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ヘモグロビンへの配位子結合過程を直接観測 

 理化学研究所は、横浜市立大学、自治医科大学と共同で、血液中の酸素運搬タンパ

ク質であるヘモグロビンに配位子が結合する過程を直接観測することに世界で初め

て成功しました。理研播磨研究所生体物理化学研究室の足立伸一先任研究員、城宜嗣

主任研究員、横浜市立大学の朴三用助教授、Jeremy Tame 教授、自治医科大学の柴

山修哉講師の研究グループによる成果です。 
 肺において空気中から体内に取り込まれた酸素は、赤血球中にあるヘモグロビンに

結合し、血管を通って体内の各組織へと運ばれます。研究グループは、ヘモグロビン

の配位子として酸素の代わりに一酸化炭素（CO）分子を用い、CO 結合型のヘモグロ

ビン結晶を作成しました。その結晶を 25K 程度の極低温に保持し、結晶に連続的に

可視レーザー光を照射することによりヘモグロビンに結合した CO を光解離させ、擬

似的にヘモグロビンにCOが結合する直前の準安定状態を比較的長時間安定に作り出

して構造解析することに成功しました。構造ゲノム科学の発展で多くのタンパク質の

静的構造が解析されつつある今日、タンパク質の機能発現機構を包括的に理解するた

めには、このような動的構造解析のアプローチが今後ますます重要になると考えられ

ます。 
 本研究成果の詳細は、米国科学アカデミー紀要『Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the U. S. A.:PNAS』（6 月 10 日号）に掲載されます。 
 
 
1.背  景 

肺において空気中から体内に取り込まれた酸素は、赤血球中にあるヘモグロビン

に結合し、血管を通って体内の各組織へと運ばれます。この際に、ヘモグロビンは

単に酸素を着脱するだけではなく、酸素濃度の高い肺では酸素親和性を高くして、

より多くの酸素を結合させ、逆に酸素濃度の低い末端組織では酸素親和性を低くし

て、組織により多くの酸素を与えることができます。このようなヘモグロビンの酸

素結合における酸素親和性調節の現象はアロステリック効果※1による協同性※2の

モデルとして、古くから多くの研究者の研究対象となってきました。1960 年代の

Max Perutz らによる X 線結晶構造解析研究から、ヘモグロビンは酸素結合型

（relaxed 型または R 型）と酸素解離型（tense 型または T 型）の 2 つの 4 次構造

をとることが明らかとなり、酸素結合が「引き金」となって R 型と T 型の間を構

造転移するという trigger モデルが提唱されました。しかし、R 型でなぜ酸素親和

性が高く、逆に T 型で酸素親和性が低くなるのかという最も基本的な問題について

は、これまで明確な答えが得られていませんでした。 
 

2. 研究手法と成果 
 ヘモグロビンは α、βという構造の類似した 2 種類のサブユニットそれぞれ 2 つ

ずつが組み合わさって構成される α2β2タイプの 4 量体タンパク質です。それぞれの



 

 

サブユニットはヘム※3と呼ばれる鉄含有補欠分子を含み、全体として 4 個の配位子

分子を結合させることができます。研究グループは、配位子として酸素の代わりに

酸素と同様な構造を持ち、より取り扱いの簡単な一酸化炭素（CO）分子を用いま

した。そして、ヘモグロビンに 4 つの CO が結合した R 型ヘモグロビン結晶と、

CO が 4 つのサブユニットのうちの 2 つにだけ結合した T 型ヘモグロビン結晶を作

成しました。T 型結晶については、CO を 2 個だけ結合させるために、ヘモグロビ

ンに含まれる 4 個の鉄のうち、α、βどちらかのサブユニットに含まれる 2 個の鉄

をニッケルに置換することにより、このような状態の結晶を作成しています。これ

らの結晶を用いて大型放射光施設 SPring-8 の理研構造生物学ビームライン

BL44B2 を用いて X 線回折データ測定を行いました。この測定では、結晶を 25K
程度の極低温に保持し、結晶に連続的に可視レーザー光を照射することによりヘモ

グロビンに結合した CO を解離させ、擬似的にヘモグロビンに CO が結合する直前

の準安定状態を比較的長時間安定に作り出すことに成功しました。この準安定状態

を保ったまま、1.45Å※4分解能程度の X 線回折強度データを得て、R および T 型

ヘモグロビンの CO が光解離した準安定状態の構造を決定することができました。 
 解明された構造から、光照射によって鉄から解離した CO は、タンパク質内部の

鉄周辺の疎水的なポケット内で捕捉された状態でとどまっており、この実験によっ

て、まさにヘモグロビンに CO が結合する直前の準安定状態が作り出されているこ

とがわかりました。CO 光解離によるヘモグロビン内部での構造変化をより詳細に

見てみると、T 型ヘモグロビンでは、R 型に比較して CO 結合位置周辺により大き

な構造歪みが蓄積されていることが明らかとなり、これらの構造歪みが T 型ヘモグ

ロビンの低酸素親和性の原因であることをはじめて直接的に証明することができ

ました。さらに、同じ T 型でも αサブユニットと βサブユニットでは、構造歪みの

蓄積されている場所がまったく異なり、αサブユニットではその歪みがタンパク質

の軸配位子方向に伝達されてゆくのに対して、βサブユニットでは、配位子とその

周辺の側鎖が立体障害を起こす方向に歪みが蓄積していることを明瞭に示すこと

ができました。 
 
3. 今後の展開 
 ヘモグロビンに限らず、生体内のすべてのタンパク質はその機能を発現するため

に「動き」を伴っています。この機能発現のための構造変化に迫るためには、単に通

常の静的構造の X 線結晶構造解析のアプローチだけでは困難であり、この研究のよ

うな機能発現に連携した動的構造解析が必須です。構造ゲノム科学の発展で多くのタ

ンパク質の静的構造が解析されつつある今日、タンパク質の機能発現機構を包括的に

理解するためには、このようなアプローチが今後ますます重要になると考えられます。 
 また、この研究では、ヘモグロビンへの配位子結合における準安定状態を極低温

で「凍結」することにより、配位子結合過程の一断面を詳細に検討することが可能

になりました。しかし、本来の配位子結合反応は、タンパク質構造の時間変化を伴

ったよりダイナミックなものであるはずです。このようなタンパク質構造のダイナ

ミクスに迫るためには、放射光の単パルス X 線を利用した時間分解ポンププローブ

X 線回折実験※5や、他の時間分解分光法などを組み合わせた実験をさらに進めてゆ

く必要があります。 
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<補足説明> 
※1 アロステリック効果 
酵素の基質結合部位と「立体構造上異なる部位」(allosteric site)に低分子のリガン

ドが結合してその活性が変化する現象を J. Monod ら(1963)がアロステリック効果

と名づけた。その後、一つの酵素またはタンパク質に同一の基質（またはリガンド）

が複数個結合しその結合（または酵素活性）に協同性※2が見られる場合にも、この

現象をアロステリック効果と呼ぶようになった。ヘモグロビンの場合は、後者の意

味で用いられる。 
 
※2 協同性 
酵素活性やリガンド結合の変化が漸進的、段階的に起こらず、一挙に協調的に起こ

ること。アロステリック効果を示すタンパク質では、サブユニットの一つにリガン

ドが結合すると、そのサブユニットは立体構造の変化を引き起こし、それにより他

のサブユニット間との相互作用が変化し、それらの結合部位のリガンドへの親和性

が変化する現象のこと。 
 
※3 ヘム （heme または heam) 
ポルフィリン鉄錯体の総称。赤血球のヘモグロビンや筋肉中のミオグロビンの成分

となって、体の各器官に酸素を運んだり、酸素を貯蔵したりするほか、生体の物質・

エネルギー代謝、恒常性維持など多くの重要な生理反応に関与している。 
 
※4 Å（オングストローム） 
一般的には長さの単位を示す。1 オングストロームは 1x10-10メートル（= 0.1 ナノ

メートル）。X 線結晶構造解析においては、高次構造の解像度を示す単位として用

いられる。数字が小さいほどより高解像度の立体構造であることを示す。 
 



 

 

※5 時間分解ポンププローブ X 線回折実験 
シンクロトロン放射光のパルス性を利用して、パルスレーザー光（ポンプ光）とパ

ルス X 線（プローブ光）を組み合わせた X 線回折測定法。放射光パルス X 線は 100
ピコ秒程度の時間幅をもつため、光誘起構造転移の動的構造解析法として注目され

ている。 
 
 

 
図 1 ヘモグロビンは赤血球中に存在し、α2β2構造の 4 量体である。 
 
各サブユニットは 1 個のヘムを含み、中心の鉄に酸素が可逆的に結合する。 



 

 

 
図2 T状態において、COが光解離した準安定状態の構造(αサブユニットヘム周辺、

ステレオ図)。 
 
光照射によって鉄から解離した CO は、タンパク質内部の鉄周辺の疎水的なポケット

内で捕捉された状態でとどまっており、ヘモグロビンに CO が結合する直前の準安定

状態が作り出されていることがわかる。 
 
 

 

図 3 CO が光解離する前と、した後の差電子密度図(αサブユニットヘム周辺、ステ

レオ図)。 
 
赤の電子密度が光解離前、青の電子密度が光解離後の構造を反映している。 
光照射によって CO が鉄から解離したことにより、CO 周辺と、鉄に直接結合してい

る軸配位子アミノ酸（His(F8)）の方向への構造変化が起こっていることがわかる。 


