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研究成果の概要（和文）：四量体ヘモグロビンHbのアロステリック現象はタンパク質科学における基本原理であ
り最大の未解明現象である。Hbには強いアロステリック効果があり付随して起こる大規模高次構造変化がその根
幹メカニズムと考えられている。私たちはＸ線1分子追跡法(DXT)を用いたHbアロステリック転移の１分子動態直
接観察を部分的に成功してきた。DXTは、X線を用いた独自の時分割型１分子計測法であり、Hb分子内部動態1分
子計測に適用可能な唯一無二の手法である。本研究ではCO photolysisの光励起DXTに集中してデータを出した。
結果としてレーザー照射後に15-30度のχ方向の回転運動を世界で初めて実測できた。

研究成果の概要（英文）：The allosteric phenomenon of tetrameric hemoglobin Hb is a fundamental 
principle and the largest unexplored phenomenon in protein science: the strong allosteric effect of 
Hb and the accompanying large-scale higher-order conformational changes are considered the 
underlying mechanism. We have been partially successful for seven years in directly observing the 
single-molecule dynamics of the Hb allosteric transition using X-ray single-molecule tracking 
(Diffracted X-ray Tracking: DXT), a unique time-resolved single-molecule measurement method using 
X-rays, which is uniquely applicable to single-molecule measurements of the internal dynamics of Hb 
molecules. In the present study, the data were concentrated on CO photolysis photoexcitation DXT. As
 a result, rotational motions in the χ direction of 15-30 degrees after laser irradiation were 
identified for the first time in the world.

研究分野：タンパク質１分子計測

キーワード： アロステリック効果　へモグロビン　タンパク質1分子動態

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Hbのアロステリック効果に伴う分子内部回転運動のマイクロ秒１分子内部動態観察に成功した。世界初である。
検出された予想以上にかなり複雑な分子内部構造変化の観察から、未だ根強く信じられてきた蛋白質分子アロス
テリーに対する単純過ぎる２状態モデルは完全に否定された。解析途中であるが、より詳細な構造変化が隠され
ていることも分かってきた。また、この１分子内部動態観察の成功により、他のアロステリック現象を伴うタン
パク質分子も観察できることが分かった。もし最近成功している細胞を用いたDXT測定に適応すれば、より詳細
なアロステリック効果を理解することができるだろう。素晴らしい研究成果である。論文化を急ぎたい。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
蛋白質機能発現におけるアロステリック現象が注目されている。蛋白質分子がリガンド分子と

結合して、その分子構造自身を変化させ、分子上の離れた部位の活性を変化させる現象をア

ロステリーと呼ぶ。アロステリーは酵素などの機能蛋白質の活性調節の代表的な一形式で生

命現象を支える基本的な生理機能なので、その仕組みを解き明かす目的でアロステリック蛋

白質分子の典型例であるヘモグロビン（Hb）の研究は長年に渡って行われてきた。四量体Hb
分子（）は、合計４個の酸素分子（O2）を結合するが、その付き易さは一様ではなく、初め

に Hb に結合する O2が分子内部構造変化を引き起こし、その後に結合する O2を 100 倍以
上も付き易くするアロステリー（ヘム間相互作用）を示す（図１）。しかし、その分子内部構造変

化の過程を実験的に直接観察した研究者は未だ誰もいない。 
計算科学を用いた Hbのアロステリック効果の研究において、2013年ノーベル化学賞受賞
者を受賞したM. Karplus教授は、Hbアロステリック転移の分子内部動態特性を 2011年に
計算した。この予測の是非を実

験的に判定しようとする実験は

多くなされたが決定的な結果が

出ないまま 10 年以上が過ぎて
しまった。そこで、私達はオリジ

ナルのＸ線 1 分子追跡法
（Diffracted X-ray Tracking: 
DXT) こそが、時空間的にHb
のアロステリック転移を観察で

きる唯一の１分子計測技術であ

ると考え本研究がスタートした。

特に、観察速度的に、Hb 分子
内構造変化がマイクロ秒程度

の動態だと予測されていたの

で、放射光を用いた現状の

DXT 観察技術で対応できる時
間軸であったのは私たちにとっ

て有利であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Ｘ線 1 分子追跡法
(DXT、図２)を用いて、Hbアロス
テリック転移の１分子動態直接観

察を行った。DXT は、蛋白質 1
分子内部の動態挙動を Å レベ
ル以下の位置決定精度で、か

つ、最高速で 100 ナノ秒レベル
の時分割精度で計測できる唯一

の１分子計測手法であり、Hb の
アロステリック転移の素過程を抽

出する方法として最適であると私
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たちは考えた。Hb の大規模な四次構造変化は、構造的に等価な 2 個の二量体間の相互
回転運動と考えれている（図１）。この回転運動を DXT で計測し、Hb 分子がとりうる四次構造
の各状態を連続的に実測する。これらの構造変化が決定されれば、Hb の TR 転移の分子メ
カニズムの解明はもとより、未だ根強く信じられている蛋白質分子アロステリーに対する単純過

ぎる２状態モデル的なイメージ（図１の B）を塗り替えることができる。 
 
３．研究の方法 
本研究では、この極めて複雑な

アロステリック分子動態に対して

説得力を持って決定的測定を

するために、３つの異なる波長

のレーザー照射DXT法を用い
て１分子計測することを計画し

た。励起波長を紫外域（Caged 
proton pH-jump ） 、可視域
（ CO photolysis ） 、 赤外域
（Temperature-jump）で、Hb
アロステリック動態の全貌を明

確化する。本報告では、可視レ

ーザー (532nm)によ る CO 
photolysisの光励起DXTを中
心に説明する（図３）。 
照射するレーザーにおいて特記する。CO 結合型 Hb（R 状態）から CO をレーザー解離さ
せ、熱力学的に安定な脱酸素型 Hb（T状態）へとアロステリック転移する過程を観測するには
以下の実験上の難しさがある。ヘム鉄から光解離した CO は蛋白質内部のキャビティーに一
旦とどまり中間体を形成するが、この初期中間体は、キャビティー中の COが蛋白質外部へ脱
出する過程と、ヘム鉄に戻る再結合過程（Geminate 再結合）との競争にある。前者と後者の
時定数はそれぞれ 100 ns と 170 nsである。また、Hbのアロステリック転移はこれらより一桁
以上遅い。したがっ

て、通常のパルス幅

数 ns のレーザーで
は（パルス時間内に

CO の蛋白質外部
への脱出がほとんど

起こらないため）パ

ルス後のGeminate
再結合が不可避と

なり、半数以上の

Hb分子はアロステリ
ック転移が起こる前

に照射前の初期状

態に戻ってしまう。こ

の問題はパルス幅

を 100 ns以上に拡
張することで劇的に
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改善される。従って、本研究では長パスルレーザー（波長：532nm）を用いた実践的 DXT 測
定を行った（図４）。 
 測定する蛋白質分子 Hb には、SH 基を付加したヒト架橋 Hb を用いた。Human Hb A に
架橋剤 bis(3,5-dibromosalicyl)fumarateを反応させ、ゲルろ過、イオン交換クロマトグラフィ
ーで架橋 Hb を高純度精製した。基板固定法は、Hb に導入された SH基を用いて Co(II)イ
オンを吸着させたPET（ポリエチレンテレフタレート）薄膜に吸着させる方法とした。この基板の
膜厚による酸素遮断能を向上させるために、X 線のバックグランドは上昇してしまうが、厚さを
25 ミクロンと厚めに設定した。これによって 10分程度の酸素遮断効果が達成される。PET基
板に吸着させるHbの基板との反応濃度は 1-10mg/mLの濃度で、室温で 10分程度の反応
であった。光照射を用いる場合、標識ナノ結晶がHb分子から測定中に外れないという耐久性
テストも YAG レーザーを用いてチェックした。DXT 計測法では、その高感度性と（Cys 残基
の）SH 基への特異的反応性より、金ナノ結晶を用いる場合が多い。しかし、Hb へのナノ結晶
標識では、照射 YAG レーザーに吸収効果がある金ナノ結晶に代わって、直径 500nm の
ZnO 微結晶を使った。ZnO 微粒子は、金ナノ結晶よりも SH 基への反応性は落ちるが、イン
キュベーション時間を 10-30分程度で十分なＸ線回折点を得ることができた。 
 DXT測定は、SPring-8 BL40XU第一ハッチにて行った。入射X 線は 15keV（エネルギ
ー幅 2%, 20.0mm Gap）準白色 X 線を用いた。2 次元 X 線検出器は X-ray image 
intensifier (V5445P, Hamamatsu) & CMOS camera (FASTCAM SA1.1, Photron)を用
いて、時分割速度は10-100マイクロ秒で測定を行った（500-2000frame）。カメラ長は60mm
として、長パルス YAG レーザー532nm（⽶国 Photonics Industries International 社製）
の on/offにおけるHb分動態変化を比較した。 
 

４． 研究成果 

本報告では、CO photolysisの光励起 DXT
の結果について報告する。レーザー照射型

DXTの一番注意すべき点は、X線照射位置
(面積は直径 10-50 ミクロン)と同程度サイズ
のレーザー照射位置が完全に一致している

かという点である。明確な X線回折の変化が
ある場合は問題がないが、詳細な解析が必

要な系では、大前提として X線とレーザー照
射位置が完全に一致していることが必要とな

る。その条件を満たしているかの判断を高精

度に行うデータ表記がある。図５の時間-時間
相関図である。DXT法では、300-500frame
を連続的に測定しているので、その各 frame
前後の回折 X 線の強度や回折点の位置変
化の総和を図５のように表記する。もし、大き

な構造変化（回折点の運動）があると、②の

ような不連続的な表記が現れる。このような表記からレーザー照射が X 線観察位置内で検出
されたことが確認できる。加えて、③のようにレーザー照射を行った一定の時間が過ぎると、大

きな運動変化が起こらなくなることも簡単に確認できる（図５）。このような時間-時間相関図を測
定ごとに行い、微妙なレーザー照射による回折 X 線の運動変化をモニターすることに成功し
た。注意点としては、これは DXT測定の主要２軸の両方の運動を考慮している点である。 
実際に実験を行ってみると多くの問題点が明確化された。そして、多くの技術的な改善によ
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り、結果としてレーザー照

射後に 15-30 度のχ方向
の回転運動がしっかり確

認された（図６）。代表的な

DXT測定時の問題点を以
下に説明する。代表的な 4
つの技術的改善点とは、

①金ナノ結晶の532nm吸
収効果の削除②カプトン

薄膜基板の 532nm 吸収
効果の削除③Hｂの 532nm吸収効果のない基板へのHb固定④DXT測定時間内での酸素
遮断性の維持である。①-③では 532nm のレーザー照射時に吸収される現象があると DXT
検出時のχ回転運動を必要以上に励起することが分かった。例えば、532nm で励起されな
い通常蛋白質分子（例えば BSA 等）を基板固定してレーザー照射型 DXT 測定をしても、θ
―χ運動励起が確認される等の確認から判断した。また、②-④では、DXT 法で通常利用し
ている耐放射線が非常に高い 10-20 ミクロンの厚さのカプトン薄膜に代わり PETポリエチレン
テレフタレートを利用することでレーザー照射による熱的吸収を避けることができた。今までの

DXT 測定で使うカプトンフィルムよりも信号のバックグランドも上昇してしまうが、サンプルセル
の酸素遮断能を向上させるためにも、薄膜厚さ 12 ミクロンでは十分ではなく 25 ミクロンへと変
更したら回転観察効率は非常に向上した。Hb の基板固定も、実験開始当初は Hb に導入し
たSH基をCo(II)イオンに配位させ分子を基板上に配向させていたがCo(II)イオンに532nm
吸収効果があるので Cdイオンに変更した。しかし、その後の実験で Cd イオンだとHbの SH
基を介した吸着が効率的でないことが分かり、Co(II)イオンに戻した。これらの修正効果が総
和して、分子動態が計測される確率が向上した。 

DXT測定条件としては、Laser（532nm照射）の On/Off測定と、Hb分子の中の Fe イオ
ンを酸素や CO と結合しない（光解離の起こらない）Ni イオンに置換したネガコン Hb 等の実
験を行った。一番明確な結果は、Laser（532nm照射）のOn/OffにおけるDXT測定の比較
であった。測定速度も１-100マイクロ秒間の時分割測定を行ったが、回転運動自身が 15度程
度と大きいので、あまり早い測定だと回りきらない内に測定が終了してしまうので、最適な時分

割を 100 マイクロ秒とした。もちろん、1 マイクロ秒よりも速い回転運動も考えられるが、本実験
では、直径 500nmの微結晶 ZnOを標識していたので、本来の速度よりも 1桁程度回転速度
が落ちている可能性がある。 
 これらの予想を超えた詳細なレーザー照射条件を確定し、Laser on状態で、χ方向への大
きな回転運動をする回折点が 1000-5000回折点観察できるようになった。もう１つの主要観察
軸であるθ方向の回折点の運動は、Laser On/Off で大きな変化がないことも確認できた。
この結果で Hb は PET 基板上で比較的分子配向された状態で基板固定されており、CO 解
離に伴う Hｂの構造変化がθ方向には特異的な運動がないことも証明された。予想通り、Hb
のアロステリック動態は、χ方向の分子内部回転運動が主要な運動であることが明確化された。 
 先にも述べたように、本申請では３つのレーザーを用いた Hbの分子内部動態計測を行う予
定であったが、可視レーザー532nm照射による DXT測定に予想以上の時間を費やしてしま
ったので、他の波長照射実験は今後行う予定である。可視光照射 DXT 測定で培われたＸ線
照射とレーザー照射の同時測定における問題点は、波長に関わらず同様なので、今後のデ

ータは比較的短期間で獲得されるだろう。 
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