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【序】ヘモグロビン(Hb)は、α鎖とβ鎖の2種類のサブユニットが2つずつ会合した四量体で、協同

的な酸素親和性を示す。一方、これをα鎖とβ鎖に分離した単離鎖ではHb特有の協同性が見られな

い。このため、Hbと単離鎖での構造変化の違いを解明することは協同性発現機構を考える上で重

要である。また、2種の単離鎖の性質の違いを解明することはHbが2種類のサブユニットから構成

されている意味を考える上で重要である。本研究では、CO脱離に伴う単離鎖のナノ秒からマイク

ロ秒領域における時間分解共鳴ラマンスペクトルを測定し、α鎖、β鎖およびHbとの比較をした。 
【実験】大腸菌中で発現した組換えヘモグロビン(rHb)を精製した。これに、p‐クロロ水銀安息

香酸(PMB)を添加して、陰イオン交換カラムを用いてα鎖とβ鎖の分離をした後に、ジチオスレイ

トールで処理して PMB を除去し、単離鎖を得た。試料のバッファーには、50 mM リン酸バッフ

ァー(pH 8.0)を用いた。波長 532 nm のポンプ光と波長 436 nm のプローブ光を用いて、ポンプ‐

プローブ法により、ナノ秒からマイクロ秒領域の時間分解共鳴ラマンスペクトルを測定した。 
【結果】図 1 に単離鎖の時間分解共鳴ラマンスペクトルを示す。各遅延時間におけるスペクトル

は、得られたスペクトルから未反応成分のスペクトルを差し引いた差スペクトルである。α鎖、β
鎖ともに、鉄-ヒスチジン伸縮振動[ν(Fe-His)]バンドの低波数シフト、γ7バンドの低波数シフトお

よびν8バンドの強度増大が見られた。これらの変化は、Hb でも見られている 1。図 2 は、ν(Fe-His)
バンドの振動数、γ7 バンドの振動数およびν7 に対するν8 バンドの相対強度を遅延時間に対してプ

ロットしたものである。 ν(Fe-His) バンドの低波数シフトは、 2 つの指数関数の和

 [𝐴+𝐵exp(-𝑡/𝜏1)+𝐶exp(-𝑡/𝜏2)]でうまく表すことができ、その時定数は、α鎖が 32 ns, 2.12 µs で、

β鎖が 146 ns, 2.19 µs であった。また、γ7バンドの低波数シフトおよびν7に対するν8バンドの相

対強度増大は、単一の指数関数 [𝐴+𝐵exp(-𝑡/𝜏1)]でうまく表すことができ、その時定数は、γ7バン

ドについて 50 ns(α鎖)、210 ns(β鎖)、ν8バンドについて 197 ns(α鎖)、458 ns(β鎖)であった。得

られた各ラマンバンドの時定数を表 1 にまとめた。いずれのバンドについても、β鎖はα鎖に比べ

てスペクトル変化が遅かった。 

 
図 1. 単離α鎖(左)および単離β鎖(右)の時間分解共鳴ラマンスペクトル。 



【考察】Fe-His 結合は、ヘムとポリペプチド鎖

をつなぐ唯一の共有結合であり、ν(Fe-His)バン

ドは、ヘムタンパク質において、ヘム近位側構

造を鋭敏に反映することが知られている。本研

究では、α鎖、β鎖ともに、2 段階からなる低波

数シフトが見られた。これは、CO 脱離に伴い単

離鎖は中間体を経てヘム近位側の構造が変化す

ることを示唆している。α鎖の方がβ鎖より速く

低波数シフトしたことから、α鎖の方がより速く

中間体構造へ変化し、より速くヘム近位側の構

造変化が完了すると考えられる。Podstawka ら

は、γ7バンドはデオキシ形において単離α鎖の方

が単離β鎖より、低波数側に現れることを報告し

た 2。これは、α鎖の方がヘム平面のゆがみが大

きいためと推測されている。本研究でも、デオ

キシ形においてα鎖の方がβ鎖より、低波数側に

現れた。一方、過渡種のγ7 バンドはデオキシ形

より高波数側に現れて、α鎖の方がβ鎖より速く

低波数シフトした。したがって、α鎖の方が CO
脱離に伴うゆがみの増加が速いことが考えられ

る。ν8 バンドの強度増大の時定数は、上記の 2
つのバンドの時定数に比べて 2 倍以上大きな値

であることから、異なる構造変化を反映してい

ると考えられる。しかし、α鎖の方が構造変化は

速いという点では共通している。 
ヘム面に対して、ヘムに結合したヒスチジン

残基の周辺を近位側、その反対側を遠位側と呼

ぶ。各サブユニットで、ヘムは2本のαヘリック

スにはさまれて存在し、1本は近位側のFヘリッ

クスであり、もう1本は遠位側のEヘリックスで

ある。デオキシ形‐CO形間のEヘリックスの変

位は、α鎖よりもβ鎖の方が大きいことが知られ

ている3。COが脱離すると、ヘムの構造変化に

よってE-Fヘリックスの変位が引き起こされる

ことから、CO脱離に伴って、動きの大きいβ鎖
のEヘリックスの変位が完了するのに時間がか

かり、それがスペクトル変化の速度の差に現れ

たと考えられる。 
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図 2. 単離鎖のν(Fe-His)バンドの波数シフト(上)、γ7

バンドの波数シフト(中)、ν7 に対するν8 バンドの相

対強度変化(下)。実線は指数関数でフィッティング

したもの、破線は対応するデオキシ形の値を示す。 
 
表 1. 各ラマンバンドの時定数 

  τ1 / ns τ2 / μs 

ν(Fe-His) α鎖 32.8 ± 12.4 2.12 ± 0.56 
β鎖 146 ± 15 2.19 ± 0.40 

γ7 
α鎖 49.9 ± 4.5  
β鎖 210 ± 50  

ν8 
α鎖 197 ± 45  
β鎖 458 ± 128  
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