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研究成果の概要（和文）：ヘモグロビンの四次構造変化は、ヘム鉄と唯一結合している近位His
の変化がきっかけで引き起こされると信じられている（引き金説）。本研究は、鎖または鎖
グロビンの近位HisをGlyに置換した人工変異ヘモグロビンを合成し、それらの構造変化・酸素
運搬機能について解析し、引き金説を直接検証した。その結果、鎖の近位Hisの変化はヘモグロ
ビンの四次構造変化の引き金になることが示されたが、鎖の方はなくても四次構造変化は不完全な
がらおこるので、引き金ではないことが示された。 
 
研究成果の概要（英文）：Many people believe that the trigger of the quaternary structural 
transition of hemoglobin (Hb) is the displacement of the proximal His, which is the only 
amino acid binding directly to the heme iron (trigger model).  I inspected the model by 
synthesizing the recombinant Hbs, in which the proximal His is replaced with Gly in the 
 or  subunit, and then analyzing the conformational change and the oxygen carrying 
mechanism of these Hbs.  I have suggested that the shift of the proximal His in the  
subunit is the trigger of the structural transition of Hb, whereas one of the  subunit 
is not the trigger because the conformational change is partially observed in the 
recombinant Hb without the  proximal His. 
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１．研究開始当初の背景 
ヘモグロビン（Hb）は肺から末梢組織へ酸

素分子を運搬するタンパク質である。Hb は、
鎖 2本と鎖 2本からなる 4量体であり、各
ポリペプチド鎖（グロビン鎖ともいう）は、
活性中心であるヘムを１つ含んでいる。Hb１

分子中の４つのヘムはそれぞれ独立して酸
素分子を結合するのではなく、いずれかのヘ
ムに酸素分子が結合すると、別のヘムの酸素
親和性が上昇し、酸素分子がより結合しやす
くなるという性質（協同性）を持っている。
X線結晶解析から、Hb は 2 つの四次構造、つ
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まり、酸素親和性の高い構造（relaxed 型ま
たは R型）と低い構造（tense 型または T型）
を取ることが明らかにされている[Perutz, M. 
F. (1963) Science 140, 863-869.]。Hb の協
同的な酸素運搬機能は、酸素濃度に応じて、
R 型と T 型の四次構造間を変化することによ
って実現すると考えられている[Monad, J. 
et al. (1965) J. Mol. Biol. 12, 88-118.、 
Perutz, M. F. (1970) Nature 228, 726-739.]。
R↔T 四次構造変化の最初のきっかけは、酸素
分子がヘム鉄に結合したことでヘム鉄の位
置が変わり、それに伴って、ヘムとグロビン
鎖を唯一結びつけている近位ヒスチジン
（His）の位置が変化することではないかと
いう「引き金説」が有力視されている。しか
し、近年、Hbの四次構造は R型と T型以外に
も R’型や R2型が存在するとの報告[Silva, M. 
M. et al. (1992) J. Biol. Chem. 267, 
17248-17256.、 Bucci, E. et al. (1993) 
Biochmistry 32, 3519.]や四次構造変化より
も三次構造変化の方が協同性の発現に重要
であるとの報告[Yonetani, T. et al. (2002) 
J. Biol. Chem. 277, 34508-34520.]があり、
定説の真偽が問われている。 
ヘムとグロビン鎖を結び付けている、ヘム

鉄－近位 His間の共有結合を持たない人工変
異体(Proximal cavity mutant Hb)が、近位
His をグリシン（Gly）に置換することにより
合成できることが報告された [Barrick, D. 
et al. (1997) Nat. Struct. Biol. 4, 78-83.]。
そこで、申請者の持つ人工変異体の合成技術
と各種分光法による構造解析の知識から、
Proximal cavity mutant Hb に円二色性（CD）
分光法を適用し、構造変化を解析すれば、「引
き金説」を直接検証できるという発想に至っ
た。さらに、Proximal cavity mutant Hb の
詳細な酸素運搬機能を今井式酸素平衡曲線
自動記録装置により解析し、構造変化との関
連を明らかにすることで、酸素分子の協同的
運搬を司る真の構造変化を解明できると考
えた。 
 

２．研究の目的 
正常Hbでは、酸素分子の結合によってヘム

鉄はヘムの面外から面内へ移動する。このヘ
ム鉄の移動は、ヘム鉄とグロビン鎖を唯一結
び付けている共有結合を介して、近位Hisの
位置を変化させる。この動きが、グロビン鎖
の四次構造変化の最初のきっかけであると
考えられている（引き金説）。「引き金説」が
正しければ、Proximal cavity mutant Hb（
近位HisをGlyに置換した人工変異体。ヘムを
安定化させるためにイミダゾールを配位し
てある。）に酸素が結合し、ヘム鉄の移動が
起きても、その情報はグロビン鎖には伝わら
ない（R↔T構造変化が生じない）はずであり
協同的に酸素分子を運搬できないと予想さ 

れる。本研究は、Proximal cavity mutant Hb
の構造変化をCD分光法で解析して引き金説
を直接検証し、R↔T構造変化の最初のきっか
けが近位Hisであるのか、そうでないのかを
明らかにすることを第一目標とした。 
 第二に、Proximal cavity mutant Hbの酸
素運搬機能と構造変化との関連を解析し、
鎖または鎖のヘム鉄-近位His間の結合の有
無が、協同的な酸素運搬機能に果たす役割を 
明らかにすることを目指した。 
 第三には、天然変異体であるHb M（近位ま
たは遠位HisがTyrに置換している）の構造解
析を共鳴ラマン分光法により行い、引き金説
の多角的な検証を目指した。 
 
３．研究の方法 
１) 大腸菌による Proximal cavity mutant 
Hb 発現系の構築 
鎖または鎖の近位Hisを対象にした２種

類の Proximal cavity mutant Hb（近位 His
→Gly）と（近位 His→Gly）(図１)を大腸菌
で発現させるために必要なプラスミドは、カ
ーネギー・メロン大学の Chien Ho 教授から
恵与されたプラスミド、pHE7[Shen, T.-J. et 
al. (1997) Protein Engng. 10, 1085-1097.]
を鋳型にして、PCR 法にて鎖または鎖の近
位 His のコドン（CAC）を Gly（GGC）のコド
ンに置換することにより合成した。プラスミ
ドの配列は、シーケンサーを用いて、正しく
置換されたかどうかを確認した。 
２) Proximal cavity mutant Hbの合成・精
製 
1) で合成したプラスミドを用いて大腸菌

を形質転換し、Proximal cavity mutant Hb (
近位His→Gly) と（近位His→Gly）を発現
させた。Proximal cavity mutant Hbは、 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ Proximal cavity mutant Hb (近位 His→Gly) の異
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Lysozyme と DNase I 処理を経て大腸菌から抽
出し、Lookerら[Methods Enzymol. (1994) 231, 
364-374.]の方法を参考にして 10 mM イミダ
ゾール存在下でイオン交換クロマトグラフ
ィーにより精製した。 
３) Proximal cavity mutant Hb の酸素運搬
機能解析 
Proximal cavity mutant Hb の酸素運搬機能
は、法政大学・工学部・今井清博教授の研究
室で、今井式酸素平衡曲線自動記録装置
[Imai et al. (1970) Biochim. Biophys. Acta 
200, 189-196.]を用いて測定し、今井教授と
討論しながら解析した。測定は 50 mM bis- 
Tris buffer + 0.1 M Cl-（pH 7.4）で調整し
た 50 M Hb 溶液（ヘム濃度）、10 mM イミダ
ゾール存在下、25℃で行った。 
４) Proximal cavity mutant Hb の高次構造
解析 
 Proximal cavity mutant Hb の CD 分光法

による構造解析は、日本分光 J-725 施光分散
計を用いて 50 mM bis-Tris buffer + 0.1 M Cl-

（pH 7.4）で調整した 50 M Hb 溶液（ヘム
濃度）、走査速度 50 nm/min.、積算回数 20回、
25℃、10 mMイミダゾール存在下で測定した。 
５) Hb M の共鳴ラマン分光法による構造解析 
 Hb M [Iwate (近位 His→Tyr)、Boston (
遠位His→Tyr)、Hyde Park (近位His→Tyr)、
Saskatoon (遠位His→Tyr)]はイオン交換ク
ロマトグラフィーまたは等電点電気泳動法
により精製し、406.7-nm または 244-nm 励起
共鳴ラマン分光法で構造解析した。 
 
４．研究成果 

 図２に Proximal cavity mutant Hb (PCMH) 
(近位 His →Gly)（A）と PCMH (近位 His →
Gly)（B）の Hill プロットをそれぞれ正常 Hb
と比較して示した。この Hillプロットから、
PCMH (近位 His →Gly)の酸素親和性の指標 

である P50値（50％酸素飽和度における酸素 

分圧）は 26 mmHg、協同性を表す Hill 係数
（50％酸素飽和度における Hill プロットの
傾き）、nmaxは1.0であり、正常Hb（P50= 4.8 mmHg、
nmax= 2.9）と比較して、酸素親和性は 5.4 倍低
く、協同性は全くないことが明らかになった。
一方、PCMH (近位 His →Gly)の P50値は 1.1 
mmHg、nmaxは 1.5 で、正常 Hb よりも酸素親和
性が 4.4 倍高く、協同性は低いものの完全に
は失われてはいないことが判明した。 

図３に PCMH (近位 His →Gly)（A）、PCMH (
近位 His →Gly)（B）および正常 Hb(C)の CD
スペクトルを示した。正常 Hb は酸素結合型
で 260 nm と 418 nm に大きな正の CD バンド
を示すが、酸素解離型になると 260 nm のバ
ンドは約半分に、418 nm のバンドはピークが
430 nm にシフトして大きさは約 2 倍になる。
これらの CD バンドはヘムの状態を反映して 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
いると考えられているが、PCMH (近位 His 
→Gly)では正常 Hb と似た CD バンドを示し、
PCMH (近位His →Gly)では若干CDバンドが
小さいがピーク位置などは同じであり、ヘム
の状態はいずれも正常 Hb と似ていると考え
られた。一方、270-290 nm 域では酸素結合型
でわずかな正の CD バンドを示すのみである
が、酸素解離型になると 287 nm にピークを
もつ負の CD バンドが現れる。この負のバン
ドは四次構造が T型のときに現れるため、T
型マーカーバンドといわれている[Perutz, 
M. F. et al. (1974)Biochemistry 13, 
2163-2173.]。PCMH (近位 His →Gly)では、 
この負の CD バンドは酸素結合型、解離型い
ずれにおいても観察され、四次構造が T型に 
偏っていることが示唆された。一方、PCMH ( 
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図２ Proximal cavity mutant Hb (近位 His →Gly) (A)と

Proximal cavity mutant Hb (近位 His →Gly) (B)の Hill プ

ロット 

●, PCMH (近位 His →Gly); ■, PCMH (近位 His →

Gly); △, 正常 Hb.  Y, 酸素飽和度; pO2, 酸素分圧 
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近位 His →Gly)では、負の CD バンドは酸素
解離型ではみられたが、酸素結合型ではわず
かな負の CD バンドしかみられず、四次構造
は酸素解離型で T型、酸素結合型では R型に
近い構造をとっていると考えられた。 
 天然変異体である Hb M [Iwate (近位 His
→Tyr)、Boston (遠位 His→Tyr)、Hyde Park 
(近位 His→Tyr)、Saskatoon (遠位 His→
Tyr)]は、鎖または鎖の近位あるいは遠位
His が Tyr に変異しており、いずれも異常鎖 
にはヘム鉄‐近位 His 間結合がない。Hb M の 
構造変化を共鳴ラマン分光法により解析し、
機能との関係を調べて引き金説を検証した
ところ、鎖のヘム鉄‐近位 His 間結合がな
いと、四次構造は T型になり酸素親和性が低
下するが、鎖のヘム鉄‐近位 His 間結合が
なくても四次構造や酸素親和性にそれほど
影響しないことを解明した。この結果は５に
記載されている雑誌論文①で発表した。 
 以上の研究から、Hb が四次構造を T→R 型
へ変化させ、より多くの酸素を結合・運搬するに
は、鎖のヘム鉄に酸素が結合してそのシグナ
ルが近位 His 間を通して Hb のグロビンタンパク
質部分に伝わることが重要であり、すなわち鎖
のヘム鉄－近位 His 間結合の変化が四次構造
変化の引き金であることが示された。一方、鎖
のヘム鉄－近位 His 間結合はなくても四次構造
変化は不完全ながらおこるので、引き金ではな
いことが示された。 
今後は PCMH (鎖近位 His→Gly)と（鎖近

位 His→Gly）の酸素運搬機能と構造変化の解
析をさまざまな測定条件（pH の変化、エフェ
クターの添加など）で行い Hb のアロステリ
ック効果のメカニズムについても明らかに
していきたい。また、正常鎖のヘム鉄‐近位
His 間結合の状態などは共鳴ラマン分光法を
用いて調べ、Hb の機能発現における近位 His
の役割をさらに追求したい。 
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図３ Proximal cavity mutant Hb (近位 His →Gly)（A）, 
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