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一 講座 (主 任 : 米山良 昌教授)

馬 渡 浩

( 昭 和5 5年 1 月10 日受付)

ヒ ト ヘ モ グ ロ ビ ン ( H b A ) は , α . β鎖が 各 々 2 個ず

っ か ら成 る 4 重体で t
こ れ ら の ヘ ム へ の 酸素結合 は独

立 で はなく, 協同的 に 行な わ れ る . H b A ( α 2β2) の α 又

はβ鎖 の い ず れか
一 方 が 3 価鉄 ヘ ム を も ち , 残 り の 2

価鉄鎖し か酸素 を結合で き なく した 原子価雑種 ヘ モ グ

ロ ビ ン ( α2
+

β2 . α 2β∴ + は 3 価鉄鎖を 示す) は , 2 個

の 酸素を 結合 した , い わ ゆ る酸素化 の 中間体並 び に
ヘ

モ グロ ビ ン M ( H b M ) の モ デ ル と し て 位置づ け ら れ よ

う . H b M 症 に 関 して は , 多く の 研 究が 行な わ れ て き た

が , そ れ ら の 機能 を構造と結 び つ けて 分子論的に 解釈

す る に は, 明ら か に す べ き点が 多 い . 丁 方 , 酸素化の

中間体の 構造研究は ヘ モ グ ロ ビ ン ( H b) の 協同的酸素

結合の 構造論的機構の 解明 に 重要 で あ る . と こ ろ で ,

H b に よ る協同的酸素結合は デ オ キ シ 型 丁 構造 か ら オ

キ シ 型 R 構造 へ の 4 次構造変化 に よ り 起 こ る こ と が

知 られ て い る り
■8 l

.
こ の 4 次構造変化 に お ける α-β2 接

触面 . 塩橋の 役割 の 重要性 に つ い て 昼. 異常 H b , 修飾

H b を用 い た研究結果か ら明 らか に さ れて き た
4} 5)

･ し

か し
,
ヘ ム 部分と グ ロ ビ ン の 相互 作用 が果 す役割 に つ

い て は , 多く の 議論が な さ れ て い る が , ま だ は っ き り

して い な い .
こ の 点 に 関 して P e r u t z は , 酸 素結合に よ

り ヘ ム 鉄が ポ ル フ ィ リ ン 面外か ら面内 へ 移動す る , こ

の 変位が H b の T 型 4 次構造か ら R 構造 へ 変 化 す る

引き 金に な ると 考え て い る
別

. 原子価雑種 H b の 3 価鉄

鎖に 高 ス ピ ン 型リ ガ ン ド ( F , H 2 0 ) を結合さ せ る と
ヘ

ム 鉄 は ポ ル フ ィ リ ン 面か ら近位 ヒ ス チ ジ ン 側 に 突 出

し , 低 ス ピ ン 型 ( N 3 , C N ) で は面内 に と どま る よ う に

な る .
こ の よう に ヘ ム 鉄 と ポ ル フ ィ リ ン 面と の 距離を

い ろ い ろ変え る こ と が , 機能 に ど の よう な影響を与え

る か を検討す る こ と で P e r u t z モ デ ル が検証 さ れ る に

違 い な い . 本研究で は, H b M 及 び 中間体 H b の 構造と

機能の 基礎的理解を深め る目的の
一 環と して , 原子価

雑 種 H b の 酸 素 平 衡 機 能 を M o n o d , W y m a n ,

C h an g e u X の t w o
-

S t a t e
.
all o s t e ri c m o d el ( M W C

モ デ ル
7

り で 解析 し , 詳細 に 検討 し た . 更 に , 分光学的

に 得 られ た ヘ ム 及び グ ロ ビ ン 部 分の 構造変化 を機能変

化と対応づ け , H b の 構造と機能 の 関係 に つ い て 議論

した .

材 料 及 び 方 法

Ⅰ . 試薬

〔bi s ( 2 - H y d r o x y e t h yl ) i m i n o 欄t ri s ( H y d r o x y -

m e th yl) m e th a n e〕, (b i s
-

T ri s と省 略) 及び イ ノ シ

ト ー

ル ヘ キ サ リ ン 酸 (I H P ) は Si g m a 杜の も の , そ の

他 の 試薬 は市販の 特級 の も の を用 い た .

Ⅲ . 原 子価雑種 H b の 調 製

正常 の と 卜か ら調製 し た3 倍溶血液 に ,
ヘ ム 濃度当

り 8 倍量 の パ ラ ク ロ ロ 安息香酸第 2 水銀( p C M B ) を加

え , p H 6 , 0 で
一 夜処理 し , C M セ ル ロ

ー ス カ ラ ム 上 でpH

6 . 5
～

pH 8 .0 の 連続 勾配 溶出法 に より ,
α
P C M 8

,β
P C M B

鎖

を 分離 し た
引

. 結合 した p C M B は 1 気圧 の
一 酸化炭素

( C O ) 存在下で 単離鎖を 20 m M の ジ チ オ ス レ イ ト
ー

ル

で 1 2 時間 , 0 ℃で 処理 し . セ フ ァ デ ッ ク ス G - 25

( P h a r m a ci a) カ ラ ム を 通 して 除去し た . C O 型 単離鎖

は酸素気相中 で 光贋 射 に より 酸素化型 と した . 3 価鉄

鎖 へ の 変換
g)
は , 嫌気的条件下 , 0 ℃で 単離鎖の 1 M グ

リ シ ン 溶液 に ヘ ム の 1 . 2 倍量 の フ ェ リ シ ア ン 化カ リウ

ム を加 え て , 酸 化し , 直ち に D o w e x l x 8 ( 室町化学)

の カ ラ ム を 通 し , 過 剰の 酸化剤 を除去 し た .
こ の 3 価

鉄鎖( α
+

又 は β
+

) に ほ ぼ等量 の パ ー ト ナ ー の 2 価鉄鎖

(β 又 は α) を混 合し , 再構成す る . 再構成 Hb ( 原子

価雑種 H b) の 精製 は , 前以 っ てpH 6 .8 に 平衡 化 した

C M - 3 2 ( W h a t m a n ) カ ラ ム に 混 合液 を吸 着し . pH

を段階的 に 上 げて , 過 剰の β 鎖と オ キ ン H b A を ま ず

S t r u c t u r e a nd F u n c ti o n of V ale n c y H y b rid H e m o gl o bi n s . K a z u h i r o M a w a
t a r i, D e p a rt

-

m e n t of B i o c h e m is t r y( D ir e c t o r : P r of . Y . Y o n e y a m a )l, S c h o ol of M e di c in e , K a n a
z a w a

U n iv e r sit y .
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除去し, 次にp 8 7 ･ 4 で 原子価 雑種 H b を溶出 し た ･ 得 ら

れた標品 は等電点 ゲ
ル 電 気泳動 ( L K B -

P A G , pH 3 ･ 5

- 9 .5 )･ で 単
一 バ ン ド を与 え た ･

Ⅲ . 原子価雑種 Ⅲb 誘導体の 調 製

原子価雑種 H b の 精製標品は セ フ ァ デ ッ ク ス G -

25 カ ラ ム を 通 し , 0 . 1 M N a C l を 含 む 0 . 0 5 M b i s
-

T ri s 緩衝液, p H 7 . 0 ( b i s - T ri s 緩衝液 と 省略) の

溶液に し , a q u O ( H 2 0 ) 型と した ･
こ の 溶液 に ･ b i s

- T ri s 緩衝液に 溶か し た N a F , N a N 3 , K C N を 各 々

0 .1 M , 1 m M , 1 m M 加 え fl u o r o ( F ) 型 ,
a Z i d e ( N 3)

軌 C y a n O ( C N ) 型 を調製 した .
ヘ ム 濃度 は ビ リ ジ

ン へ モ グ ロ モ
ー

ゲ ン 法 で 557 n m の m M 当り の 分子吸

光係数を3 4 と して 計算 し た . 以 下の 実験 はす べ て . 40

～ 6 0 p M の
ヘ ム 濃度の H b を用 い , 25 ℃ . b i s - T ri s

緩衝液中で 行 な っ た .

Ⅳ . 酸素平衡機能の 測定

日b 溶液を密閉 セ ル 申で 撹拝 し , 気相 に Q ガ ス( ヘ リ

ウ ム : イ ソ ブタ ン
= 99 . 0 5 : 0 .9 5 ) を通気 し , H b の 脱

酸素化 に 伴 な う 595 n m の 吸 光 度変化 を ユ ニ オ ン

S M 40 1 型 分 光 光 度計 で 測 定 し, 同 時 に 酸素庵極

( YS I4 001 , Y el1 0 W S p ri n g) で 測定 し た溶存酸素分圧

の変化を連続的 に Ⅹ
-

Y レ コ
ー

ダ上 に 記録 し , 酸素解

離曲線を得た .
こ の Hill プ ロ ッ ト か ら , H b の5 0 % 飽和

に必要な酸素分圧の P 50 ( m m H g ) , 及 び 50 % 飽和点

での Hill 定数 ( n) を 求め , 各々 酸素親和性 , 協同性

( c o o p e r ati vi t y) の 指標と した .

Ⅴ . 酸素平衡機能の 解析

原子価雑種 H b の 酸素平衡機能を M o n o d , W y m a n ,

C h a n g e u x の t w O
-

S t a t e all o s t e ri c m o d e1
7)
に 基

づき解析し た . 原子価雑種 H b は酸素結合部位 が 2 つ

しかな い為 ∴酸素平衡式 は次の 様に 表わ さ れ る .

2 Ⅹ.T ケ妄K で
T o + 2 0 2 〒

去 T l 十 0 2 芋 = 主 T 2

LJ｢ 2 K RJ｢ L c 妬E RJ｢ L c 2
R o + 2 0 2 芋

= ± R l 十 0 2 〒
= = さ R 2

( ヂオ キ シ H b) ( オ キ シ H b)

I J == T o / R o , C
ニ K R / K T

こ こ で L は デ オ キ シ 状態の 2 つ の 4 次構造( T ｡ , R o)

間の 平衡定数 , K ｡ , K T は各々 R 型 , T 型 4 次構造の 酸

素解離定数で あ る . ま た , こ の 解離定数 の 比 , K ｡ / K ,

を c で 表わ す . 酸 素 解離曲線 の 測定 か ら 得 ら れ る

P BO , n は
,
L
,
C
,
K R を 用 い て ( 1 ) , ( 2 ) 式 で 表わ す

ことが で き る .

(P 50) 2 = =

卜
.

し

ニ
n

L + 1

L c 2 十 1

2

K 穴2

ま た , 飽和度 を Y , 酸素分圧を P と すると ,酸素解離

曲線の Hill プ ロ ッ ト は ( 3 ) 式で 考 え られ る .

Y ( L c 十1) (P/ ⅩR) 十(L c 2 十1) ( P/ R R)
2

1 - Y 1) 十(L c + 1) (P / K R)
( 3)

K R は H b の 種類 , 測定 条件 に よ らず . はぼ単離 α ,β

鎖の も の に 近く ,

一 定で あ り .
こ こ で は0 . 4 m m H g と

仮定さ れ た
削

. 実測の P 6 ｡ , n 及び K R を ( 1 ) , ( 2 ) 式

に代入 し て L と c を求 めた . L と c を ( 3 ) 式 に 代入

し, P の 値 を変え て , Y / ( ト Y ) の 変化を計算す る と ,

H ill プ ロ ッ トの 理 論曲線が得 ら れ る .

Ⅵ . 分 光学的性質

分光学的測定 に 用 い る デ オ キ シ型 H b は , 石英 セ ル

付 T h u n b e r g 管中 で オ キ シ 型 H b を脱気 . Q ガ ス 置換

をく り返 す こ と で 調製 した . I H P を結合 した デ オ キ シ

型 H b は , こ の デ オ キ シ型 H b と側管の IH P と を混合

して 得ら れ る が ,
こ の 際 , H b 濃度変化をな く す る為 ,

1 m M の I H P を側 管に 乾固 して お い た . I H P は 1 N H C l

で 中和 し ,
b i s - T ri s 緩衝液 に 溶解 し た も の を 用 い

た
. 円偏光二 色性( C D) 及 び磁気円偏光二色性( M C D )

ス ペ ク ト ル は . 日本分光 , J
-

2 0 型自記旋光分散計 を

用 い て 測定 した . M C D ス ペ ク ト ル は 4 . 5 K G の 永 久磁

石( N - S 間が 10 m m ) に 試料 セ ル を 置い て 測定 した値

か ら C D ス ペ ク ト ル の 値 を差 し引い て 求 め た . C D ス ペ

ク ト ル の 大 きさ は , 分子 ダ円率( の ,
M C D は単位磁

場当り の 分子 ダ円率 (βM ) で 表 わし た . 紫外部差 ス ペ

ク ト ル は , コ ン ピ ュ
ー

タ連動 の ユ ニ オ ン S M 4 01 型分光

光度計 で 測定 した . デ オ キ シ型 と オ キ シ型の 差 ス ペ ク

ト ル ほ次の 様 に して 測定し た .
デ オ キ シ型 H b の ス ペ

ク ト ル を コ ン ピ ュ
ー

タ に 5 回加算記憶さ せ る . 次 に こ

の ス ペ ク ト ル か ら
,
T h u n b e r g 型 セ ル を 開放し . オ キ

シ 型 H b 占し , こ の ス ペ ク ト ル を 5 回 差 し引く と . デ オ

キ シ型 と オ キ シ型 との 問の 差 ス ペ ク ト ル が得 ら れ る .

I H P i n d u c e d 差 ス ペ ク ト ル は t デ オ キ シ塾 H b の ス ペ

ク ト ル を 10 回 コ ン ピ ュ ー タ に加算記憶さ せ た後 , 側管

の I H P を H b 溶液 に 溶解 して か ら ,
ス ペ ク ト ル を 10

回差 し引 く こ と に よ っ て 得 た . 差ス ペ ク ト ル の 大 き さ

は ,

ヘ ム 濃度( rn M ) 当り の 分子吸光係数の 差, △ C m M

で 表わ し た .

成 横

Ⅰ ∴酸素平衡機能

原子価雑種 H b の 3 価鉄鎖 に F , H 2 0 , N 3 , C N な ど

の リ ガ ン ドを 結合さ せ て , ス ピ ン 状態を変え た 時の 2

価鉄鎖の 酸素平衡曲線 ( O E C) を1 m M I H P 存在 下, 非

存在下 で 測定 し た( 図1 ) . これ らの Hi ll プ ロ ッ ト か ら
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図1 . 原子 価線種 H b 誘導体の 酸素平衡曲線の H ill

プ ロ ッ ト及び それ に対す る IH P の効果

( ○) , F ( 0 . 1 M ) ; ( ○) , H 20 ; ( △) , N 3(1 m M )

; ( ▲) , C N (1 m M )

6 0 p M の ヘ ム 濃度 を用い て 0 ･1 M N a C ト 0 ･0 5 M

b i s - T ris 綬衝液( p H 7 . 0) 中 , 2 5
0

C で測定 した .

I H P は1 m M に な る よう に加 えた . 波線 は本文中

に 述 べ ら れ た方法で求め ら れた 理 論曲線で あ る .

渡

得 ら れ る P 5 ｡ , n , 並 び に ,
こ れ ら の 値か ら M W C モ

デ ル に 従 っ て 式 ( 1 ) . ( 2 ) か ら求め た L , C を同時に

表1 に 示 し た . 図 1 の 点線 は , こ の L と c を式( 3 )

に 代入 し て 計算 し た理 論曲線 で あ る ■ 理 論曲線と実測

の 曲線が よ く 一 致す る こ とか ら , P 5 0 , n か ら計算され

た L と c の 値 の 妥 当性が確 め られ た . I H P 非存在下に

お い て は , a 2
+

β2 , α 2β2
+

と も に .
C N

,
N 3 , H 2 0 , F の 順に

O E C は右側 に よ り 酸素親和性 が低 く な っ た . ま た
,

O E C の 傾 き ( Hill の n ) は ,
a 2
'

β2 , a 2β2
+
の いず れに

お い て も , C N , N 3 に 比 べ て H 2 0 , F の 方 が大きく , 協

同性 が 高く な っ た . M W C モ デ ル に よ る解析結果 から

見 る と ,
C N

,
N , , H 2 0 , F の 順 に L は大 き く な っ て い

る . ま た
,
C は a 2

+

β2 に お い て t
N 3 と C N と の問で逆

転 は あ るが , C N
,
N , , H 2 0 , F の 順に 小 さ く な り ,3 価鉄

鎖の ス ピ ン 状態の 変化 は t 2 価鉄鎖の L の み ならず c

を も変 え る と い う重要 な知見 が M W C モ デル に よる解

析 か ら 明らか と な っ た . I H P 添加 に より , 原子価雑種

H b の O E C は 一 般 的に い っ て 大 きく 右側 に ず れ, 酸素

親和性 が著 し く低下 し た . 即 ち . α 2β2
+
の 場合の P 60 と

n は I H P 非存在下 の 場合 と同じ く ,
C N

,
N 3 , H 20 , F

の 順 に大 きく な っ た . しか し , n の 値を IH P 存在下( 十

I H P と省略) . 非存在下 ( - I H P) で 比較すると , F ,

H 2 0 はI H P 添加 で 小 さ く .
N , , C N は大き く な っ た . L

は ,

q I H P の 時と 同じ様 に C N , N 3 , H 2 0 , F の 順 に大

き く な り t c は逆 に 小さ く な る傾向 を示 し た .
α 2
十

β2 の

場 合 は , P 8｡ は N , < C N < F < H 2 0 の 様 に ,

q I H P

の 場合 と は異 なる 関係に な っ た .
n は

, 儀 ス ピ ン 型(N 3 ,

C N ) の 方が 高 ス ピ ン 型 ( F , H 2 0 ) よ り 大きか っ た . ま

表1 原子価雑種 H b 誘導体の 酸素平衡機能 とそ れ に 及 ぼす IH P の 効果

ー I H P + I H P

O x y g e n e q uilib ri u m

p a r a m et e r
M W C p a r a m e t e r

0 Ⅹ y g e n e q u il ib ri u m

p a r a m e t e r
M W C p a r a m e t e r

P 5 0

( m m H g)
H ill! s n L C

P 5 0

( m m H g)
E ill

'

s n L C

F 3 . 1 1 . 3 8 6 6 . 8 0 .0 4 3 9 6 2 1 . 2 0 4 8 3 0 0 0 .0 0 4 57

Ⅱ2 0 2 . 2 1 . 3 7 3 2 . 2 0
.0 5 5 2 1 3 4 1 . 1 7 2 3 8 0 0 0 0 .0 0 2 05

α 2
十

β2 N 3 0 . 9 8 1 . 0 8 9 . 3 3 0 .2 7 8 3 4 1 . 6 5 7 8 3 0 0 .0 0 2 48

C N 0 . 9 0 1 . 1 3 5 .3 8 0 .2 2 0 47 1 . 6 7 1 4 7 0 0 0 .0 0 16 6

F 5 . 8 1 . 6 6 2 1 3 .3 0 .0 0 9 5 9 7 1
.
4 4 7 1 8 0 0 0 .0 0 16 5

α 2 貯
H 2 0

N さ

3 . 0 1 . 5 2 5 7 .3 0 .0 2 5 4 7 7 1 .3 6 4 9 8 0 0 0 . 00 2 42

1 . 2 1 . 1 8 1 0 .3 0 . 15 7 1 5 1 .3 3 2 1 4 0 0 . 0 13 2

C N 0 . 8 0 1 . 0 5 6 .
6 3 0 .3 7 0 8 .0 1 .2 0 6 5 6 0 . 03 2 3

P 5 0 ( m r n H g) と n は 図1 の H ill プ ロ ッ トか ら求め た｡ L と C は こ の P 50 と n の値 を用 い て 本文 中の 式

(1) , (2) か ら求め た｡ こ の 時 K R は 0 .4 m m H g と仮定 した ｡
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3 5 0 4 0 0 4 5 0 3 5 0 4 0 0 4 5 0

n m n m

図 2 . デ オ キ シ型 原子価揮種 H b 誘導体の S o r e t 帯 M C D ス ペ ク トル

ーーー岬岬 ]F 一 脚 H 2 0 ; ･…--… 一-- N $ ; … … … … C N

4 0 p M の ヘ ム 濃度で4 m m の 石英セ /レ付 T h u n b e r g 管を用 い て2 5
0

C で測定 した .

矢印の 408 n m の M C D 強度 を図8 に 用 い た .

た , α2β2
+
の 場合 と同 じ様 に , I H P 添加 に よ り . 高 ス ピ

ン型の n は小さ く , 低 ス ピ ン 型の n は 大き く な っ た .

L はP 6 0 と同 じ順序 に 大 きく な る が ,
C は す べ て の 誘導

体に お い て ,
ほぼ 同じ オ ー

ダ
ー

にあ り 一 大き く 変化 し

な い . α2β2
･
の 高 ス ピ ン 型もこ れと ほ ぼ近 い 値で あ っ た ･

‡ ∴ 分光学的性質

Ⅱ
-

1 .
ヘ ム 部分 ( M C D )

3 価鉄 ヘ ム の S o r e t 帯 の M C D ス ペ ク ト ル 強度 は t

ス ピ ン状態 に依存す る こ と が知 ら れ て い る
1 0l

.
そ こ で

,

デオ キ シ型原子価雑種 H b 誘導体 の S o r e t 帯 M C D ス

ペ ク ト ル を 測定 し た ( 園 2 ) . 同じ誘導体 を α2
+

β2 と

α2β2
+
で 比較し て み ると , M C D ス ペ ク ト ル で は , 両者

の間で ス ペ ク ト ル の 形状 は よく 似て い た . 低 ス ピ ン 型

(N 3 , C N ) で ほ , 4 0 8 n m 付近 に 大き な正 の 極大 ,43 0 n m

付近に 小さ な 極大 を与 え , 高 ス ピ ン 型 ( F , H 2 0 ) で は ,

それら に対応す る 波長付近 に 小さ な 負 の M C D , 大 き

な正の 極大 を与え る . こ の こ とか ら 見て , 4 0 8 n m 及 び

430 n m 付近の M C D 強 度は . 3 価鉄鎖 の ス ピ ン 状 態を

反映して い る こ と が 示 唆さ れ る . I H P 添 加 に よ り ,

α2

+

β2 , α2β2
十

の デ オ キ シ 型の ス ペ ク ト ル は , す べ て の

誘導体に お い て 43 0 n m 付近 の ピ ー ク が 短波長側 へ 有

意に シ フ ト す る ( 図3 ) . α 2β2
+

誘導体 で は , こ の シ フ

トに加えて 43 0 n m 付近 の 吸収帯が鋭く な っ た . 底 ス ピ

ン型の 場 合 は , α 2
十

β2 , α 2β2
ヰ
の い ず れ に お い て も

410 n m 付近の 吸収帯の 強度低下が見 ら れ た .

Ⅱ
-

2 . グ ロ ビ ン 部 分

デ オキ シ H b の 酸 素化 の 過 程 で 起 こ る オ キ シ H b

へ の 4 次構造変化 は , α, β2 接触面 に お い て 著 し く , こ

0

0
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5 5 0 4 0 0 4 5 0 3 5 0 4 0 0 4 5 0

国3 . デオ キ シ 型 原子価雑種 H b 誘導体の S o r e t 帯

M C D ス ペ ク ト ル に 対す る IH P 効果

一肝¶, I H P 添加前; ,
1 m M I H P 添加後

測定条件 は図2 と同 じ .

の 接触面変化に 敏感 な紫外部 の C D , 差 ス ペ ク ト ル が

溶液中に お け る T - > R 変化の 指標 と して 用 い ら れ て

い る
1) 川

.
そ こ で

. 原子価雑種 E b 誘導体の 脱酸素化及

びI H P 結合 に 伴な う グ ロ ビ ン の 4 次構造変化 を こ れ

ら の 方法を 用い て 検討 し た .

1 ) . 紫外部 C D ス ペ ク ト ル

原子価雑種 H b 誘導体 の オ キ シ 型, デ オ キ ン型 の 紫



1 7 0 馬

外部 C D ス ペ ク ト ル を測定 し た ( 図 4 ) . す べ て の 誘導

体の オ キ シ型 は . 2 8 0
- 29 0 n m 付近 に ,

2 つ の 谷を も

っ て い た
.
デ オ キ シ 型の α 2

+

β2 , α 2β2
+
の 高 ス ピ ン 型で

は , そ の 谷が 1 つ で あ る が , 低 ス ピ ン 型で は . オ キ シ

型の 様 に 谷が 2 つ あ っ た .
しか し

,
I H P 添加 に よ り こ

の 低 ス ピ ン 型 H b の 2 つ の 谷 は変化 して 1 つ に な り t

高ス ピ ン 型 H b で は . 1 つ の 負 の 谷 の 強度が 大 き く な

っ た .

2 ) . 紫外部差 ス ペ ク ト ル

原子価雑種 H b 誘導体 の デ オ キ シ型 と オ キ シ 型 の 紫

3 0 0 ヨ5 0 3 0 0 3 5 0

図4 . 原子価 雑種 甘b 誘導体の紫外部 C D ス ペ ク トル

ー デオ キ シ 型 ;
-

----
-

--- オ キシ 型

測定条件 は図2 と 同じ .

2 6 0 3 0 0 3 4 0

n m

波

外部差 ス ペ ク ト ル を 測定 した ( 図5 ) ･ す べ て の 誘導体

で 類似の 差 ス ペ ク ト ル が 得 られ た .
こ の 差ス ペ ク トル

の 29 4
-

29 5 n m 付近 に 肩が 存在す る こ と か ら ,脱酸素

化 に 伴 な っ て , これ らの H b で は 4 次構造変化が起こ

る こ と が 示唆 さ れ る . 2 8 7 .5 n m 付 近 の ピ ー

ク と

29 1 n m 付近 の 谷と の 吸光度差を差ス ペ ク トル の大きさに

対応 づ け る と ,
α 2
+

β2 , α 2β2
+

と も に 高 ス ピ ン 型で 大き

く , 低 ス ピ ン 型で 小 さ か っ た (表 2 ) . デ オ キ シ Bb に

I H P が 結合 し た結果生 ず る ス ペ ク ト ル 変化 ( 柑P

i n d u c e d 差ス ペ ク ト ル) は , デ オ キ シ 型 と オキ シ型の

差 ス ペ ク ト ル と 相似形 を し て い る (図 6 ) . こ の 場合も

294 n m 付近 に 肩が 認 め られ る こ と か ら . こ の 差ス ペ ク

ト ル は , 4 次構造変化が起 こ っ て い る こ と を示し て い

る . ま た , 差 ス ペ ク ト ル の 大き さ は t 高 ス ピ ン 型で小

さ く , 低 ス ピ ン 型 で 大 き か っ た . しか し , デ オキ シ型

と オ キ シ 型の 差 ス ペ ク ト ル に I H P i n d u c e d 差 ス ペ ク

ト ル の 大 き さ を加 え る と , す べ て の 誘導体が ほぼ同じ

大き さ で あ っ た ( 表 2 ) .

考 察

1 . 酸素平衡機能

1
･ 1 ) .

-

I H P の 場合

原子価雑種 H b 誘導体 の 2 価鉄鎖の 酸素脚 口性 は,

3 価鉄鎖 の ス ピ ン 状 態に 依存 し て おり , O E C の M W C

モ デ ル に よ る解析か ら3 価鉄鎖 の ス ピ ン 状 態 が L と

c を 変え て い る こ とが わ か る (表 1 ) . L は , α2 鳩 ,

a 2β之
+

共 に C N < N , < H 2 0 < F の 順 に 大 きく なる ･

26 0 3 0 0 5 4 0

n m

図5 . デ オ キ シ 型と オ キ シ型原子 価雑種 H b 誘導体 の 紫外部差 ス ペ ク トル

本文中に 述 べ た 方法に 従い 測定 した . 数字は 波長 を表わ す .
2 8 7 ･ 5 n m 付近 の ピ ー ク と

29 1 n m 付近 の 谷 との 吸光度差を差 ス ペ ク トル の 大き さ と し , 表 2 に ま と めた .
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即ち , 3 価鉄鎖
が高 ス ピ ン に な る程 L は 大き く ･

R
-

T 平衡が T 型に ず れ て い る
こ と を 示 す ･ C は α 2

+

β2 ･

仇β2
･ い ず れ の 誘導体 で も ･ 高 ス ピ ン 型の F と H 2 0 ･

また 個 ス ピ ン 型の N 3 と C N は各々 t 似 た値を 示す が ,

高ス ピ ン 型と 低
ス ピ ン 型 で は明 らか な 違 い を 示 す ･ C

( 雲 K R / K T) の 中の K R が
一 定 と い う 仮定 は許さ れ る の

で ,
この こ と は3 価鉄鎖の ス ピ ン 状態が ,

K T を も変え

て しま っ た こ とを 意味す る . 2 価及 び3 価鉄 ヘ ム の 高

スピ ン 型誘導体 ( デオ キ シ Hb A , F メ ト H b A と H 2 0

メ ト H b A ) の
ヘ ム 鉄 は ポ ル フ ィ リ ン 面 か ら近位 ヒ ス チ

表2 紫外部差 ス ペ ク トル の 大き さ

△ 亡m M

LP e o x y
･

0 Ⅹy]
( A )

I H P

(B)
( A )十( B )

F 0 . 2 5 0 .1 9 0 . 4 4

H 2 0 0 .2 5 0 .
2 0 0 . 4 5

壷2 N 3 0 . 0 9 0 . 3 4 0 . 4 3

C N 0 .1 2 0 . 31 0
.
4 3

F 0 . 3 2 0 . 1 0 0 .4 2

繍≡;
0 0 . 2 6 0 . 1 6 0 .4 2

0 . 1 0 0 . 3 2 0 .4 2

C N 0 . 0
･

6 0 . 3 9 0 .4 5

軌 デオ キ シ 型と オ キ シ型の 差 ス ペ ク トル の 大

きさ; (B) ,I H P i n d u c e d 差ス ペ ク ト)t/ の大き さ;

㈲ 十 軌 A と B の差 ス ペ ク トル の 和

α才β2
3 0 2 . 5

2 6 0 30 0 3 4 0

n m

17 1

ジ ン 側 へ 各 々 0 .6 Å
. 0 . 2 Å突 出し , 低 ス ピ ン 型( オ キ

シ H b A
, C N メ ト H b A

,
N 3 メ ト H b A ) で は ヘ ム 鉄 が

ポ ル フ ィ リ ン 面 内 に あ る こ と が 知 ら れ て い る
4)

.

P e r u t z は デ オ キ シ H b が 酸素を結合する際に ,
ヘ ム 鉄

が ポ ル フ ィ リ ン 面 へ 移動す る こ とが R -

T 平衡 を R

側 に ず らす引 き金 と な る と い う . い わ ゆ る t ri g g e r

m e c h a n i s m を 提唱 して い る
6)

. し か し , H o p fi el d は .

ヘ ム 間相互作用の エ ネ ル ギ ー は
t
ヘ ム 部分や塩橋等 の

特定 の 部分 に局在 し て い る の で は な い ,
と い う

di s t ri b u t e d m o d el を 提唱 し, ヘ ム 鉄の 変位は , K R と

E T の 比 ,
C に比例す ると 考え て い る

1 2I
. 今回の 測定条

件 と は異 るが . N a g a i は 原 子価雑種 H b 誘 導 体 (F ,

H 2 0 , N 3 , C N ) の 酸素平衡機能 の P 8 ｡ が 高 ス ピ ン 型 (F ,

蟻 0 ) の 方が 低 ス ピ ン 型( N 3 , C N ) よ り大きい こ と か ら .

前 に 述 べ た P e r u t z の 仮説が基本的 に 正 しい こ と を 示

し た
柑〉

. ま た
,
L に 対 して Hi ll の n を プ ロ ッ トし た場

合に , 同 一 の ベ ル 型曲線に必 ず し も乗 らな い こ と か ら,

原子価雑種 H b の 各誘導体で は L だ けで な く C も適 っ

て い る可能性を も示唆 した . 今回の ( 1 ) . ( 2 ) 式 を

用 い た計算結果 は , N a g a i の 推測 を数値的に 確認する

ばか り で は なく . 理 論的考察 を深 め るの に 役立 っ . 即

ち , 3 価鉄鎖の ス ピ ン 状態は C と相関 して い る こ と ,

又 , 各誘導体の L と c の 間に は , 大きな L を も つ 誘導

体 は小 さな c . 小さ な L の 誘導体 は大 きな c を も つ こ

と が定性的 に 示さ れ る . そ こ で , す べ て の 誘導体 の l o g

C をl o g L に 対 して プ ロ ッ ト す ると , こ れ ら の 値 は ,
-

l o g c
= 0 . 8l o g L の 直線 上 に 乗 る こ と が わ か っ た

(園 7 ) .
こ の 関係 は t 今ま で 明らか に さ れ て は い な い

2 6 0 3 0 0 3 4 0

n m

図6 . 原 子価雑種 H b 誘導体の 紫外部I H P 差 ス ペ ク トル

本文中に 述べ た 方法に 従い 測定 し た . 図5 と同様
,
2 8 7 .5 n m 付近の ピ

ー

ク と 291 n m

付近の 吸光度差 を差 ス ペ ク トル の 大き さと した .
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が , L と c を 変え る原因が密接 に 関連 し て い る こ と を

示し て おり . P e r u tz 仮説と H o p fi e l d の 理 論の 両方 を

一 度 に 包括す る もの と し て 極 め て 重要 で あ る . な ぜ な

ら P e r u t z 仮説 の ヘ ム 鉄と ポ ル フ ィ リ ン 面 の 距 離 と

H o p fi el d の 言 う近位 ヒ ス チ ジ ン の ポ ル フ ィ リ ン 面 へ

の 距離 は t そ の 性質上 ほ と ん ど等 し い パ ラ メ ー タ で あ

り ,
一 方 はそ れ が L と相関 し , 他者 は C と相関す る と

考え て い た が , 実 は こ の 両者 は 全く無縁 で は な か っ た

の で あ る . 即 ち , L を 変え る様 な 変化が H b に 起 こ る な

らば , そ の 時 に は C も , 従 っ て K , も対応 して 変 化す る

こ と , 及び そ の 逆 も ある とい う こ と で あ る . 原 子価雑

種 H b の 場合 に は , その 様 に す る因子 は3
0

価 鉄鎖の ス

ピ ン状 態な の で あ る . そ こ で 月b の ア ロ ス テ リ ヮ ク 機

構 を支配す る L と K , の 構造的 な意味づ け に つ い て 考

察 し よ う . P e r u tz 仮説 に 従 え ば ,
ヘ ム 鉄 が ポ ル フ ィ リ

ン 面内 に接近す る に つ れ て ,
T 構 造を安定化 し て い た

塩橋 が不安定 に なり . 終い に 切 断する と . そ れ は も は

や 元の T 構造 を保て な く R
-

T 平衡 は R 型に 傾 く 為

に L が 小さ く な る の で あ る . B al d w i n と C h o t h i a は

最近 ,
C を 規定し て い る の は ヘ ム に か か っ て い る 緊 張

( T e n si o n ) で はな く , 鉄が 内面 に 向か っ て 動 く時 に

如何 に制約 を受 け るか で あ る と述 べ て い る
珊

. そ し て

こ の 制約 は近位 ヒ ス チ ジ ン の N や C 原子 が ポ ル フ ィ

リ ン の N と立体的反発を起 こ す事 に よ っ て 受 け る と

考え て い る . 従 っ て ,
こ の 様な 制約を受 け な い 様 に ヘ

ム 鉄が ポ ル フ ィ リ ン 面内に 入 る こ とが 出来れ ば . 酸素

0 0
.
5 t

.
O l .5 2 .0 2 .5

1 0 g L

図7 .
l o g L と l o g c と の関係

表1 の I H P 非存在下の場合の備 を用い て プ ロ ッ

トした .

( ○)
,
α 2り 2 ; ( ▲) , α 2 βJ

親和性 は高く c は大き な 値を と る だ ろ う . 制約を受け

る か 否か は近位 ヒ ス チ ジ ン の 配向の 仕方に 依存する.

近位 ヒ ス チ ジ ン は F ヘ リ ッ タ ス に位 置する の で
,

こ の ヘ リ ッ ク ス が 自由 に 動く事が 出来 れ ば 制約の

原因は な く な る . そ の F ヘ リ ッ ク ス は 動 β2 接触 面に

よ っ て そ の 自由度 が制限 さ れ て い る . 従 っ て . 原子価

雑種 H b の 場合 に は , 3 価 鉄鎖 の ヘ ム 鉄 の ポ ル フ ィ リ

ン 面内 へ の 移動 に よ る構造変化が ,
こ の α -β2 接触面ま

で 達 し , 更 に デ オ キ シの 2 価鉄鎖の 近位 ヒ ス チ ジ ン の

ヘ ム へ の 配向 を変え て い る為 に C が 3 価鉄の ス ピ ン状

態 に 依存 す る の で あ ろう . ま た , 高 ス ピ ン 型 の α2
+

β2

と α 2 戯
ず
の L と c が そ れ ぞれ 異 な る 値 を 持 つ 事 は以

下 の 様 に 考 え られ る . 即 ち , デ オ キ シ H b A の α , β鎖

の ヘ ム 鉄 と ポ ル フ ィ リ ン 面の 距離 は共 に 約 0 .6 Åであ

る が ,
メ ト H b A で は α

+

鎖は 0 .1 Å , β
十

鎖 は 0 .2 Åで

あ る
一l

. 原子価雑種 H b に おい て も同様 な 変位 の 差があ

る とすれ ば , α 2
+

β2 の α
+

鎖の ヘ ム 鉄 の 方 が α 2β2
+
の

β
+

鎖 よ り ポ ル フ ィ リ ン 面 に 近く , R
w

T 平衡がよ り

R 側 に 傾 き . T 状態 の 酸素親和性が高 く なる だろう .

1 ･ 2 ) .
+ I H P の 場 合

IB P 添加に よ り I
L は 著し く大 き く .

c は小さく なる

( 表 1 ) . α 2
+

β2 で は , L は N 3 , C N , F , H 2 0 の 順に

大 きく ,3 価鉄 鎖の ス ピ ン 状態と の 相 関は , は っ きりし

な い . c も F 型 を除 き ,
ほぼ 同 じ値 ( 0 .002 ) をとり,

- I H P の 場合 の 様 な関係 は見 られ な く な る .
α 2β2

+

で

は
,
L は C N , N , , H 2 0 , F , C は , F , H 2 0 , N 3 , C N の順に

大 き く な り ,

-

I H P の 場合 と同 じ傾向 を示 して いる .

N a g a i は , α 2
+

β2 , α 2β2
+
で は リ ガ ン ドが異 っ て も , 各

々
,
C が 0 . 0 1 , 0 ,0 0 4 の ベ ル 型 曲線 に 乗 る こ とか ら, +

I H P の 場 合に は , C が 同 じで あ る こ と を 示し た
柑 )

. 今回

の 結 果 は , α 2
+

β2 の す べ て の 誘導体及 び α 2β2
+
の 高ス

ピ ン 型 は , C の 値が 0 .0 0 2 に 近く ,
α 2β2

+

の 低ス ピ ン型

の C と は全く 異 な る事を 明 らか に し . N a g a i の 結果と

は完全 に は 一 致 し なか っ た . O g a t a と M c C o n n ell は .

ス ピ ン ラ ベ ル し た有機 リ ン 酸 の α 2
+ C H

β2 , α 2β2
+ C N
の デ

オ キ シ型 へ の 結合定数 を電子 ス ピ ン 共鳴法 に よ り測定

し
, 有機 リ ン 酸 は t α 2β2

+ C N

よ り α 2
+ C N

β2 の 方 へ 強く結

合 す る こ と を 報告 して い る
1 5}

. P e r u t z ら は , IrIP の結

合 し た高 ス ピ ン 型 ( F , H 20 ) の メ ト H b A は T 型4 次

構造を と るが , 低 ス ピ ン 型 ( N 3 , C N ) で は ,
T 型 には

な ら な い 事 ,
な お , 高 ス ピ ン 型メ ト H b で は . デ オ キ シ

H b と同様 にβ鎖間 に I H P が 結合す る こ と を 報告 し

た
川

.
I H P に よる C の 変化が α之

+

β2 と α 2β2
+

と で は異

な る こ と は以上の 事を 考慮する と説明で き る . 即ち ･

α 2
+

戯 誘導体 で は . I H P は 2 価鉄 β鎖 間 に デ オ キ
シ

H b A と同 じ様 に 強く 結合す る為 ,3 価鉄鎖の ス ピ ン状
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態の K T
へ の 依存度 が失 わ れ ふ は はぼ

一 定に な る が ･

仇β2
･

誘導体 に お い て は t 3 価鉄 β鎖が高 ス ピ ン 型 で

は. I H P
の 結合が 強く ･ a 2

+

β2 誘導体と は ば同L: K T を

もつ が . 低ス
ピ ン 型 で は IH P の 結合 が弱 く , K T が高 ス

ピン 型 は ど大 きく な ら な い . I H P が結合する と t
α 2
+

β2

の いず れの 誘導体 も , ほぼ 同 じ c の 値 を も つ 様 に な る

が. L は なお , 各誘導体 で 様 々 な 値を と る ･ こ の 事 の 原

因に つ い て は , 依然 と して 不明で あ
る

･

2 . 分光学的性質 と酸素平衡機能 と の 関係

2
･ 1 ) . ヘ ム 部分

デオ キ シ型 S o r e t 帯 M C D ス ペ ク ト ル は , a 2
+

β2 と

α2β2
十 で , い ずれ の 誘導体 に お い て も ･ はば 相似の ス

ペ ク ト ル を与 える . 更に .
こ の ス ペ ク ト ル 形 は , 構成

単離鏡で あ る3 価鉄鎖と 2 価鉄鎖 の 単純重ね合 わせ に

ょ っ て 近似 で き る . 3 価鉄 ヘ ム の S o r e t 帯 M C D ス ペ

ク トル の 強度 は 3 価鉄 ヘ ム の ス ピ ン 状態 と強 く相関す

ること が知 られ て い る
- 0)

. 従 っ て , 原子 価雑種 H b の

S o r et 帯 M C D ス ペ ク ト ル に お ける 3 価 鉄鎖 の 寄与 を

見積る こ とに よ っ て t 3 価鉄 ヘ ム の ス ピ ン状 態を 知 る

こと がで き る . 長波長側ス ペ ク ト ル に は , デ オ キ シ鎖

の 正の M C D が 大き く寄与 し て い る の で ,
そ の 寄 与 の

少ない 短波長側の 波長408 n m の M C D 強 度 を 3 価 鉄

鎖の ス ピ ン 状態の 指棲 と し, L と の 関係 を調 べ た ( 図

8 ) .

-

I H P の 場合 , 原子価雑種 H b の す べ て の 誘導体

が
一

本の 直線上 に あ る こ と か ら ,
L は3 価鉄鎖 の ス ピ

ン状態に強く依存す る こ とが 明らか に な っ た . 3 価 鉄

5 4 5 6

1 0 g L

∈
u

00

○
寸
0

図8 . デオ キ シ型 S o r e t 帯 M C D 強度と l o g L と

の 関係

図2 の 40 8 n m の M C D 強度を表 1 の L の 対数 に

対してプ ロ ッ トし た .

( ○)
,
α 2
十β2 , ( ◎)

,
α 2
+β2 + ⅠⅢP

( △) ,
α 2β2 十 ; ( A ) , α 2 β妄

ト
+ I H P
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ヘ ム 誘導 体で は , F 型 は完全な 高 ス ピ ン , C N 型 は完全

な低 ス ピ ン で あ り , H 2 0 型と N 3 型ほ高 ス ピ ン と 低 ス

ピ ン と が 平衡 ( ス ピ ン 平衡) に あ り , 各々 t 高 ス ピ ン

側 , 低 ス ピ ン 側 に ス ピ ン 平衡が ず れ て い る こ と が わ か

っ て い る
欄

. 従 っ て ,
L の 3 価鉄鎖の ス ピ ン 状態 へ の 依

存性 は , R -

T 平衡と ス ピ ン 平衡 との 間に 密接 な関係

が あ る こ と を 示 唆 し て い る .
十 1日P で は .

α2
叫 0β2 , α 2

+ C N

β2 を 除く す べ て の 誘導体が
- I H P と は

異る が .

一 本の 直線上 に あ り , L が 3 価鉄鎖の ス ピ ン 状

態に 依存 し て い る こ と を示 して い る .

- I H P の 場 合の

様に . L が3 価鉄鎖 の ス ピ ン 平衡と相関す るな ら ば .

I H P 添加の 場合も, - I H P の 時の 直線上 に 乗 らな く て

はな らな い . 従 っ て , 以 上の 結果 は t I日P 添加 に よ る

L の 変化は3 価鉄鎖 の ス ピ ン 状態 に 依存性 を残 し つ

っ も , そ れ以 外の 因子 が加わ っ た事 に よ る こ とを 示唆

し て い る . I H P は , 408 n m 付近の M C D 強度 を N 3 . C N

の 低 ス ピ ン 型 で は , α 2
+

β2 t α 2β2
+

共 に 減 少 さ せ ( 図

3 ) , 3 価鉄鎖の ス ピ ン 平衡を 高ス ピ ン 側に ず ら し て い

る事 を示 して い る . しか し , こ の ス ピ ン平 衡変化 だ け

で は , 低 ス ピ ン型 の I H P 添加 に よ る L の 変化を説明で

き な い . ま た ,
α 2
+

戯 誘導体で は , N き と C N 及 び E 2 0

と F の 間で L の 逆転 (表 1 ) が 見ら れ るが , 図8 か ら

わか る様 に , I H P 添加 に よ り N 3 と C N の 40 8 n m の

M C D 強度 は小 さ く な るが , 逆転は 見ら れ な い . こ の 事

か ら , α 2
+

β2 誘 導体に お い て 見 られ る L の 逆転 は3 価

鉄鎖の ス ピ ン 平 衡の 逆転 で は な い こ と が わか る . 又 ,

α 2
十

β2 , α 2β2
+

共 に す べ て の 誘 導体 の 長波長側 ( ～

4 3 0 n m ) の デオ キ シ 鎖由来の 正 の M C D 吸収 ピ
ー

ク は ,

I H P 添加 に よ っ て 短波長側 へ シ フ ト し , か つ 鋭 く な っ

て お り , デ オ キ シ鎖の ヘ ム ス ピ ン 状態が 変化し た事 を

示す も の と考え られ る . 更に , 表1 か ら , I H P 添加 に

ょ っ て
, す べ て の 誘導体 の C が 変わ り ,

T 状態の 酸素

親和性が変化す る こ と が わ か る . 以 上の 事 か ら , I H P

添加 に よ る L の 変化 は, 3 価鉄鎖 の ス ピ ン 平衡 の 変 化

で は なく ,
デ オ キ シ 鎖の 状態 を質的 に 変え る様 な グ ロ

ビ ン 部分 の 変化 に よ る こ と が示唆 され る .

2 ･ 2 ) . グ ロ ビ ン 部分

紫外部 の C D ス ペ ク ト ル に お い て t 2 8 5 n m 付近 の

C D は . α ,β2 接触面 の チ ロ ジ ン , ト リ プ ト フ ァ ン に 由

来 し , 定性 的に は ,
こ の 負 の C D が 2 つ の 谷を も つ H b

は R 型 , 1 つ の 谷の 場合 は T 型 4 次構造 の H b で あ る

こ と が知 られ て い る
= り

. ま た , 紫外部差 ス ペ ク ト ル に

お い て も , 2 9 4 n m 付近 の 肩 の 存在 は R 型か ら T 型 へ

の 4 次構造変化が起 こ る こ と の 指標と し て 用 い られ て

い る
川 り

. 従 っ て , 紫外部 C D の 結果 ( 図4 ) は , デ オ

キ シ 型 α 2
+

β2 , α 2β2
+
の 高ス ピ ン 型 は T 型 , 低 ス ピ ン
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型 は R 型 , す べ て の オ キ シ 型は R 型 構造 を と る こ と を

示 して い る . これ らの H b が デ オ キ シ型 か ら オ キ シ 型

へ 変化す る時 の 紫外部の 差ス ペ ク ト ル に は , 2 9 4 n m 付

近 に 肩 が認 め られ . す べ て の 誘導体 で R - T 変換 が起

こ る こ と を示 して い る ( 図5 ) . しか し , 差 ス ペ ク ト ル

の 大き さ ( 表 2 ) は , α 2
十

β2 , α 2β2
+

共に 高ス ピ ン 型の

方 が低 ス ピ ン 型 より 大き く , こ れ ら高ス ピ ン 型デ オ キ

シ 日b の 方が より T 型 へ 平衡 が ず れ て い る こ と を 示

し , 高 ス ピ ン 型が 大き な L , ′トさ な c を も つ こ と と 非

常 に よ い 対応 し示L て い る . 即 ち , L が 大き い こ と ば ,

R
-

T 平衡が T 型の 方 へ 大 き く傾 き , T 型分子 の 量的

増加を意味す る . 小さ な c は , T 状 態が構造的に 安定

化 し て い る こ とを 意味し , い ず れ も 大き な差 ス ペ ク ト

ル
, T 型 C D ス ペ ク ト ル を与 え る こ と が で き る . 低 ス

ピ ン 型 の 小 さ な L , 大 き な c は 各 々 R - T 変換 を

行 なう分子数が少なく, T 型は R 型構造と 大き な差 が

な い こ と に対応 し, い ずれ も小さ な差 ス ペ ク トル , R

型C D ス ペ ク トル を与 える原因 と考え られ る . ま た
,

高 ス ピ ン 型 の 差 ス ペ ク ト ル の 大 き さ は , α 2
+

β2 よ り

α 2β2
十
の 方 が大 き い ( 表 2 ) .

こ の こ と ば
,
α 2β2

+
の 方

が α 2
+

戯 よ り大 き な L 小 さな c を と る( 表 1 ) こ と と

非常に よく対応し て い る . 先 に 述 べ た様 に α2
+

β2 の

α
十

鎖の ヘ ム 鉄は α 2β2
+
の β

十

鎖 に 比 べ て ポ ル フ ィ リ

ン 面の 近く に あ る と す れ ば説明 で き る .
こ れ らの 結果

は . 3 価鉄 鎖の ヘ ム 鉄 の 位置 の 変化 が , α1 β2 接触面 ま

で 及ん で い る こ と を強 く示唆し て い る .

これ らの H b の デ オ キ シ型 に I H P を 添 加 し た 場合

は, す べ て の 誘導体の デ オ キ シ 型 C D ス ペ ク ト ル は , 単

一 の 負 の 谷 を示 し , T 型構造を と る こ と を 示し て い る .

こ の 事 は t I H P の 結合に よる紫外部差 ス ペ ク ト ル が ,

29 4 n m 付近 に 肩 を示す こ と と
一 致 して い る( 図6 ) . ま

た . こ の 差 ス ペ ク ト ル は高 ス ピ ン 型 より 低ス ピ ン 型の

方が 大き い ( 表2 ) . と こ ろが , ⅢP の 結合に よ る差ス

ペ ク ト ル の 大き さ に ,
デ オ キ シ 型 と オ キ シ 型の 差 ス ペ

ク ト ル の 大 き さ を加 え る と ,
い ず れ の 誘導体 で も , その

大 き さ は は ぼ 同 じに な る こ と が明 ら か に な っ た(表 2 ) .

この 事 は , I H P 結合に よ り ,
α 2
+

β2 , α 2β2
+

共 に す べ て

の 誘導体 に お い て ,
デ オ キ シ T 型 動 β2 接触面 が形成

さ れ た事を 示 して い る . し か し
.
こ れ ら の 日b の う ち ,

a 2β2
+

の N , , C N 型 は . 明 らか に 他 の H b と は異 な る C

を も っ て い る ( 表1 ) . こ の こ と は , T 型の α ,β2 接触

面が完全 に 形成 され たと して も . T 状態の 酸 素親和性

( E T) は , 種 々 の 値を とり 得 る事を 示唆 して い る .

以上 , 原子価雑種 H b を 用 い て t 4 次構造変化に お け

る ヘ ム 鉄の 果たす 役割 に 関 し て の 知見が 得 られ た 訳で

あ るが , こ の 事 は . 今後 t 酸素化中間体及び H b M の 構

造 と機能 の 関係を解明する上 で , 非常 に 有用な手がか

り を提供 す る と考 え ら れ る .

結 論

原子価雑種 ヘ モ グ ロ ビ ン ( α 2
十

β2 , α 2β2
十

) の 種々 の誘

導体( F
,
H 2 0

,
N 3

,
C N ) の 酸素平衡曲線を自動記録法で

正 確 に 求 め , M o n o d , W y m a n , C h a n g e u x の t w o _

S t a t e all o s t e r i c m o d el に よ り解析 し た . また , イノ シ

ト ー ル ヘ キサ リ ン 酸(IH P) の 効果に つ い て も検討した
.

こ う して 得 ら れ た ア ロ ス テ リ ッ ク ･ パ ラ メ ー タ のL とc

を用 い て 得 られ る理 論曲線 はす べ て の 場 合に おい て実

測値 と よく 一 致 し た . こ の 解析か ら得 られ た結果は,

1 .I H P 非存在下 の 場合 , α 2
+

β2 と α 2β2
十
の 高ス ピン

型誘導体 ( F 又 は H 2 0 ) は大 きな L , 小さ な c をもっ

が , 低 ス ピ ン 型( N a 又 は C N ) は逆 に , 小さ な L , 大きな

C で あ っ た .
L と c との 間 に は , 逆比例関係が見られた .

2 . I H P は す べ て の ヘ モ グ ロ ビ ン の L を増加させ . c

を 減少さ せ た . か つ t α 2β2
+ N 3 とα 2β2

+ C N
を除 い たすべ て

の ヘ モ グ ロ ビ ン は . ほぼ 同 じ C の 値を と る 様に 変化し

た .

ヘ ム 及 び グ ロ ビ ン 構 造 が こ の ア ロ ス テ リ ッ ク の性

質 に 如何 な る関与 を し て い るか を 知 る為 に ,
S o r e t 帯

の 磁気円偏光二色性 ( M C D ) , 紫外部の 円偏光二 色性

( C D ) , デ オ キ シ型 と オ キ シ型の 差 ス ペ ク ト ル , ⅢP

i n d u c e d 差 ス ペ ク ト ル を測定 し た .

1
.
Ⅰ日P は デ オ キ シ型 鎖 の ヘ ム 近傍の 3 次 構造 を変

え る が
, 3 価鉄鎖 の ス ピ ン 平衡 は大 き く変 え ない .

ネ. デ オ キ シ 型原子価 雑種 ヘ モ グ ロ ビ ン 誘導体 の

40 8 n m の M C D 強度 は L と相関す る .

3 . 紫外 部 C D ス ペ ク ト ル 及 び差 ス ペ ク ト ル か ら見

て
, 高ス ピ ン 型 の α lβ2 接触面 は T 構造 で あ っ た . しか

し , 低 ス ピ ン 型で は R 構造 で あ り ,
I H P 添加 に より T

構造 に 変わ っ た .

以 上の 結果を ま と め て ,
ヘ モ グ ロ ビ ン の ア ロ ステ リ

ッ ク 機構を 議論し た .
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戴 い た 松川茂博 士をは じめ 第一生化学教室 員に厚く御礼申

し上 げ ます .
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