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研究成果の概要（和文）：　赤血球の代替物となる人工酸素運搬体の実現は次世代医療の最重要課題である。本
研究は、赤血球の酸素運搬能を完全に維持したアロステリック人工酸素運搬体として、（ヘモグロビン-アルブ
ミン）トリマーを合成し、その酸素結合特性を明らかにした。さらに、中心ヘモグロビンへの部位特異的アミノ
酸置換および化学修飾により、酸素親和性の制御を行った。最終的には、赤血球よりも優れた酸素運搬効率を有
する人工酸素運搬体の創製に成功した。

研究成果の概要（英文）：The realization of an artificial oxygen carrier as a red blood cell (RBC) 
substitute is the most important issue for next-generation medicine. In this study, 
(hemoglobin-albumin)trimmers have been synthesized as allosteric artificial oxygen carriers that 
maintained the oxygen transport efficiency of RBCs, and the oxygen binding ability has been 
clarified. The oxygen affinity was controlled by site-directed mutagenesis and chemical 
modifications. Finally, we have succeeded in the synthesis of artificial oxygen carriers with 
superior oxygen transport efficiency compared with that of RBCs.

研究分野：タンパク質化学、生体高分子化学、生物無機化学

キーワード： タンパク質　アロステリック効果　協同性　ヘモグロビン　アルブミン　人工酸素運搬体　赤血球代替
物

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　日本は世界最高レベルの献血輸血システムを備えているが、少子高齢化により献血者層人口が減少すると、充
分量の輸血液を確保できない状況に陥る可能性がある。このような背景から、血液型に関係なくいつでもどこで
も使用できる人工酸素運搬体の実現が強く望まれている。赤血球よりも優れた酸素運搬効率を有する（ヘモグロ
ビン-アルブミン）トリマーは、輸血治療の概念を変革する新しい化合物となり、我が国の持続的成長と発展を
支える基盤医療技術の一つとなり得る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

赤血球中に存在するヘモグロビン（Hb）は、2 種類のサブユニット（α 鎖、β 鎖）からなる四量体構造で
あり、酸素の結合・解離に伴い四次構造が変化する。そのため、酸素分圧の高い肺では酸素を結合し
やすく、酸素分圧の低い末梢組織では酸素を解離しやすい（協同効果）。さらに、赤血球中には、2,3-

ジホスホグリセリン酸（DPG）が高濃度に存在し、酸素放出能を上昇させる働きがある（DPG 効果）。これ
ら 2つの効果により、赤血球内部では Hbの酸素放出能が巧妙に調節され、優れた酸素輸送能が発現
する。一方、日本は世界最高レベルの献血輸血システムを備えているが、少子高齢化により献血者層
人口が減少すると、充分量の輸血液を確保できない状況に陥る可能性がある。これまでにも国内外に
おいて、期限切れ赤血球製剤から精製したヒト Hb に化学修飾を施した人工酸素運搬体（PEG-Hb、高
分子化 Hb、分子内架橋 Hbなど）が合成されてきた（Bioconjug. Chem. 2018, 29, 1560.）。特に Hbの分
子表面にヒト血清アルブミン（HSA）を共有結合した（ヘモグロビン-アルブミン）クラスターは、調製の簡
便性、安全性、有効性の点から、実用化に近い人工酸素運搬体として注目されている（Sci Rep. 2015, 5, 

12778、Artif. Cells Nanomed. Biotechnol. 2018, 46, S621.）。しかし、化学修飾により Hbの四次構造変化
が抑制され、酸素結合に見られるアロステリック効果と酸素放出能が共に減少し、肺-末梢組織間にお
ける酸素運搬効率が低下してしまう欠点があった。そのため、赤血球の酸素運搬能（アロステリック効果
と酸素放出能）を完全に維持した理想的な人工酸素運搬体の合成が強く望まれている。 

 

２．研究の目的 

本研究は、赤血球の酸素運搬能を完全に維持したアロステリック人工酸素運搬体の合成を目的とし
た。具体的には、協同性に影響しない Hb のアミノ酸残基（Cys-β120）を架橋点として HSA を結合した
rHb(Cβ120)-HSA2トリマーを合成し、その酸素結合特性を明らかにするとともに（図 1）、中心 Hbへの部
位特異的アミノ酸置換および化学修飾により酸素親和性の制御に取り組んだ。最終的には赤血球と同
等の酸素運搬効率を有する人工酸素運搬体の創製に挑戦した。 

 

３．研究の方法 

（１）rHb(Cβ120)変異体の調製 

協同性に影響しないアミノ酸残基として、Hb 表面の対
称位置にある Lys-β120 を選定した（図 1A）。ヒト Hb の遺
伝子配列をコードした rHb発現ベクターを鋳型とし、部位
特異的アミノ酸置換法により、Lys-β120をCysに置換した
rHb(Cβ120)発現ベクターを作成した。ピキア酵母（Pichia 

pastoris GS115）を形質転換し、7 日間 BMMY 培地中で
振盪培養した。菌体の破砕上清を陽イオン交換クロマト
グラフィー（CEC）、陰イオン交換クロマトグラフィー（AEC）
に通し、rHb(Cβ120)を精製した。SDS-PAGE、サイズ排除
クロマトグラフィー（SEC）測定から、rHb(Cβ120)の純度を
確認した。4,4'-dithiodipyridine（4-DTP）との反応により、
rHb(Cβ120)のチオール基数を算出した。 

 

（２）rHb(Cβ120)-HSA2トリマーの合成 

HSA の Cys-34 に 1,6-bis(maleimido)hexane（BMH）を
反応させ、マレイミド活性化 HSA（MA-HSA）を合成した
（図 1B）。得られたMA-HSA溶液と rHb(Cβ120)溶液を混
合し、24 時間反応させた（図 1C）。AEC およびゲルろ過
クロマトグラフィー（GFC）により rHb(Cβ120)-HSA2 トリマー
を単離し、Native-PAGE、SEC 測定により純度を確認し
た。タンパク質定量およびヘム定量から、HSA の結合数
を算出した。CDスペクトルから rHb(Cβ120)-HSA2トリマー
の二次構造を評価した。 

 

（３）rHb(Cβ120)-HSA2トリマーの酸素結合能評価 

UV-vis スペクトルおよび CD スペクトルにより、
rHb(Cβ120)-HSA2 トリマーの oxy 体と deoxy 体の四次構
造を解析した。酸素解離曲線自動測定装置（Hemox-

Analyzer）を用いて、協同効果の指標である Hill 係数
（n）、酸素親和性の指標である 50%酸素飽和分圧（p50）
を決定した。また、アロステリック因子である DPG を含む
緩衝液や低 pH 条件でも酸素解離曲線を測定し、アロス
テリック因子効果および Bohr効果を検証した。 

 
 

図 1. （A）rHb(Cβ120)の構造および（B）マ

レイ ミ ド活性化 HSA （MA-HSA ） と (C) 

rHb(Cβ120)-HSA2トリマーの合成 



（４）変異導入および化学修飾による酸素親和性制御 

部位特異アミノ酸置換法により、変異導入した rHb(Cβ120/X)を調製し、変異 rHb(Cβ120/X)-HSA2トリ
マーを合成した（X = Tβ66, Kβ108, Fβ28）。また、rHb(Cβ120)の Lys-α99 をアセチル化およびフマル酸
で架橋した化学修飾 rHb(Cβ120/X)-HSA2 トリマー（X = XLα99, Acα99）も合成した。得られた
rHb(Cβ120/X)-HSA2トリマーの Hill係数および p50を決定した。 

 

（５）ハプトグロビンに捕捉されない人工酸素運搬体の合成 

赤血球から漏出した遊離 Hb は血液中のハプトグロビン（Hp）と結合し、体外に排出される。そこで、
rHb の α 鎖同士を遺伝子組換え技術により連結した rHb(di-α/Cβ120)を調製し、分子内架橋 rHb(di-

α/Cβ120)-HSA2 トリマーを合成した。得られた rHb(di-α/Cβ120)-HSA2 トリマー溶液に Hp を添加し、SEC

測定により、複合体形成の有無を確認した。また、酸素親和性を適度に下げるため、rHb(di-α/Cβ120)に
Asn-β108→Lys変異を導入し、Hill係数および p50を決定した。 

 

４．研究成果 

（１）rHb(Cβ120)変異体の調製 

Pichia酵母を用いて rHb(Cβ120)を産生し、AECおよび CECにより精製を行った。SDS-PAGEには、
天然 Hb と同じ位置に α 鎖と β 鎖に由来する 2 つのバンドのみが観測され、rHb(Cβ120)が純度高く単
離できた。さらに、rHb(Cβ120)の SEC 曲線は天然 Hb のものと一致し、rHb(Cβ120)は天然 Hb と同様の
四量体構造であることが明らかとなった（図 2A）。メルカプト基定量から求めた rHb(Cβ120)のメルカプト
基数は 4.0であり、Lys-β120→Cysの変異導入を確認した。 

 

（２）rHb(Cβ120)-HSA2トリマーの合成 

合成したMA-HSAのメルカプト分率は 0%であり、全ての Cys-34に BMHが結合していることを確認
した。次に、MA-HSA と rHb(Cβ120)を反応させ、SEC 測定を行った。反応混合物の SEC 曲線には、
MA-HSAのピーク（1.7 mL）よりも高分子量側に新たなピークが現れた（図 2B）。AECおよび GFC後の
SEC曲線は単一なピークとなり、rHb(Cβ120)-HSA2トリマーの単離を確認した。タンパク質定量およびヘ
ム定量から求めた HSAの結合数は 2.0 であった。CD スペクトル測定から、rHb(Cβ120)に HSA が結合
してもそれぞれの構成ユニットの二次構造には変化が見られないことが明らかとなった（図 2C）。 

 

図 2. （A）rHb(Cβ120)と（B）rHb(Cβ120)-HSA2の SEC曲線. （C）rHb(Cβ120)-HSA2の CDスペクトル. 

 

 

（３）rHb(Cβ120)-HSA2トリマーの酸素結合能評価 

UV-visスペクトルおよび CDスペクトル測定から、rHb(Cβ120)-HSA2トリマーは天然 Hb と同様に四次
構造が変化することが明らかとなった。rHb(Cβ120)-HSA2 トリマーの酸素解離曲線を測定すると、天然
Hb と同じ協同効果（n = 2.4）、酸素親和性（p50 = 12 Torr）を示す（図 3A）。さらに、pHを 6.2に下げると、 

 

図 3. （A）天然 Hb と rHb(Cβ120)-HSA2 の酸素解離曲線（PBS, 37 °C, pH 7.4, 6.2）と（B）Bohr プロット. (C) 

DPG添加時の酸素解離曲線（Tris-HCl緩衝液, 37 °C, pH 7.4, [DPG] = 1 mM）. 



酸素親和性が低下し、Bohrプロットの傾きは天然Hbのものと一致した（図 3B, –Δlog(p50)/ΔpH = 0.29）。
また、赤血球中に存在するアロステリック因子である DPG を添加すると、Hb と同程度に酸素親和性が
低下した（図 3C, p50 = 26 Torr）。以上の結果から、rHb(Cβ120)-HSA2トリマーは Hb と同じアロステリック
効果（協同効果、Bohr 効果、DPG 効果）を有する初めての人工酸素運搬体であることが明らかとなった。 

 

（４）変異導入および化学修飾による酸素親和性制御 

血漿中の DPG 濃度は赤血球中より低いため、赤血球と比べて rHb(Cβ120)-HSA2 トリマーの酸素親
和性は高くなる。中心 rHb(Cβ120)に変異導入および化学修飾を行うと、協同効果を維持しつつ、適度
に酸素親和性が低下した（図 4）。中でも、rHb(Cβ120/X)-HSA2トリマー（X = Tβ66, Acα99）は、赤血球と
同等の酸素結合能を示し、rHb(Cβ120/X)-HSA2トリマー（X = Fβ28, XLα99）は赤血球よりも高い酸素運
搬効率を有することがわかった。つまり、変異導入および化学修飾された rHb(Cβ120/X)-HSA2 トリマー
は優れた酸素運搬効率を有する人工酸素運搬体となることが明らかとなった。 

 

 
図 4. （A） 赤血球、天然 Hb と変異 rHb(Cβ120)-HSA2 （X = Tβ66, Kβ108, Fβ28）および（B）化学修飾

rHb(Cβ120/X)-HSA2 （X = Acα99, XLα99）の酸素解離曲線（PBS, 37 °C, pH 7.4）. 

 

 

（５）ハプトグロビンに捕捉されない人工酸素運搬体の合成 

Hbの α1鎖の C末端と α2鎖の N末端をグリシンで架橋した rHb(di-α/βC120)を原料として、分子内架
橋 rHb(di-α/βC120)-HSA2トリマーを合成した（図 5A）。SEC測定から希薄条件でも αβ 二量体に解離し
ないことを確認した。未架橋の rHb(βC120)-HSA2 トリマーと Hp を混合した溶液の SEC 曲線には、高分
子量側に新たなピークが観測され、複合体の形成が示唆された（図 5B）。一方、分子内架橋 rHb(di-

α/βC120)-HSA2 トリマーでは、Hp 複合体の形成は見られなかった（図 5C）。また、Asn-β108→Lys 変異
導入により、適度に酸素親和性を下げることもできた。rHbの α鎖同士を連結した分子内架橋 rHb-HSA2

トリマーは Hpに捕捉されない優れた人工酸素運搬体であることが明らかとなった。 

 

 
図 5. （A）分子内架橋 rHb(di-α/βC120)-HSA2 の構造. （B）未架橋の rHb(βC120)-HSA2 および（C）rHb(di-

α/βC120)-HSA2と Hpの混合溶液の SEC曲線. 

 
 
以上の結果を総合し、rHb(Cβ120)-HSA2トリマーおよびその類縁体が、赤血球と同等の酸素運搬効

率を有する優れた人工酸素運搬体となることを実証した。 
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