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1. はじめに

動物細胞はエネルギー源として酸素を必要とする
が，外界から取り入れた酸素を全身の細胞までくまな
く運搬するタンパク質がヘモグロビン（Hb）である．
すべての Hbは，150残基前後のサブユニット（グロ
ビン鎖）の会合体で，そのサブユニットの構造は，N
末端から順に Aから Hまでのへリックスから構成さ
れるグロビンフォールドである．それぞれのグロビン
鎖中にはヘムが 1分子存在しており，酸素はこのヘム
の鉄原子に結合（配位）して運搬される．
ヒトを含めた脊椎動物の Hbは α鎖と β鎖からなる

α2β2のホモ四量体である．その研究の歴史は長く，
特に四つある酸素結合部位が互いに影響を及ぼしあ
う，いわゆるアロステリック効果の分子機構について
議論がなされてきた．現在のところ，酸素結合型
（oxy型）と酸素非結合型（deoxy型）の結晶構造（図 1）
から明らかになった四次構造変化による説明 1)が，一
般に広く受け入れられている．
一方で動物のなかでも多数を占める無脊椎動物の

Hbは，ホモ二量体から，場合によっては百量体をは
るかに超える会合体を形成するものまで，非常に多種
多様である．図 1に，これまで構造決定がなされた
主な Hbを示す．いずれも，脊椎動物 Hbのものとは
まったく異なった会合様式を示し，どのような機構で
アロステリック効果を実現しているのかに興味がもた
れる．しかしながら，oxy型と deoxy型の双方の結晶
構造を決定したうえで詳細な議論がなされている例
は，アカガイ由来のホモ二量体 Hb 2)の他はほとんど
見あたらない．
筆者らは，無脊椎動物（海産環形動物）のもつ分子

量約 40万（24グロビン鎖）の巨大ヘモグロビンの構
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造解析に取り組んできた．この過程で，まず oxy型の
構造を決定 3), 4)していたが，最近 deoxy型の構造決定
を行うことができた 5)．このような多数のグロビン鎖
からなる Hbについて，oxy型と deoxy型の結晶構造
が決定されたのは初めてであり，脊椎動物とは異なっ
たアロステリック機構の議論ができるようになった．

2. 巨大ヘモグロビンの deoxy型構造解析の試み

我々が研究対象としている巨大 Hbのほかにも，ミ
ミズやゴカイなども類似の巨大 Hbをもつことが以前

図 1  
結晶構造が報告されている脊椎動物および無脊椎動物の Hb．アミ
ノ酸配列の異なるグロビン鎖については色を変えて示している．
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Hbを構成する 4種類のグロビン鎖すべてで共通して
みられた．
さらにグロビン鎖間の構造変化（四次構造変化）に
着目すると，ヘムを向い合わせるように会合している
二つのグロビン鎖間で構造変化の連鎖がみられた
（図 2c）．巨大 Hbは 4種のグロビン鎖から構成され
るが，それぞれ 2種が良く似た二量体を形成してい
る．これらはヘムを挟み込むように位置する Eと F
へリックスを，互いに向き合うように会合しているた
め，EFダイマーと呼ばれている．この EFダイマーの
接触領域において，一方のグロビン鎖でヘムに酸素が
結合（または解離）すると，そのヘム周辺にコンフォ
メーション変化が生じる．すると，これと直接接触し
ている，隣のグロビン鎖の Fへリックスのコンフォ
メーションの変化を促していることがわかった．Fへ
リックスはヘムを配位しているため，Fへリックスの
コンフォメーション変化は当然ヘム周辺のコンフォ
メーション変化につながる．このようにして，隣のグ
ロビン鎖においても図 2aと同様なヘム周辺のコン
フォメーション変化が促されるものと考えられた．ヘ
ム周辺でグロビン鎖界面の接触に関与しているアミノ
酸残基は，他の種由来の巨大 Hbの間でも大部分がよ
く保存されている．すなわち，このような構造変化の
伝達機構は巨大 Hbに共通していることを強く示唆し

より知られていた．それらの結晶構造解析の取り組み
も 1980年代ごろより行われていたが，その巨大な分
子量ゆえに難航していた．2000年代なかばになりに
わかに状況が変わり，これら巨大 Hbの結晶構造が相
次いで報告 6)-8)されるようになった．筆者らも，まず
2005年にマシコヒゲムシ由来巨大 Hbの oxy型の結晶
構造を報告した．この巨大 Hbは，4種類のグロビン
鎖から構成され，これらが 6個ずつ会合した 24量体
の球状構造（図 1）であった 3)．ほぼ同時期に他のグ
ループにより類似の巨大 Hbの結晶構造も報告 6), 7)さ
れたが，いずれも oxy型と同一の構造であった．その
後筆者らも oxy型や酸素が一部解離した状態での構造
をより高分解能で報告 4), 9)したが，完全な deoxy型で
の構造は決定されないままであった．これは巨大 Hb
の酸素親和性が非常に高く，通常の環境下で試料調製
と結晶化を行った場合 oxy型が非常に安定であり，酸
素を解離させて deoxy型を安定的に調製することが難
しかったことが主な原因である．
筆者らは巨大 Hbの deoxy型結晶を得るべく様々な
手法を試す中で，サツマハオリムシ由来巨大 Hb
（V2Hb）を用いて，soaking法により deoxy型結晶を作
製する方法を確立した．V2Hbの oxy型結晶をまず調
製し，これを PEGと dithionite濃度を漸進的に高くし
た溶液に順次 soakingすることで，結晶状態を保った
まま deoxy型へ移行させることが可能であった．ここ
で PEGは結晶化の沈殿剤と抗凍結剤を兼ねたもので
あり，dithioniteは様々な Hbで一般的に用いられてい
る還元剤である（酸素を解離させる効果がある）．こ
の方法により，V2Hbの oxy型，deoxy型双方の結晶
構造を，それぞれ 2.4，2.9 Å分解能で決定することに
成功した 5)．これにより，巨大 Hbのアロステリック
機構を議論する構造基盤が初めて得られた．

3. 巨大ヘモグロビンの oxy-deoxy間構造変化

サツマハオリムシ V2Hbの oxy型と deoxy型の構造
を比較したところ，まず各々のグロビン鎖で共通の特
徴がみられた．すなわち，ヘムに結合した酸素のすぐ
真上に位置している Val残基が，deoxy型構造では酸
素に向かって大きくせり出しており，立体障害により
酸素結合を妨げていることが明らかになった
（図 2a）．この Val残基は Eへリックスの中ほどに位
置し，Aへリックスの下流に位置するループ領域が隣
接している．このループ領域の Tyr（一部のグロビン
鎖では Trp）のコンフォメーション変化と，Valのせ
り出しが強く連動していることがわかった（図 2b）．
ほぼ同様のコンフォメーション変化の連動が，巨大

図 2  
V2Hbの oxy-deoxy間構造変化．Oxy型をマゼンタ，deoxy型をシ
アンで示す．（a）酸素結合部位周辺の重ね合わせ．（b）ABループ
領域と Valの構造変化の連動．（c）隣り合うグロビン鎖境界面で
の構造変化．
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ている．したがって，この領域が巨大 Hbにおけるア
ロステリック機構の最も重要な部分を担っているもの
と考えている．
最後に，24量体全体での四次構造変化をみてみる

と，分子全体の対称構造を崩すことなく互いのグロビ
ン鎖の配向を変化させていた（文献 5の Supplementary 
Movieを参照）．巨大 Hbは分子内に 3回対称と 2回対
称をもつ球状の分子構造をしている．構造の変化はこ
れら対称軸付近では小さく，対称軸から離れるにつれ
構造変化の度合いが大きくなっていた．このように分
子内の対称軸を損なうことなく構造を変化させるた
め，V2Hbは結晶状態を保ったまま oxy型から deoxy
型へ移行することができたと考えられる．

4. おわりに

無脊椎動物の巨大 Hbについて，初めて deoxy型構
造を決定することができ，oxy型との比較が議論でき
るようになった．さらに筆者らの deoxy型結晶の作成
方法を応用すれば，oxy型と deoxy型の中間状態の結
晶も作成できるものと考えられる．長い Hbの研究の
中でも，oxy型と deoxy型の双方の結晶構造が決定さ
れている例は数種ほどに過ぎない．さらにその中間状
態での構造解析となると，ヒト Hbでようやく昨年報
告 10)されたほかにほとんど報告例がない．巨大Hbの
ように，多数のグロビン鎖からなる Hbで oxy型と
deoxy型の間の種々の中間構造を明らかにできれば，
Hbのアロステリック機構の理解が一段と進むものと
期待される．
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