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緒論 

1. はじめに  

	 生物は様々なグロビンタンパク質を有しており、それぞれが生命活動の維持に関与して

いる。ヒトにおいては、古くからグロビンタンパク質についての研究がなされており、赤

血球に存在するヘモグロビン(Hb)が酸素運搬を、筋細胞に存在するミオグロビン(Mb)が酸素

貯蔵を、担うことが明らかとされてきた。Hb、Mbについて、さらなる詳細な構造情報調査

の結果、一酸化窒素(NO)の代謝・合成、シグナル伝達、活性酸素種(ROS)の消去などの様々

な酵素活性メカニズムについて提案されてきた(1,2)。近年になり、６配位型ヘムを持つヒト

グロビンタンパク質が幾つか発見され、系統学的には 5 配位型グロビンタンパク質と共通

の祖先を持ち、5配位型グロビンタンパクは６配位型グロビンタンパク質から進化したと考

えられた(3)。６配位型ヘムでは遠位と近位に内在性配位子が結合しており、酸素などの外

在性配位子は遠位の配位子と競合して配位する。そのため、６配位型グロビンタンパク質

では、酸素運搬や酸素貯蔵には適さず、NO 代謝や ROS 消去などの酵素としての働きや、

さらには分子間シグナル伝達に適しているのではと考えられた(4)。 

 

2. サイトグロビン  

2.1. サイトグロビンの発見  

	 組織線維化は臓器不全に共通の病態である。肝臓が線維化する病態は肝線維症と呼ばれ

ており、病態の進行にしたがって肝硬変、肝がんへと悪化する。線維化メカニズムは明ら

かになっておらず、線維化関与タンパク質を見出すため線維化前後の繊維芽細胞における

プロテオーム解析が行われた。その結果、2001 年に肝星細胞で新しいタンパク質が発見さ

れ、グロビンフォールドを持つことからサイトグロビン（以後、Cygb）と名付けられた(5,6)。 

	 Cygb は、全身の細胞に遍在しており、肝臓では、先に述べたように主に線維芽細胞であ

る肝星細胞に存在している(7)。分子量は約 21kDa で、活性中心にヘムを含み、６配位構造

をとり、外在性配位子として O2、CO、NOなどのガス分子が結合することが知られている。

また近年ではヘム周辺に脂質が侵入することが提唱され、ガス分子のみならず脂質との相

互作用も有していることが報告されている(8,9)。生体内での Cygbの役割としては、線維化

抑制や細胞保護に関わると考えられている。具体的には、線維化に関わると考えられるシ

グナル伝達やコラーゲン合成への関与、ヘモグロビンやミオグロビン、2000 年に発見され

たニューログロビン（Ngb）といった他のグロビンタンパク質と同様に酸素運搬・貯蔵や、

NO代謝・合成、当研究室が 近報告した Ngbの機能と同様にスーパーオキサイド消去の働

きが示唆されている(1,4,10-12)。しかしながら、この Cygb の機能発現メカニズムは明らか
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になっておらず、さらなる分子レベルでの研究が求められている。 

 

2.2. サイトグロビンの構造的特徴  

	 分子レベルから見ると、従来のグロビンタンパク質と共通する構造的特徴は、その名が

示すようにグロビンフォールドを持ち活性中心にヘムを持つという点である。一方で、他

のグロビンタンパク質と大きく異なる Cygb独自の構造的特徴としては、ジスルフィド結合

と長い両末端領域を有するという２つが挙げられる(Fig 1)(13)。 

 

	 これまで当研究室では１つ目の構造的特徴であるジスルフィド結合に着目し、分子内ジ

スルフィド結合により二量体を形成することに加え、単量体においても分子内ジスルフィ

ド結合を有する SS型と、分子内ジスルフィド結合が開裂している SH型という異なる状態

を取ることを明らかにしてきた(14)。さらにこれらは全て配位子結合性が異なり、例えば

SS型では、SH型と比べてシアン化物イオン（CN-）に対する配位子結合性が 100倍以上強

いことを報告した(14)。また、SS型と SH型では酸素などの配位子との結合親和性や NO添

加活性などが異なることなども報告されている(15-17)。脂質との結合性においても SS型の

みが脂質と結合し、SH 型では結合しないことが報告され、ジスルフィド結合は Cygb の機

能に大きく関わることが考えられた(8,18)。これまで報告された結晶構造は二量体や SH 型

のものであり SS型の構造は依然明らかになっていないものの、シミュレーションによる検

討からジスルフィド結合形成により全体構造が大きく変化し、ヘム周辺環境やヘムへの配

位子侵入経路が変化すると考えられてきた(14,19)。この SH 型と SS 型は平衡状態であり、

生体内での酸化還元環境の変化により平衡がどちらかに傾くと考えられ、Cygb の機能発現

メカニズムにおいて重要な役割を担っていることが予想される。 

 

Fig 1. Cygbの結晶構造(PDB : 2DC3) 

ヘム(オレンジ色)、システイン残基

(青色)、末端領域(赤色)を示す 
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	 一方で、２つ目の構造的特徴である両末端領域については国内外問わず in vivoおよび in 

vitro の双方において詳細な研究は皆無であった。他のヒトグロビンタンパク質とアミノ酸

配列を比較すると、グロビンフォールドに関わる中心構造では多くのアミノ酸配列が保存

されているが、長い末端領域を有しているのは Cygbのみであった(Fig 2)。この Cygbの末

端領域はヒトのみならずマウスなどの哺乳類間でアミノ酸配列がほとんど保存されており、

N末端領域・C末端領域共に 20残基ほどの長さである。これまで報告された結晶構造では

両末端領域の構造が明らかにされておらず、自由度が高い柔軟な構造をしていることが予

想された(13,20)。この両末端領域は他のグロビンタンパク質にはない Cygb独自の特徴であ

ることから、この領域も Cygb特異的な機能発現メカニズムの一端を担っていることが予想

されてきた。 

	 これまで両末端領域は活性酸素消去への関与やタンパク質間相互作用への関与が示唆さ

れてきたが、詳細な研究は行われてこなかった(13,21,22)。例えば、Trandafir らは両末端領

域を除いた変異体”mini-CYGB”とシステイン残基をセリンに変異した変異体”CYGB*”を用

いて活性酸素消去能への影響を調査し、mini-CYGBが CYGB*の 500倍以上となる活性酸素

消去能を示したが(23)、この活性酸素消去能の変化は N、Cの両末端領域の有無による影響、

もしくはシステイン残基の変異による影響だと考えられ、活性酸素消去能に対する末端領

域の影響は不明であった。また、Hankeln らは Cygb の末端領域はタンパク質外部で柔軟な

構造をしているためにタンパク質間相互作用に関与しているだろうと予想したが、具体的

な検証は行われなかった(22)。 
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Fig 2. ヒトグロビンタンパク質のアミノ酸配列 

	 共通するアミノ酸配列を黒塗りで示す 
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3. 本研究の目的  

	 Cygb の機能発現メカニズムを明らかにするためには分子レベルの研究が求められており、

他のグロビンタンパク質にはないCygb独自の特徴である両末端領域の役割を明らかにする

ことが Cygbの機能発現メカニズムを詳細に解明することにつながると考えた。そこで、本

研究では Cygb の N、C それぞれの末端領域を除去した変異体を用いて、 N 末端領域、C

末端領域それぞれの欠損による影響について、末端領域の関与が提唱されていた活性酸素

消去とタンパク質間相互作用への影響を含めて評価し、各末端領域それぞれの役割を解明

することを目的とした。さらに、そこから Cygbの機能発現メカニズムの解明を目指した。 

	 第一章では実験結果を示している。まず、末端領域の関与が示唆された活性酸素消去能

に関して、 活性酸素の一つであるスーパーオキサイド消去能への影響について蛍光を用い

た測定により明らかにし、その後紫外可視吸収スペクトルの変化から CO との結合親和性、

さらにフラッシュフォトリシス法による COの結合速度、そして共鳴ラマン分光法によるヘ

ム周辺環境における影響を調査した。その後、両末端領域のタンパク質の構造安定性への

影響を調べるためにグアニジン塩酸塩による変性実験を行った。次に、末端領域の関与が

提唱されたタンパク質間相互作用に関して、まず Cygb WTと相互作用するタンパク質を明

らかにした後に、タンパク質間相互作用における両末端領域の影響を調査した。 

	 第二章では、第一章で見られた実験結果について考察している。C末端領域の役割、N末

端領域の役割を挙げ、それぞれの末端領域の関係をまとめた。さらに、研究を通して得ら

れた知見から Cygbの機能発現メカニズムを提唱した。 
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本論 

第一章 結果 

1. 末端領域欠損変異体  

1.1. 末端領域欠損変異体の作製  

	 Cygbの末端領域の役割を調査するため N末端領域を除いた ΔN (Δ1-17)、C末端領域を除

いた ΔC (Δ171-190)、そして N、C両末端領域を除去した変異体 ΔNC (Δ1-17, Δ171-190)を作

製した。WT と変異体の単量体における純度を確認するため SDS-PAGE を行った結果、全

ての変異体にて分子量の減少によるバンド位置の低下した単一のバンドが確認でき(Fig 3 

lane 2, 4, 6, 8)、純度の高い Cygbを得ることが出来たことが確認された。 

	 一方で緒論にも示した通り、Cygbはジスルフィド結合を介した SS型と SH型が平衡反応

によって混在している。WTにおいて通常の PAGE条件（還元剤 2-ME添加時）では単一の

バンドが見られた(Fig 3 lane 2)が、還元剤非添加時には二本のバンドが見られた(Fig 3 lane 1)。

還元剤の有無によって変化するこれら二本はそれぞれ SS型と SH型であると考えられ(14)、

末端領域欠損変異体でもWTと同様に還元剤添加時には単一のバンド(Fig 3 lane 4, 6, 8)であ

ったものが、還元剤非添加時には二本のバンド(Fig 3 lane 3, 5, 7)になることから Cygb変異

体の単量体にも SS型と SH型が混在することが明らかになった。  

(kDa)
100
75
50
37

25
20

15
10

M 1 2 3 4 5 6 7 8 M

WT ΔC ΔN ΔNC
(−) (+) (−) (+) (−) (+) (−) (+)2-ME Fig 3. Cygb単量体の SDS-PAGE 

M : マーカー 

lane 1 : 2-MEを含まないWT 

lane 2 : 2-MEを含むWT 

lane 3 : 2-MEを含まないΔC 

lane 4 : 2-MEを含むΔC 

lane 5 : 2-MEを含まないΔN 

lane 6 : 2-MEを含むΔN 

lane 7 : 2-MEを含まないΔNC 

lane 8 : 2-MEを含むΔNC 
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1.2. 紫外可視吸光スペクトル測定  

	 得られた末端領域欠損変異体において、Cygb の生理学的機能に必要である活性中心ヘム

の保持が行われているかを確認するため、紫外可視吸光スペクトルを測定した。その結果、

変異体ではWTでは ferric型（３価型）で Soret帯では 415.0 nm、Q帯では 533.0 nmと 561.0 

nmにピークが見られ、還元剤の添加によって ferrous型（２価型）へ変化させると 428.0 nm、

531.0 nm、560.0 nmへとピークが移動した。ΔNCでは ferric型では Soret帯が 415.0 nm、Q

帯が 533.5 nm、559.5 nmにピークが見られ、ferrous型では Soret帯が 428.0 nm、Q帯が 531.5 

nm、560.5 nmでピークが見られ、ΔC、ΔNでも同様に大きな影響はみられず、WTとほぼ

同様の波長にてピークが見られたことから末端領域の欠損はヘムの保持に影響を与えない

ことがわかった(Fig 4)。 
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Fig 4. Cygbの紫外可視吸収スペクトル 

(A) WT、(B) ΔNC (濃線：ferric型、薄線：ferrous型) 
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2. ヘムへの配位子結合性への影響  

2.1. スーパーオキサイド消去能  

	 先行研究にて Cygb は酸化ストレスからの細胞保護に関与することが提唱されてきた

(24,25)。さらに、近年 Ngb がスーパーオキサイド消去活性を有することが報告され、消去

メカニズムとしてスーパーオキサイドがヘムに結合し酸素化型になることが提唱された

(10)。Cygbは Ngbと同じ６配位構造のヘムを持つため、Cygbにおいても同様の反応の進行

が予想され、蛍光試薬 BESSo を用いた同様の方法で Cygb のスーパーオキサイド消去能を

測定した。まず Cygb WTについて測定したところ、Cygb濃度依存的にスーパーオキサイド

消去能を示し、そこから 50%のスーパーオキサイド消去能を示すタンパク質濃度である IC50

を算出した(Fig 5A)。その結果、Cygb WTの IC50は 1.5 µMとなり、super oxide dismutase (SOD) 

(IC50 = 1.8 × 10-4 µM)よりは低いものの、これまでスーパーオキサイド消去能が報告されて

いた Ngb (IC50 = 7.4 µM)、抗酸化物質として知られるアスコルビン酸 (IC50 = 8.3 µM)より高

いスーパーオキサイド消去能を持つことが明らかとなった(Fig 5B)。 

	 次に両末端領域によるスーパーオキサイド消去能への影響を調べるために、Cygb ΔC、ΔN、

ΔNCについても同様の測定を行なった。その結果、ΔC、ΔN、ΔNCにおける IC50値は0.95 µM、

1.5 µM、0.85 µMとなり、末端領域欠損変異体でもWTと同様にスーパーオキサイド消去活

性を示すことが分かった(Table 1)。さらに、ΔC、ΔNCではWTよりわずかではあるが低い

値を示し、C末端領域欠損によりスーパーオキサイド消去能が増加することが明らかになっ

た(Fig 5B)。 

 

 

 

 

Fig 5. スーパーオキサイド消去能測定 

(A) Cygb WTによるスーパーオキサイド消去、(B) 各タンパク質・化合物での IC50値 
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Table 1. スーパーオキサイド消去能 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  

 

 

 

 

 

 

 

 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 *(10) 

  

  IC50 (µM) 

Cygb WT 1.5 ± 0.2 

 ΔC 0.95 ± 0.10 

 ΔN 1.5 ± 0.1 

 ΔNC 0.85 ± 0.18 

Ngb* 7.4 ± 0.7 

Ascorbic Acid* 8.3 ± 0.8 

Bovine SOD* (1.8 ± 0.2) × 10-4 
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2.2. CO結合親和性  

	 末端領域の欠損がCygbのスーパーオキサイド消去能にわずかに影響を与えたことから末

端領域が外来性配位子との結合性へ影響している可能性が考えられた。そこで、配位子結

合性への影響を調べるため、ヘムタンパク質における外来性配位子として一般的に用いら

れる一酸化炭素（CO）を用いて、結合親和性の指標である解離定数 Kdを求めた(Fig 6)。こ

の際、SS型と SH型への影響を区別するため還元剤である DTTを加えた実験も行った。そ

の結果、DTT非添加時には、Cygb WTの解離定数 Kdは 80 nMであり、ΔC、ΔN、ΔNCの

Kdは 197 nM、91 nM、108 nMであった(Table 2)。DTT添加時には Cygb WT、ΔC、ΔN、ΔNC

の順に Kdは 63 nM、112 nM、121 nM、71 nMであった(Table 2)。DTT非添加時にて ΔCの

KdはWTの２倍以上の値を示したが、ΔNCでは大きな変化は見られなかった。他の値に関

しても相関がみられなかったことから末端領域は外来性配位子との結合に関与していない

ことが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 6. Cygb比における CO結合割合 

(A) DTT非添加時、(B) DTT添加時のプロット及びフィッティング 

それぞれWT(●・実線)、ΔC(○・破線)、ΔN(□・一点鎖線)、ΔNC(■・点線)を示す 

 

(A) (B)
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Table 2. DTT非添加、添加時における COの解離定数 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

  

  Kd (nM) 

−DTT WT  80 ± 22 

ΔC 197 ± 60 

ΔN 91 ± 1 

ΔNC 108 ± 32 

＋DTT WT   63 ± 15 

ΔC 112 ± 16 

ΔN 121 ± 14 

ΔNC  71 ± 10 
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2.3. 自動酸化速度  

	 近年、シミュレーションによってMbではスーパーオキサイドがヘムに結合して oxy型（酸

素化型）に変化した後に、自動酸化という現象によって結合した酸素がスーパーオキサイ

ド又は過酸化水素として放出されると報告された(26)。さらに、Ngb研究において、自動酸

化を介したスーパーオキサイド消去サイクルが提唱されてきた(10)。このことから Cygb に

おけるスーパーオキサイド消去反応においても自動酸化が関与していることが考えられ、

スーパーオキサイド消去能に対して末端領域の影響がみられたことから自動酸化への末端

領域の関与も考えられた。そこで、WTと変異体において自動酸化速度の測定を行った。自

動酸化では oxy型から ferric型へ変化する際に吸収スペクトルの変化が見られ(Fig 7A)、

初のスペクトルとの差をとった差スペクトルを確認したとこと、518 nmで増加変化、579 nm

で減少変化が見られた(Fig 7A inset)。この変化が大きい 518 nmと 579 nmでのスペクトル変

化から自動酸化速度を求めた(Fig 7B)。その結果、二成分による自動酸化反応が見られ、WT

では自動酸化速度 kauto は速い成分が 7.5 × 10−2 min−1と遅い成分が 7.2 × 10−3 min−1と算出さ

れ、ΔC、ΔN、ΔNCでは速い成分はそれぞれ、6.7 × 10−2 min−1、6.2 × 10−2 min−1、7.6 × 10−2 min−1 

であり遅い成分はそれぞれ 8.9 × 10−3 min−1、7.8 × 10−3 min−1、6.8 × 10−3 min−1と算出された

(Table 3)。 

	 次にジスルフィド結合の影響を調べる実験を行うこととしたが、これまでのように還元

剤を加えると自動酸化測定に影響が出るため、ジスルフィド結合を形成する 38 位と 83 位

のシステイン残基をセリン残基に変異した変異体Cygb 2CSをSH型のモデルとして用いて、

同様の測定を行った。2CSでは一成分の変化が見られ(Fig 7E)、kauto は 9.1 × 10−2 min−1であ

ったためWTの結果との比較から、WTで見られた速度の速い成分が SH型であり、速度の

遅い成分が SS型であると決定できた。さらに、WTと末端領域欠損変異体間の kautoの比較

から SS型でも SH型それぞれにおいて自動酸化速度に大きな影響は見られないことが明ら

かとなった。  
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Table 3. Cygbの自動酸化速度 
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 kauto (min−1) 

Fast phase (SH型 ) Slow phase (SS型 ) 

WT (7.5 ± 1.1) × 10−2 (7.2 ± 0.1) × 10−3 

ΔC (6.7 ± 0.5) × 10−2 (8.9 ± 0.2) × 10−3 

ΔN (6.2 ± 0.7) × 10−2 (7.8 ± 0.6) × 10−3 

ΔNC (7.6 ± 0.7) × 10−2 (6.8 ± 0.4) × 10−3 

Fig 7. Cygb WT、2CSでの自動酸化反応 

WT : (A) 紫外可視吸収スペクトルの経時変化と、その差スペクトル(inset) 

(B) Absorbance差(A518nm-A579nm)のプロット及びフィッティング、(C) 解析での残差 

2CS : (D) 紫外可視吸収スペクトルの経時変化と、その差スペクトル(inset) 

(E) Absorbance差(A518nm-A579nm)のプロット及びフィッティング、(F) 解析での残差 
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2.4. CO結合速度  

	 Cygb の末端欠損変異体間にて配位子の結合速度の変化を調べるためにフラッシュフォ

トリシスを用いて COの結合速度を測定した。フラッシュフォトリシスとは、パルス光によ

って誘起されたナノ秒～秒の様々な高速反応を紫外可視光の吸収などから追跡する方法で

あり、本実験では CO結合型 Cygbにパルス光を当て COを解離させ、そこから COが再結

合する様子を CO結合型 Cygbのピーク波長である 421 nmの吸収光を追跡することで評価

した。CO一気圧下で測定を行ったところ二段階の結合過程が観察された。これについては、

速い段階が CO再結合過程を反映する段階であり、遅い段階が遠位の His残基が解離する過

程を反映する段階であると知られている(17,27)。本測定でも、SS 型と SH 型への影響を区

別するため還元剤である DTTを加えた実験も行った。 

	 kobsの速い段階は CO の再結合を反映する過程であり、CO 結合速度を示す(Fig 8)。DTT

非添加時にはWTでは kobs = 6.4 × 103 s−1であり、ΔC、ΔN、ΔNCでの kobsはそれぞれ 4.8 × 103 

s−1、8.6 × 103 s−1、14 × 103 s−1であった(Table 4)。DTT添加時には、WTでは kobs = 5.4 × 103 s−1

であり、ΔC、ΔN、ΔNCでの kobsはそれぞれ 5.6 × 103 s−1、4.1 × 103 s−1、6.3 × 103 s−1であっ

た(Table 4)。DTT非添加時に ΔCと ΔNではWTと変わらない値を示し、ΔNCにて２倍ほど

の値を示したが、大きな変化とはいえなかった。また、DTT 添加時には WT と末端領域欠

損変異体間で変化はほとんど見られなかった。このことから、末端領域は外来性配位子の

結合過程にはほとんど影響しないことが示唆された。さらに、DTT非添加時と DTT添加時

においても大きな変化はみられなかった。 

	 kobsの遅い段階はHis残基が解離する過程を示し、DTT非添加時には、WTでは kobs = 23 s−1、

ΔC、ΔN、ΔNCでは kobsはそれぞれ 12 s−1、15 s−1、24 s−1であった(Table 4)。ΔCと ΔNでは

WT より低い値を示したが、ΔNC は WT と変わらない値を示した。DTT 添加時には kobsは

減少し、WTでは 7 s−1となり、ΔC、ΔN、ΔNCではそれぞれ 7 s−1、8 s−1、11 s−1となった。

このとき、WT と末端領域欠損変異体間で大きな変化は見られなかった。ただし、DTT 非

添加時と DTT添加時を比較すると、DTT添加時にて全体的な値の減少が見られたことから

SS型と SH型の構造間で遠位の His残基の性質が異なることが示唆された。 
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(A)
(B)

(C)
(D)

Fig 8. フラッシュフォトリシスによる CO結合速度の測定 

(A) DTT非添加時の CO結合過程における A421nmの標準経時的変化及びフィッティング 

(B) Aにおける実測値とフィッティング式との残差 

(C) DTT添加時の CO結合過程における A421nmの標準経時的変化及びフィッティング 

(D) Cにおける実測値とフィッティング式との残差 

それぞれWT(●・実線)、ΔC(○・破線)、ΔN(□・一点鎖線)、ΔNC(■・点線)を示す 
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Table 4. DTT非添加、添加時における速い段階・遅い段階の速度  

  kobs (s−1) 

Fast phase slow phase 

−DTT WT (6.4 ± 0.2) × 103 23 ± 0.1 

ΔC (4.8 ± 0.6) × 103 12 ± 0.4 

ΔN (8.6 ± 0.2) × 103 15 ± 0.3 

ΔNC (14 ± 0.4) × 103 24 ± 0.1 

＋DTT WT (5.4 ± 0.2) × 103 7 ± 1 

ΔC (5.6 ± 0.2) × 103 7 ± 4 

ΔN (4.1 ± 0.4) × 103 8 ± 3 

ΔNC (6.3 ± 0.2) × 103 11 ± 0.7 
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2.5. ヘム周辺環境  

	 これまでの結果から、末端領域の欠損は配位子の結合親和性や結合速度にあまり影響が

見られなかったが、ヘム周辺環境に対する末端領域欠損の影響の確認のため、共鳴ラマン

分光法により CO結合時の共鳴ラマンスペクトルの測定を行った(Fig 9)。共鳴ラマン分光法

では、レーザー光を分子に照射し得られた散乱光を分光することで、分子構造や電子状態

に関する情報を得ることができ、本測定ではCygbの活性中心であるヘムの吸収帯で励起し、

選択的にヘム由来の振動モードのみの観測を行うことでヘム周辺環境を調査した。本測定

でも、SS型と SH型への影響を区別するため還元剤である DTTを加えた実験も行った。そ

の結果、DTT の添加、非添加に関わらず、鉄と CO の伸縮振動を示す ν(Fe-CO)と呼ばれる

ピーク位置に着目すると、WTと全ての変異体にて 518 cm-1と 489 cm-1の位置に同様にピー

クが見られ、WTと変異体間でピーク位置に変化は見られなかった。このことから末端領域

の欠損はヘム周辺環境にはほとんど影響しないことが示され、これまでの結果と矛盾しな

い結果となった。 
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Fig 9. DTT非添加及び添加時の CO結合型 Cygbの共鳴ラマンスペクトル 

DTT非添加時の(A) 高波数側、(B) 低波数側の共鳴ラマンスペクトル 

DTT添加時の(C) 高波数側、(D) 低波数側の共鳴ラマンスペクトル 
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3. 構造安定性への影響  

3.1. グアニジン塩酸塩によるタンパク質構造変性  

	 末端領域の欠損は配位子の結合性や結合速度、ヘム周辺環境にほとんど影響がみられな

かったがスーパーオキサイド消去能にわずかな影響が見られたことから、末端領域は配位

子の侵入経路ではなく全体構造に貢献しているのではと考えられた。そこで、グアニジン

塩酸塩を用いたタンパク質の変性試験によるタンパク質の構造安定性の測定を行った(Fig 

10A)。50%のタンパク質が変性する時のグアニジン塩酸塩濃度 D50を算出したところ、Table 

5に示すように、WTでの D50は 3.1 Mであり、ΔC、ΔN、ΔNCの D50はそれぞれ 2.8 M、3.2 

M、2.8 Mであった。ΔCと ΔNCにてWTより 10%程度低い値であったことから(Fig 10B)、

C 末端領域の欠損によりタンパク質の安定性が WT と比べて低下することが明らかになっ

た。 

 

 

 

 

 

	 ギブスエネルギーを算出する際に得られる傾き m は、構造転移の協同性を示すパラメー

タであり、天然状態と変性状態の表面積に差に比例すると考えられ、WTでは 2.0 kcal mol−

1 M−1、ΔC、ΔN、ΔNCの mはそれぞれ 1.9 kcal mol−1 M−1、1.3 kcal mol−1 M−1、1.7 kcal mol−1 M
−1であった(Table 5)。WTと比べてΔNだけ低い値となった。このことから N末端領域を除

くと WT と比べて構造が変化し溶媒接触可能表面積が減少したことが考えられた。それぞ

れの天然状態と変性状態との安定性の差を反映するギブス自由エネルギーΔG0 を算出する

と、WTでは 6.2 kcal mol−1であったのに対して、ΔC、ΔN、ΔNCの D50はそれぞれ 5.4 kcal mol

Fig 10. グアニジン塩酸塩による構造安定性の測定 

(A) グアニジン塩酸塩によるタンパク質の変性  

それぞれWT(●・実線)、ΔC(○・破線)、ΔN(□・一点鎖線)、ΔNC(■・点線)を示す 

(B) WTと各変異体における D50値の比較 (*p<0.05, Dunnett’s test) 
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−1、4.2 kcal mol−1、5.7 kcal mol−1であった(Table 5)。ΔG0では ΔC、ΔNCにてWTよりわずか

に低く、ΔN で低い値となった。ΔG0は D50と m の積からも算出できるため、C 末端領域

欠損による構造安定性の変化、N 末端領域欠損による構造の変化の影響が見られたと考え

られた。 

 

Table 5. グアニジン塩酸塩による変性実験で得られたパラメータ 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 D50 (M) m (kcal mol−1 M−1) ΔG0 (kcal mol−1) 

WT 3.1 ± 0.1 2.0 ± 0.2 6.2 ± 0.7 

ΔC  2.8 ± 0.03 1.9 ± 0.1 5.4 ± 0.2 

ΔN 	 3.2 ± 0.003 1.3 ± 0.1 4.2 ± 0.2 

ΔNC  2.8 ± 0.04  1.7 ± 0.03 5.7 ± 0.2 



20 
 

4. タンパク質間相互作用への影響  

4.1. Cygb と P4H のタンパク質間相互作用  

	 Cygb はヘムへの配位子の結合のみでなく、様々なタンパク質との相互作用も提唱されて

いるが、その詳細は全く明らかとなっていない。そこで、末端領域が Cygbのタンパク質間

相互作用に関与しているかを調査することとした。 

	 これまで in vivo での実験から Cygb はコラーゲン合成に関わっていると考えられてきた

(7)。コラーゲンは、酸素及びプロコラーゲン、プロリル水酸化酵素(P4H, prolyl-4-hydroxylase)

の三者によって合成されるため、Cygbは P4Hと相互作用することで酸素を効率よく運搬す

ることでコラーゲン合成に関与しているのでは、と提唱された(28)。しかしながら、これま

で Cygbは P4Hの相互作用を実際に測定した報告は今までされてこなかった。そこで、物理

化学的相互作用を検出できる Biacore T-200を用いて、まずは Cygb WTが P4Hとタンパク

質間相互作用しうるかどうかについて検討を行った。P4H をリガンドとしてチップに固定

化し、Cygb WTをアナライトとして測定を行った結果、Fig 11Aに示すセンサーグラムが観

察された。コントロールとして用いた BSAではこのようなセンサーグラム変化は観察され

なかったことから、Cygbと P4Hは相互作用することを世界で初めて明らかにすることがで

きた。 

	 センサーグラムから結合解離・解離速度の解析を行った結果、１成分同士では解析がで

きず、リガンド（P4H）１成分に対してアナライト（Cygb WT）が２成分存在していること

が解析から予想された。前述のように SH 型、SS 型は性質が大きく異なることから、この

２成分はそれぞれ SH 型、SS 型であることが考えられたため、SH 型モデルである変異体

Cygb 2CSについて測定を行い、ジスルフィド結合の影響を検討した。その結果、2CSでは

一成分の結合解離が見られたため(Fig 11B)、WT と 2CS 間でパラメータの比較を行った。

Table 6に示すように、WTにおいて一つ目の成分では結合速度定数 kaが 136 M−1 s−1、解離

速度定数 kdが3.4 × 10−3 s−1、解離定数Kdは25 µMであり、二つ目の成分では kaが548 M−1 s−1、

kdが 70 × 10−3 s−1、 Kdは 128 µMと算出された。それに対して 2CSでは一つ目の成分では

kaが 135 M−1 s−1、kdが 1.5 × 10−3 s−1、Kdは 11 µMと算出された。これらの値の比較から、成

分１が SH型、成分２が SS型だと帰属することが出来た。このことから SS型と SH型にて

結合のしやすさが約 6倍異なることがわかり、SH型が P4Hと相互作用しやすい構造である

ことが明らかになった。 
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Table 6. Cygbと P4Hのタンパク質間相互作用で得られたパラメータ 

 

 

 

 

  

0 100 200 300 400

0

20

40

60

Time (s)

R
es

po
ns

e 
(R

U
)

80

100

120

0 100 200 300 400

0

20

40

60

Time (s)

R
es

po
ns

e 
(R

U
)

(A) (B) 50

6
1
0.1

(µM)
25
12.5

50

6
1
0.1

(µM)
25
12.5

Cygb 成分 1  成分 2 

ka 

(M−1 s−1) 

kd 
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Kd 

(µM) 

ka 

(M−1 s−1) 

kd 

(103 s−1) 

Kd 

(µM) 

WT 136 ± 1 3.4 ± 0.001 25  548 ± 9 70 ± 0.3 128 

2CS 135 ± 1 1.5 ± 0.002 11     

Fig 11. Cygbと P4Hとの相互作用測定 

(A) WT、(B) 2CSでのセンサーグラム 

それぞれ下から順に Cygb濃度 0.1、1、6、12.5、25、50 µMを示す 
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4.2. 両末端領域のタンパク質間相互作用への影響  

	 Cygbと P4Hのタンパク質間相互作用における両末端領域の影響を調べるために、P4Hに

対して Cygb変異体 ΔC、ΔN、ΔNCにて同様の検討を行った(Fig 12)。その結果、Table 7に

示したように、ΔCにおいて SH型では kaが 137 M−1 s−1、kdが 2.1 × 10−3 s−1、Kdは 15 µMで

あり、SS型では kaが 445 M−1 s−1、kdが 57 × 10−3 s−1、Kdは 128 µMと算出された。ΔNにお

いて SH型では kaが 65 M−1 s−1、kdが 0.9 × 10−3 s−1、Kdは 13 µMであり、SS型では kaが 1420 

M−1 s−1、kdが 30 × 10−3 s−1、Kdは 21 µMと、ΔNCにおいて、SH型では kaが 96 M−1 s−1、kd

が 3.0 × 10−3 s−1、Kdは 32 µMであり、SS型では kaが 818 M−1 s−1、kdが 80 × 10−3 s−1、Kdは

97 µMと算出された。 

	 算出された結合速度定数・解離速度定数・解離定数の値を WT と比べると、ΔC では SH

型においては kdと Kdのわずかな低下が見られた。一方で、ΔN では SH 型において kaが約

２倍、kdが約４倍低下、Kd値が約 2 倍低下しており、SS 型において kaが約３倍増加し、kd

が約２倍低下し、Kdが約６倍と大きく低下していた。このことから N 末端領域はタンパク

質間相互作用において結合・解離速度を調節していることが明らかになった。一方で、ΔNC

では SH型において kaと kdがわずかに低下し Kdはわずかな増加、SS型において ka、kd共に

わずかに増加し Kdはわずかな低下、と両末端領域欠損変異体では N末端領域欠損変異体で

見られた大きな影響は両末端領域欠損では見られなかった。この理由として、末端領域同

士がお互いに影響を及ぼしあっていることが考えられた。すなわち、WTでは末端同士がそ

れぞれの動きを制御しあっていたのに対して、片末端欠損では制御を受けることができず

大きく相互作用パラメータに影響を与えていると考えられた。さらに、両末端領域が欠損

すると、結果として WT と近い挙動を示すことから、P4H との相互作用は末端ではなく、

タンパク質の中心構造部分で起こっていることも予想された。さらに、SH型と SS型の Kd

を比較すると、WT では Kd の値が６倍程異なっていた。一方で、ΔC では 8.5 倍程、ΔN

では 1.6倍程、ΔNCでは 3倍程と変化していた。このことから、N末端領域の欠損により

SH型と SS型での結合親和性の差が小さくなっており、N末端領域は SH型と SS型の構造

変化による結合親和性の変化においても重要であることが示された。 
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Table 7. Cygb と P4Hのタンパク質間相互作用で得られたパラメータ 
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それぞれ下から順に Cygb濃度 0.1、1又は 2、

6、12.5、25、50 µMを示す 
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5. まとめ  

5.1. 末端領域欠損の影響   

	 末端領域欠損の変異体に関して、紫外可視吸収スペクトルに変化はなかったことから、

ヘムの保持が確認された。そこで、Cygb のスーパーオキサイド消去能への影響の調査を行

った。その結果、C末端領域欠損変異体ΔC及びΔNCにてスーパーオキサイド消去能がわ

ずかに増加していた。このことから C 末端領域は活性酸素消去能に影響を与えることが考

えられ、Cygb の生体内における活性酸素消去において重要な役割を担っていることが考え

られた。 

	 次に Cygbの酸素運搬・貯蔵能に対する影響の調査を行った。酸素運搬・貯蔵においては

酸素との結合親和性や自動酸化速度が関与してくると考えられるが、CO との結合親和性、

結合速度、CO結合時のヘム周辺環境及び自動酸化に大きな変化は見られなかった。これら

の結果から、末端領域は Cygbの生体内における酸素運搬・貯蔵にあまり影響していないこ

とが考えられた。 

	 さらに、末端領域による Cygbのタンパク質の構造安定性への影響の調査を行った。その

結果、C末端領域欠損変異体ΔC及びΔNCにて構造安定性が減少していた。このことより

C末端領域はスーパーオキサイド消去能に加え、構造安定性にも影響していることが明らか

になった。一方で、ギブスエネルギーの変化傾向から N 末端領域欠損による溶媒接触可能

表面積の減少が考えられた。 

	 後に、末端領域は構造の外側に影響していることが考えられるため、Cygb のタンパク

質間相互作用への影響についての調査を行った。まず、Cygbは P4Hと相互作用することが

明らかになり、SH 型と SS 型で異なることが示された。さらに、末端領域欠損の影響を調

査した結果、タンパク質間相互作用において、C末端領域欠損では解離速度定数にわずかに

減少が見られ、N 末端領域欠損では結合速度定数・解離速度定数のどちらにも比較的大き

な影響が見られた。 このことから、タンパク質間相互作用において両末端領域、特に N末

端領域が重要であり結合及び解離速度を調整することで関与していることが明らかになっ

た。 また SS型と SH型の Kd比較から N末端領域は SH型と SS型の構造変化による結合親

和性の変移においても重要であることが示された。 
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第二章 考察 

1. Cygb の両末端領域   

1.1. 末端領域欠損変異体  

	 これまで Cygbの両末端領域の役割について様々な議論がなされ、タンパク質間相互作用

への関与やヘム６配位構造の形成、配位子侵入を促すヘムポケットの形成、又は脂質結合

などの Cygb特有の機能への関与など様々な役割が提唱されてきたが、その詳細は全く明ら

かにされてこなかった。	  

	 TrandafirらはΔ1-17Δ165-190 Cygb変異体”mini-CYGB”とシステイン残基をセリンに変異

した変異体”CYGB*”を用いて活性酸素消去能への影響を調査した(23)。その結果、CYGB*

では bovine SOD の 0.01%の活性酸素消去能を示したのに対して、mini-CYGB では CYGB*

の 500倍以上となる SOD比 5.71％の活性酸素消去能を示した。この活性酸素消去能の変化

は N、Cの両末端領域の有無による影響、もしくはシステイン残基の変異による影響だと考

えられたが、活性酸素消去能に対する末端領域の影響は不明であった。近年、Tejero らは

Δ1-15Δ174-190 Cygb 変異体を用いて脂質結合における末端領域の影響を調査した(8)。そ

の結果、WTではオレイン酸ナトリウムとのKdが 2.3 µMだったのに対して、Δ1-15Δ174-190 

Cygbでは 3.0 µMとなりWTと変わらない値を示した。そのため末端領域は脂質結合にはほ

とんど影響していないことが明らかになったが、他の役割に関しては更なる研究が必要で

あると述べられた。 

	 本研究では、N、C 末端領域欠損変異体(Δ1-17 Cygb, Δ171-190 Cygb, Δ1-17Δ171-190 

Cygb)を作製し、N、C末端領域欠損の影響を調査した。作製した変異体は ferric型、ferrous

型で WT と同様の吸収スペクトルを示したことからヘムの保持が確認されたが、いくつか

の性質がWTと異なっており、末端の役割の一部を明らかとすることができた。 

 

1.2. 末端領域の役割  

	 C末端領域欠損により、スーパーオキサイド消去能がわずかに増加し、構造安定性を低下

していた。このことから C 末端領域はスーパーオキサイド消去能を抑制し、構造安定性を

向上させていることが分かった。これは C 末端領域があることで構造安定性が増加し、構

造の自由度が減少したことでスーパーオキサイドがヘムへ侵入しにくくなり、その結果ス

ーパーオキサイド消去能が抑制されたと考えられる。一方で、C 末端領域欠損では P4H と

のタンパク質間相互作用において解離速度定数のわずかな変化しか見られなかった。以上

より C 末端領域は構造安定性・ヘムへの配位子結合性において重要な役割を担っているこ

とと考えられる。 
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	 N 末端領域欠損では、ヘムへの配位子結合性に影響はみられず、構造安定性において表

面積の減少が見られた。一方で、P4H とのタンパク質間相互作用において SH 型、SS 型共

に結合速度定数・解離速度定数・解離定数の大きな変化が見られた。このことから N 末端

領域がタンパク質間相互作用において重要な役割を担っていることが明らかになった。ま

た、SH型、SS型の Kdに着目すると、WTで 6倍程の差があったものがΔNでは 1.6倍と差

が減少していた。このことから N末端領域は SH型と SS型の構造変化を補助していること

が考えられた。 

	 N、C末端領域の関係について検討すると、ヘムへの配位子結合性、構造安定性において

N、C両末端領域欠損では、C末端領域欠損と同じ傾向の変化を示し、スーパーオキサイド

消去能が増加し、構造安定性が低下していた。このことから C 末端領域欠損の影響がその

まま N、C両末端領域欠損でも見られたと考えられる。それに対して、タンパク質間相互作

用においては N、C両末端領域欠損では、C末端領域欠損で見られた解離速度定数への影響

よりは様々な影響があったが、N 末端領域欠損で見られていた結合速度定数・解離速度定

数・解離定数の影響が小さくなっていた。このことから、C末端領域、N末端領域はそれぞ

れが影響し合っていることが考えられた。つまり、N 末端領域は C 末端領域の動きを制限

していると予想され、C 末端領域が欠損しても影響は少ないが N 末端領域が欠損すると C

末端領域が制御できなくなることで影響が大きくみられるようになったのだと考えられ、

両末端領域が欠損していると C末端領域の影響なくなりWTに近づいたのだと考えられた。 

 

2. Cygbの機能  

2.1. 自動酸化  

	 Cygbの自動酸化は２段階で見られた。WTの自動酸化速度 [kauto = 7.5 × 10−2 min−1 and 7.2 

× 10−3 min−1 at 25°C (pH 7.4)] は、Physeter macrocephalus Mb [kauto = 1.1 × 10−4 min-1 at 25°C (pH 

7.2)] (29)よりも高い値となったが、Ngb [kauto = 0.17 min−1 at 25°C (pH 7.5)] よりも低い値とな

った(30,31)。これらのことから Cygb は自動酸化が比較的遅く、oxy 型で比較的安定である

ことが示され、zebrafish Cygb-1 [kauto = 0.0165 min−1 at 25°C (pH 7.4)] と Cygb-2 [kauto = 0.55 

min−1 at 25°C (pH 7.4)] を除いて、Cygbは自動酸化がみられないほど安定であったという他

の研究による報告とは大きく矛盾しない結果となった(32,33)。先行研究にて自動酸化が見ら

れなかった原因として Cygbの多量体化による影響が考えられるが、これに関してはさらな

る研究が必要である。 

 

2.2. スーパーオキサイド消去  

	 Cygbは濃度依存的なスーパーオキサイド消去能を示した。他と比較すると、Cygb (IC50 = 
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1.5 µM)は、SOD (IC50 = 1.8 × 10-4 µM)より 8000倍以上低いものの、これまでスーパーオキ

サイド消去能が報告されていた Ngb (IC50 = 7.4 µM)、抗酸化物質として知られるアスコルビ

ン酸 (IC50 = 8.3 µM)より高いスーパーオキサイド消去能を持つことが明らかとなった。この

ことから Cygbは生体内でスーパーオキサイドを消去していることが考えられ、スーパーオ

キサイド消去による細胞障害からの細胞保護機能が予想された。 

 

2.3. タンパク質間相互作用   

	 これまで Cygbは生体内における様々なタンパク質との相互作用が提唱されてきた。例え

ば、生体内の酸化還元において Cytochrome P450 reductase (CPR)や Cytochrome b5との相互

作用が提唱され、実際に還元速度が求めてられてきた(16,34)。さらに、酸化ストレス応答で

は aldo keto reductase family 7 member 2 (AKR7A2)との相互作用が提唱されており、共免疫沈

降で相互作用が確認された(35)。しかし、相互作用における結合速度や解離速度、解離定数

といったパラメータはこれまで報告されてこなかった。今回、本研究では、Cygb との相互

作用が提唱されてきたが実際に確認されてこなかった P4H を用いて、Cygb と P4H との相

互作用を明らかにし、結合速度や解離速度、解離定数を求めることができた。さらに、SH

型と SS型で結合親和性が異なるという興味深い結果を得た上、N末端領域が相互作用に重

要であるということを示すことができた。本研究により Cygbと P4Hとのタンパク質間相互

作用がみられたことからコラーゲン合成調節においてCygbが重要な役割を果たしているこ

とが予想された。コラーゲン合成調節メカニズムについては後述する。生体内での Cygbの

動向を明らかにするためには、CPRや AKR7A2との相互作用に関しても本研究と同様に各

種パラメータを求めるだけでなく、ジスルフィド結合による構造変化の影響、そして末端

領域の影響について調査することが期待される。 

 

2.4. ジスルフィド結合による Cygb機能の制御  

	 SH型と SS型の違いについて考察を行う。WT単量体での SH型、SS型混合体と 2CSと

の比較から SH型は SS型の 10倍ほど自動酸化速度が高かったことが示唆された。自動酸化

はヘム遠位の配位子結合領域や溶媒の侵入経路の水素結合の相互作用、バッファー、pHに

よって影響を受けることが知られている。CO 結合時の共鳴ラマンスペクトルにおける

ν(Fe-CO)では、DTT 有無に関わらずピーク位置が一致しており、DTT 非存在時の単量体で

は SH型と SS型が含まれDTT存在時には SH型しか存在しないことからヘム周辺環境は SH

型と SS型間で変化しないことが示された。一方で、フラッシュフォトリシス測定で見られ

た遅い段階における速度において、DTT非存在時には DTT存在時の 2、3倍程 kobsが高かっ

たことから、His 解離速度に関して SS 型は SH 型より高いことが考えられた。このことか
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ら SS 型では遠位の His 解離した形に平衡が傾いていると考えられ、5 配位になりやすい構

造をしていると考えられる。これは先行研究の考察と一致している(36)。つまり、SS 型で

は 5配位になりやすい構造をしているために SS型は oxy型でより安定になり SH型より 10

倍程自動酸化速度が低くなったのだと考えられた。先行研究でも SH型と SS型は役割が異

なり、Cygb は低酸素のような細胞内の酸化還元環境によって特定の構造をとり、細胞保護

作用のために機能を変更していると報告されてきた。以上より、ジスルフィド結合は酸素

運搬能の調節を行っていることが考えられた。 

	 次に、末端領域によるSH型とSS型間の構造変化による影響の違いについて考察を行う。

フラッシュフォトリシス測定で見られた遅い段階における速度において、DTT 非存在時に

は ΔC と ΔN ではわずかに WT より値が低くなっていた。しかしながら、DTT 存在時には

ΔC と ΔN、ΔNC は WT とほとんど同じであった。DTT 非存在時の単量体では SH 型と SS

型が含まれ DTT存在時には SH型しか存在しないため、末端領域は SS型と SH型で影響が

異なり、SS 型に対する影響が強いと考えられた。また、P4H とのタンパク質間相互作用に

おいて SH型、SS型の Kdにおいて、ΔNにおいて SH型では KdがWTと比べて 2倍の変化

があったのに対して SS 型では 6 倍の変化があったことからも SS 型への影響が強いことが

考えられた。さらにその結果、SH型と SS型間の KdについてWTで 6倍程の変化があった

ものが、ΔNでは 1.6倍と差が減少していたことから N末端領域が SH型と SS型の構造変

化を補助していることが考えられた。以上より、末端領域は主に SS型で影響していること

が考えられ、N 末端領域が特に構造変化において重要であると示唆された。これまで Cygb

単量体の結晶構造はいくつか報告されてきたが、全て SH型であり両末端領域の構造は特定

されていなかったため、構造から末端領域の役割を推察することができなかった。今後 SS

型の結晶構造解析が行われることがあれば、末端領域の役割についてより詳細な検討が行

われることが期待できる。 

 

2.5. コラーゲン合成調節メカニズム  

	 これまでの知見をもとに構築したCygbのコラーゲン合成調節作用におけるメカニズムの

モデルを Fig 13に示した。本研究によって Cygbと P4Hのタンパク質間相互作用が明らか

になり、SH型(Kd : 25 µM)と SS型(Kd : 128 µM)で異なる結合親和性を有し、SH型は比較的

結合しやすく、SS型は結合しにくくなっていることが示された。これら SH型と SS型は平

衡状態になっていると考えられ、それぞれが P4H と相互作用していると考えられる。コラ

ーゲンは、プロコラーゲンと 2-オキソグルタル酸、鉄原子、酸素を用いて P4H により合成

されることが知られている(37-39)。Cygbは細胞内での酸素運搬能が提唱されてきたため(25)、

通常酸素条件時は細胞内において Cygbがコラーゲン合成に用いる酸素を P4Hに運搬し、コ



29 
 

ラーゲン合成を促進していると考えられた。しかし、酸化ストレスによる酸化的環境では、

Cygbの平衡が SS型に傾くことで P4Hと相互作用しにくくなると考えられた。その結果、

酸素の供給がへり、コラーゲン量がへり、線維化が抑制されるのでは考えられた。このよ

うな酸化還元環境に応じた SH 型・SS 型割合の変化によるコラーゲン合成調節・線維化抑

制メカニズムのモデルが示された。ここで、N 末端領域が欠損すると、この調節機構が上

手く機能しなくなるため N末端領域は特に P4Hとの相互作用を介した本機構において重要

だと予想される。 

 

 

 

 

 

  

Fig 13. Cygbのコラーゲン合成調節メカニズムのモデル図 

Cygbは緑色物体で示す。コラーゲンはプロコラーゲンと P4Hと酸素から合成され、コラ

ーゲン線維を形成し、過剰に発現すると線維化を引き起こす。Cygbは SH型で P4Hに比

較的相互作用しやすく、SS型で相互作用しにくい。通常時は、P4Hと相互作用し、コラ

ーゲン合成に必要な酸素を供給していると考えられ、コラーゲン合成を促進する。酸化

ストレス時には線維化がおこりやすくなるが、酸化ストレスによる酸化的環境では SS型

に平衡が傾くことによって P4Hと相互作用しにくくなり、酸素供給量が減り、コラーゲ

ン合成を抑えることによって線維化に対して抑制的に働くと考えられる。 

 

SH型 SS型 

コラーゲン合成調節 

線維化 

プロコラーゲン 

コラーゲンⅠ 

P4H 
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結論 

	 本研究では、Cygb の両末端領域の役割について明らかにするため分光学的手法によって

Cygbの機能及び末端領域欠損における影響について検討した。Cygbの酵素反応としてのス

ーパーオキサイド消去能、活性中心ヘムに対する配位子の結合性、タンパク質としての構

造の安定性、さらには外部のタンパク質との相互作用など Cygbにおける内部、全体そして

外部との関わりについて測定を行い末端領域の影響を調べ、以下の成果を挙げた。 

 

1. C末端領域は構造安定性の向上、スーパーオキサイド消去能の抑制に寄与していること

を示した 

2. 両末端領域、特に N末端領域はタンパク質間相互作用における結合及び解離速度の調節、

ジスルフィド結合による構造変化の補助に寄与していることを明らかにした 

3. Cygbのコラーゲン合成調節メカニズムを提唱することができた 

 

	 本研究の成果は、生体内での Cygb の機能発現メカニズムを明らかにする上でも、Cygb

が関わる線維化のメカニズムの解明においても重要な知見である。今後、Cygb研究が進み、

Cygbをターゲットにした線維化治療薬、がん治療薬が開発されることを期待したい。 

  



31 
 

略語一覧 

 

  

Abbreviation Definition 

Cygb cytoglobin 

Ngb neuroglobin 

Hb hemoglobin 

Mb myoglobin 

WT wild-type 

ΔN a cytoglobin mutant truncated 17 amino acids at the N-terminal domain 

ΔC a cytoglobin mutant truncated 20 amino acids at the C-terminal domain 

ΔNC a cytoglobin mutant truncated 17 amino acids at the N-terminal and 20 

amino acids at the C-terminal domains 

CO carbon monoxide 

NO nitric oxide 

ROS reactive oxygen species 

SOD super oxide dismutase 

2-ME β-mercaptoethanol 

DTT dithiothreitol 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
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実験の部 

試薬  

(1)DNA work 

【DNAの精製、遺伝子組み換えおよび変異体の調製】 

・変異導入プライマー 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 北海道システムサイエンス 

	 normal forward primer 

	 	 5’-AAACTCGAGCATATGGAGAAAGTGCCAGGCGAG-3’ 

	 ΔN forward primer 

	 	 5’-AAACTCGAGCATATGGAGCTGTCCGAGGCGGAGAGGAAGG-3’ 

	 ΔC reverse primer 

	 	 5’-AGAGGATCCCTAGCCCACTTCCTTGTAGGCAGCGG-3’ 

	 normal reverse primer 

	 	 5’-AGAGGATCCCTACGGCCCCGAAGAGGGCAG-3’ 

・Minipreps DNA purification system 	 	  	 	 	  	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 Promega 

・PCRpreps DNA purification system 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 Promega 

・制限酵素：XhoI、NdeI、BamHI、#4 buffer、×10 BSA    	 	 	  	 	 	 	 	  N.E.Biolabs 

・DNA Ligation Kit Ver 2.0 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  	 	 	 	 	 	 	 	 TAKARA 

・KOD plus DNA polymerase      	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  	 	 	 	 	 	 	 	 	 Stratagene 

・pet15b 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  本研究室で作製 

・pBluescript II SK(+) 	 	 	 	 	 	 	 	 	  	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 Stratagene 

・Cygb WT 全合成遺伝子                                        本研究室で作製 

・XL-1 Blue MRF’ 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  Stratagene 

・BL-21 GOLD (DE3)   	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  	 	   	 	 	 	 Stratagene 
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【アガロースゲル電気泳動】 

・50×AE buffer 

	 	 TRIZMA BASE (Sigma-Aldrich)   242 g 

	 	 Acetic Acis (Wako)	 	 	 	 	 	   57.1 mL 

	 	 EDTA Na2・2H2O (DOJINDO)    18.6 g	 	  

	 	 Milli-Q	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  	 	 1.0 L 

・1.0% Agarose gel 

	 	 Agarose NA (GE Healthcare)	 	 	 	 1 g 

	 	 50×TAE buffer	 	 	 	 	 	 	 	  	 100 mL 

・Loading dye 

	 	 Bromophenol Blue (KATAYAMA CHEM)	 	 25 mL 

	 	 Xylate Cyanole FF (KATAYAMA CHEM)	 	 25 mL 

	 	 Glycerol (Wako)	 	 	 	 	 	  	 	 	 	   	  3 mg	  

	 	 Milli-Q	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  10 mL 

・molecular weight marker 

	 	 1kb DNA Ladder (GIBCO BRL)	 	    10 µL 

	 	 Milli-Q	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  10 µL 

	 	 Loading dye	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	   5 L 

 

 

【DNA配列の確認】 

・Urea ALF Grade	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	   	 	 	  	 	  Wako 

・Long Ranger 50% Gel Solution 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  TAKARA 

・Ammonium persulphate (APS)                       	 	 	 	 	 	 	 	 Pharmasia biotech 

・N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine (TEMED)        	 	 	  	 	 	 	 	  GE Healthcare 

・Thermo Sequenase Primer Cycle Sequence Kit  	 	    	 	 	 	 	 	 	   GE Healthcare 

・M13 Forward (-29) / IRD700 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  ALOKA 

・M13 Reverse / IRD700  	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	    ALOKA 

・Stop Solution                  	 	 	  	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  GE Healthcare 

 

(2)タンパク質の獲得 

【大腸菌の大量培養】 
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・Ampicillin Sodium	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	              Wako 

・5-Aminolevulinic Acid hydrochloride (5-ALA)               	 	 	 	 	 	 	  COSMO BIO 

・Isopropyl β-D(-)-thiogalactopyranoside (IPTG)                     	 	 	 	 	 	 	 	 Wako 

・LB培地 

	 	 BactoTM Tryptone (BD)  10 g 

	 	 BactoTM Yeast Extract (BD)   5 g 

	 	 NaCl (Wako)            5 g 

	 	 5 M NaOH (Wako) 200 µL	  

	 	 EliX                     1 L 

・LB寒天培地 

	 	 Agar powder (Wako)        3 g 

	 	 LB培地                200 mL  

 

【タンパク質精製】 

・NaCl	 	 	 	  	 	 	 	 	 	 	 	  	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  	 	 	 	 Nacalai Tesque 

・NaOH	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  	 	 	 	 	 	 	 	    	 	 	 	 	 	  Wako 

・Trisza (Trizma base)  	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	    	 	 	 	 	 Sigma-Aldrich 

・EDTA (EDTA・2Na)                                           	 	 	 	 	 	 Dojindo 

・NaH2PO4	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	               Wako 

・Imidazole	 	 	 	 	 	 	  	 	 	 	  	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  	 	 	 	 	 	 	 Wako	 	 	 	 	 	 	 	 	  

・CaCl2                                                          	 	 	 	 	 	 Wako  

・Thrombin	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	        	 	 	 	 	 	  Novagen 

・Streptavidin Agarose                                                       Novagen 

・Glycerol                                                                    Wako 

・Ni-NTA Agarose	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  	 	 	 	                QIAGEN 

・Amicon Ultra-15 10,000 MWCO                                             Millipore 

・Sephacryl S-200                                     	 	 	 	 	 	 	 	  GE Healthcare 

 

【SDS-PAGE】 

・10×Tris / Glysine / SDS buffer                             	 	 	 	 	 	 	    BIO RAD 

・2-Mercaptethanol                                               	 	 	 	 	 	  Wako 

・Protein Standard                                            	 	 	 	 	 	  BIO RAD 
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・Laemmli Sample buffer                                   	 	 	 	 	 	 	 	  BIO RAD 

・PAGEL - c15L                                                  	 	 	 	 	  ATTO 

・Sigma Dalton Mark Ⅶ-L                             	 	 	   	 	 	 	  Sigma-Aldrich 

・ワンステップ CBB染色液                               	 	 	 	 	 	    BIO CRAFT 

 

(3)実験測定 

【各種測定】 

・Sodium dithionite (Sodium Hydrosulfite)     	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	   Wako 

・SephadexTM G-25 Medium                              	 	 	 	 	 	  	 GE Healthcare 

・Pyridine                                                     	 	 	 	 	 	  Aldrich 

・KCN                                                           	 	 	 	 	  Wako  

・COガス                                                  	 	 	 	 	 	   住友精化 

・N2ガス                                                	 	 	  	 	 	 	 ネリキガス 

・BES-So                                                        	 	 	 	 	 	 Wako 

・HEPES                                                      	 	 	 	 	 	 	 Wako 

・Hypoxanthine (HPX)                                                  Sigma-Aldrich 

・Xanthine oxidase (XO)                                                Nacalai Tesque 

・Pterin                                                               Sigma-Aldrich 

・Catalase from bovine liver                                              Sigma-Aldrich 

・Glucose oxidase                                                             Wako 

・Glucose                                                                    Wako 

・Dithiothreitol (DTT)                                                          Wako 
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実験機器  

純水製造装置 Elix-5                                                       Millipore 

超純水製造装置 Milli-Q integral 5 (A10)                                      Millipore 

DNAシークエンサー DNA Analyzer GENE READ IR 4200                      LiCor	  

DNA電気泳動装置用 Mupidミニゲル電気泳動装置                          ADVANCE 

DNA電気泳動装置用クーラー COSMO BIO Mupid-2                  PROGENE 

冷却遠心機 7930                                                       KUBOTA 

冷却遠心機 3700                                                       KUBOTA 

遠心機	 centrifuge 5417C                                              Eppendorf 

サーマルサイクラー TECHINE TC-3000                            Barloworld Scientific 

超音波発生装置 SONIFIER 450                                   BRANSON 

フラクションコレクター MODEL 2110                                     BIO-RAD 

紫外可視分光光度計  DU-800                                    BECKMAN 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 UV-2450                                  SHIMADZU 

マイクロプレート蛍光計  FP-6500                                       JASCO 

pH メーター pH METER F-52                                              HORIBA 

タンパク質電気泳動装置 Compact PAGE Model AE-7350                     ATTO 

ラマン分光器 NR-1800                                              日本分光 

Kr+ レーザー Innova 300C                                              Coherent 

超高感度冷却 CCD 検出器 BU-120                                      ANDOR 

恒温槽 THERMO MINDER SDmini                                      TAITEC 

卓上型恒温振盪槽 PERSONAL-11                                      TAITEC 

恒温振盪培養器 Innova 4330                          NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC 

アスピレーター ASP-13                                                IWAKI 

オートクレーブ SX-500                                                 TOMY 

反応速度解析装置 Continuum Surelite I                                      ユニソク 

撹拌機 STIRRER B9-46N                                                 IWAKI   

極微量分光光度計 Nano Drop 2000                                        Thermo   

物理化学的相互作用検出器Biacore T-200                                 GE-Healthcare  
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実験操作  

(1) DNA workに関して 

【DNA調製】 

	 当研究室の先行研究で、遺伝子クローニング用ベクターpBluescript II SK(+)に Cygb WT遺

伝子が組み込まれたプラスミドで形質転換された大腸菌 XL-1 Blue MRF’のグリセロール

ストックが作製されている。それを 10 mLの LB培地で培養し、Minipreps purification kitに

よりプラスミドを抽出した。そのプラスミドに対して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を行い、変異がかかった Cygb遺伝子を制限酵素 Bam HI / Xho I

で処理し、同様の制限酵素処理を行っていた遺伝子クローニング用ベクターpBluescript II 

SK(+)に結合させた。そして、そのプラスミドを大腸菌 XL-1 Blue MRF’に形質転換した。

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、Minipreps purification kit

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。次に、確認済みプラスミドを制限酵素 Bam HI / Nde I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 BL-21 GOLD (DE3)

に形質転換した後、LB寒天培地にて培養・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。 

 

 

(2)タンパク質獲得に関して 

【大量培養及び精製】 

	 0.1 mg / mL Ampicillin sodium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 ℃、振盪速度 80 rpmの条件で 12時

間振盪させ、前培養を行った。0.1 mg / mL Ampicillin sodiumを含む 4L の LB培地を 5Lマ

イヤーに作製し、前培養液 500 mLを加えラップで二重に密栓した後 37 ℃、振盪速度 80 rpm

の 条 件 で 振 盪 さ せ 、 培 養 を 行 っ た 。 OD600 が 0.4~0.6 に お い て 、  Isopropyl 

β-D(-)-thiogalactopyranoside (IPTG)及び 5-Aminolevulinic Acid Hydrochloride (5-ALA)を 終濃

度が 0.5 mM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(4,800 g、15 min、4 ℃)を行うことで菌体を回収し、-80 ℃で一時冷凍した。 

	 冷凍した菌体を、Lysis buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、100 mM NaCl、10 mM Imidazole、

pH 8.0)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(37,000 rpm、1 hr、

4 ℃)により沈殿と上清に分離し、上清のタンパク質溶液を回収した。その後、Ni-NTA 

Agarose カラムにより Cygb を精製した。上清をカラムに吸着させ Wash buffer (50 mM 

Tris-HCl (pH 8.0)、100 mM NaCl、10 mM Imidazole)で洗浄後、溶出用緩衝液(50 mM Tris-HCl 
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(pH 8.0)、100 mM NaCl、250 mM Imidazole)で His-tagのついた Cygbのみを溶出した。溶出

した試料に 0.1 µL / mg proteinの thrombinを加え Dialysis buffer 1 (50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、

100 mM NaCl、10mM Imidazole、2.5 mM CaCl2)で 4 ℃、二晩透析し His tagを切断した。透

析後の試料に 0.16 µL / mg proteinの Streptavidin Agaroseを加えて 4 ℃で 2 時間反応させた

後、超遠心(13,000 rpm、15 min、4 ℃)後の上清を回収することにより His tagを除去した。

その上清を再度 Ni-NTA Agarose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 Cygb溶液とした。Dialysis buffer 2 (50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、100 mM NaCl、

10 % Glycerol)で 4 ℃、一晩透析した後、Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter 10,000 MWCO を

用いて濃縮およびリン酸 buffer (10 mM リン酸、100 mM NaCl、pH 7.4)で buffer交換を行い、

終標品とした。 

 

【濃度測定】 

	 濃度の決定は、ヘムタンパク質固有の方法であるピリジンヘモクロム法を用いて算出し

た。ピリジン ( 終濃度 10 %) を加えて、NaOHを加えたアルカリ性条件(pH 11~12)にてジ

チオナイトで還元すると、プロトヘムに特有な吸収スペクトルを示す。プロトヘムのミリ

モル吸光係数 ε556 nm = 34.4 mM-1 cm-1 を用いて、Lambert-Beer の法則によりタンパク質に含

まれるヘムの濃度を算出した。 

 

【SDS-PAGE】 

	 Sample buffer 10 µLに Cygb溶液(~20 µM)を 5 µL加え、これを 2-ME(−)サンプルとした。

一方、sample buffer : 2-メルカプトエタノール(2-ME) = 10 : 1で混合したもの 10 µLに Cygb

溶液(~20 µM)を 5 µL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

5分間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にセットした 15%の

ゲルにマーカーを 3 µL、サンプルを 5 µLアプライして電気泳動した。その後ゲルをワンス

テップ CBB染色液(BIO CRAFT)に 60分間浸けた後、精製水に 10分間浸ける事で染色・脱

色し、撮影した。 

 

【単量体分離】 

	 Sephacryl S-200を内径 2.5 cm×長さ 1 mのカラムにつめ、そこに濃縮した Cygbを添加し

リン酸ナトリウム buffer (pH 7.4)で溶出させた。溶出液を 1~2 mLずつ fraction collectorで回

収し、各フラクションを 2-ME(-)の条件にて SDS-PAGEで確認した。確認された各フラクシ

ョンの中で、単量体を純粋に含むものを選別し濃縮して測定に用いた。 
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(3)実験に関して 

【スーパーオキサイド消去能測定】 

	 HEPES (11.92 g, 50 mmol)、NaOH (828 mg, 29.7 mmol)および NaCl (4.63 g, 79 mmol)を水に

溶解し、全量 1 Lとしたのち pH 7.4に調整して、50 mM HEPES bufferを調製した。この 50 

mM HEPES buffer (200 mL)を水で希釈し、全量 1 Lにして pH 7.4に調整し、10 mM HEPES 

bufferを調製した。 

	 測定はマイクロプレート蛍光分光計(JASCO)を用いて行った。96 穴マイクロプレートに

10 mM HEPES bufferを用いて Cygbを終濃度約 0.01~60 µMになるように分注し、BESSo 20 

µM、Hypoxanthine (HPX) 50 µM、xanthine oxidase (XO) 6.25 m units / 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 λex = 505 nm; λem = 544 nm (cut off = 530 nm)で

一回測定し、その 10分後にもう一度測定し、それら二回の平均値を結果とした。 

	 解析では、Cygb の濃度 0.1〜100µM それぞれに対してスーパーオキサイド消去能をプロ

ットし、以下の式でフィッティングを行った。 

y= 100*X^B/(A^B+X^B) 

(Aは IC50値、Bはスーパーオキサイド一分子と反応する Cygb分子量を示す。) 

 

【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。 

・嫌気 buffer  

	 	 0.5 M リン酸 buffer (pH7.4)         2 mL 

	 	 2 mM EDTA (Wako)                 20 µL 

	 	 Glucose (Wako)                          7.2 mg 

	 	 480 units/mL Glucose oxidase (Wako)       334 µL 

	 	 20,000 units/mL Catalase (Wako)       260 µL 

	 	 MilliQ        	 	 	 	 	                 20 mL 

 

	 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 ストック溶液とした。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、Cygbを終濃度 6 µMになるように加えた。さらに、セ

ルに 200 mM NADH 16 µL と 2 mM Riboflavin 4 µLを加え、445.5 nm の光を 30分間照射す

ることで Cygbを還元した。ここに COストック溶液を少量ずつ加えて滴定し、紫外可視吸
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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 ストック溶液で滴定を行い、CO ストック中の溶存 CO 濃度を測定し、Cygb 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。 

	 +DTTの時は、DTTを終濃度 100 mMになるように加えた上記の嫌気 bufferを作製し、窒

素ガスを十分にパージして、そこに Cygbを終濃度 6 µMになるように加え密封状態で冷所

に 3 時間放置した。この溶液をスクリューキャップ付きのセルに満たし、上記と同様にヘ

ムを還元した後、測定を行った。 

	 解析では、Y軸に CO濃度、X軸に CO結合割合をプロットし、以下の式を用いてフィッ

ティングを行った。 

Y= A*X/(1-X)+B*X 

(Aは Kd値、Bは Cygbの初濃度を示す。) 

 

【フラッシュフォトリシス】 

	 CO の結合速度を求める際にフラッシュフォトリシス法を用いた。リン酸 buffer (10 mM 

NaH2PO4、100 mM NaCl、pH 7.4)に十分に CO ガスを吹き付けてから密封状態で 6 µMとな

るようにサンプルを注入した。測定前にジチオナイトを少量添加して還元し、2 ms あるい

は 400 msの間測定した。得られたデータは、それぞれ出発点の吸光度を 100 %として変化

をプロットし、フィッティングすることで kfast、kslowを求めた。 

	 +DTTの時は測定の前に、先にDTTを終濃度 100 mMになるように加えたリン酸 buffer (10 

mM NaH2PO4、100 mM NaCl、pH 7.4)希釈溶液を作製し、Cygbを終濃度 6 µMになるように

加え、密封状態で冷所に 3時間放置した。その後、測定に用いた。 

	 解析では、時間に対して Absorbance 変化割合をプロットし、以下の式を用いてフィッテ

ィングを行った。 

Y= A+B*exp(-C*X) 

(Aは標準 Absorbanceの 終値、Bは標準 Absorbanceの変化幅、Cは kfast又は kslowを示す。) 

 

【自動酸化】 

	 ブラックセルにリン酸 buffer (10 mM NaH2PO4、100 mM NaCl、pH 7.4)に 7 µM 1mLとなる

ようにサンプルを調整した。そこに飽和溶液を 14倍に薄めたジチオナイト溶液(100 µM)を

10 µL加え、スペクトルを確認することで還元を確認した。その後、セル内の溶液にピペッ

ティングを適度に行い 280 nmのジチオナイトの減少を確認することでジチオナイトを破壊

した。その後、4分ごとに吸収スペクトルを測定し、自動酸化が起きることを確認した。解

析を行い、500 nmから 600 nmの中で変化が大きい２波長を設定した。その後、同様の手法
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により自動酸化が起きる前に、kineticsモードに切り替え、設定した２波長で 0.2 minごとに

300 min測定した。 

	 解析では、２波長のスペクトルの変化幅と測定した時間でプロットしたグラフに対して

フィッティングを行った。WTと三種の末端領域欠損変異体に関しては以下のフィッティン

グ式でフィッティングを行った。 

Y= A*exp(−B*X)+ C*exp(−D*X) 

(Aは一成分目の変化幅、Bは kauto1、Cは二成分目の変化幅、Dは kauto2を示す。) 

一方、2CS体に関しては以下のフィッティング式でフィッティングを行った。 

Y= A*exp(−B*X) 

(Aは一成分目の変化幅、Bは kauto を示す。) 

WTで得られた２つの値と 2CSの値を比較することでそれぞれを SH型と SS型の値だと帰

属した。 

 

【共鳴ラマンスペクトル測定】 

	 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(BU-420)を使

用した。Cygbの終濃度が 100 µMとなるようにリン酸 buffer (10 mM NaH2PO4、100 mM NaCl、

pH 7.4)で希釈した。ラマン測定用回転セルに移し、セルを回転させながら Kr+ Laser (励起波

長 406.7 nm)を用いてレーザー出力を 100 mW として測定を行った。Ferrous-CO型は、Cygb

溶液に先に COを吹きつけてから、その溶液をラマン測定用回転セルに入れ、さらにそこに

ジチオナイトを加えヘムを還元してから測定した。ラマン散乱の励起には He-Cd Laser (励

起波長 441.6 nm)を用い、レーザー出力が高いと COが解離するため、レーザー出力を 20 mW

として測定を行った。 

	 Ferrous-CO型の+DTTの時は、先にリン酸 buffer (10 mM NaH2PO4、100 mM NaCl、pH 7.4)

希釈溶液を作製し、COを十分に吹き付けてから DTTを終濃度 100 mMになるように加え、

そこに Cygbを終濃度 100 µMになるように加えた後、密封状態で冷所に 3時間放置した。

その後、その溶液をラマン測定用回転セルに入れ、測定の前にジチオナイトを加えてヘム

を還元してから測定に用いた。 

 

【タンパク質間相互作用】 

	 タンパク質間相互作用に関しては、BiacoreT200を用いて測定を行った。NTAチップを用

いて、Ligandとして Hisタグ付き P4H (abcam社で購入, ab115719)を固定化し、Analyteとし

て測定サンプルを流した。アナライトは 0, 0.1, 0.4, 0.7, 1, 2, 3, 6, 12.5, 25, 50 µMの濃度で測

定を行った。測定前には、ランニングバッファー(10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 50 µM EDTA, 
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0.05 % tween20), ニッケル溶液(500 µM NiCl2, 0.05 % tween20), 再生バッファーとして

EDTA溶液(350 mM EDTA, 0.05 % tween20)と NaOH溶液(50 mM NaOH, 0.05 % tween20)の調

整を行った。測定条件として、Ligand の contact time は 180 s, flow 速度は 5 µL / min, 

stabilization timeは 240 sで行い、Analyteの contact timeは 180 s, flow速度は 5 µL / min, 

stabilization timeは 200 sで行った。Fisrt regenerationの contact timeは 30 s, flow速度は 30 µL 

/ min, stabilization timeは 0 sで行い、Second regenerationの contact timeも 30 s, flow速度は 30 

µL / min, stabilization timeは 0 sで行った。また、Conditioningの contact timeは 60 sで１回行

い、startupは 3回行った。 

	 得られたセンサーグラムに対して BiacoreT200 Analysis Softwareを用いて解析を行い、WT

と三種の末端領域欠損変異体に関しては、”Heterogeneous Analytes”モデルでフィッティング

を行い、2CSに関しては”1:1 binding ”モデルでフィッティングを行った。SH型と SS型の割

合に関しては SDS-PAGEの結果から ImageJによって割り出した値を用いた。 

 

【有意差検定】 

	 有意差を検定する際に、多群間の検定に関して Dunnett検定を行った。95 %信頼区間の外

側に来る確率を p とするとき，その値が p ＜ 0.05 の場合、その２つにおいて有意差があ

ると判断した。 
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