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直流電源.

窮霧答_鮮 甚 藝 一・
光源 羅 香 、

反応槽 増幅器'

絶 光盃㌘ 下 試料瀦 膜 通光窓 ・

薗1.'醒 素平衡曲線自動記録装置動作原理,

、 ・h.

4

暑 ・

轟
♀＼ …

ク ウ6の 舗 ノ ∋

沼z2'

営祁

A

z

掩

D「

、`

「藪:。

劃1騒l
i

履..一
1

i}

i
i

一 一1

16:二 輪i,'1..y

口
L一_

F『 膨

詞

.

t

博

等斗

▲

ゆ

22'

i

症 1曝ill.i
le

.oiw

・/一
{Illl『 Sr'rノ ー i 窒

i十1亨司 iE比1§

171411

F

1)(5 12 2013

… 「

19

図2.反 応 糟m橿1艨B た 方は イ則 面 ガら見た断 面 図 。 右方は 正 面 ガ ら 見た

一誠 緬 の図。 斜 線 之施 脈 部分 は 貯 ンレス・ス$一/し、』で つくら4した部分 を芝

づ.(1)反 応 槽 本体,(2)蓋,(3)蓋 芝灰耐 躰 伽 ・固劾 礁 ホ・ト,(4)反

耐 曹内雛 気$に 調 勧 の の ンク、(5)コ1レ ツネ瓦 ⑥ 厳 魏 極(7)サ ー

ミスタ ・フ。・ヴ',(8叛 応 柚 ・溢 気 脳 ための シ主射 針,ω ゴムJ・・ッキンク",(1。),

ガ ス 麟 くた め の ゴ ム筍(11)ヘ モグ馬'ロビン 溶 液,ω 鞄 光 ピーへ し13蝉

餓 ・塩 過 す粛,紛 軌 燥 1室〆13)7ク リル樹 脂 のプ ・ツフ,(1&)シ,け ゲ1レ粒,

㈲ 乾 ナ蝦 ヒ の カゲ破 漉 船 褐 細 孔,働 ゴ ム鳩 ㈲ サーモモジュール,

(20)ウ ォータr・ジ々 ケ・フト,(21)冶 却水 と尋 くゴム管,(22)及 応:糟'全体 と 支之る梓 。

戟 燥 室 は 汲応 糟 内部 の温 度 賦 露 点 以 下 の場 合 に寒 、JK滴 グ イ寸着・す3のε肋 ぐ.
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表2本 研 究,で 言局 べ ら肌 た 異常 ヘモグPビ ン の アミノ酸 置換1と 湧憂系乎4斯 織 ・能.。

ブミノ鵬 擾 の『鯉 性
.:ア 覇 ζ配 列 力澱 矢助 哺 繍 物 の へ 七物 ビン の 咲 鎖 ま

たな β鎖 同士 乏比 較 した し乏.、重体楯 豊 上 っね に1司 一 の残 差1で 占の られ「:〉>3場 合

、ま.工GAゾa・r汝 ハt)ノ1符 嚢しのタ黄蕃で とよ)られ■いr、、5易!合怠V'(variable),櫓'}生 のアミ

ノ酸 に限 ら編 場 合1さ'V匹 ・た・ 置囎 伽 位 置:へ ゆ 近 伽 場 合 と
.

hrm・,解 緬 で 外 角乏鴫 銚extし した.rYm志 猟 ぞ#LBahr

効 呆,ヘ ム 間 相 互作 用 の強 之(本 文参襲、)。 試 料:酸 籍 衡 曲 線 と測 定 .

こ献 料 ・ご鍛 之庶 ヘモグ・ビ濡 液・齢 広吃 轄 嫌 協

合 はW'Hと した.・

し■、 ρ暗 「聖.1.雫 「.y.『 関 響.「学 、ヨ`'L一 蹄 脚'聯'物 ゆ ..」τ`㍗「㌧、'4、ψ贈L.ヴ'
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pH 7.9 ?.4 7.0 6.5

HbA

n 2.89 2.98. 2.91

f2 0.519 0.685 1.62

f3 15.9 2.24 1.25

f4 370 505 810

HbMBoston

n 0.94 0.97 0.95 0.95

f2 o.so$ 1.06 0.749 0.805

HbMMilwaukeeI
n i.63 ユ.53 ユ.50 ユ.4σ

f2 ユ.4.8
//

9.72 8.53一

F.

_ノ5 .79

表3 H川 の.定紋ti促 準 因・う。(本 之参 賦)。.
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表4 、倣 視 的 平衡 定数 と 殿 熱 お よU..エ ントotｰ一.変 化
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名 称

JToronto

JParis

JOxford

I

JMedellin

Memphis

GAudhali

Chad

GChinese

Torino

LFerrara

Hasharon

JSardegna

Russ

Shimonoseki

Mexico

Norfclk

MBoston

UbeII

GPhiladelphia

StanleyvilleII

AnnArbor

Etobicoke

GNorfolk

MIwate

Broussais

Chesapeake

JCapeTown

Manitoba

Dakar

Chiapas

JTongariki

OIndonesia

Bibba

Singapore

Koellicker

Tokuchi

S

C

Leiden

CHarlem

Siriraj

GSanJose

PortoAlegre

Sogn

JBaltimore

DBushman

GCoushatta

ESaskatoon

Freiburg

Riverdale-Bronx

GTaiwan-Ami

E

Genova

Tacoma

Phil正y

Hammersmith

GGalveston

ア ミ ノ 酸 置 換

異纐 騨 置欝 鶴 置憲*1変異解 置 換

α

a

a

α

a

a

a

a

a

CY

a

a

a

a

5

2

5

6

2

3

3

3

0

3

7

7

0

1

4

4

7

8

1

1

1

2

2

2

2

3

4

4

4

5

5

5

5

5

5

A3ext

A10ext

A13ext

A14ext

B3ext

B4ext

B4ext

B4ext

B11α1β1

CDIheure

CD5ext

CD5ext

CD8ext

CDgext

E3ext

E3ext

E6ext

E7heme

VAla→Asp

VAIa→Asp

VGIy→Asp

?Lys→Glu

VGIy→Asp

VGIu→Gln

VGIu→Val

VGIu→Lys

IGIu→Gln

IPhe→Val

IAsp→Gly

IAspHis

IHis-Asp

IGly→Arg

VpGln→Arg

VpGln→Glu

VGIy→Asp

IHis→Tyr

酸.素 糸吉 合 倉旨*3

{

α

a

a

a

a

a

α

a

α

α

a

8

Ω◎

∩0

0

4

「0

7

6

ρ0

7

8

n◎

8

0◎

親和性Bohr効 果S字 性

α

a

a

a

a

a

α

a

α

a

α

β

β

β

β

β

β

β

β

β

β

β

β

β

β

β

β
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脅 録 工 灘 異常ヘモグロビンとその酸素結合能
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*1

*2

ア ミノ酸 置換のおこる位置が ヘムの周囲 で あ る場 合 は

heme,サ ブユ ニッ トとサブユニ ッ トとの境界面 にある場

合 は α1β1,niQz,β1β2な ど,そ の他分子 内部 または表面

の陥入部などにあ って分子内結合 に関係 するよ うな場 合

はgen(general),分 子 の表面 にあって外 向 きの場合 は

ext(external)な ど と区別 してある.

1次 構造が明 らかに された哺乳動物 のヘモグロビ ンの α

鎖 同士 または β 鎖同士 を比 較 した とき,立 体 構造上 つね

に同一の ア ミノ酸で占め られ る 位 置 を1(invariant),

特定の ア ミノ酸 で 占め られていない位 置をV(variable),
variableな 場合 でも極性 の アミノ酸 にかぎ られる場合 は

Vp,非 極性の ア ミノ酸にか ぎられ る場合はVnと して区

別 してある.
*3正 常な成人の ヘモグロビン(HbA)を 比較の対象 と して

い る.親 和性 はP50が2倍 以上 異なる場合 に"非 常に"と

い う用語 を用い てあ るが,概 念的であ る.S字 性 はヘ ム

間相互作用 の強 さで,可 能 な場合にはHillの 定数nで

示 してある.
*4酸 素結合能 を測定 した試料 が 全血の場合はWB ,全 溶血

液 の場合 はWH,分 離 されたHb溶 液の場合はHbと

してある.
*5酸 素結合能 に関 する文献 を中心 にあげた.
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イ製録 正

群 ウマ ・オ キ シヘ モ グ ロ ビ ンの1次 構 造 と分 子 内 結

合

この説 明の個所 に もう1個 のサブユニ ット(α2)が 存在す

るが,分 子 の対称性 を考慮 して省略 してある.rプ チ ド鎖

は1次 構造 のみをあ らわ し,立 体構造はあ らわ していない.

太 い部 分は らせん構 造,細 い部分 は非 らせん構造の部分 を

意味 する.円 形はヘムである.残 基 と残基 または ヘムとを

むすぶ直線 は分 子内結合(本 文参 照)を あ らわす.実 線 は

非極性 の,破 線は極性の結合 である.図 に示 したほかに,

α1のHC2(Tyr)と β2のC2(Pro)お よびC3(Try)

とのあいだに非極性結合 が存在 する.α1ど α2お よび β1

と β2の あいだにはい くつかの極 性結合 が存在 すると考 え

られ てい るが,明 らかではない.ヒr・ ヘモグ ロビ ンの1

次構造は ウマ ・ヘモグロビンのそれ とやや異なるが,分 子

内結合に関係す るよ.うな重要な残 基は ほぼ同 じと考 えてよ

い.こ の図は文献1～3)を 参考 に して筆者が構成 した も

ので ある.

〆
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Oxygen-equilibriumcharacteristicsofhumanabnormalhemoglobin(Hb)Hiroshima

.(β143His→Asp)werestudied.Thepuri丘cationoftheabnormalhemoglobinfraction

wasattainedbystarch-blockelectrophoresis(pH8.6).HbHiroshimahasanincreased

oxygenaffinity,adecreasedBohreffectandareducedheure-herneinteraction(Hill's

constant,n=2.0～2.6),incomparisonwiththoseofHbA.Theconstantnshowsa

tendencytoincreasewiththeincreaseofpH.Theoxygen-equilibriumcurvesofHb

Hiroshimahaveasectionofsingularshapeattheupperrangeofsaturationandarenotof

simplesigmoidform.ThedataofhemolysatecontainingHbHiroshimaarenearlycon-

sistentwiththeresultsexpectedfromthedataofpurifiedsamples,butaslightdis-

crepancybetweenthemisseeninrespectoffinestructureoftheoxygen-equilibrium

curves.TheimplicationofthefunctionalabnormalityofHbHiroshimaisdiscussedfrom

theviewpointofalteredrelationshipsbetweentwoﾟ一chainscausedbytheaminoacid

substitutionanditispointedoutthattheaminoacidresidueofﾟ143playsanimportant

mletotheoxygen-combiningbehaviorofhemoglobin.

Itisaproblemofmuchinteresttoin-

vestigatewhatroleeachresidueplaysin

hemoglobin(Hb)moleculeinordertoex-

hibititsexcellentphysiologicalfunction.

Theinvestigationofthefunctionofab-

normalhumanhemoglobinswithsingle

aminoacidsubstitutionisveryprofitable

fortheclarificationofinterrelationships

betweenstructureand血nctionofhemo-

globin,

Rece。 、1,S.Shib。 、a・et。 」.(、)h。 。,dis-

coveredanewvariantdesignatedasHb

HiroshimainaJapanesefamilyandhave

determinedtheaminoacidsubstitution

ofAspforHisinthe143rdaminoacid

residueoftheﾟ一chain.Theoxygen-equi-

Libriumfunctionofthisabnormalhemo-

globinwasstudiedandtheresultsarere-

portedinthepresentpaper.

MATERIALSANDMETHODS

ThesamplesusedforthisstudyarepurifiedHb

Hiroshima,purifiedHbA(control)andhemolysate

'Hisaddress:TheThirdDepart
mentofInternal

Medicine,YamaguchiUniversityMedicalSchool,

Ube(Japan).

ofpatient'sandnormal'sblood.HbHiroshimaand

HbAwerepurifiedfromthesamehemolysateofpa-

tient'sbloodbystarch-blockelectrophoresis(2)us-

ingTris-EDTA-boratebuffer(pH8.6)andthepurity

ofthesampleswasascertainedbyagargelelectro-

phoresis(pH7.0).Thecontentofabnormalhemo-

globininthehemolysatewasdeterminedbysca皿ing

theagargelplateafterelectrophoresis(pH8.6).The

purificationprocedureswereperformedbyS.Shi-

bata'andthepurifiedsamplesandhemolysates

weresenttotheauthor.Eachsamplewasdia-

lyzed24hoursat4ｰagainstO.1Mphosphatebuffer

(NazHPO4十KHZPO,)andwasdilutedwiththe

buffertoadequateconcentrationbeforemeasure-

ment.Theproteinconcentrationofthesamplewas

determinedbyspectrophotometryafterconversion

topyridinehemochromogen(3).

Oxygen-equilibriumcurves(Oz-equilibrium

curves)ofhemoglobinweremeasuredbytheauto-

maticrecordingmethod.byK.Imaiet｢1.(4).Inthis

methodtheoxygenpartialpressureinthesample

wasmeasuredwithClark'soxygenelectrodeandthe

percentagesaturationofhemoglobinwithoxygen

wasmeasuredspectrophotometricallyusingthe

monochromaticlightof564mｵ.Thecurvesobtained

bythismethodarecontinuousand&nestructures

ofthemcanbeeasilyobserved.Frequently,before

andaftermeasurementofthecurves,theoptical

spectraofthesamplesweremeasuredandmethemo一

543
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globinformationinthesamplesduringmeasurement
wasascertainedtobetoosmalltoexertasignificant
influenceonthecurves,judgingfmmthechangein
thespectra.Preparationandmeasurementhadbeen

performedwithin10daysafterthecollectionofblood.

RESULTS

02-Equilib吻mcurveso/purifiedんe-

mog励LIZS.TheO2-equilibriumcurvesof

purifiedhemoglobinsweremeasuredat

fivedifferentpHvalues,andtheresults

areshowninFigs.1and5(thecurvefor

pH6.Oisomittedinordertoavoidcom-

plication).ThecurvesofHbAcoincided

wellwiththecurvesofdialyzedhemol-

ysatefromnormal'sblood.Thereforethe

processofpuri且cationdidnota任ectthe

curvesatleastinthecaseofnormalhemo-

globin.TheO2-equilibriumcurvesofHb

Hiroshimahaveasectionofsingularshape

attheupperrangeofsaturationandare

notofsimplesigmoidform.Forexample,

atpH6.5and7.0,theyhaveaflattened

sectionbetweenthetwopointsindicated

bytheboldarrowsinFigs.1and5.This

featuregetslessdistinctasthepHbe-

comeshigherandthecurveforpH7.8is

nearlyofsimplesigmoidform.Thesefea-

turesintheO2-equilibriumcurvesofHb

Hiroshimacanbeclearlyseenonthe

curvesinFig.2,wheredy/dlogpis

plottedagainstlogP(:ソisfractionalsatu-

rationofhemoglobinwithoxygenandpis

oxygenpressure).Thedifferentialcurves

forHbAarenearlyinvariantinshape

withpHandaretranslatedonlyalongthe

abscissa.InthecaseofHbHiroshima,

however,thisinvarianceisnotrealized.

ThedifferentialcurvesforHbHiroshima

haveashoulderinaccordancewiththe

flattenedsectionontheO2-equilibrium

curveattheupperrangeofsaturation.

Furthermoretheshapeofthedifferential

curveschangeswithpH;thatis,the

shouldergetslessdistinctasthepHbe-

comeshigheranddisappearsatpH7.8.

HoweverthedifferentialcurveforpH7.8

isyetconsiderablyasymmetricalunlike

thatofHbA.TheOZ-equilibriumcurve

wasmeasuredonthesampleofHbHiro-

shimawhichhadbeenusedformeasure一

ioo
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FiG.1.Oz-EquilibriumcurvesofpurifiedHb

HiroshimaandpurifiedHbA(control).Concentra-

tionofHb,Olio;inO.1Ntphosphatebuffer;tem-

perature,20。,,HbHiroshimaand… ・・,HbA.

Boldarrowsindicatethebothendsofthesection

wherethecurvehasasingularshape.
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binwithoxygenandpisoxygenpressureinmm

Hg.ThecurvesforpH7.4and6.5areomittedin

ordertoavoidcomplication.一,HbHiroshima

and一 一一一一>HbA.
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Fic.3.Oz-EquilibriumcharacteristicsofHb

HiroshimaandHbA,derivedfmmthedatainFigs.

1and5.p'/Z,oxygenpressurerequiredtoattainthe

halfsaturationofhemoglobinwithoxygen;n
,the

constantinvolvedinHill'sequation.o一 一p,Hb

Hiroshimaand△ △,HbA.
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mentatpH6.5andthenhadbeendia-

lyzedoncemoreagainstalkalinebuffer

(pH7.4).Thecurvethusobtainedlost

suchaflattenedsectionasobservedat

pH6.5andcoincidedwellwiththecurve

forthesampleatpH7.4whichhadnot

beensubjectedtosuchtreatment.

Oz-Equilibriumcharacteristics.The

Oz-equilibriumcharacteristicsderived

fromthedatainFigs.1and5aresum-

marizedinFig.3.Theoxygenaffinityof

HbHiroshimaishigherthanthatofHbA.

IntheconditionofpH6.5wherethediffer-

enceinaH'inityismaximum,piia(oxygen

pressurerequiredtoattainthehalfsatu-

rationofhemoglobinwithoxygen)ofHb

Hiroshimaisonlyone-fif㌃hofp1/20fHbA.

TheBohreffect(dependenceofp1/20n

pH)forHbHiroshimaisconsiderablyde-

creasedincomparisonwiththatforHbA.

ThedatainFig.1andFig.5wereplotted

accordingtologarithmicformofHill's

equationandHill'sconstantsn,anumeri-

calexpressionofheure-herneinteraction,

weredetermined.TheHill'splotforHb

HiroshimaexceptatpH7.8wasbiphasic

curve(seeFig.4)andnwascalculated

fromtheslopeofthemainlinearregion.

ThevaluesofnforHbHiroshimaare

2.0～2.6andaresmallerthan3.Ofbr

HbA.ButthevalueofnforHbHiroshima

showsatendencytoincreasewiththein-

creaseofpH(seeFig.3).

Oz-Equilibriaofhemolysates.TheOz-

equilibriumcurveofdialyzedhemolysate

ofpatient'sbloodisshowninFig.5with

thoseofpurifiedHbHiroshimaandHbA.

Thecurveofhemolysateisbiphasicand

notofsimplesigmoidform.Thecurve

whichwasobtainedbycalculationonthe

assumptionthatthehemolysateisthe

mixtureofequalamountoftheabnormal

andnormalhemoglobins2isalsoshownin

Fig.5.Thecalculatedcurveisalsobi-

phasic.Theseextraordinaryfeaturesof

theOz-equilibriumcurvescanbeclearly

seenonthecurvesinFig.6,wheredy/d

sThecontentoftheabnormalhemoglobinfrac -

tioninthehemolysatewasabout50%accordingto

theanalysisbyscanningtheagargelplateafter

electrophoresis(5).

3
1
こ
＼
あ
口
。
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一1

0

logp

+1 +2

Fic.4.Hill'splotsofO2-equilibriumcurves.The

dataforpH6.5inFig.1wereplottedaccordingto

thelogarithmicformofHill'sequation;logy/(1-y)

=nlogp十10gKwhere:yisfractionalsaturation

ofhemoglobinwithoxygen,pisoxygenpressurein

mmHg,nandKareconstants.一,HbHiroshima

and.… ・,HbA.Thestraightlinesindicatethe

slopeusedfordeterminationofnvalue.
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Fic.5.Oz-EquilibriumcurvesofpurifiedHb

Hiroshima()purifiedHbA(… ・・)andhemoly-

satecontainingHbHiroshima(一 一一一一).Concentration

ofHb,0.1%;inO.1Mphosphatebuffer(pH7.0};

temperature20。.一 ・一,02-equilibriumcurvecal-

culatedontheassumptionthatthehemolysate

containsHbHiroshimaby50%.Boldarrowsindi-

catethebothendsofthesectionwherethecurve

hasasingularshape.

logpisplottedagainstlogp.Bothdiffer-

entialcurvesofthetwoOZ-equilibrium

curvesofhemolysateobtainedbycalcula-

tionandexperimenthavedoublepeaks

unlikethatofHbAwhichhasasingle

peak.ThecalculatedOz-equilibriumcurve

ofhemolysateissimilartotheexperi-

mentaloneonoxygena伍nitymeasuredby

p,izandnearlyinshape.Thisfactindi一
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Fic.6.Thedifferentialcurveobtainedfromthe

datainFig.5byplottingdy/dlogpagainstlogp.

,puri丘edHbHir(》shima;・ ・…,purifiedHb

A;一 一一一一,hemolysatecontainingHbHiroshimaand

一 ・一
,obtainedfromthecalculatedcurve.

Gatesthatthethreeindependentresults

forthenormalandabnormalhemoglobins

andthehemolysatearenearlyconsistent

witheachother.TheexperimentalOz-

equilibriumcurveofhemolysate,how-

ever,haslessbiphasicfeaturethanthe

calculatedone.

DISCUSSION

ItwasshownthatHbHiroshimahasa

remarkablefunctionalabnormality.Mild

polycythemiainthecarriersoftheabnor-

malhemoglobin(5)seemstobeassociated

withtheincreasedoxygena伍nityofthe

abnormalhemoglobinasinthecaseofHb

Chesapeake(6).

Theinfluenceofpurificationonthe

O2-equilibriumcurvecanbeneglectedfor

normalhemoglobin.Theinfluenceisprob-

ablysmallforHbHiroshimabecausethe

resultsofthepurifiedsamplesarenearly

consistentwiththeresultsofthehemol-

ysate.Asmallbutsignificantdiscrepancy

intheshapesofcurves,however,isseen

betweenthecurveofhemolysateandthe

curvecalculatedfromthedataofpurified

HbHiroshimaandHbA,thatis,the

formerhaslessbiphasicfeaturethanthe

latter.Generallyitcanbeexpectedthat

theO2-equilibriumcurvefbrthemixture

ofhemoglobinsofhighandlowoxygen

affinityisbiphasic,ifnointeractionbe-

tweenthemoleculesofthosehemoglobins

occurs.Thisfeatureisreallyobservedin

thehemolysatecontainingHbHiroshima,

althoughlessdistinctlythanexpected

theoretically.However,thedataofhemol-

ysateorbloodcontainingotherabnormal
hemoglobinswithamarkedfunctionalab-
normality(HbChesapeake(6),HbKansas

(7)andHbJ-CapeTown(8))donotshow
thefeaturementionedabove.Itseems
thathemolysatesuffersfroma"flattening
effect"whichreducesthebiphasicfeature
inthecurvesexpectedtheoretically.
TheOZ-equilibriumcurvesofHbHiro-
shimahaveasectionofsingularshapeat
theupperrangeofsaturationifpHisnot
veryhigh,andtheHill'splotsofthem
arebiphasic.Theheme-hemeinteraction
inthishemoglobinseemstobereducedso
farasitisestimatedbythenvalueob-
tainedfromtheslopeofthemainlinear

regionofHill'splot.Butthenvaluehas
nolongeranimportantmeaningunder
suchcircumstancesasinHbHiroshima
andthereducedheure-herneinteraction
inHbHiroshimashouldbeunderstood
withthisnote.However,inthecondition
ofhighpHasatpH7.8,theHill'splot
forHbHiroshimaismonotonoussigmoid

curveandthereducedheure-herneinter-
actionisprobablytrue.Thecauseofthe
singularshapeinOz-equilibriumcurves
ofHbHiroshimamentionedaboveisnot
stillunknown.RecentlyG.Guidotti(9)

proposedamodelforthereactionofhemo-
globinwithligands.Accordingtohis
model,Oz-equilibriumcurveanditsHill's

plotarebiphasic(doubleS-shapedby
histerm)whenthetwoｫﾟdimersinhemo-

globinmoleculeinteractwitheachother
negativelyonoxygenaffinity(inthecase

一,VaトN屋

一〇〇C -His

139143146

Asnｰ一ｰHis一 一His-COO一

ト＼＼i・1騨
i..i
・・His・…Asn

l46143139

FiG.7.Thelinksbetweenthetwoﾟ一chainsof

hemoglobinmoleculeneartheaminoandcarboxyl

termini(byPerutz).一,saltbridgesformedbythe

a-aminogroupsandthea-carboxylgroups;一 一一一一,

hydrogenbondsformedbythey-aminogroupsof

ﾟ139Asnandtheimidazoleringsofﾟ143Hisand

R146His.Theﾟ143HisissubstitutedbyAspin

HbHiroshima.
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of``

Hiroshimamaybe コ
negatlVelnteraCtlOn

studiesarerequired.

Accordin

horseoxyhemoglobin

twoβ 一chainsare

neartheaminoand

horseoxyhemog韮obin

ablythesame'

human

residuesare

β

betweerlthe

negativeinteraction
"byhisterm)

.Hb
thecasewherethe
occurs,butfurther

gtoatentativeatomicmodelof

linked

situation

oxyhemoglobin.

notionizedandlinked

139Asnbythehydrogenbondsformed

imidazoleringsoftheHis

andthe'γ 一aminogroupsoftheAsninnor-

malhemoglobin.Theaminoacidsubstitu-

tionofAspforHisinthe143rdresidue

oftheﾟ一chaininHbHiroshimaprobably

exertsaninfluenceonthelinkagesbe-

tweenthetwoﾟ一chains.Consequentlythe

twoﾟ一chainsofHbHiroshimamayfailto

maintainanormalrelativelocationbe-

tweenthemselves.AccordingtoX-ray

analysis(11),achangeofdistancebe-

tweenthetwoﾟ一chainsoccursduetooxy-

genationby7ﾄmeasuredatthelevelof

thehemes.InthecaseofHbHiroshima

thehemoglobinmoleculemayfailtoun-

dergothenormalconformationalchange

onoxygenationandsotheheure-hernein-

teractionbecomesreduced.Itseemstobe

necessaryforthenormalfunctionalbe-

haviorofhemoglobinthattwoﾟ一chains

shouldmaintainnormalrelativelocations

byPerutz(10),the
witheachother
carboxylterminiin

(seeFig.7).Prob-
ionappliesalsoto
Theﾟ143His

with

betweenthemselves.Normalhemoglobin

treatedwithcarboxy-peptidaseAwhich

removesthelasttworesidues,Hisand

Tyr,oftheﾟ一chainsexhibitsincreased

oxygenaffinityandabsenceofheure-herne

interactions(12).R.L.Nageletal.(13)

suggestedthatthe145thresiduesofthe

ﾟ一chains,Tyr,undergoenvironmental

changeduringreactionswithoxygen.It

canbesaidthatthecarboxylte㎜iniof

theβ 一chainsplayanimportantrolefbroc。

currenceofconformationalchangeinhe.

moglobinmolecule.Thereducedheme.

hemeinteractioninHbHiroshimaisvery

signi丘cantinrelationtothesefactS.It

canbeexpectedaccordingtothedata

fromX-rayanalysisthat.theβ143Hisres-

idueplaysanimportantroletotheoxy一ゆ
gen.combiningbehaviorofhemoglobin.
Thishasbeenprovedbythisstudy.
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HemoglobillMHydep。,k(HbMH)anditsmodifiedproduct(IlbMHX)inoxygen-

atedformwereobtainedbychromatographicprocedures.Thepatiexxt'sbloodcon-

tainingHbMxrevealedEPRspectrawithbothhighandlowspin-typesignals.In

anOzequilibriumstudy,HbMxshowedsimilarfunctionalabnormalitiestoHb

Msa、kat。 。11,asomewh跳thigherO2afTinityandasmallernvaluethanHbA,anda

Bohreffectthatwasalmostnormal.ButthenvalueandtheO2affinityoftheOs

equilibriumcurvesvariedconsiderablyaccordingtothewavelengthusedforcalcula-

tion,suggestingtheconformationalchangeoftheabnormalsubunitofHbMn.The

abnormalsubunitofmethemoglobinMHwasabletoreactwithcyanide,anditsK/

valuewassimilartothatofHbMnocon.Heat-denaturationalsodisclosedthere-

markableinstabilityofHbMu,whichwascompatiblewiththeresultsoftheinvivo

hematologicstudy.

In1966Hellerandhisco-workers(1,2)

discoveredanewvariantofhemoglobinM

(HbM)intheUn�ｵedS七a七es,namedi七

hemoglobinMxyaePark(Hb1¥ZH),andde-

termineditsprimarystructureasa2ﾟ292Tyr

Soonafter,Shibataandco一ｫ一 〇rkers(3)dis-

coveredHbIVIAk,tf-inJapanandidentified

itwi七hHbMH.InHbMH七heproximal

histidineofﾟ92issubstitutedbytyrosine.

Itmaybeexpectedthatsuchanabnormality

greatlyaffectsthepropertiesofHbasin

otherHbsM,andtheanalysisofth.eproper-

tiesofHbMHgivesusvaluableinformation

onthestructureandfunctionofHb.

Thispaperbrieflydiscussesthephysico-

chemic翫lpropertiesofHbMHincomparisoIl

wi七h七hoseofHbMiwnti,(HbM、,α287Ty・ β2),

Hb]`-BO6f,Oll(1{b]VIB,α258Ty「ﾟ2),and

HbユM:Saskatoon(Hb].VIS,α2β263Ty「).

MATERIALSANDMETHODS

Wholebloodwasobtainedfromheterozygous

individualswithHbMH(Akitの.Theredcellswere

washedwithphysiologicalsalinehemolyzedby

addingdistilledwaterwithoutaddingtoluene,and

centrifugedlhourat10,000rpm.Theresulting

hemolyzate,afterbeingdialyzedagainsttheelu-

tionbuffer,wassubjectedtocolumnchromatog-

raphy.

IsolationofHbMx.IsolationofHbMxwasper-

formedat4-6ｰinoxygenatedforms,usingAmber-

liteCG-50alldO.05Mpotassiumphosphatebufler

(pH7.0).Whenafreshlypreparedhemolyzatewas

applied,fourfractionswereclearlyseparatedon

thecolumninorderofelutionrate:02HbA3(see

footnote1)1(fromHbAandHbM),0213bA,

02HbMfr,andanabnormalfraction(wecallthis

1HbAscorrespondstothefractionthatwas

termedbySchreckandSchroeder(4).

895
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Fic.1.EPRspectrumofpatient'sbloodcontainingHbMH.

fractionO2HbMHX).2Aftercompleteelutiollof

HbA3andHbAfromthecolumn,HbMxcould

beelutedwithO.07Mpotassiumphosphatebuffer,

andthenO2HbMxX,whichremainedonthecol-

umn,withO.5N[NaCIsolution.Inthisseparation

procedure,thecompletelypureHbMxfraction

wasnotobtained.Thepurityoftheseparated

HbMHfractionwasexaminedbycomparingthe

electronparamagneticresonance(EPIZ)spectra

ofthepatient'sbloodwiththeEPRofthesep-

cratedHbM$.TheresultsshowedthatHbMH

employedinthisstudycolltainedsmallam(川ntsof

animpuritythatoccurredduringchromatography

thatwascomposedmainlyofHbMHX.Care

mustbetakennottousematerialtreatedwith

tolueneormaterialmorethan10daysold,andnot

tospendmorethan20hoursforthechromato-

graphicprocedure.Theseprecautionspreventthe

increaseofHbMnXandtheappearenceofother

minorfractions.

De`ermination(ゾEYRspectra.Electronpara-

magneticresonancespectrawererecordedat

liquidnitrogentemperatureusing9200mega-

cycles/second,andthemagneticfieldwasmeas-

uredbynuclearmagneticresonanceofprotonsin

water.

Reacご 勿 吻(ガHδ1レ7HwithP磁ssiunacyanzde.

EquilibriumanalysisofMetHbMswithcyanide

wasperformedaspreviouslyreported(5).

0即 四 θηequilib,廊 現(ゾHbMfl.Twospectro-

photometricprocedureswereemployed.Oneisthe

automaticrecordingmethodofImaietal.(G),and

thedetermixiationwasperformedat560mｵ.The

aAbbreviationsused:OsHbMx
,oxyhemoglo-

binMH(ｫ2Fe(II)　 02β2F・(III)'一szry・);COHbMH,

carbonmonoxyhemoglobinMx(ｫai'ｰun…co

ﾟ2Fe(71i)一92Ty「);MetHbMH,methemoglobinMH

(aZFe(III)一H20ﾟ2Pe,IL)一92Ty「)。

othermethodisthetraditionalmethodofAllen

andWyman(7)withminormodificationsasde-

scribedpreviously(8).Thechangeofabsorbancy

accompanyingoxygenationwasmeasuredoverthe

rangeof450-650mｵwitharecordingspectropho-

tometer.

Kinetican吻S2S(ガ んθα己一話θηα如'anon(ゾHbMH.

Heat-denaturationofMetHbM$wasperformed

at64ｰasdescribedbyBetkeandco-workers(9)

withminormodifications.MethemoglobinMxwas

incubatedat64ｰafterapriorincubationof2

皿inutesat50。,a.ndcooledinicewater;もhepre.

cipitatewasthencentrifugedandtheresulting

s叩ematantHuidwasmeasuredat500mμ.

AllspectraweremeasuredwithaCaryrecord一

�gspectrophotometer,model15.Hemoglobin

concentrationwasdeterminedbythepyridine

hemochromogenmethod;thee/mniat556mｵwas

assumedtobe34.7unlessdesignatedotherwise.

RESULTS

EP1諺8PεCご,「'α(ゾbZoodcO磁 伽 吻HbMHand

theisolatedHbMHX.AsshowninFig.1the

patient'sbloodhadEPRabsorptionsbe-

tweeng=6.Oandg=2.Othatexhibited

characteristicSplittingsnearg=6.0,asob-

servedinotherHbsM(10).TheEPR

spectraalsoexhibitedthesignalofalow

spintype,whichhasnotbeenobservedin

thebloodcontainingotherHbsM.The

purifiedO2HbMHalsoshowedthe:EPR

spectrasimilartothoseofthepatient's

blood.TableIcomparestheresultsofEPR

measurement,indicatedintermsofgvalues,

withthoseofotherHbsM.Duringthe

chromatographicprocedure,auniquefrac-

tion(OzHbITHX)appearedatthetopof
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thecolumn,andwasreddishcolored,as

O2HbA,elutedveryslowly,andseemedto

beuniquetothehemolyzatecontaining

HbMx.Thetrypticpeptidemappingwas

performedwiththeﾟ一chainofO2HbMHX.

afteraminoethylation.Theresultingpeptide

mapcloselyresembledthatobtainedwith

HbMH.ThisO2HbMHXalsoshowedthe

EPRabsorptionwithahighspin-typesig-

nal.Figure2indicatesthesignalofhigh

spintypeatg=6.0,whichresemblesthatof

MetHbA,althoughthesignalwidthis

slightlybroad.

Visiblespectra(ゾ0,HわD2HandO・Hblレ7HX.・

figure3presentsthevisiblespectraof

TABLEI

g-VALUESOFEPR.SPECTRAFOR
HbsMANDMETHbA
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α ⊥andllindicateperpendicularandparallel

tothehemenor皿al,respectively.g⊥1andg⊥2are

twoprincipalvaluesofginthehemeplane.The

signalsatg=4.3andg=G.OforHbMsare

omittedinthetable.

　
450SQo550600650λ(mA)

FIG.3.Visiblespect .raofO2HbMH,0.2Hb

MHX,andO2H:bAinO.1Mpotassiumphosphate

bufferatpH7.0.WithO2HbMHX,concentra-

tionwasdeterminedbythecyanomethemoglobin

method.O,HbMH(一);02HbMHX(…);02Hb

A(…).

20a
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GAUSS200一

FiG.2.EPRspectraaroundg=G.OofO2Hb

MxXandMetHbA.Uppertrace,OaHbMHX;

lowertrace,MetHbA.

02HbVIHandO2HbMHX.Thespectrum

ofO2HbMHshowedhighabsorbancyaround

470-520mｵand570-650mｵincomparison

with(52HbA.TheabsorbancyofHb1%IHX

closelyresembledthatofO2HbA,although

theabsorptionmaximaoftheｫ一,ﾟ一,and

y-bands(they-bandisnotcitedinthe

figure)wereslightlydislocatedtoshorter

wavelengths(574,540,and411mｵ,re-

spectively)andwereapparentlydifferent

fromthoseofHbMH.

ReactivityofHbMHwithcyanide.Inthe

titrationofMetHbMHwithincreasingcon-

centrationsofcyanide,theabsorptionspec-

traofMetHbD2Hchangedinacomplicated

manner.Finally,whenthecyanideconcen-

trationwasincreasedbeyond1.OM,the

spec七rumofMe七HbMEbecameindis-

tinguishablefromthatofthecyanidecom-

plexofMetHbA.Figure4showsthecyanide

equilibriumcurvewithi¥'TetHbMH.This

curve,ifassayedat630mｵ,wasbiphasicas

observedinthecaseoftheotherHbsM(5).
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Whenassayedat597mｵ,anisosbesticpoint

forMetHbAanditscyanidecomplex,the

curveshowedamonophasiccharacteras

seeninI'ig.4.TheK'valueofthiscurve

was2.7×10-2Mandwassimilarto七hatof

abnormalαsubunitofMetHbMB。The

reactivityofthepatient'shemolyzateto

azidewasalsoexaminedbyusingtheEPR

technique;inahighconcentrationofazide

(approximately2.Ovz),theEPﾟ,signal

aroundg=6.Oofthepatient'shemolyzate

completelydisappearedandatypicallow

ool
O
g

x
z
り
ρ
エ
〈
-
b
エ
く

11
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工
嗣Φ
E

Z
O

.o
n
Q
く

巴
b

エ
く

0
-6-5-4-3-2-70

[ogKCNconcentr(ユtion(M)

FiG.4.EquilibriumforreactionofMetHbA

andMetHbMHwithcyanide.Iibconcentration,

5×10-5Masheure,inO.1Mpotassiumphosphate

buffer(pH7.0).Equilibriumwasmeasuredat630

mμforMetHbA(△)andMetHbMH(○)andat

597mｵfortheheurelinkedwithﾟ一chainofMetHb

MH(●),

spin-typesignalsimilartothatofMetHbA

azidecomplexappeared.

Oxygene(luilibriumOプthehemolyzatecon-

tamingHbMH,purifiedHbMH,and

HbMxX.Figure5showstheresultsofthe

oxygenequilibriumperformedwiththeauto-

maticrecordingmethod.Thereweresig-

nificantdifferencesinoxygenaffinityandn

valueinHill'sequationbetweenhemolyzate

containingHbMHandHbA;thehe-

molyzateexhibitedahigheraffinityanda

smallernvaluethanthatofHbA.Inthe

purifiedHbNIH,thesebehaviorswerefur-

theraccentuated,butanalmostnormal

Bohreffectandannvalueofmorethan2.O

werepresent.Theseresultsaresummarized

inFig.6.Ontheotherhand,thecurvefor

HbM:HXwasremarkablydifferentfrom

七ha七 〇ftheabove-mentionedHbs;i七showed

averyhighaffinityforoxygen(P?2=0.46

mmHg)andahyperboliccharacter,butan

apparentBohreffectwasnotobserved.The

changeinabsorbancyaccompanyingdeoxy-

genationofHbMRXwasquitelarge(abou七

2.6timesofthetheoreticalvaluecalculated

ontheassumptionthatthetwohemesina

Hbmoleculeareintheferrousstateandare

abletocarryoxygen).Figure7showsthe

resultsobtainedbythetraditionalmethod.

Incomparisonwiththeresultsoftheauto-

maticrecordingmethodundersimilarcon-

ditions,ahigheroxygenaffinitywasob-

served.Althoughwecannotgiveacomplete
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Frc.5.Oxygenequilibriumcurvesofpatient'shemolyzatecontainingHbM$,purified

I.lbMH,HbMHX,andHbAobtainedbytheautomaticrecordingmethod.Hbconcentra-

lion,about6×10-5Masheme,inO.1Msodiumphosphatebuffer;temperature,20ｰ,T=

560mk.Patient'shemolyzate(一);PurifiedHbM$(一 一一一);HbA(...);HbMHX(一.一.一)

(pH7.0).
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interpretationof七hesedifferences,theywill

bepartlyexplainedbythefactsthatthe

materialsusedforeachstudywerenotthe

sameandthatthetraditionalmethodre-

quiredmoretime-thantheautomatic

recordingmethod.Themos七strikingphe-

nomenonwasthetransitioninshapeand

locationof七hecurvesw4ththewaveleng七h

1.2

(。、。)
ρ
モ

Φ
E

O
2

2D

1.5

1.0

0.8

さo.6

旦 α4

0.2

0
4

仁3

z

a

'ム

口

鱒ム e ム.・ ・.

一
口 口

77.58

pH

Fic.6.Bohreffectandnvalueofthepatient's

hemolyzate,purifiedHbMaandHbA.Patient's
hemolyzate(O);PurifiedHbMa(O);HbA(p).

i,o

01234567minutes
time

FiG.8.Heat-denaturationrateofMetHbMa

andMetHbA.MetHb(finalconcentration,6×

10-5M)inO.1MpotassiumphosphatebufferatpH

6.8wasincubatedat64ｰ.Measurementofthere-

mainingMetHbwasmadeat500mｵ.MetHbMx,

O;MetHbA,p.

usedforcalculation.AsshowninFig.7,the

transitionofthecurvesbetween560and

576mｵwasconsiderablylarge.ButinHbA

suchaphenomenonhasnotbeenobserved.

Rateoftheheat-denaturationofHbMH.

AsshowninIaig.8,MetHbMAwasquite

unstablefortheheattreatment,andits

half一 七imewasonly100seconds.
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FIG.7.QxygenequilibriumcurvesofHbMH

andHbAobtainedbythemethodofAllenetα1.

withminormodifications.Hbconcentration ナ
about1.5× .10『4MforHbMHand3×10-4Mfor

HbAasheme,inO.1Mpotassiumphosphatebuffer;

temperature,21。.HbMH:■,pH7.0,560mμ;

▲,pH7.4,560mμ;□,pH7.O,576mμ;△,pH7.4,

576mμ.HbA:○,pH6.6,560mμ;●,pH7.3,560

mμ ・

DISCUSSION

FortheisolationofHbMwithaﾟ一sub-

unitabnormality,anelectrophoreticpro-

cedureinferricformhasbeenwidelyused.

Asalreadyreported,HbMshasbeensuc-

cessfullyseparatedfromHbAinoxygenated

formbyusingachromatographicpro-

cedure(8).Inthisstudy,achromatographic

techniquewasalsoemployedforthesepara-

LionofHbMHfromHbAinoxygenated

form,andanOaHb1¥2Hfractionwithasmall

amountofimpuritieswasobtained.Ascom-

paredwithHbMS,themaindifficultyin

theseparationofHbMHwasitsinstability,

whichcausedanimpurityintheseparated

HbNlxfraction.Thechromatographicpro-

cedurerevealedthepresenceofHbMxX,

whichexistsin七hepatient,sblood.Butit

seemstobelikelythatHbMHispartly

modifiedtoHbMHXinthecourseofchro-

matography,resultinginthemaincom-

ponentoftheimpurityintheseparated

HbMx.Thestructuralstudydisclosedthat
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HbMxXhadthesameprimarystructure

asHbMH.

WehavereportedEPRspectraofblood

withHbsM(10).Thesespectraarethe

EYRabsorptionsduetoFe3+inthehemesof

abnormalsubuni七s.Thebloodwi七hHbMH

alsoshowedEPRabsorptionthathasa

characteristicsplittingnearg=6.Oasob-

servedinHbMI,MB,andMs.Further,

thebloodhassignalsofthelowspintype,

whichhavenotbeenobservedintheblood

containingotherHbsM.Thesefactsgive

usapowerfultoolofhighdiagnosticvalue.

Butthegenesisofthelowspin-typesignals

remainsunknown.TheseparatedO2Hb1¥IH

alsoshowedessen七iallythesame:EPRspec-

trumasthatofthepatient'sblood.Hemo-

globinMHXbehavedstrangelyinaspec.

troscopicstudy:theEPRspectrumof

O2HbMHXexhibiteddistinctabsorption

atg=6.Owithoutsplittingandratherre-

sembledthatofMetHbA.Thisfactwas

consideredtobetheimportantevidence

thatO2HbMHXcontainedferrichemeiron,

whilethevisiblespectrumofthisfractionin

oxygenatedformcloselyresembledthatof

O2HbA.

TheabnormalreactivityofHbMvari-

antswithvariousligandssuchascyanide,

azide,andfluoridehasbeenreportedbyus

(5).WithHbMH,Hollerandhisco-workers

(2)observedthattheabnormalsubunitsof

:HbMHareincapableofligandformation

withcyanide,althoughtherewasnostate-

mentwiththeconcentrationofcyanideused.

Thisresultwasnotconsistentwithourfind-

ings;theabnormalsubunitsofHbNIHwere

abletoreactwithcyanideandazideasdid

thoseofHbMI,MBandMs,butthe

cyanideconcentrationneededtoformacom-

pletelyboundcomplexwaslowerthanthat

forHbMI,andwassimilartothatof

HbMB.Thisfac七wasfur七herconfirmedby

theresultofthereactivityofthepatient's

hemolyzatetoazideexaminedwithEPR

technique.

Wehavepreviouslyreportedthefunc-

tionalabnormalitiesofHblIZB(11)and

HbMs(8).H:emoglobin八 圧Halsoshowed

someabnormalitiesinoxygenequilibrium,

whichwerealiketothoseofHbMS.It

seemstobemorelikelythatthefeaturesof

thefunctionalabnormalitiesinHbsMare

mainlyduetowhetherabnormalityisinthe

a-orﾟ一subunit,andnottowhetheritisin

proximalordistalhistidine.Theabnormality

intheﾟ一subunitshowedaslightlyhigher

affinityforoxygenandanormalBohreffect

(8),whilethoseinthea-subunitshoweda

remarkably

Bohreffect

interactiongivenasannvaluewasnotob

servedinboth

lowoxygenaffinityandlittle

(11,12).However,heme-heme

abnormalities,exceptthat
HbIIHshowedalargernvaluethanthat

ofotherHbsM.further,therewasanother

importantfactinoxygenequilibriumstudy

ofHbIIH;considerabletransitionsofoxy-

genequilibriumcurvesinaccordancewith

thewavelengthusedforcalculationwere

observed.Theinterpretationofthisresult,

whichvc-efavor,isthattheabsorbanceof

abnormalsubunit,whichisincapableof

carryingoxygen,maychangeduringoxy-

genation.Thishypothesisisalsosupported

by七hefac七that七heEPRspec七rumof七he

abnormalsubunitinHbMxisremarkably

changedbyoxygenation(13).Fromthese

resultsitisreasonabletoconsiderthatacon-

formationalchangeoccursI--theHbMH

moleculeduringoxygenationthataffectsthe

electronicstateofferricironsandalsothe

hemesinabnormalsubunits.Therefore,the

largernvalueobservedinHbMHmaybe

false,andthetruevaluemaybesmaller.

Furtherworkwiththegasometricmethodis

requiredtoelucidatethetruefunctionof

HbMH.Al七houghnocomparableda七a

fromotherabnormalHbsareavailable,it

shouldbeemphasizedthatthespectroscopic

methodintheoxygenequilibriumstudyon

abnormalHbshastobeconsideredagain

fromanotherpointofview.

Ontheotherhand,theoxygenequilibrium

curveofHbMHXwasinremarkablecon-

tract七 〇th勘tofHbMHandratherresembled

thatofmyoglobinorHbH:HbMHXhada

highaffinityforoxygen,andadiminished

Bohreffectandnvalue.Theaboveresults

wouldappeartoindicatethattheconforma-

tionalchangedoesnotoccurduringoxygena-

tionofHbNIHX.Inthecourseoftheoxygen

equilibriumstudyofthisfraction,however

aninterestingfindingwasobserved:are-

markablylargechangeofabsorbancewas
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inducedbyoxygenation,whichwasmore

thantwicethevaluecalculatedfroma七heo-

re七icalbase.Thesignificanceofthisfinding

isnotyetunderstood.

工nstabilityisanimportantpropertyof

:HbMH.Theresultsoftheheat-denatura一

七ionstudyclearlyshowedtha七HbMEisone

of七hemostuns七ableHbsM,andthis丘nd-

ingiscompatiblewiththeresultsofthe

hema七 〇10gics七udy(3)thatdemonstrated

七hepresenceofhemoly七icanemiain七hepa-

tientWithHbMH.Thispropertyalsomay

becloselyrelatedtotheformationofthe

above-men七ionedHbMHX.Thetrea七ment

ofHbMHwithorganicsolventremarkably

increasestheformationofHbMHX,but

themechanismwherebyHbMHismodified

isμnclear.Furtherexperimentationisgoing

on七 〇explainfullytheseinterestingobserva一
の

tlons.
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ThephysicochemicalpropertiesofHbMMilwaukee-t(a2ﾟ2"?ciu)werestudied

incomparisonwithotherH:bM:variantsandH:bSydney(α2β267A1呂)・

.Usingthepatient'sbloodcontainingHbMM:i!waukee一 エ、EPRspectraw三th

high-spin-typesignalswererevealedwhichresembledthoseofHbMSaskatoon

indicatingthattheglutamicacidresidueatEiihasaneffectonthehemeironanalo-

9。ustothetyτosi且eresidueatE7・ 、 馳 『 ・'
〆'Ina駐0

2equilibriumstudy,HbMMilwaukee一 エshowedadiminishedheme一 、

hemeinteraction,エ.4-1.6i豆teセmsofπvalue,andthisvalueseemedtobedependent

onpHortemperature.A!thoughthea缶nityfbrO2wasaslowasabout60mmHgof
ごP

50atpH6.5,theBohre飯 ∋ctwasdistinctlypresenti皿thisHbM,andit5magnitude

was豆argerthanthatofHbA.Thee丘ectoftemperatureontheq2a缶hity,however,

wassignificantlysmallerinthisHbMthanthatobservedinHbA.

㌶∫『-・11ncontrasttoHbSydney,HbMMilwaukee一 エwasasstab!easHbAinanheat.

denaturationexperiment,reflectingthestabilizingeffectoftheintramolecularbonding

betweentheferrichemeironandthesubstitutedglutamicacidresidueonthewhole

molecule・ ..・`』 ・F'、∵ で∴,1ご:.丸 、・.ご・∴.∵.∵ 三;・.吠.∴ 》 ∫・,ン1・1・煽 ウ.・;・.
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、ご ・∵:、-・㌶ ∵Agroupofabnormalhemoglobins,whicharenowcategoricallyknownasthe
-HbM(ref .i),h舖beenfoundinmanypartsoftheworld.Mostofthemhavebeen

identifiedasoneofthefollowingfourvariantsofHbM;HbMhvate(a2$'Tytﾟq)(ref.2),
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samekindoftheaminoacidsubstitution,histidinewithtyrosine.`i'ehavestudied.

ズ・∴、珍 二.lthephysicochemi6alpropertiesofthesehemoglobinsMandhaveobtainedanim。-
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の
portantevidenρewhichsuggeststheunequivalen匙natureoftheα 層andβsubunitsin

}th.lnolec1匡1e5.

..'Afif乏hvariantofHb】II,HbM:Milwaukee一 エ,wasdiscoveredintheU.S.6,and

・itwasfb廷ndthatinthisHbMthesiteandthekindoftheaminoacidsubstitutionwas

'differentfromoセherHbMvariants;valinein67β(EII)
,apositionfburres三duesor

onehelicalturnapartf士omthedista!histidine,wasreplacedbyg!utamicacid4.

Thlbreportdealswiththephysicochem三calpropertiesofHb!～IMiIwaukee-1,

especiallywithspectroscopy,02e吼ui!lbr三umandstabilities,andwmdiscussthe
』
sign… 丘canceoftheresu!tsincomparisonwithotherHbMvariantsandHbSydney

(ati9267A星a》(re£7).
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・∴Who!eblood●specimenfroma聡heterozygouspatientpossessingHbMMilwau。

.『

∫ 瓢 豊 整 翻ed血omD填A6肌Pisciolt轡tll舟e'pofD簸J●wittenbe「g
..'こTheredcellS'obtainedfromthem～verewashedwfth'physio夏ogicalsalineand-

Ψerethe皿hemolyzedbyaddlngdistilledwaterandtolueロe.HbMMilwaukee一 エwas

isOlatedinthe・xyf・rrn(H:bO、MMi1waukee一 ・;〔x,F・!+一〇,β、F・3←Gtu》fr・mthehe皿 ・一

1ySatebyChro!ロatographyo且anAmber践teCG-50colulm.Thechromatographywas
、
:・Peτformed3t4.6。withtheロseofo .エM:potassiumphosphatebuffer(pH7.o).After

thecompleteelutionofnormalHbAoutofthecolumnWiththebuffer,HbMMilwau-

kee一 ■wase1穏tedwitho・5MNaαsolution.TheresultingHbMa簸dHbAweredia!yzed

、-』㌦、agajnstanapPr・priatebuffe・ ・'・ ・'・ 馳-

.、窃,・.一Fb1!owingprocedureswereemployedf()rthest恐dyoffhephysicochemical

proIrPrties・fHbM:Milwaukee一 工・ 』 『 ・・』L一

,∴ ∵.;Dete㎡nationofEPRspectrawasperfbm蒐ed,usingJapanElectronEPR

.、、・spec缶ometer,ISIodelJES3Bx・EPRspectrawererecordedata之emperatureofliquid

コー』㎡trogenorli(luidhydrogen,andthemagnetic{ieldwasmeasuredby且uclearmagnetic

.ド ∴resona耳ceofpτotonsinwater.Deoxygenationwascaπiedoutbyrepeatedevacuation
'land血troductio狐of

nitrogengasintotheEPRsampletめe.Allvis圭blespectrawere
` 』

ご 識easured・withaCaryτecordingspectrometer,Modelr4,atroomtemperature(23-25。).
'TheO

aequilibriuman・lysiswasperfo・m・dusingtheaut・maticrec・rdingmeth・ 的y

・詮 .IMAIStal・8at20。andat564mμ ・unlessotherwisedesignated・Sedimentationvelocity

∫'.ゴlmeasurementsweremadewithHitachiultracentrifugeanalyzer,ModelUCA-IA;and∴
'
,『.一aUproceduresfbτstab撮tyexperimentswereperfbrmedasdescribedpreviously5・9.

・…Hb…ce・t・ati・ 薦w・ ・em・ ・…edbyth・py・idi・ ・h・mg・i}i・m・9岬 ・thgdle・ass・mi・g

償'出 ・r岬t与56叩S・b・34・7・ 妻 つ,、.一 ㌶ ・.・ ・ ∴r
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..、thefer;ichemeironintheabnormalβsubunitsofHbMM量1waukee-1.Thespectrum
』
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Fig.z.EPRspectraofthepatient'sbloodcontainingHbblMilwaukee-z(upper),ofthepatient's
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.thesp㏄ 乞τ廷mis!ikethatofthepatient'sbloodcontaini㎎Hb亜ISaskatoo覧,except

血rthea:bsorptio1蒐aroundg=4。30fHbMSaskatoon.Thereisadoub!etsig鳥alaround

8=6.o,whichisacharacteristiccommontothepatient'sbloodconta量 登㎞geach

HbM:11・12.Theexteロtofthegvaluesp翫ting,however,wasfbundtobethemost

prominentamong丘vevariantsofHbII(TableI).1亘themldd丘eof亡hedoubletsigna旦,

therewasasmallabsorptioロsim丑artothatinHbMSaskatoon,8valueofwhich三s

6.05andco∬espondstothatofMetHbA.Inthehighermagnetic五elds,a!so,abroad

absorptionwasobservedat8嵩 工・95・'

Effectofthedeoxygenatio亘ofthenormalasubunitsontheEPRspectru無,

whichiSduetotheferrichemeintheab真orma1βsubunits,wasalsochecke《!;there

occurrednosignificantchangeingvaluesofth量sspectrumbydeoxygenation.

.7属 δ廼 ρ6伽 ・f彦hePun7edMetHbMMilwai`ん66一 ■(α2F醗 一H20132Fe:"一G加 》

'F遮
.2shows亀hevisiblespectrumofMetHbM:Milwaukee一 エ,i∬'compaごisonwith
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TABLEI、,H`一

`▼ ムLuEsoFTHEEPRspEcTRムFoRτHE肌ooDcoNTArNrNGEAcHHbMANDFoRM:etHb:《_

⊥andll血dicateperpendicu正arandpara夏!e董tothehemenoma1,respectively・ 甑 狐d8↓3are
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F董g.2.VisiblざspectraofMetHbMMilwaukee・=,MetHbMSaskatoonandMetHbAiao.IM

・potassiu瓜phosphatobuffer(pH7・o)・ ・]M:etHb1シ 【Milwaukee一 ∫;一 一 一 ・MetHbMSaska噌』

ご 伽 叫 ・ ・甑 耳bA・ 、 ・.,,
F匙3・VおiblespectraofHbO2MMilwaukee。li皿o・IMpotassiumphospbatebuffer(pH6・5}

腿deraセa甑dunderpureO2gas・ThespectraatpH7・gund6rairorpureO竃gaswereessentially

thesa皿ewiththespectraatpH6・5u旦derpuτeO2gas.一,HbO3MMilwaukee・1atpH6・5

underair;.HbO3MM皿waukee・ratpH:6・5undeCpureOtgas・

一 、、ドー 、拶;・

出06eofM:etHbM:SaskatoonandM:etH:bA.Itpr◎ducedaspectrumwhichobviously

.d蓋fferedfromM:etHbMSaskatoonandMetHbA,anditsabsorptionmaximawere

fbu駐daround500and623rn@,incontrastwiththosearound4goand598mμin

MetHbMSaska士oon,.Anotherabso】 薩)tio旗maximumaround540mμobservedin

、逝etHbM:Saskatoo豆,whichseemstocorrespondtothelow-spinβband,wasslightly

foundin]MetHbM::Milwaukee一 工.- 、 ・ 』`・

..,・}+'AsshowninFig.3,thespectmmofHbO2M:Milwaukee」Iin!owerrangeofpH

w .ass嬉 ㎡ 丘cantlydi価rentinaiτ 丘omthatinpureO2gas;theabsorptionintensityof
〆
.theaandβbandSincreasedinpureO2gas..Inhig翠errangeofpH,whereas,thespectra1

.ichangeofHbO2M:Milwaukee一 エdepen(lingonO2pressurewasnotobserved.『
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AspredictedfromtheresultsofthespectralchangeinlowerrangeofpH:(Fig .3),

purifiedHbO211Milwaukee-tshowedverylowaffinityforOL;thepositionofthe

curvestrasunusuallyshiftedtotherightinallpHranges,incomparisonwiththat

ofHbA(Fig.4).TlleshapeofthecurvesofHbMMilwaukee一 エwaslesssigmoidthan

thoseofHbA.Thevalueoffcintheempiricalequat互onofHill,anumericalexpress三 〇n

ofセheheure-herneinteraction,werex・4-1・6andseemedtobepHdependent・(F三9.5).

TheBohreffect,i.e.theeffectofpHontheOryequilibria,wasapparentlypresentin

HbMMilwaukee-IasshowninFig.5.Andthemagnitudeofthise艶ctinHbMMi1-

wとukee-1,intermsof一 」10gP50μpH:a之pH7。4waso.94andwas!argerthanthat,

a.60,0fHb.4.

Fig.6showstheOaequilibriumcurvesofHbA,hemolysatecontainingHb

・Mb�waui;ee一 工andpuri5edHbMMilwaukee-IatpH7・o.Fromthechromatographic

.pτ ㏄edure,thehemolysatewasfbundtobecomposedofabout60%ofHbAand40%

ofHbblllilcvaukee-i.Ontheassumptionthatbothfractionsinhemolysatebehave

independentlyofeachother,thecurveforhemolysatewouldcorrespondtothecal-

culatedoneinFig.6.Theobservedcurve,however,wasapparentlydifferentfromthe

calculated'one,showingthepresenceofsomeinteractionbetweenthemoleculeof

HbAandHbDALbLilcvaukee一 工. 一一._・ ・、 、.'、.
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Fig.s.BohreffectandnvaluesofthepurifiedHbMMilwaukee-i,thepatient'shemolysateand

二『HbA.● 一 ●・puri丘 ・dHbMルIiiwaukee一 工;△ 一 △,pati・ 血t'sh・m。 瓦y・at・;O-O,HbA.

∫、Fig.6.08equilibτiumcurvesofthepur迅edHbMMilwaukee・1,thepati甑t'shemolysateand
`
.∵HbA・Hbco龍cn・.6・Io-5Masheme,三no・Ib'Iphosphatebuffer(pH7.o);temp.,20。;λ 軍564瓦 塞μ。
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1 ..一: .TheeffectoftemperatureontheO2affinityandnvaluesoftheOgequilibaium

「'一一carve§ofHbAandHb】 顕Milwaukee一 エareshown 、inFig.7.InHbA,achangeoftemper-

1・.=atureobviouslyi皿 旦ue豆cedtheO2af猛nity ,while%va!uesτemainedunchange乱In

診HbM:Milwaukee-1,however,theef琵ctoftemperatureo且theO2af五nitywasalmost

.'onehalfofthatobservedin

「
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onehalfofthatobservedinHbA.Theseobservationssuggestthattheheatofoxy一

三1.1滅
=∵.』genatio豆iss量gnl丘cantlysmallerinHbMMilwaukee-IthaninRbA.Further,itmay「

「・。.導...一、1.∫bei且terestingtonotethattheπvalueofthecurvesofHbMMilwaukee。 エseemstobe・

,.`temperaturedependent;i.26atroｰandi.4iat20ｰ,respectively.Thetheoretical
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analysisfortheseinterestingphenomenaisnowinprowessfromthern:od}'namical

pointofview.j

AlthoughtheseresultswereobtainedatgG.}mu,therewasslighttransitionin

shapeandlocationofthecurvesofHbl+Il�cvaukee-tinaccordancewiththeother

wave!engthusedformeasurements.ButtheextentofthistransitioninHbMMlwau。

kee一 エwasnotsoremarkableasobservedinHb】11HydeParkte.Sotheabove-mentioned

phenomenonwouldnotaffectourexplanationsoftheobtainedresults.

TheultracentrifugeanalysisofHb141Milwaukee-ialsorevealedthattherewas

nosignificantchangeinsedimentationcoefficientsbetweenosyanddeosyformof

HbMMilwaukee-i.Thetoｫ一 〇2affinityofHbblb'lihvaukee-iseemstoinvolveessen一

血11y(�ferentmechanismfromHbI(ansas,theOZaffinityofwhichisalsoverylow13.
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TABLEV一
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Au奴 ⊃x…dat互oロofHbO3(finaIco訊cR.,2.5・=o一`Mashemc》ino.叫Mpotassiumphosphatebuffer

(pHg.o)wasperformedinpuroO,gasat37ｰ.
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otherhemogbbi旦sM,arecollectedinTableI、 ア.Theseresultsindicatethatthehtra-

molecularbond圭ngbetweenab皿ormalferricironandthesubstitutedg!utamicacid

res童dueofHbMMilwaukee-Iwaslessstablethanthatoftheα 一cha…nvariantsbut

、 双10restablethanthatofH:bM:Saskatoon.

5如 δ∫κ蕗θS(ゾtltθノ診〃Ot`She〃ie・ironsinthenor〃talαSttbt`%露S● ・

.Aspreviouslyreported5,theautoxidationrateofthenorma!heme董ronof

hemoglob董n3M:wasveryd三 艶rentaccordingtowhichsubunit魂asabnormal;the

ilihemeironofHbMBostonandHbM:lwate,abnorm瓠intheαsubunits,washigher

inrateofautoXidationthanthea-hemeironofHbMSaskatoonandHbMHydePark,
』盆b獄o}malintheβs旦bunits

.Theα ・hemeironofHbM:Milwaukee一 エwasoxid三zedby

皿o1㏄ ロ!arO2insimi!aπatetoHbA,HbMSaskatoonandHbM.HydePark(TableV),

、wh聾eHbCOMMilwaukee一 エshowedconsiderablyhighetratethanHbCOAinthe
{o郵idatio且bypotassiumfenicyanide

.ビ

∫・r:..、5幽のilitρqノ ルTet盈 乃 ・MMilwat`々86.τinheatdenatt〃a彦 ∫O%exp〃iment

ll、1一ピ..Thedeua加 τationrateof】M:etHbMM:ilwaukee-rwasmeasuredat64。.Asshown
「㍗'㎞LT歪bleVI

,HbMMilwaukee一 エwasasstableasHbAagainsthea≒anddist三nctly
'
◎..qiffe町entfrOmHbMSaSkatOOnandHbMHydePark,ab琴ormalinthefiSubunitS.
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absorptionnearg=6.oshowstypicalsplittingwhichisexplainedbytheanisotropy

ofgvaluesinthehemepianels.Allofthesehemoglobinsblhavethesamekindof
國
aminoacidreplacement,histi(五newithtyrosine,andithasbeenbe!levedthatthe

substitutedtyrosineresidueformedanintramolecularbondingtriththeferricheme

irons'・4.TheτesultsinF至g.IshowedthatHbMMilwaukee一 エa隻sohavethesplitting

nearg=6.oasobservedinotherhemoglobinsDI,thoughitsextentisthelargestamong

HbIIvariants(TableI).Thisseemstoindicatethatthesubstitutedglutamicacid

TesidueofHbhli4�waukee一 エhasaneffectontheheme三ronanalogoustothetyrosine

residueinotherhemoglob至nsM.Further,HbMMi!waukee-Ihasasmallsignalat

8=6.oasobservedinlHbR1Saskatoon」fitisassumedthattheferroushemsironin

奪he鳥orma1αsubu皿iセsofHbMMihvaukee一 エisoxidizedtofern董cstate,thentheEPR

signalwillappearatg=6.0.Butthisislesslikely,becausepocverfulreducingsystem

is�!action三nfreshredcellandtheautoxidationrateoftheferroushemeironof

Hb:M瓢lwaukee一 エisaslowascoexistingHbA.Anotherexplanationoffered.fbrthis

findingisthattheabnormalﾟ一hemeironofHbNIIZihvaukee-zorHbblSaskatoonis

iselectronicallyheterogenousstate;apartoftheferrichemeironintheabnormal

ﾟsubunitsshowsthesignalsimilartothatofMetHbA.

tInhemoglobins14i,thehemeironintheabnormalsubunitsisinferricstateand

cannotcombinewithO2,whereasthehemeironinnormalsubunitsisinferrousstate

andisabletocarryOZ.ThereforetheobtainedresultsofOZequilibriumofHbllMil-

waukee一=sh�thefunctionofthehemesinnormalasubunits.Incontrasttothenormal

os亡b聾 ロitsofHb:MSaskatoon16a皿dHbMHydePark12,thatofHbMMilwaukee。I

showveryIowaffinity.fbrO2,whichisratherlikethatofHbMBostoa17a皿dHbM

Iw舩ezs.Butdifferentfromthesea-chainvariantsofHbbl,HbMMilwaukee-iclearly

showsthe8ahreffect,characterizingtheﾟ一chainvariantsofHbM.Itsmagnitudewas

largerthanthatofHbA.Further,theheme-hemeinteractiongivenasannvaluewas

・appazentlypresenti聡 憲丑)MM:ilwaukee一 工(Fig.5).Theseresultssuggesttha亡acon。 『一

formationalchangeoccursinHbleiblihvankee-imoleculeduringoxygenation.

Thereisadiscrepancybetweentheobservedcurveandthepredictedonein

,.theOaequilibriumofthehemolysatecontainingHbMMilwaukee-i(Fig.6);the

prec晦tedbiphasiefeatureforthecurveofthehemolysatewasconsiderablydiminished

intheobservedcurve.Thesimilarphenomenonwasalsoindicatedinthehemolysate

containingHhHiroshima(referto"flatteningeffect"inref.i9).Thediscrepancyof

theobservedcurvesuggeststheexistenceofsomeinteractionbetweenthemolecules
'
ofHbAand恥M:M遣waukee。 エ.One◎ftheplausibleexplanationsisthefbrmatio蕊of

thehybridmolecule,〔 晦AβAβM.Itisconceivablethattheshapeoftheol)tainedcurve

wouldbedeterminedbytheamountandthefunctionalbehaviorofthehybridmole一

.rule,althoughthepresenceofsuchamoleculehasnotbeendemonstrated. ,,

∴ ∫∴ 、It』wass'h�atlxatMetHbMMihvaukee.1『mQleculewasasstableasMetH:bA

isbeatdenaturation(TableVII).Thisobservationisquiteinterestinginthelightof

:'theτes1オtsoロthesta磁lityof】 田)Sydneyagainstheat7.】 日【bSydneyisknowntohave

鋼aminoacidsubsti馳tion,valinewithalanine;,atEIIβasHbM:Milwaukee。 エ7・1ロ
'contrasttoHbltdMihvaukee -Z ,itwasreportedthatHbSydneywasquiteunstable

againstheat.Thepossiblereasonforthisdifference .intheheatstabilitybetweenHb

_.MMilwaukee-zandHbSydneymayresideinthepresenceorabsenceoftheintra一

,molecularbondingbotweenthehemeironandthesubstitutedaminoacidresidue;

inHbMMilwaukee-u,itissuggestedthatthecarboxyigroupofthesubstituted
Tl
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PROPERTlssorxcac◎GLOB【 κMり 巧'
91utamicacidresiduefbrmsastableioniclinkagewiththeferricheure三ron,thereby

stabilizingitinferricform20.Thishypothesisisalsosupportedbytheresultsofthe

reactionoftheferrichemeironwithazide,cyanideandthereducingabent(Tables

II-IV).Ontheotherhand,inHbSydneythereplacementofEitvalinebyalanine

re皿ovestwomethylgroupswhicharenormallyincontactwit1}thehenlegroupand

causestheweakeningofthehemoglobinlinkagemakingtheentiremoleculeunstable-0.

Furthermoretheresultsofstabilityexperimentsifav�oarecloselyrelatedwith

clinicalsignsofthepatientspossessingeachabnormalhemoglobin;thepatients

possessingHbSydneyrevealseverehemolyticanemia=t,whilethosewhohaveHb

MMilwaukee-trevealnoneofthehemolyticsignse.
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AnImprovedFluorometricMethodforMeasurementofAlloxaninBiologicalFluids

Bilic,N.&Felber,J.一P.:AnalBiochem.,29,91(1969)

現在生体試料中のアロキサンの定量法がいくつか報

告 されているが不満な点が少なくない.今 回高感度か

つ再現性のよい方法を確立 した.

溶血が生 じないように硫酸ナ トリウムをふくむクエ

ン酸一 リン酸緩衝等張液(pH4.00)中 で1,2一 フェニ

レンジア ミンを反応 させるとアロキサンは分解するこ

となく定量的に反応 して螢光物質(螢 光波長485mμ)

を生 成 す る.

パ ラバ ン酸,尿 酸,シ ステ イ ン,グ ル タチ オ ン,エ

ル ゴ チオ ニ ン,ア ラ ン トイ ンお よび カ フ ェ イ ンが,1,2

一フ ェ ニ レン ジ ア ミンに よ り螢 光 を 発 しな い こ とは す.

で に 明 らか に され て い る が,さ らに 精 査 した結 果 アス

コル ビ ン酸(螢 光 波 長415mμ),尿 素 お よび ア ミノ酸.

も本 法.の妨 害 に な らな い こ とが わ か った.(T)

797 (27)
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異 常 ヘ モ グ ロ ビ ンと酸 素結 合 能一…

今 井 清 博*一 …一i

は じ め に

近来,宇 宙通信をは じめ電子計算機やテレビ・ラジオ・

ステレオなどの家庭電化器具にいた る まで の,い わゆ

る電子機器を生みだした電子工学の分野では,半 導体素

子が絶大なる貢献をしてきたことは周知のとお りで あ

る。このように半導体素子が驚異的な働きを有 す るの

は,つ きつめれば,非 常に純粋なシリコンやゲルマニウ

ムの"完 全な"結 晶にごくわずかの不純物を添加するこ

とによって,結 晶の電気的特性が劇的に,多 種多様に変

化するか らにほかならない.こ のようにして"完 全なる

もの"の 研究はもちろん必要にして欠くべからざるもの

ではあるが,"不 完全なるもの"の 研究はしばしば前者

の研究だけか らは予期 されなかったような意外な知識を

もたらすものである.こ のことはなにを研究するさいに

もあてはまるようである.

赤血球のなかにあって,体 内の酸素運搬の役を担 って

いるヘモグロビンはずいぶん前か ら多 くの研究者によっ

て研究 されてきた.と くに近年英国のPerutzら1～3)の

グループによって,ヘ モグロビン分子の原子 レベルでの

立体構造が明らかにされ,ヘ モグロビンの生理機能の機

構が分子 もしくは原子の レベルで解明される日もそ う遠

くはなさそ うに思われる.い っぽ う,1949年 にPaining

ら4)が鎌型赤血球貧血症の患 者 か ら異常ヘモグロビン

(HbS)を 初めて発見 してから約20年 間,こ の"欠 陥ヘ

モグロビン"と もい うべ き異常ヘモグロビンが世界各地

でつぎつぎと新 しく発見され,そ れらの構造や機能がく

わしく調べられてきた・そ してこの異常ヘモグロビンの

研究は"完 全ヘモグロビン"と もいうべ き正常ヘモグロ

ビンだけの研究からは期待されないような貴重な知見を

どんどんもたらしつつある,

この稿では現在までに世界各地で発見されて構造異常

が明らかにされた異常ヘモグロビンを紹介 し,そ れらの

酸素結合能を正常ヘモグロビンのそれと比較し,分 子論

的立場か ら検討する.ま た異常ヘモグロビンの存在と連

関する種々の疾患と,そ れに対する補償効果 に もふ れ

る.そ して,異 常ヘモグロビンの研究が他の学問分野と

のかかわ りあいにおいて,ど のような意義をもっている

かについて論 じたい.

1.ヘ モグロビンの構造と機能

1.ヘ モグAビ ンの構造

ヘモグロビンは分子量が約64,500の 球 状蛋白質 で あ

る.そ れはグロビンとい う蛋 白部 分 と,ヘ ムとよばれ

る1個 の鉄原子をふくむ平 面 状 の低分子の4個 の補欠

分子族とからなる.グ ロビンは4本 のポリペプチ ド鎖か

らなり,そ れらのうち2本 ずつはたがいに同一 の もの

で,そ れぞれ α 鎖,β 鎖とよばれる.各 ペプチ ド鎖は

それぞれ1個 ずつヘムを有 し,そ れぞれを α サブユニ

ット,β サブユニットと称する.し たがってヘモグロビ

ン分子は α2β2という記号であ らわされる.α 鎖 とβ鎖

はそれぞれ141個,146個 のアミノ酸からな り,そ の配列

順序(1次 構造)は 現在完全に知られている.ヘ モグロ

ビン分子の原子 レベルでの立体構造は,芙 国のPerutz

ら3)の グループによるX線 結晶解析による方法で,か

なりの精度(分 解能2.8A)で 解明されている.そ れによ

ると,α 鎖 も β鎖 も基本的には同一の構造を有 し,図1

の ようにあらわされる.各 ペプチ ド鎖はところどころで

まっすぐにのびる8個 のらせん構造(A,B,一 ・,H)を

*大 阪 大 学 基 礎 工 学 部 生 物 工 学 科(大 阪府 豊 中 市待 兼 山 町1-1)

DepartmentofBiophysicalEngineering,FacultyofEngineeringScience,OsakaUniversity

KiyohiroImai:Oxygen-transportfunctionofabnormalhemoglobins

<28) 798



とり,他 の部分はランダムな非らせん

構造(NA,AB,(BC),CD,… …,

HC)を とる(2次 構造).さ らに各ペ

プチド鎖は非らせん構造の部分でおり

たたまれて立体的な構造をとる(3次

構造).4個 の サブユニットは正 四 面

体の各頂点に位置するように配列 して

(4次 構造),1個 の 球形のヘモグロ

ビン分子(最 大径64A)を つ くる・分

子は1本 の二回対称軸を有する.ペ プ

チ ド鎖のなかの各残基の位置は,ら せ

ん構造または非らせん構造の 部分 で

N末 端側から数えた番号であらわす.

た とえばα鎖のN末 端から85番 目の

アスパラギン酸と,β 鎖のN末 端か

ら90番 目のグルタミン酸 とは,通 し番

号は異なるが,と もにFヘ リックス

の6番 目の残基であって,立 体構造の

上では同一の位置にある.

4個 のヘムはそれぞれグロビンのく

ぼんだ部分に挿入 されており,ヘ ムの

周囲は非極性の残基でおおわれている.

ヘムの中央に2価 の鉄原子が位置し,

鉄の第1か ら第4配 位座まではプロ ト

ポルフィリンの4個 の窒素原子が,ま

異常 ヘモ グロビ ンと酸 素結合能
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図1サ ブ ユニ ッ トの 立 体 構 造

この図は,本 来 マッコウクジラ ・ミオグロビンの分子構造

をあ らわす ものであ るが,α 鎖,β 鎖 も基本的 にはこれと

同一 の構造を有す る.両 鎖 の構造が もっとも異 なる点 は β

鎖 には存在 す るDヘ リックスが α 鎖 には欠如 し て い る

ことで ある(文 献1)よ り転写).

た第5配 位座はグロビンのF8の 残基であるヒスチジン

(近位ヒスチジンという)の イミダゾール基の窒素原子

が占めている.第6配 位座からは分子状酸素が可逆的に

結合(酸 素化 とい う)す る.な お第6配 位座 にグロビン

のE7の ヒスチジン(遠 位ヒスチジンという)が 近接 し

ている.

グロビンの高次(3次,4次)構 造や,グ ロビンとヘ

ムとの結合はおおむね残基間の,ま たは残基とヘムとの

非極性結合によって安定化 している.こ の種類の結合を

ここでは"分 子内結合"と よぶことにする(図2参 照)・

グロビンの内部はすべて非極性の残基で占められてお

り,た とえ1個 でも極性の残基がグロビンの内部に取 り

込まれると,た ちまち高次構造は破壊され,そ のような

分子は実際には存在できないと考えられている.こ れと

は逆に分子の表面は多くの極性残基が露出 していて,水

分子と接触 している.ま た分子の二回対称軸に沿 って,

比較的大きな(数 分子の水がはいれる)細 長い空洞があ

り,内 部は極性基でおおわれている.図2に 示されるよ

うに異名鎖間 の接触 の仕方には2通 りあ り,そ れぞれ

α1β1接触,α1β2接 触 とよばれる.こ れらのサブユニッ

799

ABI

ll7

ト境界面での分子内結合もおおむね非極性結合である・

これらの結合は共有結合に比べてはるかに弱い もので,

環境(溶 媒の性質)に よっては1個 の分子が二量体や単

量体にまで解裂することがある.

たんにヘモグロビンの構造といっても,酸素を結合した

オキシヘモグロビンと,酸 素を解離 したデオキシヘモグ

ロピンとで,立体構造に差異のあることが知 られている・

これを"酸 素化にともなう構造変 化"と い う.す なわ

ち酸素化の場合,各 サブユニットの2次,3次 構造はほ

とんど変化 しないが,サ ブユニット問の相対位置(と く

に2個 のβ鎖間の)が かなり変化する.こ の構造変化の

さいに,α1β1界 面では1A程 度の"ず れ"し かおこら

ないが,α1β2界 面では約6Aも の"ず れ"が おこる.

正常な成人の赤血球のなかには,こ れまでのべてきた

ヘモグロビン(HbA=α2β2と 表現する)が 圧倒的に多

いのであるが,こ の他に微量成 分 と して,3%以 下 の

HbA2(=α2δ2)や1%以 下のHbF(=α2γ2)な どがふ

くまれる.δ 鎖や γ鎖は β鎖と同数のアミノ酸 か ら

なり,そ の配列もかなり類似 して い る.HbFは 胎児ヘ

モグロビンと称 して,胎 児の時期に主成分となる.以 下,

(29)
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図3ヘ モ グ ロ ビ ンと ミオ グ ロ ビ ンの酸 素平 衡 曲線

実 線は成人 の正常 ヘモ グロビンであ り,破 線は マ ッコウク

ジラ ・ミオグロビンであ る。 ミオグロビンの 曲線 は直角双

曲線 型であ るが,ヘ モ グロビ ンの曲線はS字 型 と な る の

が特徴であ る.蛋 白濃度6x10-5M(ヘ ムあた り),緩 衝溶

液0.IMphosphate,温 度200C.い ず れも皿章 でのべ る方

法 に よって測定 された,

と くに こ とわ らな い か ぎ り,た ん に ヘ モ グ ロ ビン とい う

とHbAを さす こ と にす る,

2.ヘ モ グ ロ ビ ンの機 能

ヘ モ グ ロ ビ ンが 赤 血 球 に運 ば れ て体 内 を循 環 す る と

き,酸 素 分 子 との 結 合 ・解 離 反 応 はつ ね に"化 学 平 衡"

の 状 態 を保 ち つ つ お こな わ れ る と考 え ら れ る.し た が っ

て ヘ モ グ ロ ビ ンの 酸 素 運 搬 とい う機 能 の各 特 性 を論 ず る

場合 に は,よ く"酸 素 平 衡 曲線"(oxygenequilibrium

curve,以 後OECと 略 記 す る)が 用 い られ る.図3は

ヘ モ グ ロ ビ ン と ミオ グ ロ ビ ンのOECの 例 で,横 軸 は溶

液 中 の 酸 素 分 圧,縦 軸 は あ る酸 素 分 圧 で の ヘ モ グ ロ ビ ン

の もつ 全 ヘ ムの 酸 素 化 さ れ た割 合,す な わ ち酸 素飽 和 度

で あ る.

これ らの 曲線 に あ らわ れ た ヘ モ グ ロ ビン の酸 素結 合 能

に 関 す る諸 特 性 は,通 常 つ ぎ の3点 に しぼ って議 論 され

る.

1)酸 素.親和 性:P50

0ECが 左 寄 りにな る ほ ど,そ の ヘ モ グ ロ ビ ンの 酸 素

親和 性 は 高 い とい う。通 常,50%の 酸 素 飽 和 度 に達 す る

の に 必 要 な 酸 素 分 圧P50で 表 現 す る.P50の 数 値 が小 さ

い ほ ど親和 性 が高 い こ と に な る.ヘ モ グ ロ ビ ンの酸 素 親

一ラ塾壕不唯 は
,搬 に溶 液 卿H・ 溶 媒 の 種 類(緩 衝 溶 液 や塩

な どの 種 類 と濃 度),ヘ モ グ ロ ビン の濃 度,そ れ に特 殊 な

物 質.一一一 た と えば2,3-DPG(2,3-diphosphoglycerate)

の よ うな 有 機 リン酸 塩5).一.一..一な どの 影 響 を受 け や す い ・

した が っ て ヘ モ グ ロ ビ ン の酸 素 親 和 性 を議 論 す る 場 含

に は,こ れ らの 測 定 条 件 につ ね に 留意 しな け れ ば な ら

な い.

2)Bohr効 果 の大 き さ:γ

ヘ モ グ ロ ビ ンが 酸 素 化 さ れ る と,条 件 に も よる が,ヘ

モ グ ロ ビ ン1分 子 につ き,2,3個 の水 素 イオ ンを溶 液

(30)

中に放出 した り,逆 に取 り込んだ りする.し たがってヘ

モグロビンの酸素親和性は溶液のpHに 依存する.こ

れをBohr効 果6)とい う,生 理的pH付 近 ではpHが

低下すると親和性が低 くなる。このことは動脈血に比べ

て静脈血のほうがpHが 低下する傾向があ り,そ のた

め組織中ではヘモグロビンが酸素を放i-liしやすくなるこ

とを意味する.こ の効果は能率よいガス交換をおこなう

ためにヘモグロビンがもつ"特 技"の うちの一つなので

ある.こ の効果の強さは通常 γ=dlo舊50/dpHな る指

標で表現 される.こ の γはヘモグロビンが放出する水

素 イオンの個数 と直接関係する量である.

3)ヘ ム間相互作川の強さ:n

前述のように1分1一 のヘモグロビンは4個 の活性中心

一 ヘムー….一をもつので
,ヘ モグロビンと酸素との反応

は4段 階の平衡過程7)か らなっている.と ころでい まか

りに4個 のヘムがたがいに同等でしかも独立であるとす

ると,期 待 されるOECは 直角双曲線であるが,図3か

ら知られるように実際にはS字 状をな してい る.す な

わち分子中の4個 のヘムは少な くともたがいに独立では

なく,1個 目の酸素は比較的結合 しにくくても,い った

ん一・つのヘムが酸索化されるとそれが他のヘムに影響を

およぼして,2個 目,3個 目,4個 目とつづく酸素はし

だいに結合しやすく(反 ∫芯の自由エネルギー変化が大 き

く)な るものと解釈される.こ れを"ヘ ム間相互作用"

と称する.ヘ モグロビンのOECがS字 状をなすのは

この作用が存在するためであって,こ のS字 性が強 い

ほど赤血球 と肺胞や組織とのガス交換が能率よくおこな

われる.

ヘモグロビンのOECを 比 較的よく表現す る式 と し

て,つ ぎのHillの 経験式8>が一一般に広 く用いられている.

・一、Kpn+Kpｰま た はdl・9(yi 一,)/d1・9P一 ・

ここにyは 酸素胞和度,pは 酸素分圧,Kは 定数で

ある.Wymang)は 実験的に求 め たOECか らnをP

の関数として求めると,そ のnか ら酸素化にともなうヘ

ム間の相互作川のエネルギーが計算できることを熱力学

的考察から示した.そ れで実際にはnの 最大値(p=P50

におけるnと 考えてよい)を もってヘム間相互作 川 の

強 さをあらわす指標 とし,こ れをHillの 定数とよぶ.

n=1は 相互作用が存在 しない ことを意味 し,nが4に

近づくほど相互作川は強 となる.正 常ヘモグロビンでは

通常n=2.5～3.0で ある.

ヘム間相互作用の分子論的な機構はまだ完全には解明

されていないが,前 述 したような"酸 素化にともなう構

造変化"が 媒介となって,一 つのヘムから他のヘムへ影

soo



響がおよぶと考えるのが定説である.

異常 ヘモグvビ ンと酸 素結 合能

II・ 異常ヘモグロビンとは

異常ヘモグロビンとは正常人のもつヘモグロビンとは

異なる分子構造をもって産 生 され るヘモグロビンであ

る.現 在のところ構造異常はグロビンの部分にかぎられ

ている・異常ヘモグロビンのなかでもっとも多いのは,

α 鎖または β鎖のいずれか1個 のアミノ酸が他の種類

のアミノ酸によって置換されたもので,こ れはヘモグロ

ビン合成の情報を担う遺伝子の突然変異によって,す な

わちDNAの なかの1個 の塩基が他の塩基で置換 される

ことによって生ずるものと考えられている.2個 のア ミ

ノ酸が同時に置換された例も発見 され てい る(HbC

Harlem).ま た,α 鎖または β鎖のなかの1個 または

数個のアミノ酸が欠損 しているもの,ま たは β鎖 と δ

鎖 とが部分的に融合 してa鎖 の相手の鎖 となって生 じ

たものがあり,こ れらは減数分裂のさいに遺伝子が交叉

して生 じたものと考えられている.そ の他 β 鎖のみか

らなるもの(HbH=β4)や γ鎖のみからなるもの(Hb

Bart'S=Y9)な ども発見されているが,こ れらは遺伝子

欠陥により α 鎖の産生が部分的に抑制されたためと考

えられている.

異常ヘモグロビンのなかにはその物埋化学的性質(吸

収スペク トル,酸 素結合能,熱 安定性,酸 ・アルヵリ耐

性,溶 解度,ヘ ム鉄の易酸化性など)が 正常ヘモグロビ

ンのそれと比べて異なるものが少なくなく,そ れが原因

でそれの保有者はいわゆる異常ヘモグロビン症で総称さ

れる遺伝性血液病をともなうことがある.た だほとんど

の保有者はヘテロ接合体であるため,異 常ヘモグロビン

の含有量はたかだか50%程 度 であって,致 命的にはなら

ないのが普通である・HbSやHbCで は ホモ接合体の

患者も発見されており,前 者ではいわゆる"鎌 型赤血球

貧血症(sicklecellanemia)"と 称する重症の溶血性貧

血症(hemolyticanemia)が ともなう.

表1に 現在までに世界で発見され,1次 構造の異常が

決定された異常ヘモグロビンをまとめておいた.こ れま

で日本では17種 類の異常ヘモグロビンが発見され,同 定

されている.

IIL酸 素結合能の測定法

ヘモグロビンの生i?1一',機能 を研究するには,そ れのOE

Cを 測定することが不可欠である.OECの 測定法とし

て古くから伝統的におこなわれているものに,ガ ス分析

法38-40)や分光測定法41～43)があるが,こ れらの方法は本

来連続曲線であるべきOECを,そ の上の1点 ずつを比

aol

匝囲
酸素電極

-＼

窒素ガス
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編ンい 原

//反 応槽 ⊥曽ll喘範 光鵠 ラ下 酬 轍 イ1英駐 窓

図4酸 素平衡曲線自動記録装置動作原理

較的複雑な操作をおこなって決定するので,精 密なOE

Cを うるには多数の点を測定 しなければならず,多 大の

労力 と時間と熟練を必要とする,そ こで筆者ら11)はOE

Cを 自動的に連続曲線として記録する装置を試作 し,そ

れが異常ヘモグロビンの研究に対 してとくに威力を発揮

することが明らかにされたので,以 下その概要を紹介す

る.

図4は 装置の動作原理を示すブロック ・ダイヤグラム

である.ス テンレス ・スチール製の反応槽のなかにヘモ

グロビン溶液(約6ml)を いれ,マ グネチック ・スター

ラーで撹絆 しながら反応槽中の気体を純窒素ガスで置換

してやると,溶 液中の溶存酸素が気相中に拡散 し,溶 液

中の酸素分圧が低下 してゆ くので,ヘ モグロビンはしだ

いに脱酸素化 される.こ のとき反応槽を分光光度計に組

み込んでおいて,あ る波長の単色光でヘモグロビン溶液

の吸光度変化を測定すると,そ の変化の割合はヘモグロ

ビンの酸素飽和度に比例する.い っぽう,溶 液中の酸素

分圧をClark型 の酸素電極で測定 し,そ の電気信号を

先の分光光度計からの電気信号 とともにX-Yレ コー

ダーに送ってやると,記 録紙の上にOECが 自動的に記

録される.1本 のOECを 描 くのに要する時間は約90分

である.反 応槽全体の温度はサーモモジュールによって

一定に調節される.こ のように してえられるOECは 縦

軸の酸素飽和度に関 してたかだか2%の 誤差の範囲内で

再現することが知られている.こ の装置による測定法の

特長はつぎのようである.

(a)操 作が簡単で,所 要時間が短 く,比 較的正確な

OECが え られる・

(b)測 定条件を広い範囲内で選択することができる・

(c)え られるOECが 連続曲線なので,異 常な形状

をなす曲線の分析に有利である.

筆者らはこれまでこの方法によって,ー に山口大医学

部の柴田らによって発見 された約10種 類の異常ヘモグロ

ビンの酸素結合能を測定 し,良 好な結果26.'19.33)をえた・

IV・ 異常ヘモグロビンの酸素運搬能

(31)
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図6HbMMilwaukeeIの 酸 素 結 合 能

(a)酸 素平衡 曲線.実 線 はHbMMilwaukeeI,点 線は

HbA,破 線 は全溶血液(約40%のHbMMilwaukeeI

をふ くむ).測 定条件は 図5の 場合 と同様。 皿章の方法で

測定 された.

(b)Bohr効 果 と,nのpH依 イ控liぺ,一 一一〇 はHbM

MilwaukeeI,△ 一一一一△ はHbA,ロ ー一 □ は全溶血液.

測 定条件 は(a)と1司様.

に も達 す る ・

これ らの ヘ モ グ ロ ビ ンの な か で,HbKansasを 例 外

と して他 はい ず れ もい ち じる し く高 い 酸 素 親 和 性 を 示

す ・ この よ うな ヘ モ グ ロ ビ ンは組 織 に達 して も,結 合 し

て い る酸 素 を解 離 しに くい の で,そ れ だけ ガ ス交換 機 能.

は 低 下 す る.こ れ らの ヘ モ グ ロ ビ ンの保 有 者 に共 通 して

多 血 症(Polycythemia)が み られ る の は,そ の 機能 低 下

に 対 す る一 種 の補 償効 果 の あ らわれ で あ る と 考 え ら れ

る44)・HbKansasは 逆 に酸 素 親 和 性 が異 常 に 低 く,動

脈 血 中 で も酸 素 飽 和 度 は わず か に60%で しか な く,そ の

保 有 者 は紫 藍 症(cyanosis)を 呈 す る45)・

これ らの ヘ モ グ ロ ビンの ア ミノ酸 置換 の位 置 は,Hb

HiroshimaとHbRainierを 除 け ば すべ てFG領 域 また

はG領 域 に あ り,こ れ らの 領 域 は α1β2界 面 に 面 して

い る(図2参 照)・ この 界 面 は 酸素 化 に と もな う構 造 変

化 の さい に 大 きな"ず れ"の お こる部 分 で あ る・ これ ら

の ヘ モ グ ロ ビ ンのOECのS字 性 が ほぼ 消 失 してい る

の は,こ の領 域 で の ア ミノ酸 置換 の 結 果,aiQz界 面 で

の 分 子 内 結 合 に 重 大 な 欠陥 が もた ら され て正 常 な構 造 変

化 をお こな え な くな った た め と考 え ら れ る32).こ れ らの

置 換 部 位 の 残 基 が い ず れ もinvariantで あ る(表1参

照)こ とは,そ れ らが ヘ モ グ ロ ビ ンの機 能 発 現 に対 して

い か に重 要 で あ る か を さ らに 物 語 る もの で あ る・ これ ら

の ヘ モ グ ロ ビ ンで は ヘ ム間 相 互 作用 が 消 失 し て い る の

に,Bohr効 果 は 正常 の まま で あ る ・ この こ とは両 現 象

が か な らず し も連 関 してい る とは か ぎ らな い こ とを意 味

して い る ・

HbHiroshimaとHbRainierの 機 能 異'.`t;4'対す る分

子 論 的根 拠 は ま だ 明 ら か では ない が,こ れ らの機 能 異 常

の 事実 は,Antoniniら46)に よっ てお こなわ れ た カル ボ

キ シペ プチ ダ ー ゼAに よ る化 学 修 飾 の 実 験 結果 や,最 近

Perutzら47>に よ って提 出 され たBohr効 果 の モデ ル な

＼
三

図5HbHiroshimaの 酸 素 結 合 能

(a)酸 素平衡 曲線.実 線 はHbHiroshima,点 線はHbA,

破線 は全溶血液(約50%のHbHiroshimaを ふ くむ).い

ずれ も,蛋 白濃 度6×10-5M(ヘ ムあた り),緩 衝溶液0.1M

phosphate,pH7.0,温 度20。C.横 軸 は酸素分圧p(mm

Hg)の 対 数を とってあ る.皿 章でのべた方法で測定 された.

(b)P50(lnmHg)のpH依 存性(Bohr効 果)とnの

pH依 存性.○ 一 〇 はHbHiroshima,△ 一 △ はHbA.

測 定条件は(a)と 同様.

大 半 の 異 常 ヘ モ グ ロ ビ ンは 正 常 な酸 素 結 合 能 を有 す る

が,な か に はHbAに 比 べ てい ち じる しく異 な った機 能

を有 す る もの も少 な くな い ・ ま た分 子 自 身 が不 安 定 で,

溶 血 性 貧 血 の 原 因 と な っ てい る もの も多 い ・生 体 内 で は

この よ うな 異 常 ヘ モ グ ロ ビ ン症 に対 して,い ろ い ろ な補

償 効 果 が あ ら われ て い る の を み る こ とが で き る.以 下 こ

の よ うな 内 容 をあ つ か うが,最 近Perutzら21)が ヘ モ グ

ロ ビ ンの 病 理 学 を分 子 論 的 な立 場 か ら解 明 す る こ とを 試

み て い るの で,詳 細 を知 りたい 読 者 は そ れ を参 照 され た

い.

1・ 正 常 機 能 を有 す る異 常 ヘ モ グ ロ ビ ン

現 在 ま で に発 見 され た異 常 ヘ モ グ ロ ビ ンの 大 多数 に は

なん ら の機 能 異 常 も認 め られ ず,そ の 保 有 者 も一 般 に無

症 状 で あ る.表1の 備 考 欄 に と くに症 状 の 記 され て い な

い もの の な か で,酸 素結 合 能 の 報 告 の な され てい ない も

の も多 く残 ってい るが,こ れ らは 多 分 正 常 な 酸 素 結 合 能

を有 す るか,も し異 常 で あ っ て もわ ず か な 差 に と ど ま る

と考 え て さ しつ か え な か ろ う.こ れ らの 正 常 機 能 を有 す

るヘ モ グ ロ ビ ンの ア ミノ酸 置 換 は,ほ と ん ど分 子 の 表 面

でお こ って い るの が 特徴 で(表1参 照),置 換 に よ っ て

生 じた 分子 の 荷 電 の 変化 に よ っ て初 め て発 見 さ れ た もの

が実 に 多 い.分 子 表 面 で の 荷 電 変 化 は 一 般 には 機 能 に影

響 を お よぼ さな い と考 え られ る・

2・ 異 常 な 酸素 結 合 能 を有 す る異 常 ヘ モ グ ロ ビ ン

1)Chesapeakeエ6),JCapeTown17),Yakima30),

Kempsey31),Kansas32),Hiroshima33),Rainier34)

これ らの ヘ モ グ ロ ビ ンは い ず れ もい ち じる しい機 能 異

常 を有 す る・ 図5はHbHiroshimaの 酸 素 結 合能 を あ ら

わ した もの で あ る・pHに もよ るが,い ち じる しい 場 合

に はHbHiroshimaの 酸 素 親和1生 はHbAの そ れ の5倍
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ど とな ら ん で,β 鎖 のC末 端 付近 の 残基 が機 能 発 現 に

重 要 な役 割 を演 じて い る こ とを 裏 づ け る もの で あ る・

2)H35),Bart's36)

HbHは β 鎖 の,HbBart'sはY鎖 の 四 量 体 であ

る.い ず れ も異 常 に 高 い酸 素 親 和 性 を示 し,Bohr効 果

は な く,OECのS字 性 もま った く消 失(直 角 双 曲 線

型)し てい る・ これ らの 事実 は ヘ モ グ ロ ビ ン が正 常 な 酸

素 結 合能 を発揮 す る に は,α 鎖 と β 鎖 ま たは γ 鎖 と

の 相 互 作 用 が 不 可 欠 で あ る こ とを示 してい る・ これ らの

保 有 者 は 軽 度 の溶 血 性 貧 血 を と もな うが,前 項 の ヘ モ グ

ロ ビン群 とは異 な っ て多 血 症 を 示 き な い(本 章4節

参 照).

3)EI4),Agenogi"),DPunjab18>

酸 素親 和 性 に や や異 常 が認 め られ るが,他 の機 能 は 正

常 であ る ・HbEの ホモ接 合 体 に軽 度 の 溶 血 性 貧血 が み

られ るほ か は,い ず れ も機 能 異 常 と連 関 した 症 状 は み ら

れ な い.

4)MBoston}3),Mlwate15),MSaskatoonzn),M

HydePark29),MMilwaukeelzs)

これ らを総 称 してM-typeヘ モ グ ロ ビ ン とい う・初

め か らの4種 は α 鎖 また は β 鎖 の遠 位 また は 近 位 ヒ

スチ ジ ンが い ず れ もチ ロ シ ンに よ って 置換 され た もの で

あ り,最 後 の も の はE11β の バ リンが グル タ ミン酸 に

よ って置 換 され た もの であ る.こ れ らM-typeヘ モ グ

ロ ビンの 特 徴 は,異 常 鎖 の ヘ ム鉄 がinvivOの 状 態 か ら

す で に酸 化 され てい て3価 の 状 態 に あ る こ とで,そ の た

め独 特 の吸 収 ス ペ クrル を呈 す る.分 離 され た異 常 ヘ モ

グ ロ ビン成 分 は チ ョコ レー ト色 を 呈 し,こ れ らの保 有 者

は 紫藍 症(黒 血 症)を と もな う・異 常 鎖 の ヘ ム鉄 が酸 化

され てい るの は,置 換 に よ って導 入 され た残 基 が 鉄 原 子

と イオ ン結 合 を形 成 して,鉄 の3価 状 態 を安 定 に す るた

め で あ る・ 異 常 鎖 の ヘ ム は酸 素 結 合 能 を有 しな い が,正

常 鎖 の ヘ ムは な お そ の機 能 を有 し,酸 素 親 和 性 はHb

MBoston,HbMlwate,HbMMilwaukeelで は 非 常 に

低.く(図6参 照),HbMSaskatoon,HbMHydeparkで

は ほぼ 正 常 か や や 高 い.Bohr効 果 は α 鎖 異 常 の もの

では 消失 して い る が,β 鎖 異 常 の もの は む しろHbAよ

り強 い.OECのS字 性 はHbMHydePark・ とHbM

MilwaukeeIの み に み られ る が,HbAに 比 べ て・J・さい.

これ らの機 能 異 常 の事 実 は 異 常 鎖 で の 構造 異 常 が正 常 鎖

の機 能 に影 響 をお よぼ してい る こ と を示 し て い る.Hb

MSaskatoonとHbMHydeParkは 不 安定 で,保 有 者

に は軽 度 の溶 血 性 貧 血 が み られ る.M-typeヘ モ グ ロ ビ

ンの性 質 を比 較 す る こ とに よ って,完 全 な ヘ モ グ ロ ビ ン

分 子 中 での α 鎖 と β 鎖 の役 割 を 明 らか に す る試 み が な

され てい る48)・

3.不 安 定 ヘ モ グ ロ ビ ン

α 鎖 異 常 の もの ではTorino49),Hasharon50),Bibba

51),β 鎖 異 常 の もの で はSogn52),Freiburg20),River・

dale-Bronx53),Genova54),Tacoma21),Philly21),Ha・

mmersmith22),Z�ichzs),Sydney55),Seattle27),Bo-

r舖ss>,SantaAna57),GunHill28),Sabine58>,K�n59),

Kansas32),Wien60)な ど が これ に該 当 す る.こ れ ら の ヘ

モ グ ロ ビ ンは 熱 に 対 して非 常 に不 安 定 で,HbAな ら ほ

とん ど影 響 を受 け な い50。Cで も容 易 に変 性 して沈 澱 し

て しま う とい わ れ る・ そ の た めinvivoで も 徐 々 に 変

性 して い わ ゆ るHeinz小 体 を形 成 した り,溶 血 性 貧 血

を お こ した りす る・ 不 安 定 に な る機 構 は い くつ か考 え ら

れ て い るが,ヘ ム周 辺 の ア ミノ酸 置 換 に よ っ て ヘ ムー グ

ロ ビ ン結 合 が ゆ るみ,ヘ ムが 離 脱 して グ ロ ビ ン が破 壊 さ

れ る場 合,サ ブユ ニ ッ ト界 面 の ア ミノ酸 置 換 に よ っ て サ

ブユ ニ ッ ト解 離 が促 進 され て 変性 す る場 合,ヘ リ ック ス

構造 を 中断 させ る とい わ れ る プ ロ リン と他 の ア ミノ酸 と

の 置換 に よ って 高 次構 造 が 破 壊 され る場 合,な ど が あ

る.不 安 定 モ グ ロ ビ ンに は 中 性 ア ミノ酸 相 互 の 置 換 が 多

い が,も っ と も,グ ロ ビ ンの 内 部 で荷 電 の 変 化 す る置 換

を想定 して も,そ の よ うな ヘ モ グ ロ ビ ンは 実 在 しない も

の と考 え られ る,ま た,不 安 定 ヘ モ グ ロ ビンに は β 鎖

異 常 の もの が圧 倒 的 に 多い の も注 目す べ き こ とで あ る.

これ らの ヘ モ グ ロ ビ ンの な か で異 常 な酸 素結 合 能 を有

す る もの がい くつ か 見 い だ さ れ てい る(Freiburg,Taco・

ma,Hammersmith,Z�ich,Seattle,GunHill,K�n)

が,測 定 が 困 難 な もの が多 く,よ り精 密 な デー タが え ら

れ る こ とが 望 まれ る.

な お,HbC,HbD,HbE,HbH,HbBart's,HbM

Saskatoon,HbMHydeParkな ど も多 少 不 安 定 で,軽

度 の 溶血 性 貧血 を引 きお こす.

4・ 異 常 ヘ モ グ ロ ビ ンに よ る溶 血 性 貧血 症 に み られ る

補償 効 果

異 常 に 高 い酸 素 親和 性 を有 す る ヘ モ グ ロ ビ ンは 組 織 と

の ガ ス 交換 の能 率 が悪 くな る の で,そ の補 償 効 果 の あ ら

わ れ と して一一般 に そ の保 有 者 は 多血 症 を と もな う こ とを

先 に のべ た.

前節 で のべ た不 安 定 ヘ モ グ ロ ビ ンは一 般 に 赤血 球 の寿

命 を短 縮.さ せ,そ の保 有 者 の血 液 中 の 赤血 球 体積 は 正常

人 の そ れ よ り小 さい.こ の よ うに して お こ る溶血 性 貧 血

*こ のHbのn値 は理論的 に期待 され る最大値2よ り大 きいので不合理 であるが
,こ のHbの 場合に はn値 がその ままヘ ム間相互作

用 の強 さをあ らわすかど うかに疑問 が残 され てい る29).
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表2溶 血性貧血の補償

異 常 ヘ モ グ ロ ビ ンの 性 質

酸素親和性が高
い

酸素親和性が正
常または低い

HbAと の相
互作用あり

HbAと の相
互作用なし

該 当 す る異 常
ヘ モ グ ロ ビン

Z�ich,K�n,St
Mary's

H,Bart's

C,D,E,Seattle

補 償の
程度

完 全

不完全

にも一種の補償効果がみられる.Bellinghamら27>は こ

の補償効果の程度を決定する一つの因子は,異 常ヘモグ

ロビンが組織に酸素を供給する能力であることを示 した.

かれらは幾人かの不安定ヘモグロビン保有者の血液を

調べたところ,溶 血性貧血症の軽重の尺度を赤血球体積

にとると,一 般に全血の酸素親和性が正常ない しは低い

場合(C,D,E,Seattle)に は補償は不完全 で あ った

が,全 血の酸素親和性が高い場合(ZUrich,K�n,St

Mary's)に は完全な補償(赤 血球体積がほぼ正常)が

みられた(表2参 照)・ これは,全 血の酸素親和性が正

常 または低い場合には,赤 血球寿命の短縮に対する補償

がおこるだけ(不 完全補償)で あるが,ふ くまれる異常

ヘモグロビンのために全血の酸素親和性が高い場合(図

7(a)参照)に は,そ れだけ組織への酸素供給能力が低下

するので,そ の分だけ余分に補償が加算 される(完 全補

償)も の と解釈 される・ところが,同 じく酸素親和陸が

高いHbHやHbBart'sで は不完全補償 しかみられ な

かった.こ れは図7に みられるように,HbZUrichな

どをふくむ全血ではOECの 全域にわたって酸素親和性

が高まっている(同 図(a))の に 対 し て,HbHやHb

Bart'sな どの全血のOECは 生 理的に重要な領域がほと

んど正常のままである(同 図(b))か らであると考えられ

る.両 者の全血のOECの 形状が異なるのは,HbA(;

α2β2)は血球のなかでもα2β2こ2αβの解離平衡にある

と考えられており,Z�ichの よ うな α2β2型のヘモグ

ロビンと共存すると,た がいに二量体を交換 して相互作

用するためOEC全 体 が影響を受けるが,HbH(=β4)

やHbBart's(=γ4)の よ うなヘモグロビンと共存した

場合には,α β のような交換のための相補体が存在 しな

いので,両 者はたがいに独立に酸素 と反応するためであ

ると考えられている.

V.異 常ヘモグロビンの機能の研究からえられた情報

異常ヘモグロビンの生理機能を研究するこ とに よ っ

て,ヘ モグロビン分子中のあるアミノ酸残基が他の残基

で置換されると,そ れが機能にいかなる影響を与えるか

という情報を与える・そのようにしてなるべ く多数の異

常ヘモグロビンの機能を調べることによって,分 子中の

ユ　 　

§3 　

叢・・.雛 画!・域
蟹bHl:0

OLO4060

酌菱素 分・圧(mmHg)

(a)

(34)

100

§

警50

墓

蟹概

題域

0204060

酸素分圧(mmHg)

(b)

図7等 張溶液に浮遊 した赤血球の酸素平衡曲線27).pH

7.1,温 度37QC.

(a)相 互作用のある場合.曲 線aはHbAの ほかに10

%のHbK�nを ふくむ赤血球,曲 線bはHbEの ほか
に5%のHbFを ふ「くむ赤血球,曲 線cはHbAの み

をふくむ赤血球.

(b)相 互作用のない場合.曲 線aはHbFとHbAの

ほかに25%のHbBart'sを ふくむ新生児の赤血球,曲 線
bはHbFとHbAを ふ くむ正常な新生児の赤血球.

個 々の残基の役割を明らかにする手がかりがえられる・

現在までにえられた知見をまとめてみると,

(a:)個 々の残基のなかには,構 造や機能の維持にきわ

めて重要なものと,さ ほど重要でない ものなど,多 種多

様である・

(b)invariantな 残基には重要な役割をもつものが多

い.

(c)ヘ ム周囲の非極性残基はヘムとグロビンとの結合

を安定化 し,鉄 原子に疎水性の環境を・与えてそれが2価

状態をとるのを安定にしている・

(d)サ ブユニット間の界面にある残基には分子内結合

をつ くって4次 構造を安定にしているものが多い・とく

に α1β2界面にある残基は"酸 素化にともなう構造変化"

に関係 し,そ の位置でのアミノ酸置換は正常な構造変化

を阻害 して,ヘ ム間相互作用を消失 させる・

(e)分 子表面にある残基は主に極性で,水 分子と接触

しているが,機 能的には特別の役割をもつていない・

(f)正 常な機能が発揮されるには,α 鎖 と β 鎖との

相互作用が本質的に不可欠である・

VI・ 異常ヘモグロビンの研究の意義

1.ヘ モグロビンの構造と機能の関係の解明

異常ヘモグロビンはいわば天然にえられる"化 学修飾

されたヘモグロビン"で ある・その機能を詳細に調べて

HbAの それと比較することによって,構 造と機能の関

係を解明する手がか りがえられる・もちろん,こ のよう

な手法はヘモグロビン分子の原子 レベルでの構造が明ら

かにされているからこそは じめて可能となるのである・

しか し,逆に異常ヘモグロビンの研究成果が,X線 による

構造解析に対 して有用なデータを与えていることも事実

である61).そ して,異 常ヘモグロビンの機能異常の研究

から,個 々のアミノ酸の役割が少 しずつ明らかにされる
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につれて,そ れが構造解析の結果 に 対 す る一つの"検

証"に なっている事実を見のがすことはできない.

1分 子のヘモグロビンは574個 のア ミノ酸残基から構

成されているが,一 つ一つの残基はなんらかの役割を演

じているにちがいない・最終的1こはそこまで解明するの

がわれわれの目標なのである.

周知のようにヘモグロビンは典型的なアロステリック

蛋白の一つである・アロステ リック蛋白には基質との反

応のさいの構造変化が本質である.ヘ モグロビンは生体

内の呼吸作用に参与する機能蛋白であるが,ヘ モグロビ

ン分子自身も酸素と反応するさいに"呼 吸"し ていると

いう形容はあたらないだろうか,構 造変化に と もな っ

て,分 子内部の空洞に低分子が出入 りしている可能性は

十分考えられる.精 巧な"分 子機械"と してのヘモグロ

ビンの研究は,そ のままアロステリック蛋白全体の研究

に絶大なる貢献をはたすであろう・

2.病 理学への寄与

HbSの 発 見を発端に して世界各地で種々の異常ヘモ

グロビンが発見されるにつれて,異 常ヘモグロビンによ

ってひきおこされる先天性疾患について,病 因論的研究

がなされ,い わゆる"分 子病"な る概念が確立 した.こ

の分野でもヘモグロビン分子の立体構造解析のはた して

いる役割は大きい・構造解析にたずさわってきたPerutz

と,異 常ヘモグロビンを多数発見 してその病理学にたず

さわってきたLehmannと はたがいに協力 しあって,

"分子病理学"な る新 しい分野を開拓 しつつある21)

3.分 子遺伝学への寄与'

異常ヘモグロビンについての家系調査は比 較 的 容 易

で,そ のため,表 現型 としての異常ヘモグロビンの遺伝

の しかたを調べることによって,分 子遺伝学ならびにヘ

モグロビンの生合成の研究に貢献することができる・

4.蛋 白質化学への寄与

異常ヘモグロビンの検出方法や構造異常の決定法など

の手法はそのまま他の蛋白質化学に応用できる・

む す び

現在までにioa種 あ まりの異常ヘモグロビンが発見 さ

れており,現 在もなお増加の一途をたどっている.そ れ

らのなかの大半は正常な機能を有 し,そ の保有者 も無症

状であるが,な かには異常な酸素結合能を有 す る もの

や,分 子自身が不安定なものも少な くな く,そ れらの保

有者は種々の疾患をともなうが,そ れに対する補償効果

もみられ,興 味深い・いっぽ う,X線 解析によるヘモグ

ロビン分子の立体構造の研究成果はヘモグロビンの病理k

学 に多大なる貢献をなしつつある・また,異'i`1'iヘモグロ

ビンの研究は,X線 による構造解析 と"車 の両輪"の よ

うな関係を保ちつつ,ヘ モグロビンの構造 と機能の関係

の解明に貴重な情報を提供 している.

将来,図2の もっと発展 した模式図一.一"ヘ モグロビ

ンの活性地図"と で もいえよう一一を見ただけで,任 意

の異常ヘモグロビンの機能を予想できるようになること

が筆者のねがいなのである.

本 稿を終わるにあたり,ご 校閲をしてくださった阪大

医学部第1生 理の中馬一郎教授,資 料集めに協力して く

ださった阪大医学部第3内 科の林 昭,鈴 木友和両氏,

および一一部未発表のデータを提供 してくださった九大医

学部第1内 科の藤田 繁氏に深甚なる謝意を表したい・
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VGlu→Lys

VHis→Arg

VGly→Arg

VAIa→Glu

IGIy→Asp

β 鎖 と δ鎖 の融 合(α2(δ 一β)2)

酸 素 結 合 能*3

親和性Bohr効 果S字 性

正 常

正 常

常

常

正

正

常

常

正

正

ほぼ正常 やや大 1.2

高 い

非 常 に 低 い や や 大 ～1.5

低 い

正 常 正 常 正 常

常

し

正

な

常

し

正

ない

い

高に

低

常非

高 い ほ ぼ 正 常 ～2.3

非常に高い

非常に高い 正 常

非常に高い 存在する

非常に低い 存在する

1.0

1.1

1.3

やや高い 正 常 正 常

非 常 に 高 い 小 さい2.0～2.C

高 い 正 常1.2

0

0

常

L

L

正

し

し

常

な

な

正

い

い

高

高

い

に

に

常

常

高

ヒ
ヒ

ヒ
ヒ

」

」」プ

備 考*4

b

b

H

H

Hb.β 鎖 は 酸化 型.紫 藍 症.

不 安 定

WB酸 化 し易 い.沈 殿 しやす い

Hb.β 鎖 は 酸 化 型.紫 藍 症

不 安 定.溶 血 性 貧 血.酸 化 しやす い

不安定.溶 血性貧血

Hb

不 安 定.溶 血 性 貧 血.酸 化 しや す い

β鎖 が らヘ ム が 欠如.溶 血性 貧 血

Hb

β 鎖 か らヘ ム が 欠如.不 安定.溶

血 性 貧 血

不 安 定.溶 血性 貧 血

Hb。 β鎖 は 酸 化 型.紫 藍 症.不 安 定.

参 考 文 献*5

WB.不 安定.溶 血 性 貧 血

Hb.多 血 症

WH.多 血 症

Hb.不 安定 。 酸 化 し易 い.紫 藍 症

Hb

不安定.溶 血性貧血

Hb.多 血 症

WB.多 血 症.ア ル カ リ耐 性

Hb.不 安 定

Hb

Hb
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*1

*2

ア ミノ酸置換のお こる位 置がヘムの周 囲 で あ る 場 合 は

heme,サ ブユニッ トとサ ブユ ニッ トとの境界 面にある場

合 は α1β1,α1β2,β1β2など,そ の他分子 内部 または表 面

の陥入部な どにあ って分 子内結合 に関係する ような 場 合

はgen(genera1),分 子 の表 面にあ って外 向 きの場合 は

ext(externa1)な どと区別 してあ る・

1次 構造が明 らかに された哺乳動物 のヘモグ ロビ ンの α

鎖 同士 または β 鎖同士を比較 した とき,立 体構造上つね

に同一の ア ミノ酸で占め られ る 位 置 を1(invariant),

特定の ア ミノ酸 で 占め られていない位 置をV(variable),
variableな 場合 でも極 性の ア ミノ酸 にか ぎられ る場 合は

Vp,非 極性の ア ミノ酸 にか ぎ られ る場合 はVnと して区

別 してある.
*3正 常 な成人 のヘモグロビ ン(HbA)を 比較 の対象 と して

いる.親 和性 はP50が2倍 以上異なる場合 に"非 常に"と

いう用語 を用い てあ るが,概 念的であ る.S字 性 はヘム

間相互作用 の強 さで,可 能 な場合にはHi11の 定数nで

示 してある.
*4酸 素結合能 を測定 した試料 が 全血の場合はWB

,全 溶血

液 の場合 はWH,分 離 されたHb溶 液の場合はHbと

してある.
*5酸 素結合能 に関 する文献 を中心 にあげた.
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図2ウ マ ・オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ンの1次 構 造 と分 子 内結

合

この説 明の個所 に もう1個 のサブユニ ッ ト(α2)が 存在す

るが,分 子 の対称性 を考慮 して省略 してある.ペ プチ ド鎖

は1次 構 造のみをあ らわ し,立 体構造はあ らわ していない.

太 い部 分は らせん構造,細 い部分 は非 らせん構造の部分 を

意 味す る.円 形はヘ ムであ る・ 残基 と残基 またはヘムとを

むすぶ直線は分子内結合(本 文参 照)を あ らわす,実 線 は

非極 性の,破 線は極 性の結合 である.図 に示 したほかに,
α1のHC2(Tyr)と β2のC2(Pro)お よびC3(Try)

とのあいだに非極性 結合が存在 する.α1と α2お よび β1

と β2の あいだにはい くつかの極性結合 が存在 すると考 え

られ てい るが,明 らかではない.ヒ ト・ヘモグロビ ンの1

次構造は ウマ ・ヘ モグロビンのそれ とやや異 なるが,分 子

内結合 に関係す るような重要な残 基は ほぼ同 じと考 えてよ
い.こ の図 は文献1～3)を 参考に して筆者が構成 した も

のであ る.
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