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ヘモグロビンの研究の歴史は長い。あらゆる手段が動員されつく

しているといってよい。それにもかかわらず、今、研究班を組織し、

協力して研究を進めてきたのはなぜか？それは、アロステリック

効果のメカニズムをタンパク質分子の構造のレベルで解明したいか

らであるが、それとともにアロステリック効果のメカニズムの研究

を2状態モデルの上に積み上げてよいのかどうか、全くはっきりし

ていないのが実情だからである。この研究班の活動の主要な目標は

2状態モデルの当否について答えることであった。厳密な意味での

2状態モデルが成立っていないことはもともとわかっているので2

状態モデルの修正でまかなうか、別のモデルが必要かという風に問

題を設定した。そして、現象が2状態モデルとどのようにはずれる

のか、具体的にできたら定量的に表現しようと試みた。

以下にこの約4年間ヘモグロビンのアロステリック効果のメカニ

ズムを明らかにするためにおこなってきた研究を9項目にわたって

報告し、最後に2状態モデルをめぐる私共の認識をまとめておきた

い。
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2コ、3コ結合したヘモグロビン）の濃度は低いため、どのような

変化量も酸素結合量と比例する関係に近いことが期待される。当然

酸素結合の中間段階の分子のみから出るシグナルを検出できればよ

いのであるが、構造上の解釈まで含めて受け入れられているデータ

はない。ここに酸素結合の中間段階をモデルで実現する方法がとら

れる理由がある。これについては、デオキシヘムのモデルの項で述

べる。

酸素飽和度を変化する諸量を比較する軸に使えないので、考えた

のがデオキシヘモグロビンの構造が色々な化学修飾したヘモグロビ

ンや、異常ヘモグロビンでどう変化するかをデオキシヘモグロビン

に1コ目の酸素が結合する親和性（酸素平衡定数）の変化を軸に整

理するという方法である。次のような量について定量的データが得

られた。

（1）ヘムの吸収スペクトルと光学活性

（2）近位ヒスチジンとFeの伸縮振動の共鳴ラマン線

（3）近位ヒスチジンのNH基のプロトンNMR

（4）α1B2界面のデオキシ構造の時に存在する水素結合のプロ

トンNMR

（5）β93システインの反応性

（6）トリチユーム交換速度法
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（7）アロマティックアミノ酸に由来する紫外の差スペクトル、光

学活性。

構造変化を示すパラメータを比較するのだから（イ）同じ条件下

でのデータがほしい。（口）変化の中間段階のデータがほしい。

（ハ）測定されたパラメータと構造との関係がほしい。という要求

がある。しらべる前から予期していたことではあるがこの条件をす

べてみたすデータの組み合せはほとんどないので、にかよった条件

下でデータを比較し、変化の中間段階を推定したりする。（ハ）に

ついてのある程度のあいまいさは許す（たとえば（6）トリチュー

ム交換反応のように反応速度があまりに大きく変化しているもので

は、解釈の仕方で、どのようなデータにもなってしまう。〉ことま

でして、次のような一応の結論を得た。(A)ヘム近傍の変化を表

すもの（前記（1）、（2）、（3））はおおむね同期して変化す

る。(B)ヘム近傍以外のタンパク部分の構造変化を示すパラメー

タにはへム近傍の変化と同期しないものがある。

以上のような状況の中で、今ま~で行われてきた測定法も含めて条

件を揃えて実験を進める必要があった。松川、馬渡は異常へモグロ

ビンと原子価混成へモグロビンを使って、この線に沿った実験を進

めた。そして、β93システインヘの4･PDS(4，4'-Dithio

-phyridine)の結合のみかけの速度定数Kappとデオキシヘモグロ

20



ビンヘの1コ目の酸素結合の平衡定数K1との関係がInKappと|n

K1とがほぼ直線関係にあることを示した10,15)。α1B2界面の

状態を示す288nm付近の差スペクトルの大きさも、InK1とほぼ

直線関係にあることも示した’’，’3)。一方、北川の協力によって測

定されたFe－近位ヒスチジンの伸縮振動の変化はInK1とは直線関

係からはずれて、酸素親和性の高いところで変化が大きくなってい

る9，10，12，16，19)。同じFe-ヒスチジンの伸縮振動数の変化を柴山、

森本、北川がFe-Ni混成ヘモグロビンを使ってα鎖のFeについて

だけ測定した結果酸素親和性の高い型と低い型の2状態的変化を示

すことが明らかとなった。2）（金属置換混成へモグロビンについて

は、後ほど更に詳しく論ずる。）これらのデータと文献上のデータ

と合せて考えると「デオキシヘモグロビンにおいて1コ目の酸素結

合の親和性が0.0,mmHo-'から0.,mmH9-'位までの変化の時は、ヘ

ム近傍のパラメータはあまり変化せずタンパク質部分のパラメータ

のみ変化する。」と結論することができる。
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(II)2状態モデルのパラメータ

2状態モデルは3つのパラメータを使って酸素平衡曲線を表わす。

6)(KT:低酸素親和性であるT状態の酸素平衡定数、KR:高酸
素親和性であるR状態の酸素平衡定数、L:デオキシヘモグロビン

におけるT状態とR状態の濃度比）比較的以前から、ヒトのﾍモグ

口ピンの酸素親和性には、それ以上高くはなれないという上限があ

り、それがKRとなると考えられて来た6)。単離したα鎖やβ鎖の
酸素親和性もこれに近い。しかし今までは、213の酸素親和性の

低い異常ヘモグロビンの例だけだった酸素親和性低い方の側につい

ても、金属置換混成ヘモグロビンの中で低い親和性を示すものがみ

な同じ位の{直に収散していくことから上限と同じように下限も存在

していることが明らかになった4）。

一方で松川と協力者,0，，2，15）、今井によって6)、酸素平衡曲線

を2状態モデルで解析すると、KRがあまり変化せず、KTとLの

間にも関係があって、実質1個のパラメータで酸素平衡曲線が表現

できる場合が多いことが示された。たしかにKRが溶液の条件によ

ってだんだんと変化するような条件の範囲があるようにはみえない。

それは酸素平衡曲線のヒルプロットが、上側の漸近線に近づくのは、

飽和度で99%をこえる位からであり、酸素親和性が下がると、純
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酸素を使っても測定できない範囲に入ってしまうことによる見かけ

上の問題かもしれない。もし、そうだとすれば、これは酸素平衡曲

線の最大勾配の点が50%飽和より上にあるという、いわゆる酸素

平衡曲線の非対称性の問題と関連することになる。また金属置換混

成ヘモグロビンの中でも、ある程度以上酸素親和性が低くなると

KTも条件に依存しなくなるわけで4)、上記のLとKTの間の関係

も成立たなくなる。このようにKRがKTに比べて変化しないよう

にみえること、LとK〒が一定の関係をもっていること、どちらににみえること、LとKTが一定の関係をもって↓

ついても今のところその意味はあきらかでない｡
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(III)デオキシヘム（酸素の結合していないヘム）のモデル

森本と協力者によって、α鎖かβ鎖のFeのみを他の金属イオン

に置き変えた金属置換混成ヘモグロビンの研究がすすめられた4)。

これは、大きくわけて2つの意味がある。1つは、この研究がへム

の中心金属の電子状態とグロビンの構造との相互作用を研究する有

力な手段となっていることである。この点については、(V)でと

りあげる。もう1つは、金属置換混成ヘモグロビンの研究から金属

プロトポルフィリンの中には、デオキシヘムのよいモデルになるも

のがわかってきたことである。(I)でも述べたが、ヘモグロビン

の酸素結合の中間段階のモデルが必要であるが、そのためには、酸

素の脱着がなく、かつ構造上デオキシヘムと等価であるようなデオ

キシヘムのモデルや、酸素の脱着がなく、かつ構造上酸素の結合し

ているオキシヘムと等価であるようなオキシヘムのモデルが必要と

なる。従来からオキシヘムのモデルとしてはFe3+CN-一プロトポ

ルフィリンが使われて来たが、デオキシヘムのよいモデルはみつか

っていなかった。鉄属遷移金属イオンをZn2+、Cu2+、Ni2+、

Mn3+、Co3+、Cr3+、VO2+、Mg2+(Ca2+のかわり）と研

究は進んでいるがZn2+、Cu2+、Ni2+、Mg2+のプロポルフ

イリン錯休は酸素親和性の低い構造を安定化し、パートナーのﾍム
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の酸素親和性は非常に低くなり、デオキシヘムのモデルとして使え

ることがわかった。その中でもNi2+－プロトポルフィリンが特にく

わしく調べられた’’2'3)。よいデオキシヘムのモデルという規準は、

そのモデルを使ったことの分子内の酸素結合機能への影響がデオキ

シヘムそれ自身にどれだけ近いかで判断する。この規準でNi2+－プ

ロトポルフイリンは、通常の正常ヘモグロビン中だけでなく’）、化

学修飾をほどこしたヘモグロビンの中でも、デオキシヘムとしてふ

るまうことが明らかとなった2）。

α鎖中のNi2+_プロトポルフイリンは、タンパク部分がデオキシ

ヘモグロビン型構造の時は、近位ヒストジンとの結合がきれて4配

位構造となり、タンパク部分がオキシヘモグロビン型構造の時は、

4配位構造と5配位構造のまざりとなる。この変化は、吸収スペク

トルの大きな変化を伴うので、Ni2+_プロトポルフィリンは、よい

デオキシヘムのモデルであるばかりか、α鎖へムポケットの使いや

すい状態識別のマーカーとなっている。
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(IV)Ni-fe混成ヘモグロビン

デオキシヘムのモデルとしてのNi2+一プロトポルフイリンを使つ

たヘモグロビンの酸素結合の中間段階の研究が進められた。そして、

Q(2(Ni2+)B2(Fe2+)において2状態モデルでは全く解釈する
ことができない現象がみつかった。このヘモグロビンではβ(Fe2+

）ヘの酸素の結合はもう，．のβ(Fe2+)の酸素の結合の親和性を

変えない。（B－B間のヘム間相互作用がない。）しかし、一方で

Q(Ni2+)の状態を示す吸収スペクトルは、β鎖への酸素の結合量

にほぼ比例して変化する')｡NMRで、α1B2界面の状態をみる

とα1B2界面も変化する3)。このことはα2(Ni2+)82(Fe2+
_O2)という状態が測定手段によって全く違った状態にみえると

いうことであり、また、サブユニット間の相互作用として、相互作

用のある組み合せや、ない組み合せを考える必要があり、とても2

状態モデルの修正.で説明できる現象ではない。

cY2(Fe2+)B2(Ni2+)については、酸素平衡曲線が条件によ

っては、ヘム間相互作用を示すので’）、α2(Ni2+)B2(Fe2+)
の場合ほどには2状態モデルとの矛盾があらわではない。しかし、

pH6.5では酸素平衡曲線はヘム間相互作用がないのに、α1B2界

面のNMRシグナルは変化することや、一酸化炭素が結合した後、
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界面のNMRシグナルは変化しないのに、β鎖の近位ヒスチジンの

シグナルは変化することなど、α2(Ni2+)B2(Fe2+)の場合と
同じである3)｡Ni-Fe混成へモグロビンを化学修飾してデオキシ

ヘモグロビンのままで構造変化させ、1コ目の酸素結合の平衡定数

K1パラメータの関係を出すこともおこなわれた2)。α2(Fe2+)

B2(Ni2+)を使ったFe-近位ヒスチジンの共鳴ラマンスペクトル

の変化については、(I)ですでに述べた。α2(Ni2+)B2(Ni
2＋）の吸光スペクトルの変化の場合も、他の例と同じように、変化

は、酸素結合の親和性の高い所で主におこる。デオキシヘモグロビ

ンの酸素結合の親和性の低い状態から親和性を高くしていくとき、

はじめのうちは変化がおこらないということであり、酸素の結合を

構造変化させる手段とした場合（酸素親和性は変化せずにa(Ni2+)

の吸収スペクトルは変化した）ときわだった対比となっている。
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金属ポルフィリンのX線結晶解析のデータから、金属イオンに配位

する塩基までの距離を調べてこの仮説が金属置換混成ヘモグロビン

の酸素平衡曲線を説明するか検討してみると、多くの場合妥当であ

ることがわかる。しかし、Co2+の場合あまり塩基とポルフィリン

の距離が長くないが、β鎖Co2+のα鎖ヘムの酸素結合の親和性は

低いこと、β鎖プロトポルフィリンのα鎖ヘムの酸素結合の親和性

は高いこと、β鎖Ni2+は5配位であるが、Ni2+_ポルフィリンの

X線のデータは（5配位のものがないので、6配位のデータで代用

すれば）塩基との距離は長くないのにα鎖ヘムの酸素結合の親和性

は低いことなど、β鎖を置換した混成ヘモグロビンをめぐって矛盾

がめだつ。α鎖とβ鎖についてある程度別のメカニズムを考えるこ

とが必要なのであろう。又、α鎖、β鎖どちらかにはヘムが入って

いない混成ヘモグロビンであるセミヘモグロビンの場合も近位ヒス

チジンが最も束縛されていない状態であるのに、酸素結合の親和性

は高いという問題点もある。

金属ポルフィリンと塩の結合の安定性（平衡定数）と逆側のサブ

ユニットのへムの酸素結合の親和性には直接の相関をみつけること

はできなかった。英国ケンブリッジのX線結晶解析のグループによ

り、森本の協力者達の作った混成ヘモグロビンのX線結晶解析が進

行中であり、その結果が次の見通しを出すものと期待している。
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(VII)ql81相互作用

酸素、一酸化炭素を結合したヘモグロビンでは1O-6M位の濃度

で4塁体α2B2の2量体αβヘの解離がみられる。a2e2の

αβヘの解離は、立体構造上2通り可能であるが、実際はそのうち

片方のみおこる。その2量体のα鎖とβ鎖の組み合せをa1B1と

呼び、もう一方をα1B2、とかa2B1とか呼ぶ。

ヘモグロビンは、4量体全体が機能上の最小単位であり、a1B

12量体にはヘム間相互作用はないとされている。ヘムからへム

ヘの相互作用の筋道という意味では、4量体中でも、α1B2、a

2B1の組み合わせが強調されて、α1α2，B1B2の相互作用

がこれを補い、a1B1の間には直接の相互作用はほとんどないと

いう考えが大勢をしめている。

α1G12量体の酸素結合機能にヘム間相互作用のないことは、

オキシヘモグロビンの2晶休への解離と、2量休の4量休への結合

の双方の速度定数の測定、ヘモグロビン、単離α鎖、単離β鎖の酸

素平衡llh線、フラッシュ法により作られたデオキシ2量体の一酸化

炭素結合の速度論的研究等から導き出されている結論であり、実際

に2騒休についての酸素平衡曲線の測定は化学修飾したヘモグロビ

ンをイオン強度の強い溶液中で測定した例があるのみである。又、
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(VIII)ヒトのヘモグロビンとちがった構造をもつ酸素運搬体

の酸素平衡機能24）

無脊椎動物には哺乳類のへモグロビンとは全く異なった分子状酸

素の運搬体タンパク質をもつものがある。

Fe2+一プロトポルフィリンを使っており、進化の起源も共通では

あるが、集合しているサプユニツトの数が百以上にまでなる分子量

の非常に大きい巨大ヘモグロビン22，23，25）、ポルフイリンなしの

Feの鎖体をもつへムエリスリン5)、銅の鎖体をもつへモシアニン

等である。これらの酸素運搬体の酸素結合機能の研究が梶田と協力

者、今井と協力者によっておこなわれた。ヒトのヘモグロビンのと

きと同様に2状態モデルが適用可能かどうか検討された。いずれの

場合も厳密な意味での2状態モデルは適用できないこと、ヒトヘ

モグロビンとちがってCa2+が共通して酸素結合機能に影響するが、

影響のしかたには色々あること等が示された。いずれの場合も哺乳

類のヘモグロビンに比べ、構造上格段に複雑な系であり、これらの

結果をアロステリック効果のメカニズムの研究に結びつけて考える

のは、今のところむずかしい段階である。
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