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研究成果の概要（和文）：蛋白質の活性調節機構は、ヘモグロビン（Hb）の事例を下敷きにして、T (tense)状態からR
 (relaxed) 状態への2状態転移で説明されてきた。しかし、肝心のHbでは２状態モデル的な理解が定量的に成功してい
ないのが実状である。本研究では、Hbの4次構造変化を許容する過去に例のない結晶を作製し、９個の異なる4次構造と
その酸素親和性を同一結晶型中で決定した。今回の結果は、Hbのアロステリック平衡が、今まで知られていなかったT
とRの中間的な状態を含む多状態系からなることを強く示唆している。

研究成果の概要（英文）：The molecular mechanisms of protein allostery have been attributed to the two-stat
e transition between T (tense) and R (relaxed) states, based largely on the knowledge about hemoglobin (Hb
). However, an equilibrium ensemble for solution Hb cannot be adequately described by just these two state
s. Here we report an unprecedented crystal form in which Hb is free to adopt any allosteric structure, dep
ending on the conditions, and at the same time allows oxygen binding to be monitored directly in the cryst
al. We identify nine conformations including a new intermediate between T and R. Our findings give a compr
ehensive picture of the equilibrium conformers and transition pathway for Hb.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）蛋白質の機能は、目的に合わせて調節
される必要があることが多い。環境の変化が
蛋白質分子の高次構造を通して活性を大幅
に変化させることで実現されている調節法
がある。この活性調節のメカニズムについて
あまりたくさんのことは分かっていないが、
多くの事例に共通のメカニズムがあると考
えられている。アロステリック蛋白質と呼ば
れるのは、このような蛋白質のことである。
現在、アロステリック蛋白質のメカニズムは、
その代表格であるヘモグロビンの事例と、
Monod-Wyman-Changeux (MWC)の２状態モ
デル［(1965) J. Mol. Biol. 12, 88］を下敷きに
して T（tense）状態と R（relaxed）状態の２
状態平衡で説明される場合が多い。しかし、
肝心のヘモグロビンでは２状態モデル的な
理解が、定性的にはともかく定量的には成功
していない。最も大きな問題は、広範な結晶
化条件で得られた脱酸素型ヘモグロビンの
結晶構造は全て同じT構造を呈するにもかか
わらず、溶液の T 状態脱酸素型ヘモグロビン
の酸素親和性（KT）は pH や Cl-濃度などの溶
液条件に依存して 40 倍以上も変化すること
である［Imai K. (1982) Allosteric Effects in 
Haemoglobin. Cambridge Univ. Press］。この変
化は、自由エネルギーに直すとヘモグロビン
の示す全酸素親和性変化の自由エネルギー
の約半分に相当するので、T 状態の摂動で説
明するには無理がある。２状態モデルが抱え
るこの問題は、1970 年代には既にヘモグロビ
ン研究者の間では知られていたが、30 年以上
たった今なお未解決のまま残されている。 
 
（２）これまで、上述の KT の溶液依存性を
包含できるように原型の２状態モデルを修
正する理論的アプローチはしばしば試みら
れてきたが、その分子メカニズムの基盤とな
るアロステリック平衡の実体解明を意図し
た実験的研究は驚くほど少ない。その中で、
以下の二つのアプローチが重要である。 
一つは、ヘモグロビン単結晶の酸素平衡曲

線の測定である。Mozzarelli ら［(1991) Nature 
351, 416］は，顕微分光光度計を用いて、ポ
リエチレングリコール（PEG）で作製した脱
酸素型ヘモグロビン（T）結晶の酸素平衡曲
線測定に初めて成功した。これは、結晶構造
とその機能を直接関連づける先駆的な研究
である。この研究から、T 結晶の酸素結合の
親和性は非常に低く、協同性はほとんど無い
ことが示された。更に大事な発見は、T 結晶
の酸素親和性は pHやCl-濃度によらず一定で、

溶液ヘモグロビンの酸素親和性の下限と完
全に一致することである。つまり、酸素親和
性最低のアロステリック状態（T）の構造基
盤は、既知の T 結晶構造で与えられることが
わかった。 
もう一つの重要なアプローチは、多孔性シ

リカゲルに閉じこめたヘモグロビン分子の
酸素平衡曲線の測定である。柴山ら［(1995) J. 
Mol. Biol. 251, 203］は、水に溶けたヘモグロ
ビン分子をゾル・ゲル法で多孔性シリカゲル
の空孔中に閉じこめ、その構造変化を凍結し
たまま酸素平衡曲線を測定する新しい手法
を開発した。ゲルに閉じこめられた個々のヘ
モグロビン分子は、事実上構造変化を凍結さ
れたまま非協同的に酸素結合するので、平衡
で存在する個々の構造状態の酸素親和性と
存在比率を決定できる。この手法を用いた一
連の研究の成果は次のようにまとめられる。
先ず、MWC モデルが前提とするアロステリ
ック平衡の存在、及び、各状態の非協同性の
仮定の妥当性がゲルを使った実験から検証
された。しかし更に詳しい研究から、脱酸素
型ヘモグロビン中には、T 結晶に対応する酸
素親和性最低の T 状態と、T と R の中間的な
親和性を持つ未知のアロステリック状態（こ
こでは TR 状態と呼ぶことにする）が共存す
ることが実験的に示され、状態数２の仮定は
修正を迫られている。 
 
（３）以上の結果を統合すると、ヘモグロビ
ンのアロステリック平衡のおぼろげな描像
が見えてくる。ヘモグロビンは、酸素親和性
の大幅に異なる最低三つのアロステリック
状態（酸素親和性最低の T 状態、酸素親和性
最高の R 状態、そして、T と R の中間的な酸
素親和性の TR 状態）の間の平衡にあり，各
状態はプロトンや Cl-などの非ヘムリガンド
に対して異なる結合親和性を持つ。脱酸素型
ヘモグロビンは実質的に T と TR の混ざりで
あるが、T の方がプロトンや Cl-の結合親和性
が高いため、低 pH または高 Cl-濃度の溶液条
件ではTが支配的になり酸素親和性は低下す
る。これが、脱酸素型ヘモグロビンの酸素親
和性の溶液依存性の説明となる。しかし、各
状態の構造と機能の関係について現時点で
確実に言えるのは、結晶の T 構造が酸素親和
性最低のアロステリック状態（T）の構造基
盤を与えるということだけである。一般には、
酸素型ヘモグロビン結晶の R 構造が、酸素親
和性最高のアロステリック状態（R）に対応
すると予想されているが、その実験的証拠と
なるR結晶の酸素平衡曲線はまだ報告されて



いない。また、多孔性シリカゲルを用いた機
能解析の結果は、T と R の中間的な酸素親和
性を持つアロステリック状態（TR）の存在を
強く示唆しているが、その構造はまだ謎であ
る。 
 
２．研究の目的 
蛋白質分子の機能を調節している構造変

化は、ヘモグロビンの事例を下敷きとして T
状態とR状態の２状態の平衡で説明されるこ
とが多い。しかし、肝心のヘモグロビンでは
２状態モデル的な理解が定量的に成功して
いないのが実状である。また、ヘモグロビン
の既知の結晶構造と溶液の酸素平衡機能デ
ータを組み合わせても、その分子メカニズム
の本質に迫れない慢性的な手詰まり状態が
ここ 30 年以上も続いている。本研究では、
このような閉塞状況を打破するため、平衡状
態にある蛋白質分子の構造と機能の関係を
調べる新しい結晶学的研究領域を開拓し、ヘ
モグロビンのアロステリック平衡のリアル
な描像を提出することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）本研究では、以下の二つの研究課題に
取り組む。一つは、酸素型ヘモグロビン結晶
の酸素平衡曲線の測定である。酸素型（また
は一酸化炭素型）ヘモグロビンは、４次構造
の異なる R と R2 の二つの結晶構造をとるこ
とが知られている［Silva M. M. et al. (1992) J. 
Biol. Chem. 267, 17248］。これら二つの構造は、
酸素親和性最高のアロステリック状態（R）
の構造多形性の反映なのか、あるいは、酸素
親和性の異なる独立なアロステリック状態
なのか、未だ論争中である。この点をはっき
りさせるために、両結晶の酸素平衡曲線を測
定し、結果を比較する。本研究では、先ず、
現有の顕微分光光度計（Zeiss UMSP 80）、精
密ガス混合機（Kofloc GB-4C に電磁弁を増設
し低酸素濃度ガス対応にしたもの）、酸素濃
度計（Iijima MC-7G-L galvanic O2 sensor）を組
み合わせたシステムを構築した。また、本研
究では、安定な R と R2 結晶を得るため、分
子表面に一残基変異を持つ異常ヘモグロビ
ン C（β6Glu→Lys）を用いた。ヘモグロビン
C の特筆すべき特徴は、酸素平衡機能は通常
のヘモグロビン A と同じであるが、溶解度が
著しく低いおかげで極めて良質の結晶が速
やかに得られる点にある。これらの結晶と上
記の測定システムを用いて R と R2 の酸素平
衡曲線を決定する。 
 
（２）本研究のもう一つの課題は、アロステ
リック平衡に存在すると予想されるTとRの
中間的な酸素親和性を持つアロステリック
状態（TR）の結晶構造解析である。TR 状態
結晶化の最大の難しさは、TR は常に平衡を
通してTとRの間を行き来していることにあ
る。このため、仮に溶液中に TR が存在して

も、相対的に結晶化しやすい（溶解度の低い）
T または R の結晶が優先的に析出してしまう
問題がある。最近我々は、この問題に対する
新しいアプローチを偶然見つけた。Biswal と
Vijayan ［(2001) Curr. Sci. 81, 1100］は、PEG
で作製したメトヘモグロビン（３価鉄ヘモグ
ロビン）の結晶は、非対称単位中に４次構造
が少しずつ異なる独立な３分子のヘモグロ
ビン（全て R と R2 の中間的な４次構造）を
内包すると報告している。しかし驚いたこと
に、我々の行った一酸化炭素（CO）を２個結
合した中間状態ヘモグロビンのモデル（金属
置換混成ヘモグロビン）を用いた結晶化実験
の中から、これと同型結晶で非対称単位中に
４次構造の大きく異なる独立な３分子（T と
R と R2）を含むものが上と似た結晶化条件で
見つかった。つまり、この結晶では、結晶化
に用いるヘモグロビンのアロステリック平
衡を反映して、それを構成する複数のコンホ
マーが丸ごと非対称単位中に結晶化する可
能性が高いと考えられる。本研究では、この
結晶の特性を利用して、TR 状態が相対的に
安定化する溶液条件の金属置換混成ヘモグ
ロビンを結晶化し構造解析する。更に、得ら
れた結晶が内包する３分子の機能を酸素平
衡曲線の測定で直接決定する。 
 
４．研究成果 
（１）ヘモグロビンの二つのリラックス状態
（R 状態と R2 状態）の機能を結晶の酸素平
衡曲線から直接決定した［Shibayama, N. et al. 
(2011) J. Biol. Chem. 286, 33661］。実験では、
安定な R と R2 結晶を得るため、分子表面に
一残基変異を持つ異常ヘモグロビン C
（β6Glu→Lys）を用いた。R と R2 の結晶は
両者とも酸素結合の親和性は非常に高く、溶
液ヘモグロビンの酸素親和性の上限と一致
し、協同性はほとんど観測されなかった。こ
れらの観測より、R と R2 は酸素親和性の異
なる独立なアロステリック状態ではなく、酸
素親和性最高のアロステリック状態（R）の
構造多形性の反映であることが明らかにな
った。また、横浜市立大・朴教授との共同で、
ヘモグロビン C の R 結晶と R2 結晶の X 線結
晶解析をそれぞれ 1.4Åと 1.8Åの高分解能で
行い[PDB ID: 3S66 (R)と 3S65 (R2)]、対応す
るヘモグロビン A の結晶構造と一致するこ
とを確認した。 

 
（２）複数のコンホマーから構成されるヘモ
グロビンの平衡状態を包括的に結晶解析す
る目的で、平衡に存在する構造の異なる３個
のコンホマーを丸ごと結晶非対称単位に取
り込む C2 結晶を三種類の異なる条件で結晶
化した［Shibayama, N. et al. (2014) J. Am. Chem. 
Soc. 136, 5097］。具体的には、α1 サブユニッ
トと β2 サブユニットに CO が２個結合した
Ni(II)-Fe(II)混成ヘモグロビン（リン酸存在下
と非存在下の２結晶）と水分子が４個結合し
たメトヘモグロビン（リン酸存在下の１結



晶）であり、これら三つの同型結晶中に 9 個
のコンホマーが内包されている。 
 
（３）上述三つの同型結晶のＸ線構造解析と
酸素平衡曲線測定を行った［Shibayama, N. et 
al. (2014) J. Am. Chem. Soc. 136, 5097］。X 線結
晶構造解析については、横浜市立大・朴教授
との共同で行った。三つの同型結晶を比較す
ると、リガンドの個数、リン酸イオンの有無
に応じたアロステリック平衡の違いを反映
し、内包する９個のヘモグロビン分子の 4 次
構造は全て異なっていた。更に詳細な構造比
較の結果、９個のコンホマーは T から R を経
て R2 に到るヘモグロビンの構造空間全域に
ほぼ連続的に分布しており、教科書に書かれ
ているよりもはるかに多くの状態が平衡で
存在することを明らかにした。また、多くの
研究グループがこれまで数１０年間探し求
めていたTとRの中間的な構造と機能を持つ
新しいアロステリック状態（今回 TR と名付
けた）を捕らえることに世界で初めて成功し、
ヘモグロビン研究の重要なミッシング・ピー
スを埋めることができた。 

図 1： ヒト・ヘモグロビン四量体（等価な
二つの二量体 α1β1 と α2β2 が会合した四量
体）の教科書的な 2 状態アロステリック転移
の模式図（上左図）と、今回同定された 9 状
態の重ね書き（上右図）。両図とも、各構造
の α1β1 二量体を重ね合わせたときの α2β2 二
量体の回転運動で 4 次構造変化を表現した。
下図は、9 状態の α1 サブユニットに対する β2
サブユニットの動きの拡大図。 
（JACS 136:5097–5105, 2014 より引用改変） 
 
（４）本研究では、α1 サブユニットと β2 サ
ブユニットに CO が２個結合した非対称
Ni(II)-Fe(II)混成ヘモグロビンを結晶化に用
いたが、四量体中の非等価な 2 個の二量体
（α1β1 と α2β2）は区別されずランダムに充
填された結晶ができた。このヘモグロビン分
子の溶液中での分子対称性を確認する目的
で、四量体の対称な部位にある二つのフリー

なシステイン残基（β1 と β2 の 93 番 Cys-SH）
の SH 試薬に対する反応速度の違いを計測し
た［Shibayama, N. (2012) FEBS Letters 586, 74］。
二つの Cys-SH の反応速度は同じオーダーで
あり、ヘモグロビン分子の非対称な部位のリ
ガンド結合が引き起こす対称性の破れは比
較的小さいことが示唆された。 
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