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1   はじめに 
血液中で酸素分子を運搬するタンパク質であるヘ

モグロビン分子に短時間のレーザー光を照射し、照

射後に進行するタンパク質の分子構造変化を、ポン

プ-プローブ X 線溶液散乱法によって追跡した。レ

ーザー照射による一酸化炭素分子の光解離をトリガ

ーとして、ヘモグロビン分子が 100 億分の 1 秒(100
ピコ秒)から 100 分の 1 秒(10 ミリ秒)程度の時間内に

徐々に構造変化し、二つのユニット間の距離が短く

なるとともに、二つのユニットが相対的にねじれる

運動により形を変化する様子が、100 億分の 1 秒精

度の X 線動画として直接観測された。この手法は、

生体環境に極めて近い室温の水溶液中で、様々なタ

ンパク質が実際に働く自然な姿を動画として捉える

ことを可能とする画期的な手法であり、生命活動に

とって重要なタンパク質の分子機能を解析するため

の新技術として大いに期待される。 

2   実験 
この実験では、一酸化炭素分子が結合した二量体

ヘモグロビンを含む溶液にレーザー光と X 線をほぼ
同じタイミングで繰り返し照射して X 線散乱データ
を測定することにより、最終的にタンパク質の構造
変化の情報を取り出すことができる。NW14A は周
期長が異なる 2 つのアンジュレータ－が設置されて
いるが、測定に十分な X 線強度を保つために２つの
アンジュレータ－のギャップを閉じることで 15.7 
keV (0.79Å)の高強度 X線を作り出し、なおかつ、溶
液散乱曲線の高分解能な測定が可能となるように、
X 線多層膜ミラーを用いることでエネルギースペク
トルが 5%エネルギー幅の対称構造を持つようにし
た。この際、1 パルスあたりの X 線フォトン数は 3 
× 108 photons/pulse である。 PF-AR リングから発せ
られる 100 ピコ秒パルス X 線の周波数は 794 kHz で
あるが、ヘモグロビンにおける光励起状態が基底状
態へ緩和する時間を考慮し、かつレーザーの周波数
に合わせたポンプ-プローブ測定を行うため、X 線は
チョッパーと高速シャッターによって 10 Hz に間引

かれてサンプルに入射する。ヘモグロビンの励起に
は、光パラメトリック増幅器で 532  nm に波長変換
した光を用いるが、ピコ秒～ナノ秒、およびナノ秒
～ミリ秒の時間スケールの変化を追跡する際は、そ
れぞれ NW14A に設置されている Ti:Sapphire フェム
ト秒レーザー、および Nd:YAG ナノ秒レーザーを用
いて時間分解測定を行っている。フェムト秒レーザ
ーを用いる時はその高い先頭値強度によるサンプル
へのダメージを考慮し、光学グレーティングによっ
て数ピコ秒のパルス幅に伸ばしてからサンプルを励
起している。ここで、レーザーのエネルギー密度は
～0.5mJ/mm2 に調整され、レーザーと X 線は、ほぼ
同軸からサンプルに入射し、サンプル表面において
マイクロメートルの位置精度で両者が重なるように
調節される。X 線サンプル表面散乱イメージは
165mm 径を持つ二次元 CCD 検出器（MarCCD 165, 
MarUSA）を用いて測定された。He パスを用いるこ
とでバックグラウンドとなる空気散乱を抑え、カメ
ラ長を～300mm にすると q 値が 0.15～1Å-1の散乱イ
メージを取得できるため、ヘモグロビンの光反応に
おける構造変化を d = 0.1 Å程度の分解能で捉えるこ
とが可能となる。 

3   結果および考察 
本研究では、常温で試料にレーザー光を照射し、

二量体ヘモグロビン分子内のヘムと一酸化炭素の結

合を切断して、瞬間的に一酸化炭素がタンパク質か

ら解離した状態を作り出した。そして、この過渡的

な状態から始まるタンパク質の構造変化を、時間分

解Ｘ線溶液散乱法を用いて、レーザー光と X 線の時

間を系統的にずらしながら逐次観測した。図 1 にお

ける、エラーバー付きのプロットで示した各時間に

おける差分スペクトルは、光励起前のリファレンス

溶液散乱曲線との差分を取ったものであり、赤線は

解析によって得られたフィット結果である。解析は

各時間点における“ヘモグロビンの構造”と“ヘモ

グロビンと溶媒との相互作用”を 分子動力学シミュ

レーション、および量子化学計算によって見積り、 
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図１：溶液散乱の差分スペクトル。 

 
そこで得られた値を元にグローバル・フィッティン

グによるを行うことで構造解析を行う進められる。

反応進行度の時間変化を特異値分解法により詳しく

解析すると、光励起後 100 ピコ秒～10 ミリ秒の時間

スケールにおける励起状態において 3 つの独立な中

間状態（I1, I2, I3）が存在し、それぞれの比率が刻々

と変化している様子が、さらには一つのユニットか

ら一酸化炭素が光解離した状態と、両方のユニット

から解離した状態が存在し、それらの状態は同じ構

造変化を引き起こすことが明らかになった。図 2 は 
中間状態の構造における 2 つのユニットの距離（そ

れぞれのヘム間の距離）、相対的な角度、および、

構造変化によってユニット間界面において出し入れ

される水分子（赤丸）の数を示したものである。波

長 532 nm のパルスレーザー照射による一酸化炭素

の光解離をトリガーとして、R 型に類似した解離状

態である I1中間状態がは光励起後 100 ピコ秒以内に

生成され、その後 R 型に類似した別の解離状態 I2中

間状態へと 3.2 ± 0.2 ナノ秒の時定数を持って変形

する。続いて、ユニットの回転と、ヘム間距離の減

少、およびユニット間界面における水分子の増加を

経て T 型に類似した I3中間状態が生成される。I2中

間状態から I3 中間状態への変形が起こる時定数は、

一酸化炭素の解離が 1 つのサブユニットで起きたか、

両方のサブユニットで起きたかに依存して異なる値

を取り、前者では 730 ± 120 ナノ秒であり、 後者で

は 5.6 ± 0.8 マイクロ秒となることが明らかとなっ

た。その後、一酸化炭素が再結合し系は基底状態へ

と戻る。このようにして、一酸化炭素の光解離をト

リガーとしてヘモグロビン分子が 100 億分の 1 秒

(100 ピコ秒)から 100 分の 1 秒(10 ミリ秒)程度の時間

内に徐々に構造変化し、二つのユニット間の距離が

短くなるとともに、二つのユニットがねじれ運動で

形を変化する様子が、100 億分の 1 秒精度の X 線動

画として直接観測されたわけである[1]。 

4   まとめ 

本研究で用いた時間分解Ｘ線構造解析法により、タ

ンパク質の静止した構造だけでなく、その機能に深

く関連して時々刻々と構造が変化する様子を、二枚

貝のヘモグロビンを一例として直接的に動画化でき

ることが証明された。本研究の原著論文[1]において

は、アロステリック転移に重要なアミノ酸残基 1 か

所を変異させたタンパク質体における構造変化の伝

播の違いや、各ユニットにおける光解離比率のレー

ザーエネルギー密度依存性による中間状態構造の評

価等、ヘモグロビンの動的構造変化について更に詳

細な解析が行われており、構造変化と機能発現機構

について理解が大きく深まるものとなっている。こ

の技術は、他の多くの機能性タンパク質分子にも原

理的に適用可能なものであり、機能解析のための分

子動画作成技術の可能性が膨らみつつある。この技

術がさらに発展すれば、新薬を設計する上で重要な

指針・情報を与えることが期待される。 

図 2 中間状態の構造における 2 つのサブユニットの相対位置関係 
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