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1　は じ め に

混合物の分離は古くから分析化学の重要な課題であ
り，現在もクロマトグラフィーの原理の解明に関する研
究が進められている．クロマトグラフィーには排除体積
（ゲル）クロマトグラフィー，イオン交換クロマトグラ
フィー，逆相クロマトグラフィーなどがある．これらは
分離に関係する物質（移動相）と多孔性シリカゲル，高
分子（固定相）間の相互作用の違いによって選択され，
方法は異なる．いずれも細孔内に物質が取り込まれ放出
される際の分配係数と拡散速度が分離と分離能に関係す
るので，物質の分離が可能になっている．
本解説では，これまで行って来た顕微吸収法および共
焦点顕微蛍光法によって得られた単一シリカゲル細孔内
でのタンパク質分子の拡散挙動の著者の研究を紹介し，
次いで，タンパク質の分離における未解決の課題を 2点
紹介し，将来の分離に関する分析化学の課題として分析
化学の発展に寄与したく考えている．

2　シリカゲル細孔内でのタンパク質の拡散挙動

2・1　 ミオグロビン（Mb）の単一シリカゲル粒子細孔
内での拡散挙動

タンパク質の細孔内での拡散挙動（分配と放出）を調
べるためにシリカゲル粒子サイズ 30～100 μmで細孔サ
イズ 10, 15, 30, 50 nmのシリカゲル粒子を用いて，外部
溶液（バルク）から細孔内に入る分配と細孔内からバル
クへ放出されるMbの拡散挙動を調べた．実験方法は以
下に示す通りである．図 1のようなシャーレに入った
緩衝水溶液内に浸して細孔内も緩衝溶液で満たされてい
る．図 1のように組み立てられた倒立型顕微吸収分光
装置を用いて溶液と単一シリカゲル粒子の細孔内の濃度
を決定して分配比（＝粒子内濃度／粒子外溶液濃度）を
求め，共焦点蛍光顕微鏡（Olympus, FL-1000）にて後述
する亜鉛再構成ミオグロビン（ZnMb）の蛍光強度測定

から拡散係数を決定した1）．ZnMbは既報の方法2）に従
い，ウマ心筋Mb（Sigma-Aldrich）の水溶液の pHを下
げて分液漏斗によりヘム（鉄プロトポルフィリン IX）
を抜いたアポMbを調製し，アルカリ性溶液に溶かした
亜鉛ポルフィリン IXをアポMbと混合して調製した．
Mbはポリペプチド鎖とヘム（鉄プロトポルフィリン
IX）をもつヘムタンパク質で，ポリペプチド鎖とヘム
は近位ヒスチジン（His F8）がヘム鉄に配位結合でつな
がっている（図 2）3）．亜鉛ポルフィリンは鉄プロトポル
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図 1　 マイクロキャピラリーインジェクションシステムと倒立
型顕微鏡を用いた顕微吸収分光装置図

図 2　ウマ心筋ミオグロビンの分子構造（酸化形）
PDB：1YMB
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フィリン IXの鉄が亜鉛に置き換わっている．
共焦点蛍光顕微鏡での結果から，拡散は細孔外律速で
はなく，細孔内律速であることがわかった．細孔内拡散
（拡散係数 Dp）に関してポア・表面拡散モデル4）にした
がって解析を行った（図 3）5）．
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なお，物理量の意味は以下のとおりである．
Dw：水溶液中の拡散係数，Ds：表面拡散係数，R：分配
係数（＝細孔内溶液濃度／細孔壁濃度），τw：ポア拡散の
屈曲率 （tortuosity），τs：表面拡散の屈曲率，H（a, dp）：
立体障害パラメーター，a：（球状分子とみなした時の）
Mbの直径，dp：シリカゲル細孔径（直径）．

図 3より，横軸を 1／（1＋R），縦軸に拡散係数（Dp）
をとると，（1）式の第一項（傾き）が「ポア拡散」，第
二項（切片）が「表面拡散」を表すことがわかる．この
解析により，以下の結論を得た．

1． 分配（粒子外から粒子内への拡散）は，細孔サイ
ズが小さいとき（10, 15 nm），表面拡散が主で起
こり，細孔サイズが大きいとき（30, 50 nm），表
面拡散に加えてポア拡散の寄与が生じる．ただし，
モデルから予想される拡散係数値よりもポア拡散
係数の値はかなり小さかった．

2． 放出（粒子内から粒子外への拡散）は，10 nmで
は表面拡散が主で起こったが，15, 30, 50 nmでは
表面拡散に加えてポア拡散の寄与が大きくなる．
得られたポア拡散係数の値はモデルから予想され

る拡散係数値よりも小さかった．
先行研究より，シリカゲル粒子の細孔内の拡散は，低
分子のローダミン 6G（R6G）では分子がポア（細孔）
内を通るポア拡散のみで起こることがわかっている．な
お，ポア拡散は図 4に示すように，シリカゲル細孔壁
との間の吸脱着平衡が成立している状態で起こってい
る．Mbにおいて，表面拡散のみならずポア拡散の寄与
が観測されたのは，分子サイズが細孔壁のシラノール基
間隔よりも大きいことから脱着がなくても細孔内の壁面
のシラノール基を“ずりずり”と動く（表面拡散する）
ことができるからと考えられる．シリカゲル細孔内壁面
はシラノール基（Si─O─H）のプロトン解離のため，負
に帯電している．R6Gでは，分子サイズが小さいため
分子体積当たりの正電荷密度が高く，シリカゲル細孔内
壁面の負電荷と強く静電相互作用（引力）で引き合う
が，分子サイズが小さいため，分子サイズが大きいMb

とは異なり，表面拡散では次のシラノール基に（分子サ
イズを利用して）進む（表面拡散する）ことができな
い．そのため，低分子のローダミン 6G（R6G）ではポ
ア拡散のみで起こったと考えられる．
なお，ミオグロビンのようなタンパク質は正味の電荷
が正であっても，タンパク質表面は正と負の電荷が存在
しており，シリカゲル細孔内壁面からの脱着が容易に起
こるため，ポア拡散が観測されたと考えている．ただ
し，細孔内からの放出において，モデルから予想される
ポア拡散係数の値よりも小さく（15 nm：85 ％, 30 nm, 

59 ％, 50 nm：44 ％），細孔サイズが大きいほど，抑制
割合が大きい．なお，この数値（％）は図 3（B）の実
線を破線で割った値である（15 nmのときの“破線”は
図 3には示していない）．
この理由としては，図 4に赤色両矢印（⇅）で示し

た脱着が遅く，平衡に達していないため，平衡に達した
ときに取り得るポア拡散よりも小さくなっていると示唆
される5）．
また，分配におけるポア拡散の拡散係数の値が，放出
に比べて著しく小さいことが図 3より示されるが，分
配と放出において細孔内と細孔外を区切る“細孔の入り
口”で生じる現象が両者の違いを生じていると考えられ
る．それは以下の通りである．
分配に際しては，細孔外から細孔内にMbが入ってく

るが，入り口で細孔壁に吸着する（図 4）とMbの分子

図 3　 （A）分配，（B）放出に対する Dp（細孔内拡散係数）と
（1＋R）－1の間の関係

シリカゲル細孔径（直径）10 nm （黒）, 15 nm （群青）, 30 nm 

（赤紫）, 50 nm （水色）．実線は各々実験値の最小二乗，破線は
式（1）のポア─表面拡散モデル（a＝3.46 nm, Dw＝1.3×10－6 

cm2 s－1 for ZnMb6）,7）, Ds＝4.0×10－10 cm2 s－1.）に基づいて計算
された線である．Reprinted with permission from Langmuir, 39, 

11329 （2023）.  Copyright 2023 American Chemical Society. 図 4　ミオグロビンの分配と放出の模式図
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サイズ（球状モデルと仮定；4.4 nm×4.4 nm×2.5 nm）
の分だけ細孔径が小さくなるので，見かけの「細孔径」
が小さくなると予測される．この影響は式（1）の H

（立体障害パラメータ）に現れ，より「細孔径が小さく」
なることで，ポア拡散の寄与が減少する．
一方，放出に際しては細孔内から細孔外へ出ることに
なるので，「細孔内が小さくなる」ことは生じない．し
たがって，本来の細孔径で放出が行われることになるの
で，同じ細孔径で比較すると，分配よりも放出の方が細
孔内拡散（拡散係数 Dp）へのポア拡散の寄与が大きく
なると考えられる．

2・2　Mbのシリカゲル細孔内拡散の pH依存性
Mbの細孔内での拡散挙動（分配）に関して，Mbを

溶かしている緩衝溶液の pHの依存性を検討した8）．シ
リカゲル粒子サイズと細孔サイズはそれぞれ 30～100 

μm，50 nmで行った．2・1と同様，外部溶液（バルク）
から細孔内に入る分配されるMbの拡散挙動を調べた．
実験方法も（1）と同様であるが，今回は紫外可視吸収
スペクトルにて細孔内に入るMbの拡散挙動を追跡した
ので，前述の図 1のような顕微吸収分光装置を用いて
測定した．
顕微吸収分光装置での結果から，2・1と同様，拡散は
細孔外律速ではなく，細孔内律速であることがわかっ
た．細孔内拡散に関してポア・表面拡散モデルにした
がって解析した（図 5）．この解析より，以下の結論を
得た．

1． pH 6.0ではシリカゲル細孔内の拡散は表面拡散の
みで起こり，ポア拡散は生じなかった．

2． pH 6.5, pH 6.8と pH 7.1ではポア拡散が観測され
たが，モデルから予想されるポア拡散係数の値よ
りも小さく（pH 6.5：20 ％ , pH 6.8：23 ％ , pH 

7.1：49 ％），2・1と同様，細孔径 50 nmでポア拡
散が抑制されていることが確認された．なお，こ

の数値（％）の求め方は図 3（B）の場合と同じで
ある．

3． pH 7.1で pH 6.5, pH 6.8よりもポア拡散係数が大
きくなっている．これは pH 7.1でMbの正味の電
荷が正電荷から負電荷になったことにより，負電
荷を帯びているシリカゲル細孔内壁面とMb分子
間の静電相互作用（引力）が弱まり，部分的に斥
力が働くことで脱着速度が大きくなったためと考
えられた．

2・1で細孔径が大きい（30 nm, 50 nm）場合のポア拡
散の抑制が示唆されたが，pH依存性を調べることによ
り，ポア拡散係数における脱着速度の寄与が大きいこと
が明らかになった．
このように，単一シリカゲル細孔内でのミオグロビン
の拡散挙動を研究より，タンパク質のサイズ，シリカゲ
ル細孔の大きさの選択により，細孔内のポア拡散，表面
拡散を制御できることがわかった．分配と放出でポア拡
散，表面拡散の値は異なる，つまり分配と放出の細孔内
拡散係数 Dp（＝ポア拡散＋表面拡散）の値が異なる．
また各 pHでは分配係数も異なっている．
このように，分配係数と拡散速度はMbの分離と分離

能に関係している．細孔サイズの違いによって分配と放
出の拡散係数が変わり，その結果として細孔内に滞在す
る Mbの分子数を制御し得る．Mbの pIより低いある
いは高い pHにより，Mb分子の正味の電荷を正と負に
変えることでMbを細孔内に吸着しやすくしたり（正の
場合），拡散しやすくしたり（負の場合）することによ
り制御できる．このことがクロマトグラフィーによるミ
オグロビンを含むヘムタンパク質の分離を可能にしてい
ることが示唆された．

3　タンパク質の分離における未解決の課題の紹介

3・1　 SP-Sepharose fast-flowカラムによるヘム反転を
区別するイオン交換クロマトグラフィー9）

天然のヒト成人ヘモグロビン（Hb A）は，ヒトの赤
血球中に存在し，酸素運搬機能を有するヘムタンパク質
である．αサブユニットと βサブユニットを二つずつも
つ四量体構造をもち，各サブユニットに一つのヘム（鉄
プロトポルフィリン）をもち，そのヘムに酸素分子が可
逆的に結合する（図 6）10）．

Hb Aにあるヘムは 5─15軸を対称軸としてほぼ対称
であるが，厳密には 2,7─位のメチル基，3,8─位のビニ
ル基がそれぞれ5─15軸に対して対称の位置にないので，
ヘムには“表”と“裏”が存在する．天然の Hb Aでは，
“表”のヘムの割合が αサブユニットでは 90 ％, βサブ
ユニットでは 98 ％ とほぼ 100 ％ 近くであるのに対し，
“裏”の割合は非常に少ない．以後，“表”のヘムのこと
をノーマル（正常）型ヘム配向，“裏”のヘムのことを
リバース（反転）型ヘム配向と呼ぶことにする（図 7）．

図 5　 種々の pHでの分配に対する Dp（細孔内拡散係数）と
（1＋R）－1の間の関係

pH 6.0 （黒）, 6.5 （群青）, 6.8 （水色）, 7.1 （赤紫）．実線は各々実
験値の最小二乗である．Reproduced with permission from 

Springer Nature, Anal. Sci., 40, 1545 （2024）.
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Hb A中のヘムの配向は常磁性シフトした 1H NMRに
て区別できる（図 8）．常磁性シフトした 1H NMRの測
定，実験例はこちらの文献11）～13）を参照されたいが，図
7に示すように，2─ , 12─ , 18─（リバース型では 8′─ , 

18′─ , 12′─）の常磁性シフトした 1H NMRの化学シフト
の値が異なる．また，1H NMRのシグナル強度は各々の
配向で存在するメチル基の存在数を表すので，シグナル
強度が大きいほど存在数が多くなる．天然の Hb Aノー
マル型がほとんど（αサブユニットでは 90 ％，βサブ
ユニットでは 98 ％11））であることがわかる．
しかしながら，天然の Hb Aからヘムを抜いてアポヘ
モグロビン（α，βサブユニットのみの Hb A）とし，こ
こにヘムを加えて Hb Aを再構成（以後，再構成 Hb A

と呼ぶ）すると再構成直後は平均してノーマル型とリ
バース型が半数（50：50）になる．このことは速度論
的にはノーマル型，リバース型は区別されていないこと
を意味する．このまま Fe3＋の完全酸化型のままにして
おくと，熱力学的に安定な配向であるノーマル型が多数
となって平衡に達する（αサブユニットでは 90 ％，β

サブユニットでは 98 ％）が，Fe3＋を Fe2＋に還元して一
酸化炭素（CO）をヘムに配位させると，事実上ノーマ
ル型とリバース型半数（平均値）の配向のままで止ま
り，Fe3＋の場合と異なりノーマル型が多数にはならな
い．
なお，Hb Aを遺伝子工学的に調製（以下リコンビナ
ント Hb A（rHb Aと呼ぶ））したときも，調製された α

サブユニットと βサブユニットがヘムを取り込む際の
配向は再構成 Hb Aの場合と同様，平均してノーマル型
とリバース型が半数（50：50）になる9）．なお，遺伝子
工学的に rHb Aを調製する場合，調製途中で COを加
えるので調製された rHb Aは CO結合形になっている．
この CO配位の rHb Aはノーマル型とリバース型半数
の配向をもつ．この CO配位の rHb Aを SP-Sepharose 

fast-flowカラムにのせて溶出した．SP-Sepharose fast-

flowカラムは，陽イオン交換体（6 ％ 架橋アガロース，
強陽イオン交換体，交換基─CH2CH2CH2SO3

－，粒子サ
イズ 45～165 μm（Pharmacia社））である．したがっ
て，タンパク質の正味の電荷が負であればあるほど強く
吸着する．SP─セファローズカラムは pH 7.2, 0.01 Mの
リン酸緩衝溶液（Na＋）で平衡化した．両方の Hbは
pH 7.2 （0.01 M）から pH 8.0 （0.01 M）のリン酸緩衝溶
液（Na＋）の pH勾配により溶出した．（実線） rHb Aの
576 nmの吸光度（A576 nm）．（破線） Hb Aの A576 nm．（点
線， inset） rHb Aの 576 nmの吸光度（A576 nm）に対する

図 6　ヒト成人ヘモグロビン（Hb A）の分子構造（脱酸素形）
PDB：2DN2

図 7　 近位ヒスチジン（His F8）に対するヘム（鉄プロトポル
フィリン IX）の二つの取り得る配向

（A）ヒト成人ヘモグロビン（Hb A）の X線結晶構造解析に
よって見いだされるノーマル型．（B）5,15─メソ軸に対して
（A）の配向から 180°回転したヘムをもったリバース（反転）
型．斜線をつけた長方形は近位 His F8イミダゾール面の向き
を示す．ヘムの側鎖の番号は IUPAC-IUBにしたがっている．
プロトポルフィリン IXは 2,7,12,18位にメチル基，3,8位にビ
ニル基，13,17位にプロピオン酸基をもっている．Reprinted 

with permission from Biochemistry, 47, 517 （2008）.  Copyright 

2008 American Chemical Society.

図 8　 メトアジド（Fe3＋─N3
－）誘導体リコンビナント Hb A

（rHb A）の常磁性シフトした領域の 400 MHz 1H NMR

スペクトル
（A） SP-1, （B） SP-2, （C） SP-3はそれぞれ SP─セファローズカラ
ムクロマトグラフィーで分離された（図 9参照）rHb Aの画分
である．A─Fと a─ fのシグナルは以下の通り帰属されている．
αサブユニットのノーマル型ヘム側鎖の（A） 12-CH3,（C） 2-CH3,

（E） 18-CH3, βサブユニットのノーマル型ヘム側鎖の（B） 12-CH3,

（D） 2-CH3,（F） 18-CH3, αサブユニットのリバース型ヘム側鎖
の（a） 18-CH3,（c） 8─ビニルの CαH,（E） 12-CH3, βサブユニッ
トのリバース型ヘム側鎖の（b） 18-CH3,（d） 8─ビニルの CαH,

（f ） 12-CH3.  Reprinted with permission from Biochemistry, 47, 

517 （2008）.  Copyright 2008 American Chemical Society.
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260 nmのCD（円偏光二色性）のバンド強度比（CD260 nm /

A576 nm）．その CD260 nm /A576 nmが 45～50，～25, 10以下
である分画をそれぞれ SP-1, SP-2, SP-3画分として集め
た．SPカラムでの溶出パターンは，図 9に示すように，
①ほぼノーマル型（図 9のインセットの SP1），②ノー
マルとリバース半々型（図 9のインセットの SP2），③
ほぼリバース型（図 9のインセットの SP3）に分かれて
溶出された．①，②，③とも，分子量は同じで，正味の
電荷も同じである．ただし，ヘムの配向が異なるので
①，②，③の Hb Aの電荷の偏りは異なっているかもし
れない．つまり，Hb A表面電荷の分布の違いがあると
推測される．①，②，③とも αサブユニット , βサブユ
ニットは全く同一であるので，ヘムの配向のみが異なる
のであるが，イオン交換型の SPカラムクロマトグラフ
で①，②，③の配向が何故区別できる（②はノーマル，
リバースが半々なので，本質的には①と③の区別にな
る）のか，詳述すると正味の電荷が等しいにもかかわら
ず，電荷の分布の違いを SP-Sepharose fast-flow column

の陽イオン交換体がどのように認識して分けているかに
ついて未解決である．

3・2　 近位ヒスチジンをグリシンに置換した（His → 

Gly）リコンビナント Hbの Q-Sepharose fast-

flowカラムによる二量体と四量体の分離14）

近位ヒスチジンをグリシンに置換した（His→ Gly）
リコンビナント Hbのうち，βサブユニットの His92が
Glyに置換したリコンビナント Hb（以後 rHb （βH92G）
と呼ぶ）は，Hb Aと 92番目のアミノ酸残基が異なる．
遺伝子工学的にこの変異 βサブユニットを調製し，正
常 αサブユニットと混合し，さらに（Hisの代わりとし
て Hisの側鎖にある 5員環の）イミダゾールを添加する
ことで，あたかも His92の Cα─Cβ─Cγ間の共有結合が
消失した Hbを作成できる（図 10）．

この rHb（βH92G）は，His92の Cα─Cβ─Cγ間の共有
結合がないため，四量体構造が Hb Aよりも不安定であ
り，四量体 ⇌ 2×二量体 の平衡が Hb Aと比べて二量
体の方に著しく偏っている．実際に Q-Sepharose fast-

flowカラムによるイオン交換クロマトグラフィーを行
うと，二量体（Q2-I）が先に溶出され，次いで四量体

図 10　 （左） rHb （βH92G） （右） Hb Aにおけるヘムと F─ヘリッ
クス（青リボン）の間の結合状態の比較

Hb Aの正常 βサブユニットは Fe─His結合（鉄と近位ヒスチ
ジンの配位結合）をもつので，β92His（His F8）のイミダゾー
ル環とF─へリックスの間に共有結合を有するが， rHb （βH92G）
の βサブユニットは Fe─ Im結合（鉄とイミダゾールの配位結
合）となるので，イミダゾール環と F─へリックスの間に共有
結合を有しない．なお，Hb Aの図（右）は PDB：2DN2を用
い，rHb（βH92G）の図（左）は PDB：2DN2の当該共有結合
を削除して作成している．Reprinted from Publication, Biophys. 

J., 120, 2734 （2021）, Copyright （2021）, with permission from 

Elsevier.

図 11　 （上） rHb （αH87G） と （下） rHb （βH92G） のQ-Sepharose 

fast-flowカラムクロマトグラフィーの溶出図
縦軸は吸光度，横軸は分画番号．各々の溶出図の黒点線は NaCl

の濃度勾配（0─0.16 M）を示す．Reprinted from Publication, 
Biophys. J., 120, 2734 （2021）, Copyright （2021）, with permission 

from Elsevier.

図 9　  SP-Sepharose fast-flowカラムによる rHb Aと Hb Aの
溶出パターンの比較

縦軸は吸光度，横軸は分画番号．Hb Aは rHbAに対して用いら
れた方法と同じ手順でヘモリザートから精製した．Reprinted 

with permission from Biochemistry, 47, 517 （2008）.  Copyright 

2008 American Chemical Society.
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（Q2-II）が溶出される（図 11下）．Q-Sepharose fast-

flowカラムは，陰イオン交換体（6 ％ 架橋アガロース，
強陰イオン交換体，交換基─N＋（CH3）3 （quaternary 

ammonium）， 粒 子 サ イ ズ 45～165 μm（Amersham 

Biosciences社））である．カラム（1.5×17 cm）は 10 

mMのイミダゾールを含む 20 mMの Tris-HCl緩衝溶液
（pH 8.3） で 平 衡 化 さ れ た．rHb （αH87G） と rHb 

（βH92G） が Q-Sepharose fast-flowカラムに載せられた
後，上に記した平衡化に用いた緩衝溶液で洗い，0～0.16 

Mの NaCl線形濃度勾配（全 300 mL）で溶出された．
二量体も四量体も正味の電荷は等しいので等電点は両者
で等しいと予測されるので，イオン交換クロマトグラ
フィーでは区別できないように思われる．実際に等電点
電気泳動を用いると，両者は同じ位置に現れる（図
12）．これは両者が同一の等電点をもつことを意味する．
等電点電気泳動は等電点の違いという平衡に基づく分離
方法（等電点と等しい pHのところでタンパク質の正味
の電荷が 0になり，移動が止まる）であるが，一方，イ
オン交換クロマトグラフィーでは，Q-Sepharose fast-

flowカラムが作る「細孔」にタンパク質が入り，細孔
から出る，という拡散速度と分配係数が分離と分離能に
関係する分離方法であるが，同一の等電点をもつ rHb

（βH92G）の二量体（Q2-I）が先に溶出され，四量体
（Q2-II）がその後に溶出されるように両者がイオン交換
クロマトグラフィーでは分離可能であった（なお，
Q2-0は不純物）．しかし，そのメカニズムについては未
解決の問題である．
なお，近位ヒスチジンをグリシンに置換した（His → 

Gly）リコンビナント Hbのうち，αサブユニットの
His87が Glyに置換したリコンビナント Hb（以後 rHb

（αH87G）と呼ぶ）は，は二量体になることはなく，
Hb Aと同様四量体である（図 11上）．このことからも

Hb Aでは αサブユニットと βサブユニットは異なる性
質を有し，とりわけ近位ヒスチジンとヘムとの配位結合
（Fe-N（His））は αサブユニットと βサブユニットで異
なる性質をもつことがわかる．Hb Aは酸素結合の途中
で自身の酸素親和性が低から高へ変化する協同性を示す
が，この性質は例えば βサブユニットのみが四量体に
なった場合には示さない15）16）．このことからも，Hb A

が酸素結合に伴う協同性を有するには αサブユニット
と βサブユニットの両方が必要であることがわかる．

3・3　 SP-Sepharose fast-flowカラムによるリコンビナ
ント Hb （rHb （αH87G），rHb （βH92G））のイ
オン交換クロマトグラフィー

3・1の Hb Aの結果から，SPカラムはヘムの配向を区
別できることがわかる．そこで四量体の rHb （αH87G）
と rHb （βH92G）に関しても SPカラムを用いた分離を
試みた．その溶出図を（図 13）に示す．rHb （αH87G）
の場合は，10 mMのイミダゾールを含む 20 mMの Tris-

HCl緩衝溶液 pH 7.4でカラムを平衡化し，pH 7.4 （0.02 

M）から pH 8.3 （0.02 M）の Tris-HCl緩衝溶液の pH勾
配により溶出した． rHb （βH92G）の場合は，10 mM

のイミダゾールを含む 20 mMの Tris-HCl緩衝溶液 pH 

7.2でカラムが平衡化し，pH 7.2 （0.02 M）から pH 8.3 

（0.02 M）の Tris-HCl緩衝溶液の pH勾配により溶出し
た．なお，rHb （αH87G）の平衡化において pH 7.2に
しなかったのは，pH 7.2での平衡化では，rHb （αH87G）
がカラムに非常に強く結合し，pH 7.2から pH 8.3の
Tris-HCl緩衝溶液では溶出できなかったからである．
それぞれ，最大の溶出部分に関して，ノーマル型とリ
バース型の割合を評価できる CD260 nm/A576 nmの比を比
較すると，rHb （αH87G）と rHb （βH92G）ともに 50

近くの値であり，これはほぼノーマル型の配向のみであ
ることを示す（図 14，表 1）．
表 1は rHb （αH87G）のピークの画分（図 14左）を

3つの画分に分け，測定方法の精度を上げて，CD260 nm/

A576 nmの値を求め，Hb Aのそれと比較したものである．
3画分いずれも 45以上の値になり，リバース型の分子

図 12　 rHb （βH92G）のQ-Sepharose fast-flowカラムクロマト
グラフィーからのピーク画分（比較のためにウマ心筋
ミオグロビン（Mb）と Hb Aも加えている）のアンフォ
ライン平面ゲル（pH 3.5─9.5）を用いた等電点電気泳
動パターン

Q2-0, Q2-I, Q2-IIはそれぞれ図 11のピーク画分である．Hb A

は電気泳動が正しく進行しているかどうかを評価するためにゲ
ルの両側に載せた．Reprinted from Publication, Biophys. J., 120, 

2734 （2021）, Copyright （2021）, with permission from Elsevier.

図 13　 （左） rHb （βH92G）（水色） と （右） rHb （αH87G）（赤紫）
の SP─セファローズカラムクロマトグラフィーの溶出図

縦軸は吸光度，横軸は分画番号．
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が含まれていないか，含まれていたとしても，この方法
では検出できないくらいの少量であることがわかる．
四量体の rHb （αH87G）と rHb （βH92G）に関しても

SPカラムを用いた分離状態は，rHb Aの場合とは異な
り，リバース型は非常に少なく，事実上，ノーマル型が
主であった．ピークの分離も rHb Aよりもよくなかっ
た．rHb （αH87G）の α サブユニットのヘム，rHb 

（βH92G）の β鎖サブユニットのヘムはポリペプチド鎖
からの近位 Hisによる配位結合がないので，ヘムが（近
位 Hisによる配位結合がある場合よりも）動きやすく，
熱力学的に安定なノーマル型をとることが考えられる
が，rHb （αH87G）の β サブユニットのヘム，rHb 

（βH92G）の α鎖サブユニットのヘムは近位 Hisによる
配位結合があるので，リバース型が存在することが予想
されるが，この結果から判断すると，ノーマル型が多い
と考えられる．この結果より，ヘムが apoヘモグロビ
ン（ヘムのないヘモグロビン）に組み込まれるとき，α

サブユニット，βサブユニットが独立して組み込まれる
のではなく，最初にヘムが組み込まれた αサブユニッ
ト，あるいは βサブユニットの配向がもう片方の βサ
ブユニット，あるいは αサブユニットの配向に影響し
ているように思われる．この指摘は，先行研究（石森と
森島，1988年17）），（長井ら，2016年18））でも指摘され
ている．そのため，rHb （αH87G） と rHb （βH92G）に
関しても SPカラムを用いた分離は，rHb Aの場合とは
異なりリバース型が観測されず分離もよくなかったが，
これは His → Gly置換により Hisによるヘムの配位がな
くなったことで His配位のないヘムの配向がノーマル型

になり，この配向がもう片方ヘムの配向に影響した（主
としてノーマル配向をとった）ということでないかと考
えられる．3・1と 3・3の結果より，SPカラムは正味の
電荷が等しいにもかかわらず，ヘムの配向に由来する電
荷の分布の違いを認識していることが一層明白になる
が，どのような機構（メカニズム）で分かれているかに
ついては，未解決の問題として残されている．
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図 14　 （左） rHb （αH87G） と （右） rHb （βH92G ） のSP─セファ
ローズカラムクロマトグラフィーの溶出図

折れ線グラフは図 9の captionで紹介した各々の Hbの 576 

nmの吸光度（A576 nm）に対する 260 nmの CD（円偏光二色性）
のバンド強度比（CD260 nm/A576 nm）．

表 1　rHb （αH87G）と Hb Aの CD260 nm /A576 nmの比較

Mutant Fraction CD260/A575

rHb（αH87G）
SP-1 55.3

SP-2 50.1

SP-3 47.7

HbA ─ 51.1


