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研究成果の概要（和文）：血液の赤血球中に酸素運搬体として存在するヘモグロビンが示す高い

酸素運搬能は、協同的酸素結合機能によって支えられている。私共は、ヘモグロビンにおいて

酸素が結合する部位であるヘムの電子構造に着目し、従来の研究とはまったく異なる新しい観

点で研究を行い、ヘム、ヘム鉄、そして軸配位子ヒスチジンの間の電子的な相互作用がヘモグ

ロビンの協同的酸素結合機能の調節に重要であることを実証することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：Hemoglobin is the heme-containing oxygen-transport protein in the 
red blood cell.  Highly efficient oxygen-transport of hemoglobin is achieved by 
cooperative oxygen binding properties of the protein.  In this study, molecular mechanism 
responsible for the cooperative oxygen binding of the protein has been investigated from 
the standpoint of a novel theory, i.e., the electron theory of the heme cofactor.  The 
study revealed that electronic interaction among the heme -system, the heme iron, and 
the F-bound histidine plays a crucial role in control of the cooperative oxygen binding 
of the protein. 
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１．研究開始当初の背景 
 酸素運搬タンパク質ヘモグロビン（Hb）は、
α鎖、β鎖と呼ばれる 2種類のサブユニット
が各 2個ずつ、合計 4個のサブユニットから
なるタンパク質であり、各サブユニットは酸
素分子（O2）の結合部位であるヘムを 1 分子
ずつ含んでいる。Ｘ線結晶構造解析の結果か
ら、Hb には、T状態と R状態と呼ばれるる２
種類の四次構造があることが示されており、
生物化学の教科書では、「Hb の四次構造は、

O2分圧に応じてT状態とR状態の間で変化し、
そのことによって各サブユニットに含まれ
るヘムの O2親和性が変化するため、Hbは協同
的酸素結合を示す」と説明されている。教科
書のこの記載内容は現象論的説明としては
正しいが、化学的な説得力をもっていない。
Hb の四次構造がどのような分子機構で各サ
ブユニットに含まれるヘムの O2 親和性に影
響を及ぼしているのかが、説明されていない
からである。生物化学の教科書に記載されて
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いる定性的かつ現象論的説明から脱却する
ことは、生命を担う生体分子の理解に生物化
学が有用であるということを明示すること
になり、結果的にバイオサイエンスにおける
化学のプレゼンスを高めることにつながる
と考えられる。本研究では、酸素貯蔵ヘムタ
ンパク質ミオグロビン（Mb）の O2親和性およ
び外部配位子識別はいずれもヘムの電子構
造によって調節されることを実証した私共
の研究成果（J. Am. Chem. Soc. (2010)）に
基づいて、Hbの協同的酸素結合の分子機構を
ヘム電子論に基づいて解析した。 
 
２．研究の目的 
Hb の各サブユニットのヘム側鎖ビニル基

のコンフォメーションは、O2結合前後で変化
することが X線結晶構造解析により明らかに
なっている。ビニル基のπ平面は、O2結合前
はポルフィリン環のπ平面とほぼ共平面で
あるのに対して、O2結合後には両平面はある
ニ面角（Ψ、図１B参照）をなす配向になる。
ビニル基とポルフィリン環の互いのπ電子
系の相互作用（π―π相互作用）はΨに依存
し、Ψ = ～0°では、ビニル基はポルフィリ
ン環π電子を求引するのに対して、～90°で
は逆にポルフィリン環に電子を供与すると
考えられる。したがって、ヘムのポルフィリ
ン環のπ電子密度およびヘム鉄原子の電子
密度（ρFe）は、O2結合前よりも O2結合後の
方が大きいことが予想される。 

私共は、Mb の O2親和性はρFeの減少に伴っ
て低下することを明らかにしている（J. Am. 
Chem. Soc. (2010)）。この知見に基づいて、
上記 Hb の O2結合における O2親和性の変化を
考えると、Hb の O2親和性は O2結合前よりも
O2結合後の方が高いと結論づけることができ
る。この結論は、Hb の機能に関する既知の知
見と一致する。そこで、本研究では、ヘムの
側鎖ビニル基とポルフィリン環のπ-π相互
作用の変化がヘムの電子構造やρFe に及ぼす
影響に焦点を当て、Hb の協同的酸素結合機能
の分子機構の解明を目指した。 

 
３．研究の方法 

まず、ヘムの電子構造がポルフィリン環π
電子系と側鎖ビニル基π電子系のπ-π相互
作用により受ける影響を密度汎関数法によ
る計算化学で評価する。次に、ρFe を大きく
かつ段階的に変えるために、ヘム側鎖として
大きな電子求引性を示すトリフルオロメチ
ル基（CF3）を有機合成で導入したフッ素化ヘ
ムや化学修飾ヘム（図２）を Hb のタンパク
質部分に組込み、CF3導入に伴うρFeの変化が
Hb の O2親和性や協同性の指標である Hill 係
数に与える影響を解析する。なお、フッ素化
ヘムや化学修飾ヘムを Hb に組込む際は、酸
性水溶液中における Hb の変性を利用して、

Hb に含まれている天然のヘム（プロトヘム）
を遊離させた後でタンパク質部分を単離し、
得られたタンパク質水溶液の pH を約 7 に調
整した後でフッ素化ヘムや化学修飾ヘムを
加えるという再構成法を利用した。また、フ
ッ素化ヘム再構成 Hb の機能測定の結果、ヘ
ム側鎖としてビニル基が存在しなくても、Hb
は小さいながらも協同的酸素結合機能を示
すことが明らかになった。そこで、ヘム側鎖
ビニル基のヘム平面に対するコンフォメー
ション変化がヘムの電子構造に与える影響
に加えて、O2結合前の Hb におけるヘムとタン
パク質の相互作用がヘム電子構造の変化に
より受ける影響を明らかにするために、デオ
キシMbを用いてρFeとヘム鉄と軸配位子ヒス
チジン（近位 His(His93)）の配位結合（Fe-His
結合、図３左）の関係を解析した。 
 

４．研究成果 
(1)密度汎関数法による計算 ヘムのポルフ
ィリン環に対するビニル基のコンフォメー
ションとρFe の関係を解明するために、モデ
ル分子（図 1Ａ）のビニル基のコンフォメー
ション（図 1Ｂ）を系統的に変化させた構造
について、ρFe の指標として利用できると考
えられるマリケン電荷を密度汎関数法（計算
法と基底関数：rB3LYP/6-31G(d)）により計
算した（図１Ｃ）。計算結果では、予想通り、
ρFeは、Ψ＝ 0°で最少、そしてΨ＝ 90°で
最大となり、ヘムの電子構造はヘム平面に対
するビニル基のコンフォメーションに依存
することが確認された。また、フッ素化ヘム
のモデル分子でも同様にしてρFe を見積もっ
たところ、天然のヘムが側鎖としてもつ２つ
のビニル基のコンフォメーションΨが同時
に 90°から0°に変化する際に生じるρFeの
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図１．計算に用いたモデル分子（Ａ）、
ポルフィリン環に対するビニル基の
コンフォメーションを規定する二面
角（Ψ）（Ｂ）、およびヘム鉄原子の
マリケン電荷のΨ依存性（Ｃ）。Ｃで、
○はビニル基１つ（8-Vinyl）のΨ、
一方、●はビニル基２つ（3-および
8-Vinyl）のΨを同時に、５°刻みで
変化させて求めた結果。 



 

 

変化は、CF3基１つの導入に伴う変化に匹敵す
る大きさであることが示唆された。 
 
(2) CF3導入 Hb の調製と機能解析 ヘムのπ
電子密度が Hb の機能に及ぼす影響を解析す
るために、Hbの側鎖に大きな電子求引性を示
す CF3 を導入して、ヘムに電子的摂動を与え
た。本研究で使用したフッ素化ヘムおよび化
学修飾ヘムを図２に示す。これらのヘムのう
ち、7-PF と 2,8-DF は鈴木秋弘教授（長岡工
業高等専門学校）、そして 3,8-DMD は根矢三
郎教授（千葉大学）から、それぞれ供給を受
けた。これらのヘムを補欠分子族として Hb
に導入した。 

NMR によりこれらフッ素化ヘムと化学修飾
ヘムが Hb のタンパク質部分に正常に組み込
まれることを確認した上で、これら再構成 Hb
の O2 親和性および協同性の指標である Hill
係数を測定した。その結果、CF3を１つ導入す
ると、O2親和性は約 1/2.2―1/6.3 倍低下する
ことが示された（未発表データ）。一方、協
同性は天然の Hb の約半分であり、導入した
CF3の数には存しなかった（未発表データ）。 

本研究の目的は、ヘム側鎖ビニル基のヘム
平面に対するコンフォメーション変化がρFe

に与える影響に着目して Hb の協同的酸素結
合機能を理解することであったが、ビニル基
をもたないフッ素化ヘムでも小さな協同性
を示すという実験結果が得られたことから、
O2結合前の Hb（デオキシ Hb）におけるヘムと
タンパク質の相互作用がヘム電子構造の変
化により受ける影響を明らかにする研究を
新たに計画した。このことによって、ヘム側
鎖ビニル基のヘム平面に対するコンフォメ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ーションの変化がρFe に与える影響に加えて、
ρFeの変化がデオキシHbにおけるヘムとタン
パク質の相互作用に与える影響に基づいて、
Hb の協同的酸素結合機能の発現機構を明ら
かにすることが可能となった。 
 
(3) ヘム電子構造の変化がデオキシ Mb の
Fe-His 結合に与える影響 デオキシ Hb に関
する有用な情報を得るために、まず、デオキ
シ Mb を用いてρFeと Fe-His 結合の関係の解
析を行った。Mb では、Hb の場合と異なり、
サブユニットを区別する必要がない上に、
種々の測定法により高感度で解析できる点
が、本研究目的の遂行には好都合である。デ
オキシ Mb における O2結合前のヘムは外部軸
配位子をもたない５配位状態として存在す
る（図３左）。したがって、ヘム鉄の反応性
（外部配子親和性）を電子的に調節する因子
としては、Fe-His 配位結合がある。デオキシ
Mb の、Fe-His 配位結合の解析は、共鳴ラマ
ン分光法により測定できる Fe-His 伸縮振動
数（νFe-His）に基づいて行った。CF3を導入し
て、ρFeを減少させれば、Fe-His 配位結合の
強度が増大することは、密度汎関数法による
計算結果から予想していたが、νFe-Hisに基づ
く解析により実証された。また、ρFe の指標
として、一酸化炭素（CO）結合型の Mb で観
測されるヘム鉄に結合した CO の伸縮振動数
（νCO）が利用できることを明らかにした。
CO がヘム鉄に結合すると Fe2+-C≡ O ↔ 
Fe2+=C=O の共鳴が起き、ρFeの減少はこの共 
 

図２．本研究で用いたフッ素化ヘム
と化学修飾ヘム。PHはプロピオン酸
基を表す。Mesoと7-PF、そして
3,8-DMDと2,8-DPFで得られた実験
結果を互いに比較検討することに
より、それぞれCF3１つそして２つ
の導入がHbの機能と構造に及ぼす
影響を明らかにすることができる。
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図３．デオキシMbのヘム鉄の配位構造
（左）とMbにおけるρFeの指標であるヘ
ム鉄に結合したCOの伸縮振動数（νCO）
に対するデオキシMbのFe-His伸縮振動
数（νFe-His）（●）およびHis93 NHプロ
トンに由来するNMRシグナルのシフト値
（●）のプロット（右）。νFe-HisとNHシ
フトはいずれもρFe、に依存することが
実証された。ρFeの減少により、νFe-His

は増大するのに対してNHシフトは逆に
小さくなることから、ρFeの変化は、
His93のイミダゾール環の電子的な性質
に影響を与え、さらに、His93とLeu89の
水素結合にも影響を及ぼしていること
が明らかになった（詳細は、本文参照）。



 

 

鳴の平衡を左に偏らすことになり、νCO は増
大するため、結果的に、νCO はρFe を反映す
ることになる。ρFe を鋭敏に反映する測定可
能な物理量を見いだすことは、本研究にとっ
て不可欠であることから、この研究成果は、
今後の研究にとって極めて有用であると言
える。。 
 νCO に対するνFe-His のプロット（図３右）
からわかる通り、ρFeの減少に伴い Fe-His 配
位結合の強度が増大することが明らかにな
った。一方、νCO に対する His93 NH プロト
ンに由来する NMR シグナルのシフト値（NH
シフト）は、Fe-His 配位結合の強度の増大に
伴って、減少した。約 80 ppm におよぶ NH
シフトの大きさは、デオキシ Mb のヘム鉄に
存在する不対電子による常磁性シフトのた
めである。上述の通り、νFe-Hisの解析からは、
ρFeの減少に伴いFe-His配位結合の強度が増
大することが示されたことから、当初、
Fe-His配位結合の強度の増大に伴いNHシフ
トも増大することを予想したが、その予想に
反して、NH シフトは減少した。この結果は、
Fe-His 配位結合の強度の増大により Fe-His
配位結合を介してヘム鉄から His93のイミダ
ゾール環に非局在化する不対電子密度は増
大するものの、His93 イミダゾール環から NH
プロトンへの不対電子の非局在化が阻害さ
れていることを示唆している。図３左に示す
通り、His93 NH は Leu89 のカルボニル酸素
原子と水素結合（His93-Leu89 水素結合）を
形成している。したがって、His93-Leu89 水
素結合の強度が増大すると、His93 NH の酸
性度が増大し、結果的に His93 N―H 結合を
介した不対電子の非局在化が阻害されると
考えられる。このように、ヘムの電子構造の
変化は、軸配位子 His93 のイミダゾール環の
電子的な性質に影響を与え、そのことが
His93-Leu89 水素結合にも影響を与えると考
えられる。この予想は、1,2-ジメチルイミダ
ゾールを軸配位子として用いて調製したヘ
ムの鉄二価５配位錯体に対して行った同様
の解析の結果からも支持された。 
 また、CF3 を１つ導入した際に生じるρFe

の減少に伴いO2結合反応速度定数が約1.5倍
になることが明らかになった。これは、ρFe

の減少がヘム鉄のルイス酸性度を増大さる
からであると考えられる。したがって、デオ
キシ Mbのヘム鉄の反応性は、ヘム電子構造、
His93 イミダゾールおよび His93-Leu89 水素
結合の間の電子的な相互作用により調節さ
れることが明らかになった。 
 
 本研究により、Hb の協同的酸素結合機能は、
ヘム電子構造を通して調節されることが示
された。本研究で得られた知見を一般化する
と、「生体高分子の機能は、電子論で解明で
きる」と表現できる。 
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