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ミオグロビン（Mb）のヘム周辺には水素結合ネット

ワークが形成されていることが知られている（図 1）。
ここで、ヘムは2本のプロピオン酸基を側鎖に持ち、

1 本は遠位側 Lys45（クジラの場合は Arg45）と、

もう 1 本は近位側 Ser92 および His97 と水素結合を

形成する。これらの水素結合が機能に果たす役割を

調べるために、プロピオン酸基を選択的にメチル基

に置換した再構成ミオグロビン［6 位のプロピオン酸

基を置換したもの, rMb(6MeP); 7 位のプロピオン酸

基を置換したもの, rMb(7MeP)］の構造ダイナミク

スを、野生型のものと比較した。水素結合の有無に

よる時間分解共鳴ラマンスペクトルの違いをもとに

して、ヘム周辺に形成されている水素結合ネットワ

ークの意義を議論する。 
実験 モード同期チタンサファイアレーザーの出力

を再生増幅器（繰り返し 1 kHz）で増幅して得られ

たパルス光より、自作の波長変換システムを用いてプローブパルス（波長 442 nm）およびポン

プパルス（波長 540 nm）を得、ポンプ－プローブ法（相互相関幅 2.2 ps）によって時間分解ラ

マンスペクトルを測定した1。試料にはウマ骨格筋由来の Mb を用いた。プロピオン酸基をメチル

基に置換したヘムは既報2の方法により合成し、これをアポ体 Mb に再構成して、rMb(6MeP)およ

び rMb(7MeP)を得た。一酸化炭素（CO）結合形 Mb は、CO ガス存在下でメト形 Mb を還元し

て調製した。 
結果 図 2 に、CO 光解離に伴う rMb(6MeP)の時間分解共鳴ラマンスペクトルを示す。また、比

較のために、デオキシ形および CO 結合形のスペクトルをあわせて示す。CO 結合形の Fe-CO 伸

縮振動は 502 cm-1に観測された。これは野生型の振動数（507 cm-1）に比べかなり低い。このバ

ンドの振動数は遠位側のヘム周辺環境に敏感である。したがって、振動数の違いは、6 位のプロ

ピオン酸基と Lys45 との水素結合を欠くことによって遠位側のヘム周辺構造に変化が起きている

ことを示している。ヘム骨格由来の共鳴ラマンバンドの振動数は、遅延時間数ピコ秒において振

動励起による低波数シフトが観られたほかは、デオキシ形のものと一致した。このことは、野生

型の場合と同様に、ヘム自体の構造変化は装置応答時間内に完了していることを意味する。また、

鉄－ヒスチジン伸縮振動［ν(Fe-His)］バンドは 220 cm-1に観測された。このバンドはヘム周辺の

タンパク構造を敏感に反映することが知られているので、構造変化のプローブとして利用できる

と考えν(Fe-His)振動数の時間変化を詳細に解析した。その結果を図 3 に示す。rMb(6MeP)の
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図 1. ウマ骨格筋ミオグロビンのヘム周辺

構造と水素結合ネットワーク。破線は水素結

合を表す。 



ν(Fe-His)バンドは、ピコ秒領域で低波数シフト

を示すという点では野生型のそれと挙動が似て

いるが、シフトの時定数および 1000 ピコ秒にお

いてデオキシ形との間に振動数差がみられる点

で野生型の場合とは異なっている。一方で、

rMb(7MeP)のν(Fe-His)バンドには、上記のよう

な野生型との違いは観られず、振動数、時定数と

もに野生型のものにきわめて近いν(Fe-His)振動

数シフトが観測された。 
考察 ν(Fe-His)バンドの時間挙動を野生型のそ

れと比較したところ、遠位側とヘムとの水素結合

を欠く rMb(6MeP)では振動数シフトの速度の低

下とナノ秒以降の遅い相の出現がみられた。しか

し、rMb(6MeP)のデオキシ形においては、水素

結合の欠如による遠位側の構造変化の影響は、

ν(Fe-His)バンドの振動数に表れていない。した

がって、ν(Fe-His)バンドの時間挙動の違いは、

水素結合の欠如によって変化した遠位側の構造

ダイナミクスが Fe-His 結合に直接影響を与えて

いるとは考えにくい。むしろ、遠位側の構造変化

と近位側の構造変化とが協同的に起きるために、

遠位側のダイナミクスの違いがν(Fe-His)バンド

の時間挙動に表れているのではないかと考えら

れる。ヘモグロビンにおいて、リガンド脱離に伴

う E へリックスと F へリックスとの協同的な動

きが観測されており3、この考え方を支持する。

一方、近位側とヘムとの水素結合を欠く

rMb(7MeP)では、ν(Fe-His)バンドのシフト速度

に野生型との違いは見られなかった。このことは、

7 位のプロピオン酸基の形成する水素結合が、

Fe-His 結合近傍の構造ダイナミクスに大きな影

響は与えていないことを示唆している。 
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図 2. CO 光解離に伴う rMb(6MeP)の時間分解共鳴

ラマンスペクトル。未反応分の寄与は差し引いてあ

る。 

図 3. 野生型 Mb および再構成 Mb のν(Fe-His)振動

数変化。デオキシ形のν(Fe-His)振動数を破線で表す。
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