎ
を評価することが可能である（これは振動バ
ンド幅を用いた評価と等価である）。振動コ
ヒーレンス分光法の利点は、共鳴ラマン分光
法と異なり、200 cm-1以下の低振動が観測可
能な点である。 
 ヘムの低振動コヒーレンスは、5 種のいず
れの deoxyHb においても、~47 cm-1, ~92 
cm-1, ~160 cm-1, ~211 cm-1から成っていた
（ただし、使用したフェムト秒レーザーの関
係で、高波数になるほど波数誤差が大きい）。
~47 cm-1 のモードがヘムのドーミング振動
である。5種の deoxyHbで、このモードの位
相緩和時間と酸素親和性（MWCパラメータ
ーの KT）との相関を調べた結果、それらの
間に明瞭な相関は認められなかった。また、
その他のモードについても結果は同様であ
った。 



 したがって本研究から、少なくともヘムに
おける揺らぎは酸素親和性と相関がないこ
とが明らかとなった。一方、前述のように、
heterotropic エフェクターの作用においても、
Fe-His 伸縮振動の振動数が酸素親和性と相
関を示すことが明らかとなった。この結果は
Perutzモデルを支持するものである。ただし、
本研究はヘムの揺らぎを観測したものであ
り、O2チャネルの揺らぎは観測対象となって
いない。O2チャネルの揺らぎと酸素親和性と
の相関は、今後実験的に検証されるべき課題
であろう。 
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