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緒論

生体 は非 常に複雑で多くの反応や機 能の組 み合わせ によって、その生命活動を維 持してい

る。そのために重要な働 きを果たしているのがタンパ ク質であり、非常 に多くの種類 のタンパ ク

質が生体 内 に存在 し、それぞれの役 割を果 たしている。医学や薬 学の分野 において、生命活

動の詳細を解 明することは、より上質な生命 活動を提供することにつながるため、これ まで盛ん

にタンパク質 に関する研 究が行 われてきた。

タンパク質研 究の非 常 に初 期から研 究対象 になっていたミオグロビン(Mb)は 、さまざまな研

究によって筋 肉中での酸素貯蔵 に関わっていることが明らかとなったが1、 現在 でもその機 能に

ついての研 究は未 だに続けられ ている。最新 の研 究により、Mbの 新たな機 能として通 常時の

NO消 去 による解毒作用2、虚血時 におけるNO産 生 によるミトコンドリア呼吸抑 制作用3な どの

新規機 能の提案 が行われている。

一方で
、新規タンパク質も多く発 見され、その機 能解 明も盛 んに行 われている。近年 、Mbと

同様 にグロビンファミリー に属するタンパク質であるサイトグロビン(Cgb)が 発 見された4'5。Cgbは

2001年 に発 見されたタンパク質であり、10年 以上 にわたって生体 内での機 能を含 め検討され

てきている。多くのデータが発表され 、疾 患との関係 が明らかになりつつあるが、Cgbの 機能 に

つ いてその詳細 は未知 のままである。そこで本研 究では、細胞 生物学 的な研 究では解 明でき

ていないCgbの 機 能を、分子論 的な研 究から探ることとした。

1.サ イ トグ ロ ビン につ い て

サ イ トグ ロ ビン(Cgb)は2001年

に 発 見 され た グ ロ ビ ン タ ン パ ク 質 で

あ る4。マ ウス肝 臓 の星 細 胞 で初 め て 発

見 さ れ た た め 、STAP(stellatecell

activation-associatedprotein)、 あ るい は 、

全 身 の細 胞 で発 現 して い る こ とか ら、

ヒス トグ ロ ビン と も呼 ばれ て い る5-ll。

Cgbの 分 子 量 は 約22,000で あ り、構 成

アミノ酸残 基 の数 は190で ある。その 構

造 は典 型 的 なグロビンフォー ル ドをとって

お り、ヘ ム周 辺 の アミノ酸 残 基 の保 存 性

は 高 い。Mbと 比 較 す るとアミノ酸 配 列 の

相 同性 は約25%で あり、Mbか ら派 生

Fig.1.cgbの 結 晶構 造(PDB:2dc3)

ヘ ム を マ ゼ ン タ、Cys残 基 を オ レン ジで 示 した 。
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し進化 したと考 えられている6・8・12。一方で、Cgbの ヘムは上 下からHisが配位 した6配 位 構造 をと

ってお り、5配位 構 造をとるMbと は大きく異なっている。また、Cgbは 構 造 内に2つ のCys残 基 を

有しており、発 表 され ているX線 結 晶構造 として、Cysが 還 元されているmonomerの もの13と、

Cys同 士がジスル フィド結合 を形成したdimerの もの14が報告 されている。また、ジスルフィド結 合

の還元剤 であるDTTの 有 無 によって酸 素の結合 親和性 が変化す ることが報告されている15が、

その詳細 につ いてはわかっていない。しかしながら、Cgbの 機 能解 明には詳 細な外 来性配位 子

親 和性 データの測 定 が必要 不可欠 であるため、著者 はジスルフィドの有 無 による親 和性 の変

化 について詳 細 を明 らかとす ることにした。本論 文第 一章 ではジスル フィド結 合 の影 響 による

Cgbの 多量 体形成 能と親和性変化 について論 じる。

2.サ イ トグ ロ ビ ン と活 性 酸 素 種(ROS)と の 関 わ り

Cgbの 生理 的機 能 については様 々な仮説 が立てられ ているが、未だ に確 定 していない。し

かし、通常は低レベル に抑えられているCgb濃 度が、虚 血 に応答して高レベル になることが報

告され ており、虚 血再灌流 に伴う細胞 障害からの保護 作 用を持っているのではないかとも考 え

られている16。また、ある種のがん細胞では非 常に高いレベルでCgb遺 伝子 がメチル化 されて

いることが確認 されている17。さらには、Cgbを ノックダウンしたマウスではがん原 性物質 に対す

る感 受性が上昇し、がん化 が促 進されることがわかっている18・19。がん化 に伴 い、炎症 系カスケ

ードが上昇 していたことからCgbは 活性酸素種(ROS)の 消 去系に関わっているのではないかと

考えられている19。実際 にCgbを 発現 させた細胞ではROSに よる細胞障害が低 く抑 えられてい

るという報告 がされている20。その他 、、ROSを 介 したシグナル伝 達や、酸化ストレスからの肝

細胞 の修 復21、センサータンパク質 としての役割7と いった多くのROSと の関連性 が考 えられ る

機能仮説 が提 案 されている一方で、コラーゲン合成 に関わるプロリン水 酸化 酵素 と結合可能 で

あることから、コラーゲン合成 の際 に酸 素供給 を担っている可能性 が示 されている12,22-24が、

Cgbの 機能 に関しての詳細 は解 明されてい

ない。

そ の多岐 に わた る機 能仮 説 か らCgbは

複数 の役 割 を持 ってい ることが考 え られ

るが、著者 は多 くの機能仮説 と関連 性 を

持つCgbとROSと の反応性 に着 目した。

狭義 のROSに は一重項酸素(102)、 スーパ

ーオ キサイ ド(02'り、過酸化水素(H202)、

ヒ ドロキシ ラジ カル(HO°)が 含 まれ 、細

胞 に対す る障 害性 を持 ってい る とされ て

Fig.2.02を 起 点 とす る広 義 のRosカ ス ケ ー ド
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い る。また、スーパーオ キサイ ドとNOと の反応 に よって生成す るペ ルオ キシナイ トライ

ト(ONOOり な ども広義 にはROSの 一種 とされ る。 そ こで、ROSに よる障害 を抑 えるため

に、活性 酸素 カスケー ドの上流 に位 置す るスーパー オキサイ ドに注 目した。 また、ペル

オキシナイ トライ トは細胞 障害性 を持つ と同時 に、虚血 再灌 流 時にPI-3-KIAktシ グナル

を活性 化 す る こ とで細胞 生存率 を上昇 させ る とい う報告 もあ る25。以上 の性 質 はす で に

invivoで の研 究 で報 告 され て い るCgbの 性 質 と関連性 が見 られ るた めペ ル オ キ シナイ

トライ トに も注 目した。また、ROS発 生 時にお ける生体 内の酸化還元環境 の変化 はジス

ル フ ィ ド結合 にも影響 をお よぼす。 そ こで、本 論文第 二章で は第一 章で得 られ たCgbと

ジスル フィ ド結合 の関係 を踏 ま えた うえで、CgbとROSと の関わ りについて述べ る。
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本論

第一章 サイ トグロビンの多量体形成能

Cgbは 外来 性配位子 と結 合す る場 と して

ヘ ムを持 ってい る。 これ は他 のグ ロビンタ

ンパ ク質 と同様 の特徴 で あるが、ヘモ グロ

ビン(Hb)やMbは ヘ ムに対 してHisが ひ と

っ結合 した5配 位構 造 を とってい るの に対

して、Cgbは 上下か らHisが 配位 した6配

位構 造 を とってい る。

この ヘ ム 鉄 はferric(3価)、ferrous(2価)

の 二 つ の 状 態 を と り、 そ れ ぞれ の 状 態 で 結 Fig。3.5配 位 構 造 ヘ ム(左)、6配 位 構 造 ヘ ム(右)

合可能 な外来 性配位子 が異 な る。Ferric状 態 で

はスーパーオ キサイ ド(02°一)やCNが 、ferrous

状態 に対 しては02やCOと い った分子 が結合 可

能 で あ る。 緒 論 で示 した 多 くの機 能 仮 説 で は

ROSと の関 わ りが強 く示唆 され てい る。 また、

Cgbが 大量発 現す る虚血 再灌 流時 は細胞環境 が

酸化状態 に傾 い てお り、ferric状態 で存在す るこ

とが考 え られ る。そ こでROSの 一種 であ るスー

パ ーオキサイ ドとの結合 状態 の詳細 を明 らか と

す るた めfe1TIC状 態 での親和性測 定 を行 うこ と

とした。 しか しなが らスーパ ーオキサイ ドは非

常 に不安定で あ り親 和性測定 には適 さない ため、

代替 として スーパーオ キサイ ドと同様 に二原子

分子 で あ り負 電荷 を持 つCN儡 をモデ ル と して

親和性 を測定 す る ことと した。

FerricCgbに 各 濃度 のCNを 添加 して紫外 可

視吸光 スペ ク トル を測 定す る とFig.4.(A)の よ

うに等 吸収 点 を通 ってスペ ク トル の変化 が観 察

され た。この結果 か らCN結 合型Cgbの モル分

率 を算 出 し、CN濃 度 に対 してプ ロッ トす る と

o.g
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Fig.4.(A)CN添 加 に よ るCgbの スペ ク トル

変 化 、(B)CgbWTのCN一 滴 定 曲線
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Fig.4.(B)の よ うな複雑 な曲線 が得 られ た。他 の論文15で もcgbwTの 外 来性配位 子結合

の様 子 は比較 的複雑 で あ り、還元剤DTTの 添加 に よって シンプル にな るものが多い。ま

たCgbの 結 晶構造 にはCysが 関与す るdimer型 の もの とmonomer型 の ものが両方発表 さ

れてい る ことか ら、配位 子結合 の複雑性 はCys同 士 のジスル フ ィ ド結合 に よるもので あ

る と考 えた。

1.ジ スル フ ィ ド結合 に よるサイ トグ ロビンの多量体形成

そ こで 、CgbWTに 対 す るジ スル フ ィ ド結 合

の影 響 を調 べ た 。 マ ス スペ ク トル 測 定 に よ る

確 認 を試 み た が 、Cgbが 補 欠 分 子 団 と して ヘ

ム を有 して い る こ と、及 び ジ スル フ ィ ド結 合

に よっ て 非 常 に複 雑 な構 造 を有 して い た こ と

な どか ら、こ の方 法 で は解 析 が で き な か った 。

そ こで 、 ジ スル フ ィ ド結 合 の還 元剤 とな る

2一メ ル カ プ トエ タ ノー ル(2-ME)+/一 の 条 件 で

SDS-PAGEに よ る ジ ス ル フ ィ ド結 合 の確 認

を行 っ た(Fig.5左)。2-ME(一)条 件 で は非 常 に

多 くのバ ン ドが 見 られ 、 多 くの成 分 の混 在 が

確 認 され た。 一方 、2-ME(+)の 条 件 で は シ ン

グル バ ン ドが 見 られ た 。 そ の 分 子 量 は22kDa

で あ りCgbWTの もの と一 致 した。この こ とか

ら、Cgbは ジ ス ル フ ィ ド結 合 に よ りい くつ か

の状 態 を とっ て い る こ とが 明 らか に な っ た。

続 い て 、 ゲル ろ過 ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ

りCgbWTの 複 数 成 分 の 分離 を試 み た と ころ 、

Fig.5右 の よ うに三 つ のfractionに 分 離 で き た。

Fig,5.CgbのSDS-PAGE.(laneI)2-ME(一)

mixture.(lane2)2-ME(+)mixture.(lane3)

2-ME(一)monomerfraction.(lane4)2-ME(一)

dimerfraction.(lane5)2-ME(一)tetramer

fraction.

そ の 分 子 量 か らそ れ ぞ れ 、monomerfraction、dimerfraction、tetramerfractionと し た 。

Monomerfractionは 約22kDaと18kDaに 、dimerfractionは 約38kDaと48kDaの 二 ヶ 所

に 、tetrarnerfractionで は 約75kDa付 近 の 二 ヶ 所 に そ れ ぞ れ バ ン ドが 見 られ た 。Monomer

fractionはPAGEに よ っ て 二 つ の バ ン ドが 見 られ た が 、22kDaは2-ME(+)で もバ ン ドが 見

られ た 位 置 で あ る た め 、Cys残 基 がSH型 を と っ て い るmonomerで あ る と考 え られ る 。

一 方
、18kDaの バ ン ドはmonomerよ り も 小 さ な位 置 に 出 て い る た め 、分 子 内 ジ ス ル フ ィ

ド結 合 を 形 成 し た も の(SS型)で あ る と考 え られ る 。
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2.ferric状 態 の サ イ トグ ロ ビ ン多 量 体 の外 来 性 配 位 子

各fractionで はCys残 基 に よ る ジ スル フ ィ ド結 合 に よっ てCgbが 多 量化 して い る た め 、

一般 的 な還 元 剤 を添加 したferrousの 状 態 で は配 位 子 の結 合 性 を測 定 す るの が 困難 で あ

る。 そ こで 、 還 元 剤 を必 要 と しないferricの 配 位 子 で あ るCNを 用 い て親 和 性 を測 定 し

た 。そ の 結 果 、す べ て のfractionで2段 階 の結 合 過 程 と して解 析 で きた が 、tetramerとdimer

の 結 果 で は2段 階 目は非 常 に小 さ く、他 のfractionが 少 し混 在 して い るた め で あ る と考

え られ た 。一 方 、monomerfractionで は2成 分 目が3割 を 占 め 、比較 的 寄 与 が 大 き か っ た 。

主 成 分 で 比 較 す る と、それ ぞ れ のfractionで はKdが 大 き く異 な って お り、monomerで 最

も親 和 性 が 高 く、tetramerで 低 い とい う結 果 で あ っ た。

一 方
、monomerfractionに お い て3割 を 占 め る成 分 に つ い て は 、SS型 とSH型 の 混 在

がPAGEで 確 認 され てい る た め 、それ ぞれ が 異 な る親 和 性 を持 って い る可 能 性 が 考 え ら

れ る。そ こで 、変 異 体 を用 い て 二 種 類 のKdの 同定 を行 っ た 。Cgbの 持 つ 二 っ のCys残 基

をSerに 置換 した 変 異 体2CSを 作 製 し、PAGEで 確 認 した とこ ろmonomerSH型 と同様

の状 態 で あ る こ とが確 認 され た。そ こで2CSのCNに 対 す るKdを 測 定 した と こ ろ、63.0

μMと い う結 果 が 得 られ た。 これ よ り、 この 値 に よ り近 い324ｵMをmonomerSH型 の

Kd、 遠 い2.75ｵMをmonomerSS型 のKdと した。 以 降 、monomerfractionはSS型 、SH

型 の混 在 状 態 の 結 果 が得 られ るた め、SH型 の モ デ ル と して2CSの 結 果 を用 い て そ れ ぞ

れ のSS型 とSH型 の 特徴 の 判 断 を行 っ た。

当1・o

寒 ・゚8°

zo.6
U

°o
.4

書
譜o.2

暈
む

芝0・0

Table1.CgbWT及 び2CSのCNに

対 す るKd

Kd(ｵM)

Tetramer

Dimer

Monomer

2CS

1.47±2.46(4%),2520±296(96%)

0.646±0.211(16%),354±19.8(84%)

2.75±0.7(72%),324±273(28%)

63.0±1.97

一101234

10g([CN]1μM)

Fig.6.cgbの 各多 量体及び変異体2csのcN滴 定 曲線
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3.多 量体の外来性配位子制御機構

親 和 性 の 違 い の 原 因 を 探 る た め 、CgbWTの 各fractionと 変 異 体2CSのferric状 態 の 共

鳴 ラマ ン ス ペ ク トル を 測 定 し 、活 性 中 心 で あ る ヘ ム の 評 価 を 行 っ た 。CgbWTのmonomer

fractionに お い て 酸 化 還 元 状 態 の マ ー カ ー バ ン ドで あ るv4が1377CTTI1で あ り、 ス ピ ン 状

態 、配 位 子 数 を 示 すv3、v2は そ れ ぞ れ1508cm1、1581cnゴ1で あ っ た 。 こ の 波 数 か らCgb

WTは6配 位 低 ス ピ ン 状 態 を と っ て い る こ とが わ か る。一 方 、dimerfractionで は1377cm-1、

1509cm-1、1581CTTI1、tetramerfractionで は1377cm1、1508Cffi1、1580cnゴ1で あ り、 同

様 に6配 位 低 ス ピ ン 状 態 を と っ て い る こ と が わ か る 。 ま た 変 異 体2CSで は1375Clll1、

1508cm1、1579cm1と 、 や は り大 き な 違 い は 見 られ な か っ た 。 以 上 の こ と か ら、Cgbは

多 量 化 状 態 に よ る ヘ ム の 構 造 的 変 化 は 小 さい と考 え られ る。一
寒iM

一 冂
1竈

一 一
1600140012001000800600400200

Wavenumber/cmt

Fig.7.cgbwTの 各 多 量 体 及 び変 異 体2csの 共 鳴 ラ マ ンスペ ク トル

一 方 で
、ferric状 態 のCgbに 対 してCN"を 配 位 子 と して 結 合 速 度 定 数 を測 定 した。得 ら

れ た 結 果 はす べ て1段 階 で の 解 析 は 不 可 能 で あ っ た。 これ は 、 前 に示 した よ うに他 の

fractionの 成 分 が 混 在 してい る た め と考 え られ る。dimerfractionとtetramerfractionで は2
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成 分 と して 結 果 が得 られ 、主成 分 のk。.と して そ の値 を得 る こ とが で き た 。一 方 、monomer

fractionで は 三 段 階 の結 果 が 得 られ た。 この結 果 は ゲ ル ろ過 分 離 を行 う前 のmixtureで の

結 果 と非 常 に類 似 した も の に な っ た(datanotshown)。 これ は、monomerSS型 、SH型 に

加 え他 のfractionの 成 分 が混 在 して い た た め だ と考 え られ る。

結 合 速度 定 数 の 主成 分 を比 較 す る と、monomerfractionで は大 き な速 度 定数 が 得 られ 、

tetramerfractionに な る と速 度 定数 は小 さ くな っ た。 この結 果 と共 鳴 ラマ ンスペ ク トル の

結 果 を合 わ せ て 考 え る と、多 量 化 に よ る解 離 定数Kdの 低 下 はヘ ム の構 造 変化 に よ る も

の で は な く、 配 位 子 のヘ ムへ の ア クセ ス が 制 限 され た た め結 合 速 度 定数 が低 下 した こ と

に よ る も の と考 え られ る。
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Fig.8.CgbWTの 各 多量体 のCN一 に対す る

結合速度定数測 定

Table2.CgbWTのCNに 対 す る結 合 速 度 定 数

Fraction k。n(め

Tetramer

Dimer

Monomer

3.OxlO-2±3.2xlO13(11%),1.8x104±1.5xlO-5(89%)

3.lx10-2±9.6xlO-4(16%),3.9x104±3.5x106(84%)

5.6x10-2±4.6x10-4(43%),6.6x10.3±9.1x10-5(19%),6.2x10-4±4.5x10.6(38%)
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4.ferrous状 態 のサ イ トグ ロ ビ ン多 量 体 の外 来 性 配 位 子

ここまでの実験 か ら、ferric状態 におい て多量化状態 を変化 させ ると、結合親和性 が変

化 す るこ とが明 らか となった。 この ことか ら、Cgbの 性質 は酸化 還元環境 に関係す る も

ので ある ことが予想 された。す なわ ち、酸化還 元環境 の変化がCys残 基 の酸化状態 に影

響 し多量化 を制御 してい る可能性 が考 え られた。一方 で、Cgbが 持っヘ ム鉄 も酸化還元

環境 の変化 に鋭敏 な部位 で あるた め、ヘ ム鉄 の酸化還元環境変化 と多量化状態 の変化 に

っ いての知見 を得 るため、ヘム鉄 の酸化状態 の異 なるferrous型 に対 してモデル として最

も測 定 され てい るCOのKdの 測定 を行 った。しか し、従来法 であ るジチオナイ トによる

還元 で はヘ ム鉄 のみ な らずCys残 基 まで還元 され る。そ こで、今 回はNADH/FMNを

用 いた光還元 に よって実験 を行 った26。 これ は光 を当て ることでNADHか らFMNを 介

してヘ ム鉄へ電子 を輸送す る方 法で あ り、ジスル フィ ド結合 には影響 を与 えず にヘム鉄

だ けを還 元 し、ferrous型 を作製 す るこ とがで きる。

結果 はferricの とき と同様 、tetramerfractionのKdが2.4μMと 最 も高 く、monomer

fractionで0.068μMと 最 も低 い値 が得 られ 、そ の差は約35倍 にもなった。また、変異体

であ る2CSのKdは0.17ｵMとmonomerfractionとdimerfractionと の間の値 を とり、 こ

ち らもferricの 時 と同様 の傾 向が見 られ た。 しか しなが ら、 こち らの結果 では完全 に1

段 階 と して 趾tingが 得 られ 、複数成 分の混在 は見 られ なか った。 この理 由 と しては得 ら

れ たKdの 値 が非常 に近 く、主成分 に隠れて しま ってい る可能性 が考 え られ る。

得 られ た主成分で比較す るとCgbは 多 量化 が進む ほ ど親 和性 は下がってい ることがわ

かった。 またmonomer間 で は、完全SH型 モデル の2CSはWTmonomerfractionよ り

も親和性 が低か った。ferric状態 と同様 の結果 が得 られた こ とか ら、Cgbの 外来性配位子

に対す る親和性 はヘ ムの状態 に よ らず 、や は り多量化 によってヘ ムへ のア クセ スが制限

され てい る と考 え られ た。
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Table3.CgbWT及 び2CSのCO

に対 す るKd

Kd(ｵM)

Tetramer

Dimer

2.4±0.082

0.29±0.0085

MonomerO.068±0.0022

2CS 0.17±0.0047

02468

ConcentrationofCO/ｵM

Fig.9.cgbの 各 多 量 体及 び 変 異 体2csのco滴 定 曲線
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5.考 察

以 上 の 結 果 か ら 、Cgbが 持 つ 複 数 の 多 量 化 体 の 存 在 を 明 らか にす る こ とが で き た 。

SDS-PAGEで は 各fractionに お い て複 数 の バ ン ドが観 察 され た が 、 これ に 関 して は 以 下 の

よ うに 考 え られ る。cgbwTはCys38とcys83と い う二つ のcys残 基 を持 っ てお り、 例 え ば

二 量 体 を組 む とき はCys38とCys83が お 互 い に ジ ス ル フ ィ ド結 合 を形 成 したtrans-dimerを

形 成 す る場 合 と、Cys38同 士 が ジ スル フ ィ ド結 合 を形 成 したcis-dimerの よ うに 、ジ スル フ

ィ ド結 合 の組 み 方 の 違 い で あ る と考 え られ る。 一 方 、monomerfractionのSDS-PAGEで2

つ の バ ン ドは そ れ ぞ れ 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド結 合 型(SS型)と 非 結 合 型(SH型)が 考 え ら

れ る。 このmonomerfractionに つ い てSS型 とSH型 の 混 在 が 同 一 の 酸 化 還 元 状 態 で 起 こ る

こ とは 通 常 は 考 え に くい こ とだ が 、 他 の タ ンパ ク質 で も 同様 の状 態 が い くつ か 見 られ て

い る。 例 え ば パ パ イ ンは5個 のCys残 基 を持 って お り、1分 子 中 に分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド結

合(SS型)と チ オー ル 基(SH型)を 共 に 持 って い る27。そ の 結 晶 構 造 を 見 る と存在 位 置 が 近 い

もの は分 子 内 ジ スル フ ィ ド結 合 を形 成 してお り、 孤 立 して存 在 して い る も の は ジ ス ル フ

ィ ド結 合 を形 成 せ ずCys残 基 単 独 で 存 在 して い る。 つ ま り、 同 じ酸 化 還 元 状 態 で も 立 体

的 な 距 離 が 離 れ て いれ ば ジ スル フ ィ ド結 合 とチ オ ー ル 基 が 共 存 で き る。 そ こで 、Cgbの

Cys残 基 に 注 目 して み た。CgbWTのdimer型 とmonomer型 の 結 晶 構 造 を比 較 して み る と

(Fig.10)、Cys38が 大 き く動 い て い る こ とが わ か る。Cys38はA-helixとB-helixの 境 目に 存

在 して お り 、dimer型 結 晶 構 造 で は 前 後 がhelixを 形 成 して 堅 く 固 定 され て い る が 、

monomer型 の も の で は 、 前 後 の 数 残 基 と

共 にloopを 形 成 し、Cys83か ら大 き く離 れ

て い る。 この こ とか ら、CgbのCys38は 前

後 の残 基 と共 に あ る程 度 そ の位 置 を変 化

させ る こ と が で き 、 そ れ に よ りCys残 基

の 酸 化 還 元 状 態 が 異 な る多 量 体 の 混 在 が

可 能 で あ る と考 え られ る。 ま たmonomer

の 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド結 合 形 成 型(SS

型)の 存 在 は 今 ま で 明 らか に され て は い

な い が 、 そ の 存 在 は 過 去 の 論 文 で示 唆 さ

れ て い る15。cys38とcys83間 の 距 離 は 、

dimer型 の 結 晶 構 造 でCys残 基 の 持 つ 硫 黄

原 子 問 の 距 離 が5.46Aと 近 く、 可 動 性 を

ふ ま え る と分 子 内 ジ スル フ ィ ド結合 形 成

が 可能 で あ る と考 え られ る。 しか しな が

Fig.10.Cgbmonomer(シ ア ン.PDB:lv5h)とCgb

dimer(マ ゼ ン タ.PDB:2dc3)のX線 結 晶 構 造 で の

Cys残 基 の 動 き
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ら、monomerはSS型 とSH型 が 常 に一 定 の 割 合 で 混 在 してお り、様 々 な条 件 で こ の二 つ の

成 分 分 離 を試 み た が(pH、 塩 濃 度 、Cgb濃 度 変 化 な ど)、 単 一 成 分 と して分 離 す る こ とは

で き な か った 。 ま た 、 ジ チ オナ イ トに よ っ て還 元 後 、 酸 素 中 に放 置 す る こ とで 一 時 的 に

monomerfractionか らSS型 を増加 させ る こ とはで き た が 、 そ の後 混在 型 へ と戻 っ た た め、

完 全 にSS型 と して分 離 す る こ とは 不 可 能 で あ っ た 。

多 量体 問 で の親 和性 に話 を移 す と、tetramer及 びdimerで は各fractionに い くつ か の 状 態

を含 ん で い た が 、例 え ばdimerのtrans型 とcis型 の親 和 性 に関 して は大 き な差 が な い と考 え

られ る。 な ぜ な ら、 そ れ ぞ れ の 滴 定 で 得 られ た 結 果 よ り求 め られ た他 成 分 の 割 合 は

tetramerで4%、dimerで16%と 非 常 に少 量 で あ っ た が 、SDS-PAGEの バ ン ドの濃 さか ら考

えて どち らか が滴 定 の他成 分 に相 当す る とは 考 え に くい か らで あ る。 つ ま り、滴 定 の他

成 分 は分 離 後 平 衡 に よ り形成 した 他 の 多 量化 形 態 で あ り、二 つ のdimerの 形 態 は非 常 に近

いKd値 を取 り主 成 分 を構 成 して い る と考 え るの が 妥 当 で あ る。これ はtetramerに つ い て も

言 え る こ とで あ り、 複 数 成 分 が類 似 のKd値 を取 っ て い る と考 え られ る。 一 方 、monomer

fractionで は先 に述 べ た よ うに 、SS型 は 非 常 に低 いKdを と り、一 方 、Cys残 基 がSH型 の約

100倍 の値 を とっ た。 この こ とか ら、Cgbはmonomer問 で も分 子 内 ジ スル フ ィ ド結 合 の有

無 で そ の 親 和 性 が 大 き く変 化 す る こ とが わ か り、 親 和 性 制 御 に 関 して ジ スル フ ィ ド結 合

の 重 要性 が示 され た。

ま た 、鉄 の 酸 化 状 態 を変 化 させferrous状 態 に対 す るCOのKdを 測 定 した結 果 で も 同様 の

傾 向 が 見 られ た。つ ま り、monomerで 最 も小 さなKdが 、tetramerで 最 も大 きなKdが 得 られ

た。Ferric状 態 に対 す るKdとferrous状 態 に対 す るKdの 値 の 相 関 関係 を見 た も の がFig .11で

あ る。 この結果 を見 ると値 はほぼ正の

相 関 を示 してお り、Cgbの 親和 性制御

が鉄 の酸 化状態や リガ ン ドの種類 によ

らず 、多 量化 状態 に よって同様 の制御

を受 けてい る ことがわか る。

その原 因 としてkineticsを 測定 した

結果 、fractionごとに大 きな違 いが観 察

され た こ とか ら、多量化体 の親和性 の

制御方法 はヘ ムの状態変化 に よ らず 、

リガン ドの進 入制御 に よるものであ る

と考 え られ る。っ ま りdimerやtetrameI

はジスル フィ ド結合 の形成 に よって多

量化す る こ とによ り、サ ブユ ニ ッ ト同

士 が互い に リガ ン ド進入 を邪魔 してい

3
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Fig.11.ferric状 態 とferrous状 態 のCgbの 外 来性 配 位

子 に対 す る親 和 性 の 相 関

11



るが 、monomerで は邪 魔 な構

造 が な い た め よ りス ムー ズ に

リガ ン ドが 進 入 で き る と考 え

ら れ る(Fig.12)。 一 方 、

monomerで はSH型 とSS型 で

大 き くKdが 異 な っ て い る こ

とか らジ スル フ ィ ド結 合 の 有

無 に よ り リガ ン ド進 入 経 路 を

ふ さ ぐ よ うな 構 造 変 化 が お こ

っ て い る と考 え られ る。

以 上 の結 果 か ら、Cgbは 多

量体 を 形成 す る こ とに よ って

リガ ン ド進 入 を 大 き く制御 し

て い る こ とを 明 らか にす る こ

Fig.12.予 想 され る リガ ン ド進 入 経 路

右:monomer(PDB:1v5h)、 タ ンパ ク質 をマ ゼ ン タ 、ヘ ム周 辺

を赤 で示 した。 左:dimer(PDB:2dc3)、 サ ブ ユ ニ ッ トの 一 方

を茶 色 、他 方 を グ レー で 示 した 。 ま た 、ヘ ム 周 辺 を赤 で 示 し

た 。

とがで きた。 この こ とはCgbの 機能 と密接 に結びつ いてい るこ とが予想 され 、生体内 の

酸化還元状態 を鋭敏 に感知 して リガ ン ド結 合性 を変化 させ るこ とで生体 内機能 を発 現 し

て いる と考 え られ た ため、多量体形成 能 とCgbの 機 能の一つ と考 え られ てい るROSと

の 関わ りを調 べ るこ とと した。
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第 二 章 サ イ トグ ロ ビ ン と活 性 酸 素 種(ROS)と の 反 応

Cgbの 生理 的機 能として抗 がん作用 や虚 血 時 の細胞 保護作 用 な ど様 々 な生体 防御 作用

を持 って い ると考 え られてい る。この中でCgbの 抗 がん作用 につ いて、マ ウス のCgb遺 伝

子 をノ ックア ウ トしがん原物 質 を投与 した ところ、ノ ックア ウ トマ ウスのがん化が著 し

く増加 した こ とが報告 されて いる19。また 、 この ノ ックア ウ トマ ウスで は炎症性 サイ ト

カイ ン(IL-6、IL-1Rな ど)が上昇 してい るこ とか ら、Cgbの 抗 がん作用 は炎症 を抑 え るこ

とに よって発揮 され てい る と考 え られ 、炎症 の原 因であ るROSを 消去 してい るのでは な

いか と考 察 され てい る。 また、虚 血再灌流 が起 こる と細胞 内では非常 に多 くのROSが 産

生 し、細胞 障害 を起 こす ことが知 られてい る28。Cgbが 虚血 に応答 して発現 量が上昇 して

細胞保護 作用 を示す ことが発表 され てい るが、 これ は虚血再灌流 に伴 って産生す るROS

を消去す る ことに よるのではないか と考 え られ ている。実 際にROSの 一種 である過酸化

水素処理 した細胞 でCgbが 存在す る と生存率が 上昇 した とい う報告 もある20。

そこで著者 はCgbの 各多量体 とROSと の反応性 について評価 を行 った。ROSの 中で も

スーパー オ キサイ ドと過酸化水 素について反応 性 を調べた ところ、Cgbと スーパーオ キ

サイ ドとの反応 が確認 され たため、以下 に詳細 を示 す。
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1.サ イ トグ ロ ビ ンの ス ー パ ー オ キ サ イ ド消 去 能

Cgbの ス ー パ ー オ キ サ イ ド消 去 能 を 蛍 光 プ ロー ブ で あ るBESSo29・30を 用 い て 評 価 し

た 。 キ サ ン チ ン オ キ シ ダ ー ゼ/ヒ ポ キ サ ン チ ン系 か ら発 生 した ス ー パ ー オ キ サ イ ドの 一

部 に対 して 抗 酸 化 能 を持 っ た 物 質 が 消 去 を行 い 、残 りの ス ー パ ー オ キ サ イ ドがBESSo

と反 応 して 蛍 光 を発 す る。 この 蛍 光 強 度 を測 定 し、 抗 酸 化 物 質 添 加 に よ る蛍 光 強 度 の

減 弱 を 測 定 す る こ とで ス ー パ ー オ キサ イ ド消 去 能 を評 価 した。

そ の結 果 、CgbWTmonomerの ス ー パ ー オ キサ イ ドに対 す る50%阻 害濃 度(IC50)は1.53

ｵMと な っ た 。Dimer、tetramer及 び2CSのIC50は そ れ ぞ れ3.71ｵM、5.58ｵM、2.36ｵMで あ

り、多 少 の 違 い は あ る もの の 、Cgb多 量 体 はす べ て 同等 の ス ー パ ー オ キサ イ ド消 去 能 を

有 して い た。 ま た 、代 表 的 な 抗 酸 化 物 質 で あ るア ス コル ビン酸 のIC50を 測 定 した と こ ろ、

12.5ｵMで あ った 。ア ス コル ビ ン酸 は10ｵM程 度 で 細 胞 保 護 作 用 作 用 を持 つ こ とが報 告 さ

れ てい る こ と か ら31、Cgbの 細 胞 内濃 度 を考 慮 す る と、す べ て の 多 量 体 は十 分 な スー パ ー

オ キサ イ ド消 去 能 を有 して お り、細 胞 保 護 的 に働 い て い る可能 性 が あ る こ とが わ か っ た 。
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Table4.CgbWT及 び2CSの ス ーパ ー

オ キ サ イ ドに対 す るIC50
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Fig.13.CgbWTmonomerの スー パ ー オ キ サ イ

ドに対 す る 阻 害 曲線
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2.ス ー パ ー オ キサ イ ドとの反 応 に よ るサ イ トグ ロ ビン のox化

Cgbの す べ て の 多 量 体 が ス ー パ ー オ キ サ イ ド消 去 能 を 有 して い る こ とが 明 らか と な

っ た た め 、そ の機 構 の解 明 を 目的 に 、次 に ス ー パ ー オ キ サ イ ドとの反 応 中のCgbの 変 化

に つ い て 調 べ た 。 キ サ ンチ ン オ キ シ ダ ー ゼ/プ テ リ ン系 に よ りス ー パ ー オ キ サ イ ドを発

生 させ 、cgbと の反 応 を経 時 的 にuv-visス ペ ク トル に よ り測 定 した。そ の結 果 、cgbwT

monomerに お い て 、500～600nm付 近 に観 測 され るヘ ム 由来 の 特 徴 的 な吸 収 帯(Q帯)で

ピー ク の シ フ トが観 察 され た(Fig.14左)。 ス ー パ ー オ キ サ イ ド反 応 後 の ピー ク は 酸

素 結 合 型(oxy型)Cgbの ピー ク位 置 と一 致 した 。す な わ ち 、ヘ ム鉄 が3価 状 態 で あ るferric

CgbWTmonomerと ス ーパ ー オ キサ イ ドが 反 応 し、ヘ ム 鉄 が2価 に還 元 され 、 そ こ に酸

素 が結 合 したoxy型 が 生 成 した こ とが わ か っ た 。

しか しな が ら、monomerSH型 の モ デ ル で あ る変 異 体2CSで はWTのmonomerの よ うな

顕 著 な ピー ク シ フ トは観 察 され な か った(Fig.14右)。 さ らに 、そ の他 の多 量 体(dimer、

tetramer)で も顕 著 な ピー ク シ フ トは観 察 され な か っ た こ とか ら、 同様 の ス ー パ ー オ キ

サ イ ド消 去 能 を持 つ に も 関 わ らず 、Cgb多 量 体 間 で 挙 動 が 異 な る こ とが 示 され た。ま た 、

WTmonomerで はoxy型 が 確 認 され 、変 異 体2CSで は 確 認 され な か っ た こ とか ら、ス ー パ

ー オ キ サ イ ドとの反 応 に よ るoxy型 の 生成 はmonomerSS型 の 特 徴 で あ る と考 え られ た
。

Fig.14.ス ー パ ー オ キ サ イ ドとの 反 応 に よ るCgbWTmonomer(左)、2CS(右)

の紫 外 可 視 吸光 ス ペ ク トル 変 化
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一
次 に 著 者 は 、 ス ー パ ー オ キ サ イ ドと の反 応 に よ っ て 生 成 したoxy型Cgbに 注 目 した 。

グ ロ ビ ン タ ンパ ク 質 共 通 の 特 徴 と してoxy型 タ ン パ ク質 はNOと の 反 応 性 を 持 っ て お

り、Cgbも 同 様 にoxy型 がNOと 反 応 してferric型 を 生 成 す る とい う性 質 を持 っ て い る32。

ま た 、 ス ー パ ー オ キ サ イ ドとNOと の組 み 合 わ せ もCgbに とっ て 重 要 な意 味 を持 っ て

い る と思 わ れ る。 ス ー パ ー オ キ サ イ ドはNOの 反 応 に よ りONOO'を 産 生 す る。ONOO層

は広 義 のROSの 一 種 で 、H+やCO2と 反 応 す る こ とで反 応 性 の 高 いONOOHやONOOCO2

を産 生 して 細 胞 障 害 性 を示 す 。一 方 で虚 血 再 灌 流 時 にPI-3-K/Aktシ グ ナ ル を活 性 化 す る

こ とで 細 胞 生 存 率 を上 昇 させ る とい う報 告 も あ る25。 以 上 の 性 質 は す で にinvivoの 実 験

に よ り報 告 され て い るCgbの 性 質 と関 連 す る と思 わ れ る た め、ス ー パ ー オ キ サ イ ド及 び

NOとCgbと の 反 応 性 を評 価 した。

は じめ に紫 外 可視 吸 光 ス ペ ク トル に よ り、Cgbの 変 化 を調 べ た 。2節 と同様 にferricCgb

に スー パ ー オ キ サ イ ドを加 え ス ペ ク トル 変 化 を確 認 した 。 十 分 に 時 間 が 経 ち 、 ス ペ ク

トル が そ れ 以 上 変 化 しな く な っ た と こ ろ で 終 濃 度 が1015μMに な る よ うNO溶 液 を加

え 、同様 に ス ペ ク トル の変 化 を測 定 した 。CgbWTmonomerは ス ー パ ー オ キ サ イ ドとの

反 応 に よ りoxy化 し、NO添 加 に よ っ てferric状 態 へ 戻 る こ とが 確 認 され た 。 一 方 で 、 ス

ー パ ー オ キサ イ ドとの 反 応 でoxy化 が 確 認 され な か っ た 成 分(dimer 、tetramer、2CS)

で は 、 や は りNOの 添 加 に よ る変 化 は 見 られ な か っ た 。

ferric

↓ ・sup…xid・
oxy

↓・N・
ferric

500550600650

Wavelength/nm

Fig.15.ス ー パ ー オ キ サ イ ドお よびNOと の 反 応 に よる

CgbWTmonomerのUV-visス ペ ク トル 変 化
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4.サ イ トグ ロ ビ ンのONOO一 の 産 生 促 進 能

次 に 、Cgbと ス ー パ ー オ キ サ イ ド及 びNOと の反 応 に よ る 生 成 物 に つ い て の評 価 を行

っ た。 先 に も述 べ た が スー パ ー オ キ サ イ ドとNOが 反 応 す る とONOO'が 産 生 す るた め 、

Cgbに よ るONOO一 産 生 量 に 対 す る 影 響 に つ い てDCDHFを 用 い て 評 価 した。DCDHFは

ONOO一 と反 応 し、500nmに 大 き な 吸 収 を持 つDHFへ と変 化 す る。Cgbを 加 えず 、ス ー パ

ー オ キ サ イ ドとNOをDCDHFと 反 応 させ る と
、DHF特 有 の 吸 光 度 が 上 昇 し、ONOO冒 の

産 生 が確 認 され た 。 次 に スー パ ー オ キ サ イ ドとNOの 反 応 系 にCgbWTmonomerを 添加

しDHFの 産 生 量 を 算 出 した と こ ろ、CgbWTmonomerの 濃 度 依 存 的 に産 生 量 が 上 昇 して

い る こ とが 確 認 され た(Fig.16左)。 そ の他 の成 分(dimer、tetramer、2CS)に つ い て

も同 様 に 測 定 し グ ラ フ に した もの がFig.15の 右 で あ る。oxy型 の形 成 状 況 に 対応 して 、

WTmonomerでDHFの 産 生 量 がCgb濃 度 依 存 的 に 大 き く増 加 して い る こ とが確 認 され た

一 方 で
、 そ の 他 の 成 分 で は 、DHF産 生 量 の 増 加 は 小 さな もの で あ っ た。

以 上 の 結 果 よ り、CgbWTmonomerは スー パ ー オ キ サ イ ドとNOと の 反 応 に よ っ て

ONOOロ の 産 生 を 促 進 す る働 き を 持 っ て い る と 考 え られ た 。 ま た 、 この 産 生促 進 能 は 他

の 多 量 体(dimer、tetramer)及 び 変 異 体2CSで は 確 認 され な か っ た こ とか ら、monomerSS

型 固 有 の 特徴 で あ る と考 え られ た。
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Fig.16.左:CgbWTmonomer濃 度 に よ るDHF産 生 量 の 紫 外 可 視 吸 収 ス ペ ク トル 、 右:

CgbWTの 濃 度 依 存 的DHF産 生 量(赤:monomer、 青;dimer、 紫:tetramerの 各fraction 、

緑:2CS)
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5.考 察

本 研 究 に よ り、Cgbの す べ て の 多 量 体 が ス ー パ ー オ キ サ イ ドの 消 去 能 を有 して い る こ

とを 見 出 した 。 しか しなが ら、 ス ー パ ー オ キサ イ ドとの 反 応 に よ って 起 こ るCgbの 変 化

は 多量 体 問 で 異 な っ て い た 。CgbWTmonomerはferric状 態 で ス ー パ ー オ キサ イ ドと反 応

す る こ とでヘ ム鉄 が 還 元 され 、そ こに酸 素 が 結 合 したoxy型 を生 成 す る こ とが紫 外 可視 吸

光 ス ペ ク トル の 測 定 に よ り確 認 され た 。 しか しな が ら、 そ れ 以 外 の成 分(WTdimer、

WTtetramer、 変 異 体2CS)で は顕 著 な ス ペ ク トル 変 化 が観 察 され ずoxy型 を と ら え る こ と

は で き なか っ た。MonomerSH型 の モ デ ル で あ る2CSで も観 察 され な か っ た こ とか ら、oxy

型 生 成 はWTmonomerの 中 で も特 にSS型 の 特 徴 で あ る と言 え る。 しか しな が ら、WT

monomerSS型 以 外 の 多 量 体 で ス ー パ ー オ キサ イ ドとの反 応 でoxy型 が 形 成 して い ない と

は言 い 切 れ な い 。Cgbと 同様 に6配 位 構 造 のヘ ム を持 つ グ ロ ビン タ ンパ ク質 で あ るニ ュ ー

ロ グ ロ ビ ン(Ngb)はoxy型 の構 造 が 非 常 に 不 安 定 で あ り、oxy型 が 生成 す る と速 や か に

自動 酸 化 に よ っ てferric状 態 へ と変 化 す る こ とが報 告 され て い る33。 ま た 、Ngbも 同様 に

ジ スル フ ィ ド結 合 に よ る親 和 性 制御 を受 け て お り34、ジス ル フ ィ ド結 合 を還 元 す る とoxy

型 の 自動 酸 化 が 速 ま る こ とが本 研 究 室 で観 察 され て い る。 す な わ ち 、WTmonomerSS型

以 外 の成 分 で はoxy型 が 生 成 す る と速 や か に 自動 酸 化 が起 こ り、ferric状 態 に戻 る こ とで

次 の ス ーパ ー オ キ サ イ ドと反 応 して い る と考 え られ た 。

一方
、WTmonomerSS型 は 生 成 したoxy型 が 安 定 で あ る た め 、次 の反 応 を起 こす こ とが

可能 で あ った 。 す な わ ちWTmonomerSS型 を含 むWTmonomerfractionで のみ 、oxy型 と

NOが 反 応 す る こ とでCgbがferric状 態 に 戻 る と こ ろが観 察 され た(Fig.17)。 さ らに 、Cgb

WTmonomerは 本 反 応 に伴 い 基 質 で あ るス ー パ ー オ キ サ イ ドとNOを 用 い てペ ル オ キ シ

ナ イ トライ ト(ONOOり の 産 生 を促 進 して い る こ と をDCDHFを 用 い た 実 験 に よ り明 らか

と した 。
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NO
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i
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oxy

Fig.17.CgbWTmonomerSS型 の 反 応 サ イ ク ル
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さらに1章 の結果 を踏 まえて、Cgbの 生理的機 能について考察する。Cgbの 機能仮 説に

っいては緒論 で述べたように、虚 血再灌 流 に伴う細胞保護作用 、炎症系カスケード抑制 による

抗がん作用 、ROSに よるシグナル伝達など非 常 に多くのが提案 されている7'16-21。ところで1章

で の結果 か ら、Cgbは 数 多 くの多量体 を有 してお り、それぞれ が異な る性質 を有 して い

るこ とが明 らか とな った。す なわ ちCgbは 性質 の異 な る多量体 に よ り、上記 に示 した複

数 の機 能 を同時に担 ってい るこ とも十分 に予想 され る。そ こで本研 究の結果 か ら考 え ら

れ るCgbの 機能仮説 を以下に示す。

平常時 虚血再灌流時

⇒
多量体の

再編成

_1

v

スーパーオキサイ ド消去

v

発がん作用抑制

v
ONOO産 生促進

V

細胞生存シグナル

Fig.18.本 研 究 結 果 か ら予 想 され るCgbの 生 体 内 機 能

Cgbは 数多 くの多量化状態 を持つが、そのすべ ての状態 でスーパーオキサイ ドとの反

応性 が確 認 され た。す なわ ちCgbは どの よ うな状 態にお いて もスーパーオ キサ イ ドの消

去能 を有 してい る ことがわか る。 この こ とか らCgbは 多量体 の混合状態 にかかわ らず恒

常 的にスーパー オキサ イ ドを消去す るこ とで、細胞 を炎症 な どの障害か ら保護 して いる

と考 え られ る。 さ らに、Thuyら の論文 に よる とCgbの もつ抗 がん作用 は抗炎症作 用 によ

る と考察 され ている ことか ら19、Cgbの 持っスーパー オキサイ ド消去能は抗 がん作用 を発

揮 してい る と考 え られ る。

一 方で 、Cgbの 多量体 はジ スル フィ ド結 合 に よって形成 され てい る。 この ジスル フィ

ド結合 は周 りの酸化還元状態 に対応 して開裂 ・再形成 を起 こす ことが他 の タンパ ク質 に

つ いて報 告 され てい る35・36。また、虚 血再灌 流 時には細胞 内の酸化還元状 態は大 き く変

化 し虚血 時 は還元的状況 にな るため ジスル フィ ド結合 は開裂 し、その後 の再灌流 が起 こ

る と細胞 は酸化的状況 にな りジスル フィ ド結合 が再形成 され ることも他 のタ ンパ ク質に
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ついて報告 され てい る。す なわちCgbも 同様 に虚 血再灌流 時 にはジスル フィ ド結 合 の開

裂 ・再形成が 起 こ り、多量体 の再編成が行 われ るこ とが予想 され る。 これ によ り適切 な

量のCgbmonomerSS型 が形成 され 、これがONOO一 の産 生 を促進 す る。産 生 され たONOO一

はPI-3-K/Aktシ グナル を活性化 す る こ とで、虚 血再灌 流 に伴 う細胞死 か ら細胞 を保 護す

る役割 が あ る。 しか しなが ら、多 量のONOO'はONOOHやONOOCO2を 産生 して細 胞 障

害性 を示 す た め、Cgbに はジスル フ ィ ド結合 を介 した複雑 な多量体 の制御機構 を有 して

い る と考 え られ る。

以上 の結果 を創 薬 の観 点 か ら とらえ る と、Cgbの 持つ性質 を活用 して虚 血再灌流 に伴

う障害 か ら細 胞 を保護 す る薬 剤 を開発 で き る可能 性 が ある。 この よ うな薬剤 と して現

在 、 日本 国 内 では ラジカ ッ トのみが上 市 され て い る。 これ は発生 した ラジカル を消 去

す るこ とに よって細胞 障害 を抑 えてい る。一方 でCgbも 同様 に虚血 再灌流 時 の細胞 障害

か らの細 胞保 護 作用 を持 ってい る。本研 究結 果 か ら、細胞 の生存 シグナル を上 昇 させ

るONOO一 の産 生 にCgbのmonomerSS型 が大 き く関 わってい るこ とを明 らか と した。 す

なわ ち、Cgbの ジスル フィ ド結 合 を制御 してmonomerSS型 の割合 を増加 させ るよ うな薬

剤 、 も しくはmonomerSS型 のONOO'産 生促 進能 を よ り高 め るこ とがで きる薬剤 は、現

在 上市 され て い る薬剤 とは異 な る作用機 序 で虚 血再灌 流 に伴 う細胞 障害 を抑 える薬 に

な り うる。以 上 の こ とか ら、Cgb研 究 は創薬 に関 して も大 き く貢 献で き る と期待 され る。
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結論

本研究 に よ り、Cgbは ジスル フィ ド結合 の結 合様式 に よってmonomerSS型 、monomer

SH型 、dimer、tetramerの 複数 の多量化状態 を形 成 し得 る事 が明 らか となった。 また、そ

れぞれ の多量体で外来性配位 子親和性 は大 き く異 なってお り、性質が多様 である ことを

見 出 した。 また、共鳴 ラマ ンスペ ク トル の測定 に よ り、多量体の外 来性 配位 子 に対す る

親 和性 の違 いはヘ ム環境 の変化 に よるもので はない ことがわかった。一方 で結合速度 定

数 はmonomerが 最 も大 き く、tetramerが 最 も小 さい とい うことが明 らか とな った。これ は

親 和性 の大小 と相 関 してお り、 ジスル フ ィ ド結 合 の形成 に よって外 来性 配位 子 のヘ ム部

分 へのア クセ スが しづ らくな った こ とが親 和性 の違 いに影響 を与えてい るもので ある と

考 え られ た。

ま た、Cgbの すべ ての多量体 はROSの 一種 で あ るスーパ ーオ キサイ ドの消去能 を持 っ

てい る こ とを明 らか と した。 その 中で 、monomerSS型 のみがスーパ ーオ キサイ ドとの

反応 に よ りヘ ムがferricか らoxyへ と変化 してい た。MonomerSS型Cgbはoxy状 態 でNOと

反応 しONOO一 の産生 を促 進す る能 力 を有 す るこ とを見 出 した。

以上 の知見 か ら、Cgbの 生 体内反応 を考 察す る。Invivoの 研 究 に よ りCgbは 虚 血再灌

流 に伴 う障害 か らの細胞保護 機 能 を担 って い るこ とが報告 され てい る20。Cgbは すべ て

の多量体 がスーパ ー オキサイ ドの消去能 を持 ってお り、通常 は細胞 障害 を抑 え るため

にROS消 去 を行 って い ると予想 され る。一 方 でCgbのmonomerSS型 のみONOO一 産生能

も有 して い る。ONOO一 はPI-3-KIAktシ グナル を活性化す るこ とで虚 血再:灌流時 の細胞生

存率 を上 昇 させ るが 、高濃度 のONOO一 はONOOHな どへの変化 を経 て高 い細胞 障害性 を

示す 。そ こでONOO璽 の産生 量 を厳 しく制御 す る必 要が あ るが、Cgbは 多 量体 の形成 に よ

ってそれ を行 ってい る と予想 され る。 通 常状 態 でスーパ ーオ キサイ ド消去 を担 って い

たCgbは 虚 血再灌 流が起 こる と、虚 血 に伴 う細 胞 の還 元的環境 下で はジスル フ ィ ド結合

が開裂 、再灌 流 に伴 う酸化 的環境 下で は ジスル フ ィ ド結合 が再形 成 され 、多 量体群 が

再編成 され るこ とで適切 な量 のONOO'を 産 生 し、 シグナル活性化 に よ り細胞 生存 に寄

与 してい る と考 え られ た。

この よ うに、CgbはCysを 介 して細胞 内の酸化還 元状態 を感 知 し、ss結 合 の組換 えを

行 うこ とに よるスーパー オキサイ ドやONOO'の 消去 ・産 生 の制御 を通 して細 胞保護機

能 を発 現 してい るもの と考 え られ た。
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実験の部

試 薬 一 覧

測 定 試 薬 は 、 特 に 指 定 の な い 場 合 以 下 の も の を 用 い た 。

tryptone:BD

yeastextract:BD

NaCI:NacalaiTesque

NaOH:Wako

ampicillinsodiumsalt:Wako

5-ALA(5-aminolevulinicacid):CosmoBio

IPTG(lsopropyl-b-D(一)-thiogalactopyranoside):Wako

Tris-HCI(Trizmabase):Sigma

EDTA(EDTA2Na):Dojindo

dithionite(SodiumHydrosulfite):Wako

DEAESepharoseFastFlow:AmershamBiosciences

Sephacryl5-200:GEHealthcare

NaH2PO4:Wako

pyridine:Aldrich

DialysisMembraneSize36:Wako

KCN:Wako

DTT(dithiothreitol):Wako

BESSo:Wako

L-ascorbicacid:Wako

HEPES:Wako

Hypoxanthine(HPX):SIGMA

xanthineoxidase(XO):nacalaitesque

pterin:SIGMA

2',7'-dichlorofluoresceinasetate:SIGMA

カ タ ラ ー ゼ(catalase丘ombovineliver):SIGMA

グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ:Wako

グ ル コ ー ス:Wako

水 は 全 てMilli-Q水 を 用 い た 。
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測 定 機 器 一 覧

測 定 機 器 は 、 特 に 指 定 の な い 場 合 以 下 の も の を 用 い た 。

DNAシ ー ク エ ン サ ーGeneReadIR4200,LiCor

超 音 波 発 生 装 置Sonifier450:Branson

超 遠 心 機7930:Kubota

フ ラ ク シ ョン コ レ ク タ ーModel2110:Bio-Rad

蛋 白質 濃 縮 チ ュ ー ブAmiconUltra-1510,000MWCO:Millipore

紫 外 可 視 分 光 光 度 計UV-2450:Shimadzu

マ イ ク ロ プ レ ー ト蛍 光 計FP-6500:JASCO

pHメ ー タ ーpHmeterM-12:Horiba

ラ マ ン分 光 器NR-1800:Jasco

KrLaserINNOVA300C:Coherent

遠 心 機Centrifuge5415D:Eppendorf

MX-300:Tomy

3700:Kubota

恒 温 振 蘯 培 養 器Personal-11:Taitec

超 純 粋 製 造 装 置MQsynthesis:Millipore

オ ー トク レー プSX-500:Tomy
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DNAの 調 整

ク ロー ニ ン グ用 ベ ク ターpBluescriptIIKS(+)組 み 込 ま れ たWT遺 伝 子 を鋳 型 と し、

Quikchange変 異 導 入 キ ッ ト(stratagene)を 用 い て 変 異 を導 入 した 。変 異 導入 用 プ ライ マ ー

(北 海 道 シ ス テ ム サ イ エ ン ス)を 用 い てPCR後DpnIで 処 理 し、 ベ ク ター を大 腸 菌XL-l

BlueMRF'(Stratagene)}こ 形 質 転 換 した。LB寒 天 培 地 に て培 養 ・選 別 した コ ロニ ー をLB液

体 培 地 で 培養 し、Miniprepspuri丘cationkit(Promega)に よ りプ ラ ス ミ ドを抽 出 した 。塩 基

配 列 をDNAシ ー クエ ンサ ー に て読 み 取 り、変 異 導 入 を確 認 した 。確 認 済 み プ ラス ミ ドを

制 限 酵 素BamHIINdeIで 処 理 し、 同様 の制 限 酵 素 処 理 を行 っ てい た発 現用 ベ ク ターpET

15bに 組 み 替 え た。 そ の後 大腸 菌BL21-Gold(DE3)に 形 質 転 換 した後LB寒 天 培 地 に て選 別

を行 い 、 大 量 培養 に用 い る グ リセ ロール ス トック を作製 した。

大 量 培 養 及 び 精 製

0.lmg/mLア ン ピシ リンを含 む2LのLB培 地 を2Lマ イヤ ー に作 製 し、グリセ ロー ル ストックを

植 菌 してラップで 二重 に密 栓 した後 、37℃ で12時 間振 盪 培 養 して 、前 培 養 液 とした。

0.lmg/mLア ンピシリンを含 む4LLB培 地 を5Lマ イヤー に作製 し、前 培 養 液500mLを 加 えラッ

プ で 二 重 に密 栓 した後37℃ 、振 盪 速 度80rpmの 条 件 で 培 養 した。OD600が0.4～0.6に お い

て 、IPTG及 び5-ALAを 最 終 濃 度 が0.5mMに なるように加 えタンパ ク質 の発 現 を誘 導 した 。そ の

後15時 間 培 養 した後 、遠 心 分 離(5500g、15min)に より菌 体 を回 収 し、-80℃ で 一 時 冷 凍

した。

冷 凍 した菌 体 を、Lysisbuffer(50mMTris-HCI(pH=8.0)、100mMNaCl、10mMImidazole)

で 懸 濁 し、超 音 波 を用 いて完 全 に破 砕 した 。得 られ た溶 液 を超 遠 心(37000rpm、1hr)に より沈

殿 とCgbを 含 む 上 清 に分 離 した。その後 、Ni-NTAAgaroseカ ラムによりCgbを 精製 した。

上 清 をカラムに吸 着 させLysisbufferと 同L"Washbufferで 洗 浄 後 、250mMImidazoleを 含 む

溶 出用 緩 衝 液 でHis-tagの つ い たCgbの み を溶 出した。溶 出 した試 料 に0.1μL/mgcel1の

thrombinを 加 えDialysisbuffer1(50mMTris-HCI(pHニ8.0)、100mMNaCl、10mMImidazole、

2.5mMCaCl2)で4℃ 、二 晩 透 析 しHistagを 切 断 した。透 析 後 の試 料 に1 .6ｵL/mgcellの

StreptavidinAgaroseを 力口えて4℃ で2時 間反 応 させ た後 、13000rpmで15分 間遠 心 してHis

tagを 除 去 した。再 び 上清 をNi-NTAAgaroseカ ラムに通 し、カラムに 吸着 しない試 料 を回 収 し、

His-tagの 除 去 され たCgb溶 液 とした。Dialysisbuffer2(50mMTris-HCl(pH=8.0)、100mM

NaCl、10%Glycerol)で4℃ 、一 晩 透 析 した後 、濃 縮 用 チ ュー ブ を用 いて濃縮 し、緩 衝 液 をリン

酸buffer(10mMリ ン酸 、100mMNaCl、pHニ7)置 換 した後 最 終標 品 とした。
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SDS-PAGE

Samplebuufer10ｵLにCgb溶 液(～20μM)を5ｵL加 え これ を2-ME(一)サ ン プル と した。一 方 、

samplebuufer:2一 メル カ プ トエ タ ノー ル(2-ME)=10:1で 混 合 した も の10ｵLにCgb溶 液

(20ｵM)を5ｵL加 え た サ ンプ ル を2-ME(+)サ ンプル と した 。 これ らサ ンプ ル を95℃ で5min

反 応 させ て サ ン プ ル を 準備 した 。 準備 した サ ン プル を電 気 泳 動 槽(ATTO)に セ ッ トした

12.5%の ゲル に ア プ ライ して電 気 泳 動 した。 そ の後 ゲル を 固 定 液(メ タ ノー ル20mL、 酢

酸7.5mL、MilliQ72.5mL)に5min、 染 色 液(CBBR-2502.59、 酢 酸50mL、 メ タ ノー ル

500mL)に5min浸 け、 脱 色 液(メ タ ノー ル50mL、 酢 酸70mL、Mi11iQ:11)で 一 晩 脱 色

した 、 撮 影 した 。

成 分 分 離

SephacrylS-200を1mの カラムにつ め 、そこに濃 縮 したCgbを 添 加 しリンbuffer(pHニ7)で 溶

出させ た。溶 出液 を1～2mLず つfractioncollectorで 回収 し、SDS-PAGE(2-ME(一))で 各 フラクシ

ョンをSDS-PAGEで 確 認 した。確 認 され た各 フラクションの 中で 、monomer、dimer、tetramerを

純 粋 に含 む ものを選 別 しそれ ぞ れ のフラクションとし、必 要 であれ ば濃 縮 して測 定 に用 いた 。

CN'滴 定(親 和 性 測 定 及 び 結 合 速 度 測 定)

リン酸buffer(10mMリ ン酸 、100mMNaCl、pH=7)で 希 釈 した濃 度 一 定 の試 料 溶 液 を複 数 用

意 し、そこへ 各 濃 度 のKCNを 加 えたものを調 製 した。調 製 した溶 液 を冷 暗 所 で 一 晩 放 置 し、十

分 に反 応 させ た。各KCN濃 度 の溶 液 の紫 外 可視 吸 収 スペ クトル か らCNの 解 離 定 数(Kd)を 求

めた。

また 、リンbufferでCgbが5ｵMに なるように希 釈 した。そこに終 濃 度 が100ｵMに なるように

KCNを 添 加 し、ferric状 態 のSoret帯 のピー ク(415-418㎜)で の紫 外 可視 吸 光 スペ クトル の減

少 を2秒 ごとに3000秒 間 、結 合 速 度 を測 定 した。

共 鳴 ラマ ンスペ クトル

共 鳴ラマンスペ クトル の測 定 には 、トリプル 分 光 器(NR-1800)とCCD検 出器(BUD-420)を 使

用 した。試 料 濃 度 が約100ｵMと なるようにリンbuffer(10mMリ ン酸 、100mMNaC1、pH=7)で

希 釈 した。ラマ ン用 回 転 セル に移 し、セル を回転 させ な が ら、Kr+Laser(励 波 長406。7㎜)を 用

いて、レー ザ ー 出力 を100mWと して測 定 を行 った。
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CO滴 定(親 和 性 測 定)

以 下 の 組 成 で嫌 気bufferを 作 製 し、 これ を実 験 に 用 い た。 一

・嫌 気buffer

O.5Mリ ンbuffer(pH7)2mL

2mMEDTA(Wako)20μL

GIucose(Wako)7.2mg

480units/mLGIucoseoxidase(Wako)334ｵL

20,000units/mLCatalase(Wako)260ｵL

MilliQ20inl.

嫌 気bufferに 窒 素 ガスを通 し酸 素 の置 換 を行 ったもの に 十 分 にCOガ スを吹き付 けたも

のをCOス トックとした。

十 分 に窒 素 ガスで酸 素 の置 換 を行 った嫌 気bufferを スクリュー キャップ付 きのセル に満 たし、

Cgbを 加 えた。さらに、セル に200mMNADH16ｵLと2mMリ ボ フラビン4ｵLを 加 え、445㎜

の光 を照射 す ることでCgbを 還 元 した。ここに調 整 したCOス トックからCOを 少 量ず っ加 えて

滴 定 し、紫 外 可視 吸 収 スペ クトル を測 定 した。さらにウマミオ グロビンをジチオ ナイトにて還 元 し、

調 製 したCOス トックで滴 定 を行 い 、COス トック中 の溶 存CO濃 度 を規 定 し、Cgbの 紫 外 可 視

吸収 スペ クトル の変 化 とあわせ てCOの 解 離 定 数(Kd)を 求 めた。

スー パ ー オ キ サ イド消 去 能 測 定

HEPES(11.92g,50mmol)、NaOH(828mg,29.7mmol)お よびNaCl(4.63g ,79mrnol)を 水

に溶 解 し、全 量1Lと した の ちpH7.4に 調 整 して 、50mMHEPESbufferを 調製 した。 こ の

SOmMHEPESbuffer(200mL)を 水 で希 釈 し、 全 量1Lに してpH7 .4に調 整 し、10mMHEPES

bufferを 調 製 した。

測 定 は マ イ ク ロプ レー ト蛍 光 計(JASCO)を 用 い て行 い った 。96穴 マ イ ク ロプ レー トに

lOmMHEPESbufferにCgbを 約0.01～400ｵMに な る よ うに分 注 し、BESSo20μM、 ヒポ キ サ

ン チ ン(HPX)50ｵM、 キ サ ンチ ンオ キ シ ダ ー ゼ(XO)6.25munits/mLの 終 濃 度 に な る よ うに

加 え た。 す べ て加 え た後 に プ レー トを傾 け 、 ゆ す って 液 面 を平 らに し、10分 間37℃ 乾燥

機 でイ ン キ ュベ ー トし、 そ の後 、検 出 波 長 λ。xニ505nm;λ,m=544nm(cutoffニ530㎜)

で 二 回測 定 し、 平 均 値 を結 果 と した。
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ス ー パ ー オ キ サ イドとの 反 応 及 びNOと の 反 応 に よるCgbの 変 化

110units/mLの カ タ ラー ゼ を含 む リンbuffer(10mMリ ン酸 、100mMNaCl、pH=7)にCgb

が5μMに な る よ うに加 え 、紫 外 可 視 吸 収 スペ ク トル を測 定 してferric状 態 の もの と した 。

そ こ に 、終 濃 度 が そ れ ぞ れ10munits/mL、50ｵMに な る よ うにXOとpterinを 加 え経 時

的 に変化 がな くなるまでスペ クトル を測 定 した。

さらに、上 記 の方 法 でスーパ ーオ キサイドと反 応 したCgb溶 液 に、NO(300～500μM)を20ｵL

加 え、経 時 的 に変 化 がなくなるまでスペ クトル を測 定 した。

ペ ル オ キ シ ナ イトライト産 生 促 進 能 測 定

2',7'-dichlorofluoresceinasetateを7.07mg測 りとり、2mLの20mMNaOHに 溶 解 し、ボル テ ッ

ク ス 後10min室 温 で 放 置 し 、 そ の 後 冷 蔵 庫 に 保 存 し た も の を7.25mM

2・,7・-dichlorofluorescein(DcDHF)ス トックとした。また、1.63mgPterinを40mLのMilliQ水 に溶

解 したものを250ｵMpterinス トックとした。また本 実 験 で はbufferと して100mMリ ンbufferに

0.3mMのEDTAを 加 えたものを使 用 した。

エ ッペ ン ドル フチ ュー ブ に 終 濃 度0.1ｵMDCDHF、50ｵMpterin、10munits/mLXO、110

units/mLカ タラー ゼ になるように加 え、さらに各 濃 度 のCgbを 加 えて計500ｵLに なるように

bufferで 調製 した。さらに濃 度300～500μMNOをSQL加 えパ ラフィル ムでチ ュー ブ の 口を密 閉

した。さらに37℃ の湯 浴 で10min反 応 させ た後 、氷 浴 で5min静 置 した。その後 、200～700nm

の 紫 外 可 視 吸 収 スペ クトル を測 定 し、500㎜ の 吸 光 度 を用 い て産 生 したDHFの 濃 度 を算 出 し

た。
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