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AbStmct

HemoglobmM(HbM)isnaturalmutantswitllanaminoacidsubstitutionintlleheme

pocketｏｆｔｈｅｑｏｒ６ｓｕｂｕｎｉｔ、Ｔｈｅｑ－ａｂｎｏｍａｌＨｂＭｓ（IwateandBoston）show

physiologicalprOpertiesdifferent伽mtlle6-abnomalHbM，s(IMePark,Saskatoon,anCl
Milwaukee),thatis,extrelnelylowoxygenaffinityofthenOITnalsubunitandextraordinary
resistanceto１℃ductionoftheabnormalmet-subunit・IntheplcsentstUdy§itwasclarified

thattheseareduetotllegreatdistortionofthehemestructureintlleoc-abnomalHbM，sby
tlle406､7-nmexcitedresonanceRaman(RR)spectroscopy・The244.0-nmexcitedUVRR
spectraofHbM，sindicatedthatthedepmtonatedF8-orE7-TyrisboundtotheferricheIne
ironintheabnomalsubunits，

DeoxyHbAexhibitsaprolninentnegａｔｉｖｅＣＤｂａｎｄａｔ２８７ｎｍ,whichissolnetilnes

usedasaT-statemarkerandsuggestsdtoalisefromthehydrogenbondfbrmationofIyr-a42or

rrp-637attheqI62subunitinterface、Butthereisnoexperimentalevidenceaboutthe
suggestions・Near-UVCDspectraofHbRouen(T)/Iとql40->His)andtllreerecombinant
(r）Ｈｂｓ（IHbSer-q42,rHbHis-637,ａｎｄｒＨｂｌＴｒ６１４５）revealedtllatenvironmental
alterationsofTyrnl40and6145areprimarilyresponsiblefbrtllenegativeCDbandralller

thantllefbmlationoflheintersubunithydrogenbondsbyTyNc42andTTp-637、Apartof
tllenegativeCDbandwasalsocomefiD1ntlletertiarystructurechange．
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に変異を有する天然変異体、Hemoglobin

M（HbM）ではヘム鉄が酸化（Fc3+,ｍｅｔ）

型で安定化しているため、異常鎖に酸素

は結合できない。現在、５種類のＨｂＭが

知られているが､そのうち４種類のＨｂＭ、

Iwate[q87T8)His→Tyr]、Boston[oc58に7）

His→Tyr]、HydePalk[692(F8)His→Tyr]、

およびSaskatoon［663巴7)His→Tyr]では、

αまたはβ鎖のF8-あるいはE7-Hisが町ｒ

に置換している。もう１種類はE11-Val

のＧ１ｕ置換によるHbMMilwaukee

[667(E11)Val→G1u]である。６鎖異常ＨｂＭ

（HydePark､SaskatoonおよびMilwaukce）

では異常β鎖の還元性や正常α鎖の酸素親

和性はＨｂＡとほぼ同様であるが、α鎖異

常ＨｂＭ(IwateとBoston）では異常ｃｃ鎖は

極めて還元されにくく、正常β鎖の酸素親

和性は非常に低いｂＨｂＭのこのような生

理学的特徴の違いの原因を追究するため、

５種類のＨｂＭのヘムの構造を406.7-ｍ

励起ＲＲスペクトルで調べた。406.7-,ｍ

励起ではmet型ヘム由来のラマンバンド

が強く現れるので、halfLmet型ＨｂＭ（異

常鎖はmet型、正常鎖はdeoxy型）のラ

マンスペクトルにより選択的に異常鎖ヘ

ムの状態を調べることができる。図ｌに

高波数領域（1680~1280cmF1）における５

種類のＩＩｂＭの異常鎖ヘム由来ラマンス

ペクトル（A-E）とｍｅｔＨｂＡのスペクト

ル（F）を比較した。ｑ鎖異常ＨｂＭ(Iwate

とBoston)の異常鎖ヘムの面内骨格振動モ

ーＦ、ＶＣ=C、Ｖ２およびV37バンドはそれぞ

れ1625,1570,1589ｃｍ'にみられ､ｍｅｔＨｂ

Ａに比べ4~9cm~'高波数シフトしていた。

一方､β鎖異常ＨｂＭ(HydeParlK､Saskatoon、

およびMilwaukce)の異常鎖ヘムではこれ

成人ヒトヘモグロビン（Hcmoglobin

A,ＨｂＡ)は２種類のサブユニット（oc､β）

から成る四量体（α262）で、酸素を結合し
た（oxy)酸素親和性の高いrelaxed(R）型

と、酸素を解離した（deoxy）酸素親和性

の低いtense(Ｄ型の２つの異なった四次

構造をとることがＸ線結晶解析から示唆

されている。Ｈｂの各サブユニットにはヘ

ムが１つずつ含まれていて、同一分子内

の４つのヘムは協同的に酸素の結合・解

離を行っている。このＨｂの協同性は、酸

素脱着に伴ってＨｂが２つの四次構造、Ｒ

型とＴ型との間を転移することで説明さ

れているが、ヘムに酸素が結合した情報

がどのように他のサブユニットに伝達さ

れて四次構造転移が起こるのかについて

は未だ不明な点が多い。そこでＸ線結晶

解析やIHNIIm等の研究からこの構造変

化に関与すると考えられているヘム周辺、

qβサブユニット接触面、またはｃ末端付

近に位置するアミノ酸に変異を有する天

然変異Ｈｂや遺伝子組み換えによって合

成した人工変異Ｈｂを用いて､それらの酸

素結合機能と四次構造変化との相関を共

鳴ラマン散乱と紫外域円二色性の分子分

光学的手法により調べた。

Hcmog1obinnMの異常鎖ヘムの構造：共

鳴ラマン（RR）分光法による研究

ヘム周辺に位置するアミノ酸、すな

わちヘム鉄と唯一共有結合している近位

（F8）His、酸素結合部位付近にあり、ヘ

ムと酸素の結合を安定化しているとされ

る遠位（E7）HisやE11-ValはＨｂの機能

や四次構造転移に重要であることが示唆

されている。これらのヘム周辺アミノ酸
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RamanShifl/ｃｍ１

図LHbMIwate(A)、Boston(B)、HydePaIk(C)、
Saskatoon(D)、Milwaukee(E)の異常鎖（met型）
およびmetHbA(F)の高波数領域406.7-,ｍ励起共
鳴ラマンスペクトルＨｂ、５０１Ｍ（ヘム濃度)、
0.1Ｍリン酸緩衝液ｐＨ7.0の条件で測定した。

らのラマンバンドの波数はｍｃｔＨｂＡとよ

く似ていた。また、ヘムの配位状態を反

映するv3バンドは、HbMIwate、Boston、

およびHydeParlKの異常鎖ヘムでは

1486~l487cllr1に、HbMSaskatoonと

MilwaulKeeでは1476~1479ｃｍ~'にみられ、

前者３種類のＨｂＭの異常鎖ヘムはm-ま

たはE7-Iyrとのみ結合した５酉己位高スピ

ン構造を、後者２種類のＨｂＭの異常鎖

ヘムはF8-Hisおよび、E7-Tyrまたは

E11-Gluと結合した６配位高スピン構造を

とっていることが示された。図２に

halfmct型ＨｂＭ（A-E）とmetHbA（F）

の850~600ｃｍ~'領域ラマンスペクトルを

示した｡α鎖異常HbMBostoI1では面外骨

格振動モード、ｖ１５バンドの強度が著しく

－４３－
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図３.HbMIwate(A)、Boston(B)、HydePark(C)、
Saskatoonの)、Milwaukee(E)およびmelHbA(F）
の480EOOcmF1領域406.7-,ｍ励起共鳴ラマンス
ペクトル図１と同じ条件で測定した。

８５０８００７５０７００６５０６００、

ＲａｍａｎＳｈｉｆＷｃｍ~’

図２.HbMIwate(A)、Boston(B)、HydePalk(C)、
Saskatoon(D)、Mlwaukee(E)およびmetHbA(F）
の850~600ｃｍ~'領域406.7-,ｍ励起共鳴ラマンス
ペクトノレ図１と同じ条件で測定した。

増加していた。さらにＯＬ鎖異常ＨｂＭ間で

もＦ8置換とＥ７置換とで大きく異なって

いた。図３にhalfLmct型ＨｂＭ（ＡＥ）と

metHbA（F）の低波数領域ラマンスペク

トルを示した。HbMIwateではビニル基

由来の6(C6CaCb)2,4バンドは425と403cmF1
にみられ、高波数側のラマンバンドの方

が低波数側のバンドよりも大きかったが、

HbMBostonでは435と４１０cm~'に高波数

シフトし、低波数側のバンドの方が大き

く、２つの山の比が逆転していた｡そして、

プロピオン酸由来の6(C6CcCd)6,7バンドは

HbMIwatcでは367cm~'に１本の顕著な

バンドを示したのに対し､HbMBostonで

は384と367cm~'の２本のバンドに分裂し

た。一方、β鎖異常ＨｂＭでは若干の差は

認められるが､これらのバンドはmetHbA

と似ていた。これらの結果は、ＯＬ鎖異常

HbMではヘムの変化が著しく、それはヘ

ムのゆがみや側鎖の状態の変化として現

れていることを示している。また、興味

深いことに同じα鎖異常ＨｂＭでもF8-His

置換とE7-His置換とでその影響は異なっ

ていた。

ＨｂＭの異常鎖を還元すると（完全還

元型)、いずれもdcoxyHbAとほぼ同様の

スペクトルを示し、１４７０ｃｍ'にv3バンド

を、Z15cnr1にヘム鉄とHisの結合を示す

伸縮振動モード､VFe-IHsを示したことから、

完全還元型ではヘム鉄はE7-Iyrまたは
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F8-Tyrとの結合が切れて、F8-Hisまたは

E7-Hisと結合した５配位高スピン構造を

とることが判明した。したがって、α鎖異

常ＨｂＭでみられたヘムの変化はヘム鉄

と置換Ｔｙｒとの結合に由来し、還元によ

って置換Ｔｉ/ｒとの結合が切れると、ヘム

の構造はＨｂＡと同じになることがわか

った。以上のことから、ＯＬ鎖異常ＨｂＭが

示す生理学的異常はヘムの構造変化が原

因であると考えられる。また、ＨｂＭの

F8-またはE7-Tj/ｒがどういう形でヘム鉄

と結合しているのかを244.0-,ｍ励起

UVRRスペクトルで調べた。その結果、

置換TyrのＯＨ基は脱プロトン化した状態

（tyrosinate）でヘム鉄と結合しているこ

とが判明した。

DeoxyHbAにおいてヘム鉄はヘム面

から0.6Ａ程度、近位側へ飛び出しており、

酸素結合に伴ってヘム面内に移動する。

このヘム鉄の動きがF8-Hisを通ってグロ

ピン蛋白に伝わり、四次構造転移が起こ

ると示唆されている。しかし、今回の結

果から、ヘム鉄とF8-Hisとの結合だけで

なく、F8-Hisとヘム鉄との結合がないα鎖

異常ＨｂＭでもヘムの構造が変化すると

Hbの四次構造転移および機能に影響を与

えることが明らかとなった。

バンド・はヘムの状態を反映しているとさ

れているが280~300,ｍ領域はグロピン蛋

白中の芳香族アミノ酸、つまりＴｙｒまた

はＴｉｐの環境変化を反映すると考えられ

ている。２８７ｎｍの負のＣＤバンドはＴ型

マーカーバン隙といわれ、ＴｙＭ４２と

Tip-637の水素結合に由来することが示

唆されているが、その実態は不明である。

まず、この負のＣＤバンドが本当にＨｂの

四次構造を反映しているのか、大腸菌で

合成したリコンピナント（recombinant,r）

Hb、ＩＨｂＬｅｕ－Ｍ２（T)/Nc42→Leu)とHb

Kansas(Asn-l3102→Tm)を用いて調べた。

IHbLeu-q42の酸素親和性は非常に高く、

協同性がほとんどないことから（P5ｏ＝

0.58mmHg、Hill,Ｍ＝1.2)、rHbLcu-M2

の四次構造はdeoxy型でもＲ型であると

考えられる｡rHbLcu-oc42はｏＷ型でＨｂＡ

と同じＣＤスペクトルを示したが、deoxy

2５

２０

凡

1５

亀，０

５

ヘモグロビンの四次構造転移に伴う円二

色性（CD）スペクトルの変化

ＨｂＡではoxy（R）型で260,ｍに大

きな正のＣＤバンドと285,ｍに非常に小

さな正のＣＤバンドを示すが、deoxy（T）

型になると260,ｍの正のＣＤバンドが約

半分に減少し、新たに287ｍに顕著な負

のＣＤバンドが出現する。２６０ｍｎのＣＤ

0

】Ｐ『

-５

２４０２６０２８０３００３２０

WaveIengthノｎｍ

図４．リコンピナント(r)HbThl上13145（実線）と
HbA(点線)のnea1活ＵＶＣＤスペクトル

Ｈｂ、５０１｣Ⅲ（ヘム濃度)、0.1Ｍリン酸緩衝液
ｐＨ７．０，２５℃で測定し、積算60~８０回分を平均化
した。実線,rHbThr-6145;点線,ＨｂＡ
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(C)HbRouen
（TWDL140→His）
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WaveIengthmm

図5.270~300ｍ､領域における変異Ｈｂ（実線）とＨｂＡ(点線)のＣＤバンド（A),IHbHis-637;(B),IHb
SeFoo42;(C),HbRouen;の),IHbTM3145．

His)、rHbThr苣6145(T)/'七6145→TYlr)と天然

変異体、HbRouen(TyM140→His)を用い

た。これらの変異Ｈｂはいずれも酸素親和

性が高く協同性が低下していたが、条件

を検討し､これらの変異Ｈｂが有意な協同

`性を示す条件(Hill，Ｍ＞20)、すなわち四

次構造変化がおこると考えられる条件で

型では２８７，ｍの負のＣＤバンドはＨｂＡ

の約半分に減少していた。しかし、強力

なアロステリックエフェクターであるイ

ノシトール六リン酸（IHP）を加えると、

協同性に回復がみられると共に（PSC＝

2.85mmHg、Hill，Ｍ＝2.0)、この負のＣＤ

バンＦは大きくなり、ＨｂＡに近い大きさ

になった。一方、酸素親和`性および協同

性が低いことから(P50＝41.0mmHg､Hill，ｓ

"＝1.3)、四次構造がＴ型に偏っていると

考えられるHbKansasではdeoxy型におい

てＨｂＡとほぼ同様の負のＣＤバンドを示

したが､loxy型においても２８５ｍ､付近に

小さな負のＣＤバンドを示し､oxy型でも

Ｔ型よりの構造をとっていることを反映

していると考えられた。

次にＯＬとβサブユニットの接触面に位

置するTyﾙｑ４２とTrp-lWおよびＣ末端か

ら２番目に位置するＴｉ/ｒ（ocl40と6145）

の287,ｍの負のＣＤバンドへの関与を変

異Ｈｂを用いて検討した。変異Ｈｂには大

腸菌により合成した３種類のrHbSer上oc42

(Ｔｍ皀Ｍ２→Ser)、rHbHis-637(Irp-lW→

０

量-２

-４

-６

２７０２８０２９０３００３１０

WaveIengthノ、、

図６.酸素結合・解離に伴うＣＤの変化

実線,４残基の四次構造変化への寄与の合計；
点線,ＨｂＡの変化
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図7.Ｈｂの単離鎖と再構成ＨｂのＣＤの比較

Oxy型（点線）とdeoxy型（実線）における単離α鎖(A)と単離β鎖(B)のＣＤスペ
クトルおよび単離鎖の算術平均によるスペクトル（点線）と再構成ＨｂのＣＤス
ペクトル（実線）の比較に)。

ＣＤスペクトノレを測定しそれらの寄与を

検討した。図４に240~320ｍ領域のrHb

nr6145(実線)のＣＤスペクトルをＨｂＡ

（点線）と比較して示した。rHblYr6145

の２６０ｍのＣＤバンドはｏｘｙ型、deoxy

型ともにＨｂＡと一致し、アミノ酸置換に

よるヘムへの影響はほとんどないと考え

られる。一方、rHbThr岩６１４５の287,ｍの

負のＣＤバンドはＨｂＡに比べて小さく、

TW岩６１４５がこの負のＣＤバンＦの出現に

関与していることが伺われた。図５は

270～300nｍ領域のｒＨｂＨｉｓと1337（Ａ)、

rHbSer-q42（Ｂ）、ＨｂＲｏｕｅｎ（Ｃ）、お

よびrHbThr-p145（Ｄ）のＣＤ（実線）

をＨｂＡ（点線）と比較して示した。rHb

His-l337、HbRouen、およびＩＨｂＴＹｒ６１４５

はいずれもoxy型、deo】Ｗ型ともにＨｂＡ

と比べると差がみられた。とくにＨｂ

RouenとrHbTIrlB145ではＨｂＡよりも負

のＣＤバンドはかなり減少していた。一

方、ＩＨｂＳ腓Ｍ２はoxy型、deoxy型にお

いてＨｂＡとほぼ同じＣＤスペクトルを示

した。ｏｘｙ（R）型からdeoxy（T）型に変

化するとき、ＨｂＡでは２８７ｍの楕円率

（△s）は１．３から-43に変化し、その変化

量（△△8）は５．６である。それぞれの変異

Ｈｂの２８７，，の楕円率の変化量を求め、

HbAの変化量と次式で比べることにより、

4つの芳香族アミノ酸の負のＣＤバンドへ

の寄与を見積もった。

[(HbAの△△s）－（変異ＨｂのＡＡ８）］／ｃＩｂ

ＡのＡＡｓ）×100(%）

その結果、Ｔｉ/Ｍ４２とTrp-637の負のＣＤ

バンドへの寄与は小さく、Ｃ末端近傍に
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よるものかもしれないと考え、単離した

サブユニット（単離ＯＬ鎖と単離β鎖）のＣＤ

スペクトルを調べ三次構造変化の寄与を

見積もった（図7)。α鎖（A）と１３鎖（B）

は異７３§つたＣＤスペクドルを示すがく再Ⅶ

構成するとＨｂＡのＣＤと一致する６単離

鎖においても280~300,ｍ領域で酸素脱着

によるスペクトル変化が認められた。図

7Ｃに単離鎖のＣＤを算術平均したスペク

トル（点線）と再構成したＨｂ（実線）の

ＣＤを比較した。算術平均スペクトルは

２６０，ｍのＣＤは再構成Ｈｂと一致してい

たが、２８７，ｍの負のＣＤバンドは再構成

Ｈｂの約半分と小さかった。図８に酸素結

合に伴う単離鎖のＣＤバンドの変化の差

（実線）を酸素結合に伴うＨｂＡのＣＤバ

ンドの変化（点線）とＴ)'Ｍ42、Trp-637、

TyrM40、およびＴＷ上６１４５の四次構造変

化への寄与を合計したスペクトル(破線）

とを比較して示した。この図で明らかな

ように、サブユニットのＣＤバンドの変

化、つまり三次構造変化に伴うＣＤの変

化は上記の芳香族アミノ酸４残基の寄与

（四次構造変化）とＨｂＡのスペクトルの

差を埋めるものであった。以上の結果を

統合すると、ＨｂＡの酸素脱着によるＣＤ

の変化は四次構造変化と三次構造変化の

両方からなることが本研究により初めて

明らかとなった。

０

言-２

-４

－６

２７０２８０２９０３００３１０

WaveIength/ｎｍ
図８．２８７，ｍの負のＣＤバンドへの三次構造

変化と四次構造変化の寄与

実線,三次構造変化;点線,ＨｂＡの酸素脱着
による変化;破線，四次構造変化（算出方法
は本文を参照)。

位置するＴＷが大きく寄与していた。

TyM42とTrp-lB37は酸素脱着に伴い、水

素結合を形成・解離するが、Ｈｂ分子の内

部に位置しているため疎水`性環境の変化

は小さいと考えられる。それに対し、､塩

橋を形成することによりＴ型構造を安定

化しているＣ末端の近傍にあるTyr残基

（α140と6145）の疎水性環境は塩橋の解

離によって大きく変化することが考えら

れ、その変化が主に負のＣＤバンドに反

映していると考えられる。２８７，ｍのＣＤ

バン膜への四次構造変化に伴うこれらの

4残基の寄与の合計を図６(実線）にＨｂＡ

のdcoxy-mmus-oxy差スペクトルと比較し

て示した。この図から明らかなように４

残基の寄与を合計したスペクトルはＨｂＡ

の負のＣＤバンドの低波数側にはよく一

致するが、高波数側では大きくはずれる。

この差は酸素結合に伴う三次構造変化に
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学位論文審査結果の要旨

ヘモグロビン（Hb）のもつ協同的酸素結合のメカニズムを追求する論文は数多くあるが、その詳細につ

いては未だ不明な点が多い。本論文はＨｂの高次構造変化と機能との相関を明らかにするため、Ｈｂの高次

構造変化を円二色性（CD）と共鳴ラマン分光により解析した論文である。グロピン蛋白のどの部分がその

協同性の鍵を握っているかを調べるため、多くの天然変異Ｈｂ及び遺伝子組換えによる人工変異Ｈｂを用い

ているのも本研究の特徴である。そのため患者溶血液から異常Ｈｂを分離精製する方法、大腸菌によるＨｂ

の発現、変異導入、菌体からのＨｂの精製法等を確立した。まず最初にヘムと周辺アミノ酸との関わりあい

を調べるため、ヘム周辺に変異を有するＨｂＭを用いてそのヘムの構造を共鳴ラマン分光で調べた。その結

果、α鎖異常ＨｂＭとβ鎖異常ＨｂＭの間にみられたへムの還元性や酸素結合機能の相違は、アミノ酸置換

が与えるヘム面の歪みや側鎖への影響の違いが原因であることを明らかにした。次にサブユニット接触面や

Ｃ末端付近アミノ酸の酸素結合による構造変化を近紫外域ＣＤによって追求した。その結果、deoxyHbにの
みみられる顕著な負のＣＤ帯は４次構造マーカーバンドとされているが、従来考えられていたサブユニット

間水素結合によるのではなくＣ末端付近アミノ酸の疎水性環境変化によることを明らかにした。以上、本

研究によりヘモグロビンの構造変化と機能に関して多くのことを明らかにし、それらの知見は当該分野の研

究発展に大いに寄与するものと考えられる。従って、本審査会は本論文が博士論文として妥当であると判断

した。
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