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論文内容の要旨

ヘモグロビン 3 鎖のF9 部位の Cys 残基のSH基は、デオキシT状態では周囲のアミノ酸残基の側鎖によってマスク

されるが、オキシR 状態では溶媒に露出して反応性を示す。この Cys-F9 ß 残基は晴乳類と鳥類では保存されてい

るが、それの機能的役割は不明である o 最近、それの SH 基が肺組織で生成した NO を結合して、局所の血流および

酸素運搬を調節するという仮説が提唱されているo 一方、 α 鎖の相同部位 F9 には Cys はなく、この部位の残基の役

割も不明であるo そこで、ヒト・ヘモグロビンの α 鎖の Ala-F 9 (88) を Cys に (rHb A88 αC)、また逆に、 3

鎖の Cys-F 9β(93) を Ala に (rHb C93 ﾟ A)、さらにこの Cys-F 9 ゚  (93) を Thr に (rHb C93βT)、それぞ

れ置換した 3 種類の単一アミノ酸置換変異ヘモグロビン合成し、これらの酸素結合能、紫外域微分スベクトノレ、反応

性SH基の滴定・反応速度などの解析を通じて、 α 鎖、 3鎖のF 9 部位残基の機能的役割や相向性について検討した。

【方法】

1 )遺伝子組換え変異ヘモグロビンの調製

変異ヘモグロビンの合成は基本的には Nagai et al. の部位特異的変異誘導法に従った。目的の変異を導入した α ま

たは β グロビン遺伝子を、 T7 プロモーターを持つ発現プラスミド (pT7 cllFXα- globin または pT 7 cllFXβ­

globin) に組み換え、大腸菌 BL21株中で発現させた。得られた変異グロビン鎖，相手の天然グロビン鎖、ヘミンか

らヘモグロビン四量体を再構成し、精製した。目的の変異が導入されたことを質量分析法によって確認した。

2 )酸素結合能の解析

lmai の酸素解離曲線自動分析装置を用いて試料の酸素解離曲線を測定し、コンビュータでデータを実時間収集し

た。 pH などの溶液条件を変えて、酸素親和性、協同性のほか、 Bohr 効果 (pH 依存性)、 inositol hexaphosphate 

CIHP) の効果を解析した。

3 )分光学的解析

ダブ、ルビーム自記分光光度計 (320L 型、目立製)を用いて、可視・紫外域吸収スベクトルのほか、紫外域一次微

分スペクトルを測定した。

4) SH 基の滴定・反応速度解析

反応性 SH 基を p-mercuribenzoate (PMB) で滴定し、それの 4 ， 4 ' -dipyridine disulfide (4PDS) との反応の
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速度を解析した。

【結果】

正常ヘモグロビン (Hb A) に比べて 3 つの変異ヘモグロビンはいずれも高い酸素親和性 (rHb C93 ﾟ A<rHb 

A88 αC<rHb C93 ßT) を示した。また、協同作用 (Hill 係数九回出)、 Bohr 効果はいずれも減少、 IHP の効果は

rHb C93βA と rHb C93 ßT においては減少、 rHb A88 αC においては消失していた。 rHb C93βA と rHbC93 ゚ T 

に IHP を加えると nm叫は回復したが、 rHb A88 αC の nm臥は不変であった。

変異ヘモグロビンの紫外域微分スペクトルの微細構造の大きさは、オキシ型では HbA のそれに等しいが、デオキ

シ型では HbA に比較して大きくなっていた。変異ヘモグロビンの Soret 吸収帯の高さは、オキシ型では Hb A のそ

れに等しいが、デオキシ型では HbA に比べて低くなっていた。

CO 型での反応性 SH 基の四量体当たりの数は、 HbAで2.2個、 rHb A88 αC で3.5個、他の 2 つの変異ヘモグロビ

ンでは0.1個以下であった。さらに、 rHb A88 αC の反応性SH基の 4PDS との反応の速度は、 CO 型では Hb A と同

等であるが、デオキシ型では2.3倍だけ高まっていた。

【総括】

紫外域微分スベクトルや Soret 吸収帯の挙動は、今回の変異ヘモグロビンのオキ、ン型は正常なR状態にあるが、デ

オキシ型ではR状態からT状態への転移が部分的に抑制されていることを意味する。この結果は、変異ヘモグロビン

でみられた酸素親和性の上昇やアロステリック作用の減少と合致するo これらの機能的変化の起こる構造上の機序を、

Hb A の結晶構造に基づいて検討した。 rHb A88 αC の3.5個の反応性 SH 基から Cys-93β の寄与とみられる 2 個を

差し号 I~ 、た残りの1.5個は Cys-88α の寄与と考えられるが、伺故整数ではないのかは不明である。本研究により、

α 鎖と 3鎖のF9 部位のアミノ酸残基はともに重要な機能的役割を演ずること、また、 F 9 (88)α 部位での Ala→

Cys 置換とF9 (93) ß 部位での Cys→Ala 置換が互いに反対方向への機能変化をもたらさないことから、これら 2

つの相同部位は機能的相同性をもたないことが明らかとなった。

論文審査の結果の要旨

本研究は、ヘモグロビンの β鎖のへム鉄とリンクしているF8 部位のヒスチジン残基の隣に位置して、 H甫乳類と鳥

類で保存されているスシティン残基 Cys-93 (F 9) ß と、これを相同部位にある α鎖の88 (F 9 )部位のアラニン

残基の機能的役割や相向性について検討を行ったものである。

部位特異的変異誘導技術を用いて 3 種類の遺伝子組換え変異ヘモグロビンを調製して、これらの酸素親和性、協同

作用、 Bohr 効果などのアロステリック効果を正常ヘモグロビン (Hb A) および天然の F9 部位変異ヘモグロビンと

比較している。さらに、紫外域一次微分スペクトルの微細構造や Soret 吸収帯の挙動から、これらの組換え変異ヘモ

グロビンのオキシ型は正常なR状態にあること、また、デオキシ型はR状態からT状態への転移が部分的に抑制され

ていることを証明し、機能変化を説明するための基礎を与えた。また、これらの機能的変化の起こる構造上の詳細な

機序を、 Hb A の結晶構造に基づいて検討し説明した。 SH 基の滴定により、 Hb A に比べて Ala-F 9α →Cys 置換

体は1. 5個だけ余分の反応性 SH 基を持つことを示し、それを Cys ・-F9α の寄与と考えた。反応性 SH 基の反応速度

の解析を通じて、デオキシ型では Ala-F 9α→Cys 置換体のSH基の環境はHb Aに比べて異なっていることを示し

fこo

以上の結果より α 鎖と β鎖の F9 部位アミノ酸残基はヘモグロビンの構造と機能に重要な役割を演ずることが明ら

かになった。さらに、 F9 (88)α 部位での Ala-Cys 置換と F9 (93) ß 部位での Cys→Ala 置換が互いに反対方

向への機能変化をもたらさないことから、これら 2 つの部位は機能的相向性をもたないことが明らかにされた。

本研究は、長年にわたって不明であったF9 部位のアミノ酸残基の機能的役割に関して重要な知見を与え、 α 鎖と

β鎖の F9 部位のアミノ酸残基は機能的相向性をもたないことを証明することによって、ヘモグロビンの生理学の発

展に重要な貢献を果たし、学位に値するものと考える。
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