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研究成果の概要（和文）：本研究は，酸性条件でも機能していると考えられる好酸性ユスリカヘモグロビンを手
本に，耐熱性シトクロムc'であるPHCPのNO結合能を向上することを目的とした。本研究によって，PHCPのNO結合
に伴う吸収スペクトル変化を追うことでNO親和性を見積もること，PHCPに変異を導入してそのNO結合能を向上す
ることに成功した。得られたPHCP変異体は今後NOセンサー蛋白質として用途研究に供することが可能である。

研究成果の概要（英文）：This study was aiming at enhancing NO binding ability of thermally stable 
cytochrome c', PHCP, using acidophilic midge haemoglobin as a model.  Through this study, we 
succeeded in estimating NO binding affinity by measuring absorption spectral changes upon NO binding
 with PHCP, and in enhancing NO binding ability of PHCP by introducing mutations into PHCP.  The 
resulting PHCP variants will be promising materials to be used as NO sensor proteins.

研究分野： 蛋白質科学

キーワード： NOセンサー　NO結合　蛋白質　シトクロムｃ'

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は，代表者が専門とする蛋白質科学分野にユスリカの形態分類学を導入した点で，異分野を融合する学術
的に独創的な試みであった。本研究の成果として得られた耐熱性を保持しNO結合能が向上した蛋白質（PHCP変異
体）は，血管弛緩などの生理作用を示すNOを感度よく測定できるNOセンサー蛋白質として利用できる可能性があ
り，ひいてはNOをマーカーとして身体ストレスを簡便に検出できる意義がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ストレス社会と言われる現代，そのストレスの身体影響のモニタリングに血中 NO 濃度がよ
く測定されている。しかし，血中 NO 濃度を簡便に測定する技術は，NO センサー蛋白質の不
安定性によって実現していない。この問題を解決すれば，ストレスをより簡便に検出し，スト
レスをコントロールすることができるようになると期待される。 蛋白質による NO 結合につい
ては，シトクロム c′を対象として学術的な見地から研究が行われている。中でも，25℃に生育
する常温菌 Allochromatium vinosum 由来のシトクロム c′（AVCP）を用いたものが先行している。
AVCP を始めシトクロム c′は一般的にホモ 2 量体として存在し，ヘムを介して NO を結合する
と単量体になる。NO 結合に伴うこのサブユニットの解離現象を可視化できれば，シトクロム c′
を NO センサー蛋白質として利用できる可能性がある。しかし，AVCP は常温菌由来であるた
め，安定性が低いことが問題である。シトクロム c′を NO センサー蛋白質として利用する上で
は，耐熱性が高いことが望ましい。さらにシトクロム c′は一般的 NO に対する結合能が低いこ
とも問題であり，蛋白質工学により結合能を高めなければならない。そのための手本となる蛋
白質が必要であり，本研究では好酸性ユスリカのヘム蛋白質，ヘモグロビンを手本とする。  
 代表者・三本木は，52 ℃に生育する好熱菌 Hydrogenophilus thermoluteolus からシトクロム c′
（PHCP）を精製し，AVCP よりも耐熱化されていることを実証した。続けて，PHCP，AVCP
を含む４種のシトクロム c′の変性温度が，由来する細菌の生育温度に正に相関していることを
見出し，PHCP がもっとも安定であることを確認した。一方，ユスリカの形態分類学者である
分担者・河合は，これまでに 50 種以上の新種のユスリカを発見している。さらに分担者は，好
酸性ユスリカ，Chironomus sulfurosus の継代飼育に成功し，その幼虫が酸性条件（pH3）でも良
好に生育することを見出している。    
 
２．研究の目的 
 本研究では，酸性条件でも機能していると考えられる好酸性ユスリカヘモグロビンを手本に，
耐熱性 PHCP の NO 結合能を向上することを目的とした。本研究の具体的な課題は以下の通り
である。 
 1) 耐熱性 PHCP の NO 結合能の分光測定 
 2) 好酸性ユスリカヘモグロビンの探索  
 3) 好酸性ユスリカヘモグロビンの性質  
 4) 耐熱性 PHCP の NO 結合能向上  
  
３．研究の方法 
 1) 耐熱性 PHCP の NO 結合能の分光測定：代表者がこれまでに取り扱ってきている 4 種のシ
トクロム c′のうちもっとも耐熱化された PHCP の NO 結合能を分光測定する。具体的には，
PHCP 遺伝子を大腸菌を宿主に異種発現させて得られる精製 PHCP の溶液に NO を添加するこ
とで，その吸収スペクトル変化を測定する。 並行して，その他のシトクロム c′ についてもPHCP
と同様の実験を行う。 
 2) 好酸性ユスリカヘモグロビンの探索：酸性条件下で飼育した好酸性ユスリカ C. sulfurosus 
幼虫で特異的に発現しているヘモグロビンを，mRNA の網羅的解析により突き止め，中性条件
で発現するヘモグロビンと比較する。具体的には，C. sulfurosus 幼虫を pH7 および pH2 で飼育
し，それぞれから mRNA を抽出する。蛋白質レベルではすでに確認しているヘモグロビンアイ
ソフォームを網羅的に収集する。 
 3) 好酸性ユスリカヘモグロビンの性質：酸性条件下で発現する 2)のヘモグロビンを異種発現
し，NO 結合能を 1)と同様に測定する。さらに，結晶構造解析により NO 結合に関わる構造的
特徴を明らかにする。  
 4) 耐熱性PHCPのNO結合能向上：ユスリカヘモグロビンのNO 結合に関わる構造的特徴（上
記 3)で特定済み）を，擬似的に耐熱性 PHCP に導入してその NO 結合能が向上するかどうか
確かめる。リスクヘッジのために取り扱っていた PHCP 以外のシトクロム c′ についても PHCP
と同様の実験を行うとともに，NO 結合能向上のモデルとなり得るかどうか調べる。 
 
４．研究成果 
1) 耐熱性 PHCP の NO 結合能の分光測定 
 大腸菌を宿主にコドン最適化を図った PHCP 遺伝子を異種発現させることに成功した。さら
に NO 濃度を変えて PHCP のガス結合に伴うスペクトルの変化を変化を追うことでその結合能
を評価したところ，常温菌由来の相同蛋白質である AVCP よりも PHCP の方がガス親和性が低
いことを明らかにした。また，好冷菌からも相同蛋白質 SVCP の熱安定性は PHCP 及び AVCP
よりも低くなるものの，ガスに対する親和性が三種の中で最も高くなることを見い出した。以
上の結果から，シトクロム c′ 蛋白質の安定性とガス親和性には逆相関があると推定できた。 
2) 好酸性ユスリカヘモグロビンの探索  
 好酸性ユスリカ C. sulfurosus 幼虫を pH7 及び pH2 で飼育し，それぞれ 10g 程度の幼虫を得た。
それぞれから mRNA を抽出し，ヘモグロビン遺伝子の発現を網羅的に解析したところ，本ユス
リカは 20 種のヘモグロビン遺伝子を発現し，そのうち pH2 で高発現するものがあることが明
らかになった。さらに，ヘモグロビン以外にも pH2 で発現を上昇させる遺伝子があることが分



かり，酸性環境適応のメカニズムを知るための研究の端緒となる可能性を見い出した。また，
研究分担者の河合は，国内各地から好酸性ユスリカを新たに採取しその継代飼育に成功した。 
3) 好酸性ユスリカヘモグロビンの性質  
 本研究で見出した好酸性ユスリカ C. sulfurosus の幼虫のヘモグロビンを対象とした。pH7 よ
りも pH2 で高発現するヘモグロビン遺伝子を合成し，それを大腸菌を宿主に発現を試みたが，
ヘムを包含するホロ蛋白質としてではなく，ヘムが結合しなアポ型蛋白質に成功した。大腸菌
で発現したアポ型ヘモグロビンを調製し，試験管内でヘムを付加することでホロ型化を図った
が，成功しなかった。糖鎖修飾の制約の可能性があり，ユスリカヘモグロビンを NO 結合高結
合能のモデル蛋白質とする方針を見直した。 
 そこで，本研究のバックアップとして実施していた研究計画に注力した。具体的には，PHCP
以外のシトクロム c'を数種類調製し，それらの NO 結合能を系統的に調べることにした。PHCP
を含めて熱安定性が異なる 5 種類のシトクロム c'の NO 結合能を調べたところ，安定性が低く
なればなるほど NO 結合能 が向上することを見出した。5 種類の立体構造から，ヘム周辺の非
共有結合（疎水結合や水素結合）が見られないものほど NO 結合能が高いと推測できるまでに 
至った。 
4) 耐熱性 PHCP の NO 結合能向上  
 当初の全体目的を達成することができた。すなわち，PHCP を改変して NO 結合能を向上す
ることに成功した。ただし，当初計画では好酸性ユスリカヘモグロビンをモデルに NO 結合能
を向上しようとしていたが，それを断念し，並行してバックアップ研究として行っていた研究
計画に従って当初の全体目的を達成できた。具体的には，PHCP 以外のシトクロム c'を数種類
調製し，それらの NO 結合能を系統的に調べることにした。PHCP を含めて熱安定性が異なる
5 種類のシトクロム c'の NO 結合能を調べたところ，安定性が低くなればなるほど NO 結合能
が向上することを見出した。実際に PHCP に変異を導入し，NO 結合能の指標として NO 結合
定数を上昇させることに成功した。得られた変異 PHCP の安定性は野生型に比べて低下するも
のの，50℃までは十分に安定であり，安定でかつ NO 結合能が改善された蛋白質の構築に成功
した。  
 今後の展開として，得られた PHCP 変異体を NO センサー蛋白質としての用途研究に供する
ことを考えている。 
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