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研究成果の概要（和文）：生体内においてヘムが代謝される際の副産物として，一酸化炭素（CO）が産生されて
いる。本研究では生体内でCOを選択的に捕捉するヘムタンパク質モデルhemoCDを使って，細胞におけるCOの生理
機能を調べた。本研究では錯体を細胞内に送達するためにhemoCDに膜透過ペプチドであるオクタアルギニンを導
入した。この新規R8-hemoCDは細胞内に取り込まれ，細胞内の内在性COを捕捉する性質を示した。内在性COを奪
われた細胞内では活性酸素の産生が有意に亢進した。さらに別のアプローチとして，ミトコンドリア内に存在す
るシトクロムcオキシダーゼ(CcO)モデル錯体を新たに合成し，COとの反応性を詳細に調べた。

研究成果の概要（英文）：Carbon monoxide (CO) is continuously produced in mammalian cells during heme
 metabolic reaction. In this study, we investigated the biological function of the endogenous CO 
using a selective CO removal agent hemoCD. In order to introduce hemoCD into the cells, we 
conjugated hemoCD with octaarginine peptide. The new hemoCD derivative (R8-hemoCD) was taken by 
living cells and captured CO in cells, in which reactive oxygen species level was significantly 
enhanced in the CO-removed cells. In addition, we newly synthesized a water-soluble biomimetic model
 for cytochrome c oxidase to investigate the reactivity of CO with a Fe/Cu hetero-binuclear 
structure of CcO.

研究分野：生体関連化学
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１．研究開始当初の背景 
生体内において一酸化炭素(CO)はヘム代謝
の際の副産物として常時産生されており，さ
まざまな生理機能を有すると考えられてき
た(Fig. 1)。実際に外部からガスあるいは徐放
試薬によって COを生体に付与すると，毒性
のでない範囲では抗炎症作用などの細胞保
護作用が観測されており，CO の生理機能に
は注目が集まっていた。しかしながら，生体
内において内在性COの産生のみを停止させ
る有効な手段がないために，CO の真の生理
機能に迫る研究は非常に限られていた。 
	 生体内 COの産生を止める手段として，ヘ
ム代謝の際の酵素であるヘムオキシゲナー
ゼの活性を阻害する方法が挙げられ，実際に
試みられてきた。しかしながら，ヘムオキシ
ゲナーゼの活性阻害は，CO の産生をストッ
プさせるだけでなく，ヘムの代謝不全やビリ
ベルディン等のCO以外の副産物の産生を停
めてしまうことになるため，CO の生理機能
に迫ることは困難であった。 

Fig .1. 内在性 COの産生機構 
 
２．研究の目的 
	 本研究では，我々が独自に研究してきたヘ
ムタンパク質モデル錯体 hemoCDを使って，
内在性 COの生理機能探索を行った(Fig. 2a)。
hemoCDは，ポルフィリン鉄錯体とシクロデ
キストリン二量体から成る包接錯体であり，
水中で酸素(O2)や CO と可逆的に結合する性
質を持つ。特に CO に対する親和性が高く，
ヘモグロビンの約 1000 倍であり，これまで
に報告されている生体内COレセプターのど
れよりも CO親和性が高い。 
	 我々は独自のCOレセプターhemoCDを使
って，生体内 COを選択的に捕捉し，その際
の生体内の状態を調べることで，内在性 CO
の生理機能について研究した。今回はとくに
細胞内 COに焦点を当て，細胞膜透過能を付
与した hemoCDの合成，細胞内 COの除去，
それによる細胞内環境変化の観測を行った
(Fig. 2b)。さらに別のアプローチとして，ミ
トコンドリア呼吸鎖末端に存在するシトク
ロム c オキシダーゼ(CcO)の構造と機能に着
目し，水溶性の CcOモデル錯体を構築，この
モデル錯体とCOとの反応性を調べることに
より，CcOと COの反応の本質に迫ることを
試みた(Fig. 3)。 
 
３．研究の方法 
	 まず，hemoCD を用いて細胞内 CO を定量
することを試みた。細胞に hemoCDを加えた
後，細胞を破砕し，その細胞溶解液をろ過し
た後，ろ液の UV-visスペクトルを測定した。 

Fig 2. hemoCDおよび R8-hemoCDの構造 
 

Fig 3. 新規水溶性 CcOモデル錯体 
 
	 つぎに，hemoCD に膜透過性ペプチドを付
与した新たな錯体 R8-hemoCD を合成した。
細胞膜透過に関しては，共焦点顕微鏡により
確認した。また CO除去の効果をみるために，
LPSによる外部刺激をおこなった。 
	 さらに CcOモデル錯体として，鉄ポルフィ
イリンと銅錯体をリンカーに有する包接錯
体を合成した。この錯体の酸素および COと
の反応性を UV-vis スペクトルや共鳴ラマン
スペクトル等により検討した。 
 
４．研究成果	
	 各種培養細胞に含まれる内因性 CO量を定
量した結果を Fig. 4に示す。どの細胞におい
てもおおよそ一定量の COが検出され，がん
細胞においては非がん細胞よりも有意に CO
量が多いことが明らかとなった。この結果は，
培養細胞において COを正確に定量したはじ
めての例であり，hemoCD は非常に簡便かつ
正確に微量 COを定量できるツールであるこ
とが明らかとなった。 
	 つぎにオクタアルギニンを修飾した
R8-hemoCDを使って，細胞内 COの捕捉を確
認した。CO の捕捉の確認は，細胞内 CO プ
ローブである COP-1を用いて行った。結果を
Fig. 5に示す。CO徐放分子 CORMによって
CO を取り込ませた細胞内では，COP-1 によ
る強い蛍光が観測された。一方，CORM導入
後に R8-hemoCD を加えた細胞では，COP-1
を加えても有意な蛍光は観測されなかった。
これは，R8-hemoCDが細胞内に侵入し，細胞
内の COを定量的に捕捉していることを意味
している。実際に R8-hemoCDは COP-1より
も非常に強く COを捕捉することを溶液中の
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実験で確かめており，細胞内 CO は
R8-hemoCD によって捕捉可能であることが
明らかとなった。 

Fig. 4. hemoCDによる細胞内 COの定量 
 

Fig. 5. R8-hemoCDによる細胞内 COの捕捉 
 
	 さらに細胞内 COの枯渇による細胞機能へ
の影響を調べるために，炎症系サイトカイン
TNF-aおよび細胞内 ROS の定量を行った。
LPS 刺激によってマクロファージからの
TNF-a産生が増加し，外部から CO を与える
ことによって，TNF-aの産生が抑制される，
いわゆる COの抗炎症作用がよく知られてい
る。R8-hemoCDを細胞に予め添加しておくと，
CO による抗炎症作用が完全にキャンセルさ
れることが判明し，CO が抗炎症作用に直接
的に関わっていることが証明された。さらに
内在性 CO 除去の効果をみるために，
R8-hemoCD で処理したマクロファージ細胞
のROS量をROSプローブで計測したところ，
内在性 CO を R8-hemoCD によって除去した
細胞では細胞内 ROS レベルが有意に上昇し

ていることが明らかとなった(Fig. 6)。このこ
とは，内在性 COが細胞内 ROSレベルを調節
するはたらきがあることを示唆している。 
	 さらに今回新しいモデル錯体として水溶
性 CcO モデルの構築とそのキャラクタリゼ
ーションを行った(Fig. 3)。CcOはミトコンド
リアの末端酵素であり，酸素還元の際の水分
子の関与が提案されているが，実証はされて
いない。我々は今回初めて水溶性の鉄ポルフ
ィリン・３配位銅錯体から成る二核錯体の合
成に成功した。興味深いことに，酸素錯体か
ら CO錯体への変化が著しく遅く，完全に置
き換わるまでに数十分を要した。これは，２
核構造が COの配位を著しく阻害することを
示す結果であり，生体系においても細胞内
COはミトコンドリア内の CcOの機能にはあ
まり関与しないことを示唆している。したが
って上述の細胞内CO濃度とROSレベルの関
係は，CcO活性の部分では説明できず，今後
さらなる詳細な検討が必要である。現在我々
のグループでは，R8-hemoCD による細胞内
CO の除去がおよぼすミトコンドリア機能の
変化について，詳細な研究を進めている。 

Fig. 6. CO除去時の細胞内 ROSレベルの定量 
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