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異常 ヘ モ グ ロ ビ ン, H b J C a p et o w n , H b C h e s a p e a k e ,

H b Y a k i m a , H b K e m p s e y の 吸収 ス ペ ク ト ル

並び に 円偏光二色性とそ れ らに 対する

イ ノ シ ト
ー ル ヘ キ サ リ ン酸 の 効果に つ い て
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金沢大学医学部生化学第1 講座 ( 指導 : 米山良昌数捜)

西 部 万 千 子

本論文の 要旨は第47 回日本生化学会総会 (19 7 4 年) , 第39 回 日本血 液学会総会 (197 7 年) に お い て発表 した .

( 昭和52 年6 月23 日受付)

ァ ロ ス テ リ ッ ク蛋 白と して 知ら れ る ヘ モ グ ロ ビ ン

( H b ) は , 二 種の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る α2β2 四 量

体で あ る . こ の H b に 酸素が結合 し た場合 t H b の

三次, 四 次構造 が大 きく 変化する こ と が 知 ら れ て い

る . 異 名鏡間の 接触面 は , αlβト α1β2 と 2 ケ 所 存在

し ,
Ⅹ繰回 析 等の 研究 に より , 特 に αtβ2 接触面が H b

に 酸 素 が つ く 靡大 き く変化す る こ と が 報告 さ れ て

い る
l)

. ま た ,
こ の α 励 接触面に ア ミ ノ 酸 置換 を有

する異 常 H b で は . ア ロ ス テ リ ッ ク 蛋白 と し て の 協

同性に 変化を き た す も の が 多い こ と か ら , α 1β2 接触

面は ヘ モ グ ロ ビ ン の 機能 に 重要な部位 で あ る こ と が わ

かる .

本研究で は , α 励 接触面 に ア ミ ノ 酸 置換 を 有 す る

異 常 H b の う ち . H b J C a p e t o w n ( α2
92 A r g

. Glu

β2)
2)3)

H b C h e s a p e a k e ( α2
92 ^ r & →L e u
B 2)
4 ) 5 )

H b Y a k i m a

( α2β2
9g A 町 肋
)
6) 7)

, H b K e m p s e y ( α2β,
99 ^ 9 P

. A g n

)
8 )
に つ

い て , 吸収 , お よ び 円偏光二色性 ( C D) ス ペ ク ト ル

を測定し , こ れ らの H b に お い て , ア ミ ノ 酸 置換 が

ヘ ム の 電子状態 に ど の よう に 影響 して い るか に つ い て

検討 した . 又 , こ れ らの 異常 H b は , 強 力 な ァ ロ ス

テ リ ッ ク エ フ ェ ク タ
ー

で あ る イ ノ ン ト ー ル ヘ キサ リ ン

酸 (I H P ) に より 機能回復が み られ る が)10) l H P が

ス ペ ク ト ル 面に も大き く 影響 す る こ と が わ か っ た . ス

ペ ク ト ル 面か ら み た こ れ らの 異 常 H b の 構 造 と そ の

機能と の 関連性 に つ い て , M o n o d ら の T w o _ S t a t e -

A b s o r p ti o n S p e ct r a a n d C i r c ul a r D i c h r o i s m

M o d el
‖)
に も とづ い て 議論し た .

実験材料及び方法

Ⅰ . 試 薬

〔bi s ( 2
-

h y d r o x y ･ e th y l) i mi n o ･ 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■I H P は

Si g m a 社の もの を用 い た .

Ⅱ .
ヘ モ グ ロ ビ ン の諏製

正 常 ヒ ト 溶血液か ら遠心 (10 , 0 00 r .p . m ‥ 2 5 分) に

よ り ゴ ー ス ト を取 り除 い た 上澄を H b A と し て 用 い

た . 異 常 H b を 有す る患者赤血球 は , 生理 食塩水 で

洗 っ た 後 . 保 存液 ( 40 % グリ セ ロ ー ル , 0 .0 4 M リ ン 酸

緩 衝液 , P H 7 .0 ) 申に 懸濁し , -

8 0
0

c で 保存 した . 異

常 H b は , d i e th yl a mi n o e th yl ( D E A E ) セ ル

ロ
ー

ス カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ り H b A か

ら , 長井ら の 方法g) で 次の よ う に 分 離精製 し た . ま

ず t 保 存血球 を解凍後 , 水に 対し て 透析溶血 し , 遠心

に よ り ゴ ー

ス ト を 除去 した . 上清 を セ フ ァ デ ッ ク ス G-

2 5 に 適 し て0 . 0 1 M トリ ス 緩衝液 , P H 8 . 3 に 交 換 し ,

同じ緩衝 液 で 平衡化 した D E A E セ ル ロ ー

ス ( D E 二

3 2 ･ W h a t m a n ) カ ラ ム に の せ , 0 か ら0 . 1 M 食塩 勾配

で H b A と 分離し た . ri b A と 分離 の 容易 な H b

J C a p e t o w n , H b C h e s a p e a k e は1 . 5 × 2 0 c m の カ ラ

ム を
, 分 離 の 困 難 な H b Y a k i m a , H b K e m p s e y

は1 ･ 5 >( 4 5 c m の カ ラ ム を 用い た . 1 回の 分離に は . 約

40 m g ( 赤血球量 に して 約2 I n l) の ヘ モ グ ロ ビ ン を 用

Of H b J C a p e t o w n , H b C h e s a p e a k e , H b

Y a k i m a a n d H b K e m p s e y ･ a n d Eff e c t s of I n o s it o I H e x a p h o s p h at e o n t h o s e S p e ct r a

M a c h i k o N i s h i b u C e n t r al Cli n i c al L a b o r a t o r y , K a n a z a w a U n i v e r sit y H o s p i t al (D i r e c t o r

: P r o f ･ F ･ M a t s u b a r a) T h e F i r s t D e p a r t m e n t o f Bi o c h e m i s t r y , ( D i r e ct o r : P r o f . Y
.

Y o n e y a m a) S c h o o l o f M e d i c i n e
,
K a n a z a w a U ni v e r sit y .
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い た . H b A の サ ブ ユ ニ ッ ト は B u c c i ら の 方 法
…

で 分離調製 し た .

H b の 純度 は , d i s c o n ti n u o u s p o I y a c r yl a mi d e

ゲ ル 電気 泳動 ( 平板 ゲ ル は0 ,0 7 6 M ト リ スーク エ ン 酸 緩

衝液 , p H 8 . 9 で 調製 し , 泳動 に は0 .3 M ホ ウ 酸緩衝液 ･

p H 8 . 2 を用 い る . ) で 調 べ , H b A と異 な る 位置 に 単

一 バ ン ドを示す こ と で 確認 し た .

有機リ ン 酸塩 を 含ま ない H b ( S t r i p p e d H b ) は ･

B e n e s c h ら
13) の 方法で 次の よ う に 調製 し た . 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 で 平 衡

化 した セ フ ァ デ ッ ク スG-2 5 カ ラ ム ( 1 . 5 × 50 c m ) に H b

溶液 を約 2 m l ( 1 . 5 m M ) の せ , 室温で 約 5 時間か け

て 溶 出した .

H b 濃度 は , H b 溶液 ( 2 mi ) に ピ ]) ジ ン (0 . 8 m l )

と 1 N N a O H ( 1 . 2 m l) を 加え て 振塗し , 測 定 直前 に

少量 の ジ チ オ ナ イ ト ( N a 2S 2 0 4) を 加え て ビ リ ジ ン
へ

モ ク ロ
ー ム に 変化さ せ . 5 5 7 rl m の 吸光度 ( ヘ ム の ミ リ

モ ル 分子吸光係数 , 3 4 m M
~

l
c m ~ 1) より 求め た .

Ⅲ .
ヘ モ グ ロ ビ ンの 酸素平衡

酸素平衡に よ る 日b の 横能の 測定 は , 杉 田 ら の 分

光学的方法
㈹
に より , 日立分光光度計E PS-2 型を用 い

て 25
0

c で 行 な っ た . 機能測定 に は50J上M H b ( ヘ ム と し

て) を用 い ,
d e o x y g e n a ti o n は 1 c m li g h t p a th

の セ ル 付 ッ ン ベ ル グ管で . Q ガ ス ( ヘ リ ウ ム ーイ ソ

ブ タ ン , 9 9 .0 5 : 0 . 9 5 ) を 時々 フ ラ ッ シ ュ し なが ら 吸

引 して 行な っ た . 酸素親和性の 高い Hb の 場合 は , Q

ガ ス フ ラ ッ シ ュ だ け で は完全 に d e o x y g e n a ti o n し

に く い の で . 少量 の 水素化ホ ウ素 ナ トリ ウ ム( N 象B H ▲)

を加え た . 旧P 存在下で p H 7 . 5 以下 の 場 合 ,

一 気

圧 の 空気 (20 % 酸素) で ほ 完全 に 0 Ⅹ y H b に な り に

く い の で . 1 0 0 % 酸素 ガ ス を 用い た .

Ⅳ .
ヘ モ グ ロ ビ ン の 分光学的測定

吸収 ス ペ ク ト ル は , C a r y M o d el 1 4 自 記 分光光度

計 を用 い . C D ス ペ ク ト ル は J A S C O J
-

2 0 自 記 旋光

分散計 を 剛 ､ て25
0

c で 測定し た . C D ス ペ ク ト ル の 標

準物 質 と し て は , d- 10 c a m p h o r s ulf o n i c a ci d

( 2 9 0 n m で e R
-

e L = 2 .2 M
- 1
c m
~ 1) を 用い た . H b の C D

ス ペ ク トル の モ ル 楕円率 (β) は , ヘ ム 当 り . d e g

. c m
2/ d r n o l e で あ らわ し た . 吸収 の 微 分 ス ペ ク ト ル

は . 日 立356 ニ 波長分光光度計 を用い て , 』ス = 1 n m

で 長波長側か ら 測定 し た . d e o x y g e n a ti o n は 機 能

の 測定の 時 と同様に行 な っ た .

I H P を添加 した Hb と s t ri p p e d H b 問の 差 ス ペ

ク ト ル は , U n i o n S M 40 1 型分光光度計で 次 の よ

う に 測定 し た . まず . s t ri p p e d H b の ス
ペ ク ト ル

を10 回 く り返 し 測定 し , 得 られ た デ
ー タ を 直結 し た コ

部

ン ピ ュ
ー

タ
ー に 加算記憶さ せ る . 次 に . 同じ H b 溶

液 に 1 m M I H P を加え て か ら , ( P H 7 .0 に 調整 し た10

m M I H P 溶 液 の
一 定量 を乾固 した もの を 溶解 す る . )

再 び10 回 く り返 L て ス ペ ク ト ル を測定 し ,
コ ン ピ ュ

ー

タ
ー で 差を 演算さ せ 求め た .

Ⅴ . デ
ー タ処理

S o r e t 甫 の C D の モ ル 楕円率 ( 0) と ア ロ ス テ リ

ッ ク 定数 (L ) と の 関係 は , 電子計算機 F A C O M F2 3 0

-

3 5 型 を 用い て . 非 線形最小二乗最適化法 に も とづ き

解 析 L た .

実 験 結 果

Ⅰ . 異 常 ヘ モ グ ロ ビ ン の 吸収 . C D ス ペ ク トル

四 種の a lβ2 接触 面 ア ミ ノ 酸変異 H b の S o I
･

e t

帯 t 可視部 に お け る吸 収 , C D ス ペ ク ト ル を 測定 し ,

H b A の ス ペ ク ト ル と 比較し た .

0 Ⅹ y 型 ス ペ ク ト ル は , す べ て の 異常 H b と も H b

A の ス ペ ク ト ル と大 き な差 はみ られ な か っ た . 従 っ

て . ア ミ ノ 酸置換に よ る ヘ ム の 電子状態 へ の 影響 は .

o x y 型 で は非 常に 小さ い と思 われ る .

d e o x y 型 で は , 機能異常 の 著 し い H b Y a k i m a ,

H b K e m p s e y に 大き な ス ペ ク ト ル 変化が み ら れ , 機

能 異 常の 程度が小さ い H b C h e s a p e a k e や H b J

C a p e t o w n で は . あ ま り 変化が み ら れ な か っ た . 図

1 に H b Y a k i m a 及 び H b K e m p s e y の 吸収 , C D

ス ペ ク ト ル を 示す . こ の 図に 明 らか な よ う に , 0 Ⅹy

型 で は C D で 僅か な変化が み ら れ る の みで , 吸収,

C D と も ば ば H b A の ス ペ ク ト ル に
一 致し た . L か

し , d e o x y 型 で は 吸収 , C D と もに 変化 は 大き い

そ の 主 な 変化は .

1 . S o r e t 帯の 吸収強度の 低下 ( H b Y a k i m a で IO

% . H b K e m p s e y で 1 2 % ) ,
C D の 楕 円 率 の 低下

( H b Y a k i m a で 21 % ,
Iib K e m p s e y で 2 6 % )

2 . S o r e t 帯 C D の 正 の 極大値の r e d s h ift ( 2 n m )

3 , 可 視部 に お け る吸 収強度の 低 下 ( 約 4 % ) C D 鯖

円率の 低 下 ( 約22 % )

4 . 可視部 の 吸収極大 の r e d s h ift ( 1n-･､ 2 n m )

5 . 吸 収 . C D と も に58 5 n m 付近 に 存在す る 肩の消失

で あ っ た .

可視 部吸 収 ス ペ ク ト ル の r e d s h if t の 大き さ ･

肩 の 成分 の 有無 を更 に 詳し く 検討 す る為 に ,
d e o x)

'

型 H b Y a k i m a と H b K e m p s e y の 微分ス ペ ク ト

ル を 測定 し . d e o x y H b A と比 較 し た ( 図2 ) . H b

A よ り 調製 し た α , β サ ブ ユ ニ ッ ト の 微分 ス ペ ク ト

ル も . 対照 と し て 測定 し た . α鎖 とβ鏡問 の 微分 ス
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図1 . H b Y a k i m a ,
H b K e m p s e y と H b A の 吸 収

( A ) . C D ス ペ ク トル ( B)
-

-
- -

- -
- - -

〔
.
) Ⅹ y 型 rib A ;

つX y 型 H b Y a k i m a と Ⅰ･1 b K e m p s e y
d e o x y 型 H b A :

d e o x y 型 H b Y a k i m a ;

d e o x y 型 H b K e m p s e y .

可 視 郎 (47 5→62 5 n m ) は H b 濃度 . 1 0 0 iL M ( h e m e )

で1 0 m m の セ ル を t S o r e t 帯 ( 3 7 5
-

47 5 n r n ) は H b

濃 度5 仙 M で 2 m m の セ ル を用 い た .

0 .1 M リ ン 酸緩衝 液 , p H 7 . 0 , 2 5
0

c で 測定 .
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ベ ク ト ル の 相遵は 僅か で はあ るが 存在す る が ,
こ こ で

は . 雨 ス ペ ク ト ル の 平均 を示 した ･ 吸収 ス ペ ク ト ル の

吸 収極大 の 位置 は ,

山 次微分す る と 0 点 を通 る点と な

り , 又 , 肩の 成分の 有無 は ･ 微分 ス ペ ク ト ル 中に 屈 曲

点が あ るか どう か で 判断す る こ とが で き る ･ 図か ら0

点 を 横切 る位置 は ･ H b A 5 5 5 n m ▼ H b Y a k i m a

5 5 6 n m . H b K e m p s e y 5 57 n m ･ 及び サ ブ ユ ニ ッ ト5 6 0

n m とな る . 又 . 5 80 n m 付近 に み られ る屈曲点は い ず

れ の 場合 も は っ き り 認 め ら れ , 肩 の 成分の 存在 は確実

で あ る . 扁の 位 置は H b A と H b Y a k i m a は ほ

ぼ 同 じで 580 n m ,
= b K e m p s e y で は583 n m ･ サ ブ

ユ ニ ッ ト は58 5 n r n と な り t H b K e m p s e y と サ ブ
ユ

ニ ッ ト で は H b A に く ら
ベ r e d s h if t し て い た ･

従 っ て .
H b Y a ki m a - H b K e m p s e y 及 び サ ブ

ユ

ニ ッ ト で58 5 n m 付近の 肩が は っ き り 認 め ら れ な い
の

は . 55 5 n m 付近 の r e d s h if t ･ 5 80 n m 付 近 の 吸 収強

度の 増加 . 肩の 位 置の r e d s h if t 及 び6 0 0 n m 付 近

の 吸 収強度の 低下が重なり あ っ た結果と雇わ
れ る ･

図 3 で は . d e o x y 型の H b K e m p s e y の C D ス

ペ ク ト ル を H b A 及 び サ ブ
ユ ニ ッ トと 比較し た ･

こ

の 図 に み る よう に , H b K e m p s e y の ス ペ ク ト ル の

形 は H b A の それ と は大き く変 化 し , S o r e t 帯 の

正 の 極大の 減少 , 及 び r e d s h ift . 可視 部 の 楕 円率

部

の 低下 ∴肩 の 消失等の 特徴 は , む し ろ 協同性 を示さな

い サ ブ ユ ニ ッ ト の ス ペ ク ト ル に 似て い る .

以 上 の こ と か ら .
ア ミ ノ 酸置換 に よ る協同性の 低下

は .

ヘ ム の 電子状態が大き く 変化 し た こ と に 起因して

い る こ と が 示唆 さ れ る .

Ⅲ . 異 常 ヘ モ グ ロ ビ ン の機能 に対する IB P の効果

著者 らは . 先 に H b Y a k i m a 及 び H b K e m p s e y

の 機能回復 に I H P が 著 しい 効果 を も つ こ と を 示し た

9 )
. H b C h e s a p e a k e に 対す る I H P の 効果 に つ い て

は , 今 井の 報告
川)
が あ る . 著者 は上に 述 べ た異常 トIb

の ス ペ ク ト ル に 対 して . I H P が どの よう な 効果 を示

すか を 調 べ る に 際して , 同 一 条件下 で そ れぞ れ の H b

の 槻能 に 対す る I H P の 効果 に つ い て 調 べ た ･ 異常

H b の 他 に . 対 照と し て H b A と そ の サ ブ ユ ニ ッ ト

に つ い て も調 べ た .

表 1 に 示す よう に ,
H b Y a k i m a と H b K e m p

･

s e y は サ ブ
ユ ニ

ッ ト に 近 い 酸素親和性 を示 し . H i11

の n も ほ ぼ 1 に 近 く協同性 は な い .

一 方 , H b J

C a p e t o w n は 酸素親和性 も Hill の n も は ぼ H b

A の そ れ に 近く , 機能異常の 程度 が′トさ い こ と がわ

か る . H b C h e s a p e a k e は H b A と サ ブ
ユ ニ

ッ ト

の 中間的な酸素親和性 を示し , 又 ､
H ill の n も1 .2

と 小 さ い が 有意に 存在す る ･

5 0 0 5 2 0 5 4 0 5 6 0 5 8 0 6 0 0 6 2 0

入 ( n m )

図 2 . d e o x y 型 H b A . H b Y a ki m a , H b K e m p s e y

及 びサ ブ ユ ニ ッ トの 微分ス ペ ク トル

H b 濃度 , 1 0 0 fL M ( h e m e ) で セ ル の 1i g h t p a th

は1 0 m m . 0 .1 M リ ン 酸緩衝液 , P H 7 .0 , 2 5
O

c で 測 定 .

ん"Å2 = 1 n m に と り , 長波長側か ら ス ペ ク ト ル を と っ

た .
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こ れ ら の 異 常 H b に 対し て , I H P は そ の 酸素親和

性を著し く低 下 ( m m H g に して 5
～ 8 倍) さ せ . 同

時 に Hill
の n を 増加さ せ る ･ し か し . 酸 素 親和

性も Hiu の n も H b A の 値迄に 完全に 回復 し て

は い ない . 真 常 H b の 高 い 酸素規相性 と Hill の

n の 低 下は , ア ワ
ス テ リ ッ ク平衡が ア ミ ノ 酸 置換 に

ょ っ て 極端に R s t a t e 側に 移行 し た こ と に よ る と

0

38 3

考え ると , こ れ に 対す る I H P の 効果は , ア ロ ス テ リ

ッ ク 平衡の T s ta t e 側 へ の 平衡 の 移動 に よ る と 考

え られ る ･ そ の R - T の 平衡定数 L を E d el s te i n ら

の 式刑 を 用い ･ K R ( サ ブ ユ ニ ッ トの 酸素親和性) を

0 ･ 4 m m H g と し
g )
･ H b の P 50 ( 5 0 % 酸素 飽和 を示す酸

素分圧) か ら計算す る と , 表 1 に 示した よう に な る .

Ⅲ . I B P に よる異常 ヘ モ グロ ビ ンの 吸収, C D ス ぺ

4 0 0 4 5 0 5 0 0 5 5 0 6 0 0

0

5

巾

b
一

X

[

①
]

入 ( n m )

図 3 ･
d e o x y 型 H b A , E b E e m p s e y , 及 びサ ブ ユ ニ ッ トの C I) ス ペ ク トル の 比較

測定条件は図 1 に 同じ, サ ブ ユ ニ ッ トの α 鎖とβ鎖 は異 な っ た C D ス ペ ク ト ル を与 えるの で 2t
)

こ こ で は各波長に お ける両鎖の 平均値 を示 した .

蓑 1 . ヘ モ グ ロ ビ ン の機能に 及ぼ す I H P の 効 果

H e m o gl o b in

H b A

rI b J C a p e t o w n

H b C h e s a p e a k e

H b Y a k i m a

H b K e m p s e y

≡ α C h aiIl

β Ch a in

A ffi n ity (P 5｡) A 1l o st e ri c C o n st a n t
m m H g L

‡P 2 .7 5 4
3 . 3 × 1 0 4

i P 2 .6 5 4 . 0
3 . 3 × 1 0

8

i P 2 .2 3 0
4 . 1 X l
.0
8

‡P 2 .4 1 9: 5 5 . 7 ×1 0
6

‡P 1 , 2 0 72
1 0

‡P 1 . 9 5 .6
3 .8 ×1 0 4

壬P 1 . 0 0 3 6
1 .(二)

Ⅰ■P 1 . 8 2 .2 5
1

, 0 × 川
3

I P 1 . 0 (j 2 8
2 , 5 × 10

- 1

‡P 1 . 6 1
.
4 0

1 . こ) × 1 0
2

I P 1 . 0 0 . 4 3
I P
川

1 . 0 0 . 4 3

I P 1 . ∩ (〕. 2 5
I P 1

. 0 () . 2 5

5 0 FL M S t ri p p e d H b ( 0 .
0 5 M b i s-tri s , p H 7 . 0

,
0 . 1 M N a C l) を用 い , 加 えた I H P は終濃度 1 m M

で ある .
A ffi nit y ( P 5 0) は50 % H b O 2 を与 える時の 酸素分圧 ( m m H g) , A ll o s t e ri c C o n s ta n t の L は

E d el s te in ら
15)
の 式に も と づき L = ( H b の P 5 0/ サ ブ ユ ニ ッ トのP 5 O)

ヰ
か ら求 めた .

こ こ で はサ ブ ユ ニ ッ

トのP
5 0 を 0 . 4 m m H g

9 )
と した .
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ク トル の変化

1 . d e o x y H b に お け る吸収 , C D ス ペ ク ト ル の

変 化

可視部 や S o r e t 帯に お い て , も と も と H b A の

ス ペ ク ト ル と あ ま り差の な い H b l C a p e t o w n , H b

C h e s a p e a k e で は . I H P を添加す る こ と に よ っ て の

ス ペ ク ト ル 変化 は殆ん ど見 ら れ なか っ た ･ しか し ･ H b

A の 吸 収 .
C D ス ペ ク トル と 異な っ た ス ペ ク ト ル

を 与え る H b Y a k i m a , H b K e m p s e y で は ,
I H P

の 添加 に よ っ て 大き く変化 し , H b A に 近 い ス ペ ク

ト ル を与 え る よう に な っ た ( 図 4 ) ･ I H P 添加 に よ る

部

H b Y a k i m a , H b K e m p s e y の ス ペ ク ト ル 変化 を 要

約す る と , 次の よ う に な る .

1 ) S o r e t 幕 で の 吸収 強度 の 増加 , C D の 正 の 極大

の 楕円率の 増加 , 及び 極大値の bl u e s h if t (435 n m

か ら43 3 n m へ )

2 ) 可視部に お け る吸収極大 の 位置 の bl u e s hif t

な ら び に 吸収強度の 増加, 585 n m 付近 に 肩の 出現 .

3 ) 可視部 C D の 正の 極大の 楕円率 の 増プ肌 5 85

D m 付近 に 明瞭な肩 の 出現 .

以 上述 べ た よう に , S o r e t 罵及 び 可 視部 に お ける

異常 H b と H b A の 相違 , 又 , I H P を加 え た こ と
_ に

( A 嗅
′
′

l

●

l

′

l I

- -

1 日P

･ ･ ･ … ･ ･ ■ + 1 日P

■

ヽ
ヽ

-
l

4 0 0 4 5 0 5 0 0 5 5 0 6 0 0

入 ( n m )

】 1
- I H P

+ 一日 P
l

q
円

uu
H月
H円

■ _ .. . .. .....
●

■

■
●
■

′
●

l
t

l■

1

- -
■ - ■ 一

一 一 ■
′

l 【
-
■ ●

4 0 0 4 5 0 5 0 0 5 5 0 6 0 0

入 ( n m )

図 4 . d e o x y H b Y a k i m a の I H P に よ る 吸収

( A ) , C D ス ペ ク トル ( B) の 変化

緩衝液 は0 .1 M N a C l 含有 の0 .0 5 M b i s ･ t ri s , P H 7 . 0 を

用 い , 他の 条件 は図1 に 同じ . 加え た I H P は終 濃度

1 m M .
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よ る ス
ペ ク ト ル 変化 は ･ 主 に d e o x y 型で 顕 著 で あ

っ た . 表2 に I H P が 存在す る場合と し な い 場合 の 吸

収極大の 位置 ･ 分子吸 光係 数 C D の 極大 の 位 置 , モ

ル 楕円率 を示 した .

2 . 可 視部 に お け る IH P 差 ス ペ ク ト ル

Ili P に よる 吸 収 ス ペ ク ト ル の 変化 は o x y 型 H b

で も見 られ る ･ 図5 に 可視部に お け る o x y 型 . d e _

0 Ⅹy 型 の 各 H b の I H P 差 ス ペ ク トル を 示 し た . o x y

型 で はそ の 変化 は トIb A で 最 も 顕著 で , 次 に

H b J C a p e t o w n で , 酸素親和性の 高い H b C h e _

S a p e a k e ･ H b Y a k i m a , H b K e m p s e y で は そ の 変

化は小さか っ た ･ H b A に ‡H P を 加え る と , 1 気 圧

空気 ( 20 % 酸素) の 条件で は , 部分的酸素離脱が起 こ

る こ とが 報告 さ れ て い る の で 柑) . こ こ で は10 0 % 酸 素

の 条件 で 測定し た ･ 1 0 0 % 酸素下で は , 低温 ス ペ ク ト

ル
ロ)
と

一 致す る の で , 酸素の 離脱 は な い と 考 え て よ

い
･ 従 っ て . 図 5 に 示さ れ た 差ス ペ ク ト ル は , I H P

に より ヘ ム の 電子 状態が変 っ た こ と に よ る ス ペ ク ト ル

変化と 見 る こ と が で き る .

一 方 , d e o x y 型 で は o x y 撃と は 逆に H b Y a k i _

m a
.
H b K e m p s e Y で I H P を 加 え た こ と に よ り ,

著しい ス ペ ク ト ル 変化が み られ た . しか し , H b A , 及

3 8 5

び 機能変化 の 小 さ い 異常 =b で ほ
, f H P に よ る ス ペ

ク ト ル 変化 は殆ん ど なか っ た
.

考 察

S o r e t 乳 可 視領域 の 吸収 ,
C D ス ペ ク ト ル は ,

ヘ

ム の 電子状帯 与知る有力 な手段で あ る が , 特ド後者で
は ･ さ らに ヘ ム の 立体化学的情報が反映さ れ る こ と が

知 ら れ て い る ･ 単組 した サ ブ ユ ニ ッ ト の 0 Ⅹy . d e o x y

型 ス ペ ク ト ル は
･ 拘束の な い 場合の ヘ ム の 電子状態 を

表 わ し て い る と思 わ れ る ･ サ ブ ユ ニ ッ トを再結合 させ

た 場合の 大 き な ス ペ ク ト ル 変化は , α . β鎖 問 に 相 互

作用が働き ･ そ の 蛋白横道が変化 して ヘ ム の 電子状態
に 影響 を与え た結果と考え ら れ る

･ サ ブ ユ ニ ッ ト とα 2

β必 量体 と し て の H b A の 間 に み ら れる ス ペ ク ト ル

の 相違 は , 特 にC D で 著し い ･ 又 , 異常 R b に み ら れ

るC D ス ペ ク ト ル の 変化も特 に d e o x y 型 の S ｡ r e t

帯で 大 き い こ と か らt その 正の 極大 の モ ル 楕円率と機

能と の 間 に 相関関係が み ら れ る か ど う か . M o n o d

らの T w oN S ta t e -

M o d el
7 ‖
に も とづ い て 検討 した .

今 t d e o x y 型で R s ta te の モ ル楕 円率を 〔O R〕 ,

T s t a t e の モ ル 楕 円率を 〔O T〕 と し , あ る d e o x y

型 の H b の ス ペ ク トル 〔β〕 は , 〔鮎〕 と 〔飢〕 の 平

蓑 2 ･ d e o x y 型 円b の 副 文 ( 極大の位置と分子吸光係数) とC D ( 極大の位置と モル楕円率)
の玉田P に よ る変化 .

l

A b s o r p ti o h B a n d C D B a n d

e m O g O l n

【
M a x ( n m )

円

∈ × 10 づ M a x ( n m ) β ×1 0【3

‖
-I H P 43 0

‖
14 1 r 亜3 17 3

偏
十Ⅰ 肝書芸昌
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.
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L
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】
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衡 に あ る とす る ･ 又 ･
d e o x y H b で R s ta te と

T

s t a te の 割合を そ れぞ れ 〔R 〕･ 〔T 〕 と す る と ･ 〔0 〕

は その 〔R 〕, 〔T〕 の 寄与 に より 次の 式で あ
ら わ さ れ

る .

〔β〕=
頂 鮎 〔β い 淋 〔βT 〕

‥ ‥ ‥ ①

こ こ で ･ 齢 = L ( all o s t e ri c c o n s t a n t)

〔郎 = T k 〔摘 十 T k 〔針づ
… … … … … …

･ ‥

②

と な る . 図 6 に 各= b の 〔別 の 実測値 を縦軸 に , 酸 素

平衡か ら求め た 1 十L の 値を 横軸 に プ
ロ
ッ ト した ･ 次

に コ ン ピ ュ
ー タ

ー で こ の 各点の 誤差が最小 と な る〔βRl

と 〔飢〕 を 求め る と ･ 〔鋸〕 は 11 ･0 × 10 ヰ
,
〔βT〕 は

16 .9 × 1 0
`
と な る .

こ の 〔飢〕 の 値 は ▼ α ･ β両 サ ブ
ユ ニ

ッ トの 算術平均か ら の8 ･ 0 × 10 切 値 より は か な り 高 く

な っ た .
こ の こ と は ,

d e o x y 型 で の R 状態 はa 鋭 とβ

鎖 の 単な る 混 合体 と は異な る
こ と を意味す る ･ 又 t 求

め られ た 〔8 T〕 の 値はH b A の d e o x y 型
の モ ル 楕

0 ) O xy H b

部

円率 と ほ ぼ
一 致 す る .

以 上述 べ た よ う に , 異常H b の 〔∂〕 とL と の 間に よ

い 相関関係が あ る こ と が わ か っ た ･ 従 っ て t I H P を加

え た時 の 〔∂〕 の 変化 はR - T 間の 平衡▼ 即 ち , L が 大

き く 変化 し た こ と に よ る と 考え られ る ･ 既 に 報告さ れ

て い る異 常H b の H b R ai n i e r
18 )
,
H b U b e I

19)
l H b

H i r o s h i m a
t9)
や H b A の C 末端 を カ ル ポ キ シペ プチ

ダ
ー ゼ A で 処理 し たH b

20)21)
, の S o r e t 帯 の 〔0 ｣ の

値 と . 各H b の 酸 素平 衡か ら求 め た1
+ L の 値を図の 上

に プ ロ ッ ト す ると , ほ ぼ こ の 曲線上 に の る ･ 従 っ て ,

こ の 〔β〕 と L の 相関関係 は ,
こ こ で 用 い たαlβ2 接触

面変異 H b の み な らず 他の 異常 H b
一 般 に もあ て は

ま る こ と が わ か っ た . こ の S o r e t 帯 の C D は ,

H s u
22 )
ら に よれ ば ポ ル フ ィ リ ン の 汀が 遷 移 と 周囲 の 蛋

白部分 の 芳香族 ア ミ ノ 酸 との 相互作用 に よ ると い われ

て い る の で , 蛋白の 高次構造の 変化が よ り敏感 に 反映

さ れ る の で あ ろ う . こ こ で は , S o r e t 寄 C D の 正の

極 大値 〔β〕 の 変化の み で 機能 と の 関 係 を 議論 し た

が , 更 に S o r e t 帯の 吸 収 ス ペ ク ト ル や . 可 視 軌 こ

み ら れ る異常H b の 吸収 ,
C D ス ペ ク ト ル の 変化も同 じ

b ) D e o x y H b

5 2 0 5 4 0 5 6 0 5 8 0 6 0 0

入 くn m )

5 2 0 5 4 0 5 6 0 5 8 0 6 0 0

図 5 . 可視 に お ける ⅠⅢP 差 ス ペ ク トル

H b 濃 度50 〟M t 他 の 条件 は図 4 に 同 じ .

( a ) H b A , ( b ) H b l C a p e t o w n ,( C)Ii b C h e s a p e a k e t

(d ) H b Y a k i m a , ( e)[Ib K e m p s e y ･
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よ う に 説明さ れ る ･ す な わ ち ･ あ るR 型 の ス ペ ク ト ル

と . H b A に 近似 さ れ るT 型の ス
ペ ク ト ル が あ り , 毘

常 H b はそ の 機能異常の 程 度に よ っ て R 型 ( 極 端 に

は サ ブ
ユ ニ ッ ト の ス ペ ク ト ル) に 近ずい た り ･ T 型 と

ぁま り変 ら なか っ た り , 又 は その 中問的な ス ペ ク ト ル

を示す も の と考え られ る ･

次に . 可視部 に み られ た 0 Ⅹ y 型及 びd e o x y 型で のI H

P 差 ス ペ ク ト ル に つ い て 議論 す る . M o Tl O d ら の

T w o ･ S ta t e - M o d el に よれ ば . 0 Ⅹ y 型 ( リ ガ ン ド タ

イプ) H b に お い て もR
-

T 平衡は 存在す る ▲ 従 7 て 図

5 に み られ た 0 Ⅹy 型 で はH b A , 及 び正常 に 近い 機

能を示す 異 常 H b ( H b J C a p et o w n ) で の I H P に

ょる ス ペ ク ト ル 変化 は , 平衡がI H P に より幾 分丁側 に

sh if t す る こ と に 起因す る と考え られ る . 酸素親和性

の 著し く 高い 異 常 H b ( H b Y a k i m a ､ H b K e m p s e y)

で は , そ の 平 衡 は R 側 に 極端 に片寄 っ て い る と 考

え ると ,
I H P を加え て も T c o n f o r m a ti o n を と る

迄 に 至 ら な い の で 差 ス ペ ク ト ル は 小 さ い .

一 方 .

d e o x y 型で は H b A 及 び酸素親和性 の そ れ 程高 く

ない 異 常 H b に お い て は , R
ノ
r 平衡 は 殆 ん ど T 側 に

片寄り , H b の 殆ん ど は T c o n f o r m ati o n をと る .

従 っ て ,
そ れ に 更 に I H P を 加 え て も そ れ 以 上 の

c o n f o r m a ti o n 変化 は起 こ ら な い の で あ ろ う . し か

し , 機能変化の 著 し い Hb Y a k i m a , H b K e m p s e y

で は .

.
d e o x y 塑 に な っ て R

ノ
r 平衡が や や T 側 に 移

行して も依然と し て T c o n f o r m a ti o n が と れ な い

と 考え られ る . そ こ に I H P を 加え る と大幅 に T 側 に

平衡が 移動 し . R か ら T c o n f o r m a ti o n に 変化し ,

3 8 7

そ の 変化が 差 ス ペ ク ト ル に あ ら わ れた と 考え る とよ く

説明が つ く .

R e r u t z ら
t )

, や P u l si n elli
2 3 )
は X 繰 回折 に よ り .

H b Y a k i m a , H b K e m p s e y は H b A で d e o x y

型 を 安定化す る と 考え られ る 水素結合 が . そ の 部位

( β99) の ア ミ ノ 酸置換 に より で き に く い こ と を 示唆

し て い る ■ 従 っ て . d e o x y 型に お ける H b Y a k i m a ,

H b K e m p s e y の H b A と の ス ペ ク ト ル の 相 違 は

そ れ を 反 映し て い る の で あ ろう . 又 , ‡H P を 加 え た

こ と に よ り . H b Y a k i m a と H b K e m p s e y の 酸

素親和性 は著し く減少 し , H ill の n が 増大 し , 協 同 性

を 回 復し て い る こ と を考え る と , I H P に よ る ス ペ ク

ト ル 変 化 は , d e o x y H b Y a k i m a , H b K e m p s e y

が I H P と結 合し た こ と に よ り ,
その 高次構造が よ り

正 常の H b に 近ず い た為と考 え られ る .

一 方 , H b C h e s a p e a k e や H b J C a p e t o w n の I H P

を 加え な い 時の 吸収 . C D ス ペ ク ト ル は , 共に H b

A と く ら べ て 大き な相違 はな い . し か し , I H P を 加

え た こ と に よ る0 Ⅹ y 型の 差 ス ペ ク ト ル はH b A と 異 な

り ･ こ の こ と は H b C h e s a p e a k e ,
H b J C a p e t o w n

の H b A に く ら べ 酸素親和性が高く . H iu の n が や

や 低 下 し て い ると い う 機能異常を反映して い る と 思わ

れ る .

結 論

αlβ2接触面 に ア ミ ノ 酸変異 を有し , 機能異常 を伴 う

異 常 ヘ モ グ ロ ビ ン ( H b ) , H b J C a p e t o w n ( a 2
g2 ^ r B

→ G ( u

β2) . H b C h e s a p e ak e ( α2
92 ^ r B

→ L e u

β2) , H b Y a k i m a

t 2 3 4 5 6 7 8

L o g ( 曇+ L )

図 6 ･ d e o x y 型 E b の S o r e t 帯に お ける モ ル 楕 円
率と ア ロ ス テ リ ッ ク定数 L と の関係
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( a 2β2
99 ^ 4 P

一 肌
) , H b K e m p s e y ( α2β2

99 ^ I p
~ A l n
) に つ い

こ , 3 50 n m か ら65 0 n m の 波長域の 吸収 , 円偏光二 色性

( C D) ス ペ ク ト ル を測定 し次の 結果を得た ･

1 . o x y 型 H b で は , い ず れ の 異常 Hb も H b A

と比 べ て 吸収 ,
C D 共に 大 き な ス ペ ク ト ル の 差は な か

っ た .

2 , d e o x y 型 H b で は , H b J C a p e t o w n , H b

C h e s a p e a k e で H b A と比 べ て ス ペ ク ト ル の 差 は な

い が , H b Y a k i m a , H b K e m p s e y で 次 の 点 に 大

き な ス ペ ク ト ル の .変化が み ら れ た .

1) .
S o r e t 帯に お ける吸 収強度の 低下 (10 % 減少) ,

C D の 正 の 極大の r e d sh if t (2 n m ) . 楕円率の低下

(25 % 減少)

2) . 可視部 の 55 5 n m の 吸収極大の r e d s hif t (1-

2 n m ) , 吸収 強度及び楕円率の 低下, 5 8 5 n m に み ら

れ る肩の 消失 .

3 . 強力な ア ロ ス テ リ ッ ク エ フ ェ ク タ ー で あ る イノ

シ ト ー ル ヘ キ サ リ ン 酸 (I H P) が 吸収 , C D ス ペ ク ト

ル に 与え る効果 に つ い て 調 べ た . そ の 結果 ･

1) .
0 Ⅹy 型 H b の I H P 差 ス ペ ク トル で は .

fI b A

と11 b J C a p e t o w n に I H P に よ る大き な変化が み

ら れ たが
,
他の 異常 H b で は変化が小さ か っ た .

2) .
d e o x y 塑 H b で は , O X y 塾の 時と 逆に H b

Y a k i m a
,
H b K e r n p s e y に I n P に よ る大 き な ス ペ

ク トル 変化が み られ た が, H b A で は変化が なか っ

た t
I H P に よる ス ペ ク トル 変化 に よ っ て ,

H b Y a-

ki m a
,
H b K e m p s e y の ス ペ ク トル 異常 は解消 し 一

日b A の ス ペ ク トル に 近く な っ た .

4 . 同 一 条件で 上記 の 異常H b の 機能を 測 定 し ,
そ

の 機能 に 及 ぼす I H P の 影響 に つ い て 調 べ , 異常 l-I b

の 吸 収 . C D ス ペ ク ト ル . 及 び そ れ ら に 対す る ‖1P

の 効果と 機能 と の 関連性 に つ い て ,
M o n o d ら の

T w o ･ S ta t e ･ M o d el に もと づ い て 議論し た .
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