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研究成果の概要（和文）：　ヘムタンパク質の補欠分子族として生物界に遍在するヘムは、グアニン四重鎖のG-
カルテットに特異的に結合し、触媒作用を示すヘムDNA酵素と言える分子を生成する。本研究では、ヘムDNA酵素
における酸化触媒活性発現の分子機構の解明に成功した。
　ヘムDNA酵素の酸化触媒サイクルにおいて、Compound Iと呼ばれるオキソ鉄４価ポルフィリンπカチオンラジ
カル錯体が反応中間体として生成すること、ヘム鉄に軸配位子として結合する水分子がCompound Iの生成に重要
な役割を担っていること、Compound Iの生成はヘム近傍の構造化学的環境を通して調節可能であること、を明ら
かにした。

研究成果の概要（英文）： Heme(Fe3+) binds to non-canonical G-quadruplex DNAs to form complexes 
(heme-DNAzymes) that exhibit peroxidase and peroxygenase activities. We found that the catalytic 
cycle of the heme-DNAzyme involves an iron(IV)oxo porphyrin π-cation radical intermediate known as 
Compound I formed through heterolytic O-O bond cleavage of an Fe-bound hydroperoxo ligand (Fe-OOH) 
in Compound 0. We also found that heme(Fe3+) binds selectively to the 3’-terminal G-quartet of the 
DNA, and a water molecule (AxH2O) sandwiched between the heme and G-quartet planes is coordinated to
 the heme Fe atom as an axial ligand. The polarization of AxH2O is thought to be considerably 
greater than that of an ordinary H2O molecule. Such unique electronic nature of AxH2O was found to 
be responsible for the catalytic activity of the heme-DNAzyme. We also found that the peroxidase 
activity of the heme-DNAzyme can be controlled through the local heme environment.

研究分野： 生体関連化学

キーワード： 四重鎖DNA　Gカルテット　ヘム　酸化触媒作用　機能性核酸

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により、ヘムDNA酵素におけるヘムの機能の調節機構が解明された。ヘムDNA酵素の触媒サイクルでは、
酵素ペルオキシダーゼとは異なる分子機構で、オキソ鉄４価ポルフィリンπカチオンラジカル錯体（Compound 
I）が反応中間体として生成することが明らかになった。ヘムDNA酵素のヘム鉄の軸配位子である水分子が、
Compound Iの生成に重要な役割を担っていること、ヘムDNA酵素が示すヘムタンパク質類似の様々な分光学的性
質をもたらしていることを発見した研究成果は、水分子の新しい機能および疎水性空間で孤立する水分子のユニ
ークな物理化学的性質が解明されたという観点から、学術的な意義は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ヘム(Fig. 1A)がタンパク質に組込まれたヘムタン

パク質同様に、ヘムが組込まれた核酸も触媒活性を
示す。核酸塩基グアニンを豊富に含む領域は、G-カル
テット(Fig. 1B)と呼ばれる特徴的な構造の形成を通
して、四重鎖構造で存在する(Fig. 2A と B)。G-カルテ
ットはグアニン塩基 4 つが Hoogsteen 型塩基対によ
り同一平面内で環状に連結して形成される構造であ
り(Fig. 1B)、そのサイズと平面性はヘムとの π-π スタ
ッキング相互作用に適している。ヘムは平行型四重
鎖 DNA の 3’末端 G-カルテットに特異的に結合して
安 定 な 複 合 体 を 形 成 す る (Y. Yamamoto et al., 
Biochemistry (2018), R. Shinomiya et al., Biochemistry 
(2018)) (Fig. 2C)。なお、当該複合体はヘムタンパク質
のペルオキシダーゼ類似の酸化触媒作用を示すこと
から、複合体をヘム DNAzyme と呼ぶ。 
 ヘム DNAzyme の発見により、ヘ
ムの機能が核酸との特異的な相互
作用を通して調節可能であること
が実証された。ヘム DNAzyme の酸
化触媒活性の解析から、ペルオキシ
ダーゼ同様に、触媒サイクルでは
Compound I と呼ばれる高い反応性
をもつ反応中間体のオキソ鉄 4 価
ポルフィリンπカチオンラジカル
錯体が生成することが示唆された。
ただし、ヘム DNAzyme とペルオキ
シダーゼは、互いにヘムをもつとい
う点では共通であるが、ヘムを包み
込む高分子が DNA とタンパク質と
異なることから、両者が示す酸化触
媒活性は全く異なる分子機構で発
現していることになる。ヘム
DNAzyme の触媒活性が発現する分
子機構を解明すれば、ヘム鉄の反応
性を調節する新規な分子機構の発
見につながると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 ヘム DNAzyme の酸化触媒活性の発現機構を分子レベルで解明する研究を通して、ヘム鉄の反
応性を調節する新規な分子機構を発見する。ヘム DNAzyme の酸化触媒サイクルで酸化反応活性
種 Compound I が生成することを実証する。そして、Compound I 生成の分子機構の解明および
Compound I 生成に影響を与える構造化学的因子を特定する。 
 
３．研究の方法 
(1) 酸化触媒活性の計測 
 Amplex red (10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine)を基質として用い、酸化反応で生成する

Resorufin (7-hydroxyphenoxazin-3-one)の濃度を 570 nm の吸光度で定量した。そして、Resorufin
濃度の経時変化を一次関数でフィッティングして得られた初速度を指標として、ヘム DNAzyme
の酸化触媒活性を評価した。 

 
(2) 電子スピン共鳴(ESR)による Compound I の検出 
 ヘム(Fe3+)をもつヘム DNAzyme への過酸化水素(H2O2)添加直後に液体ヘリウム温度(5 K)で
ESR スペクトルを測定し、Compound I で予想される g 値約 2.0 の ESR シグナルを観測した。ま
た、試料にあらかじめ基質 Amplex red を加えておけば、H2O2 添加により生成する Compound I は
Amplex red との反応により速やかに消失することを利用して、Compound I シグナルの帰属を確
認した。さらに、ESR シグナルの強度の定量的な解析を試み、Compound I 生成量と酸化触媒活
性の関連を解析し、Compound I の生成に影響を与える構造化学的因子を特定した。 
 
(3) 1H NMR によるヘム DNAzyme のヘムの電子構造の解析 
 ヘム DNAzyme のヘム鉄(Fe3+)に、軸配位子として結合する水分子(軸配位子 H2O) に加えて、
外部配位子 H2O が結合した高スピン状態(S = 5/2)の H2O 付加物、そして、外部配位子 H2O がシ

Fig. 1. ヘム(Fe3+) (A)と G-カルテッ
トの分子構造(B).。G-カルテットの中
央に存在する一価カチオン(K+など)
は、近接するカルボニル酸素原子の間
の電子的反発を低減して G-カルテッ
トを安定化するために必須である。 

Fig. 2. DNA塩基配列 d(TAGGGTGGGTTGGGTGGG) (A)
が形成する平行型四重鎖 DNA (B)とヘムの複合体(ヘム
DNAzyme) (C)の形成およびヘム DNAzyme が促進する
酸化反応（基質 Amplex Red の酸化により Resorufin が
生成する反応(D)）。(C)で、ヘムは四重鎖 DNA の 3’末
端 G-カルテットに π-π スタッキング相互作用により特
異的に結合し、安定な複合体を形成する。四重鎖 DNA
の 3’末端 G-カルテットに対するヘム(Fe3+)の親和性は、
約 10-6 M-1 である。(Y. Yamamoto et al., Biochemistry 
(2018)) 



アン化物イオン(CN-)に置換された低スピン状態(S = 1/2)の CN-付加物を測定試料として調製し
た。これら常磁性ヘム錯体のヘム側鎖プロトンに由来する NMR シグナルで観測される常磁性シ
フトの解析を通して、ヘムの電子構造、軸配位子 H2O の電子的性質およびヘムと軸配位子 H2O
の電子的相互作用を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) ヘム DNAzyme の酸化触媒活性の調節機構 
 ヘムDNAzymeの反応における
酸化反応活性種 Compound I の検
出（後述）などを通して、私共は
ヘムDNAzymeの酸化触媒活性の
発現機構を明らかにした (R. 
Shinomiya et al., Bull. Chem. Soc. 
Jpn. (2019), H. Araki et al., 
Biomater. Sci. (2021)) (Fig. 3)。ヘム
DNAzyme における一連の反応
は、ペルオキシダーゼの触媒サイ
クルと本質的に同じであった。た
だし、ペルオキシダーゼでは、部
分的な脱プロトン化によってイ
ミダゾレートの性質に近いヒス
チジン側鎖が軸配位子としてヘ
ム鉄に結合しているのに対して、
ヘム DNAzyme の軸配位子は H2O
である（後述）。軸配位子からヘム
鉄へ の 電子 供与 性の 強 さは
Compound I 生成の促進に重要で
あることから、ヘム DNAzyme に
お け る 軸 配 位 子 H2O は 、
Compound I 生成において、ペルオ
キシダーゼの軸配位子ヒスチジ
ン同様の電子的役割を果たして
いると考えられる。 
 私共は、ヘム DNAzyme の酸化触媒活性に影響を与える因子として、ヘム鉄の電子密度(ρFe)と
ヘム近傍の構造化学的環境に着目し、それぞれが触媒活性に与える影響を解析すると共に、両者
の触媒活性に対する影響における相乗効果の有無を解析した。ρFe は、Fig. 4 に示す Proto、3,8-
DMD と 2,8-DPF を利用して変化させた。これらのヘムの分子構造の違いは、ポルフィリン環に
結合する 2 つの側鎖のみであり、Proto はビニル基、3,8-DMD はメチル基、2,8-DPF はトリフル
オロメチル基(CF3)をもつ。したがって、電子供与基のメチル基をもつ 3,8-DMD の ρFe は、他の 2
種のヘムより大きいと考えられる。Proto の ρFe は、ビニル基のポルフィリン環に対する配向に依
存するが、ヘム DNAzyme で Proto が G-カルテットに π-π スタッキングしている場合、ポルフィ
リン環とビニル基の 2 つの π 電子系は同一平面になるので、3,8-DMD よりも小さいと考えられ
る。さらに、強い電子求引性を示す CF3 をもつ 2,8-DPF の ρFe は Proto よりも小さいと考えられ
る。したがって、ρFe の大小関係は 2,8-DPF < Proto < 3,8-DMD であると予想される。 
私共は、ヘム DNAzyme のヘム鉄(Fe3+)に結合する外部配位子 H2Oの電離反応の平衡定数(pKa)
を指標として ρFe を評価した(Fig. 5)。ヘム(Fe3+)-6mer 複合体の場合、2,8-DPF(Fe3+)、Proto(Fe3+)、
3,8-DMD(Fe3+)それぞれの pKaは、9.20 ± 0.02、8.91 ± 0.04、8.30 ± 0.05と決定され、ρFe の大小関
係が予想通りであることが確認できた(S. Hagiwara et al., Inorg. Chem. (2021))。ヘム近傍の構造化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 3. ヘム DNAzyme の酸化触媒サイクル。ヘム鉄(Fe3+)
に軸配位子 H2O と外部配位子 H2O が結合した H2O 付加
物である Resting state (A)、外部配位子 H2O が H2O2 に置
換されて生じる Compound 0 (B)、H2O2 の O-O 結合のヘ
テロリシスの中間体 (C)、酸化反応活性種 Compound I 
(D)、Compound I が基質(R)を酸化して生じる Compound 
II (E)。Compound II は、さらにもう一分子の基質(R)の酸
化反応を通して、Resting state に変換され、サイクルが完
結する。(C)で、赤色破線は軸配位子 H2O と G-カルテッ
トのカルボニル酸素原子との水素結合を表す。 

Fig. 4. 本研究で用いたヘム(Proto (A)、3,8-DMD (B)と 2,8-DPF (C))の分子構造とヘムと塩基配
列 d(TTAGGG)、d(TTAGGGT)および d(TTAGGGA)それぞれの平行型四重鎖 DNA の複合体（ヘ
ム-6mer 複合体(D)、ヘム-6mer/T 複合体 (E)とヘム-6mer/A 複合体 (F)；ヘムは Proto、3,8-DMD
または 2,8-DPF）の模式図。いずれの複合体でも、ヘムは四重鎖 DNA の 3’末端 G-カルテッ
ト(G6 G-カルテット)に特異的に結合する(S. Hagiwara et al., Inorg. Chem. (2021))。 



学的環境の評価にも pKaが使える。例
え ば 、 3,8-DMD(Fe3+)-6mer 、 3,8-
DMD(Fe3+)-6mer/T 、 3,8-DMD(Fe3+) -
6mer/A 複合体の pKaはそれぞれ 9.20 
± 0.02、9.39 ± 0.01、9.93 ± 0.02 であり
(S. Hagiwara et al., Inorg. Chem. 
(2021))、3,8-DMD(Fe3+)-6mer/T 複合体
の pKaが 3,8-DMD(Fe3+)-6mer 複合体
よりも小さい理由としては、前者で
は 3,8-DMD(Fe3+)が G6 と T7 の塩基
の間の疎水性空間に存在することが
考えられる。そして、3,8-DMD(Fe3+)-
6mer/A 複合体の pKaがさらに小さい
の理由は、3,8-DMD(Fe3+)が G6 と A7
の塩基の間の疎水性空間に存在する
ことに加えて、外部配位子 H2Oが A7
塩基と水素結合を形成することが考
えられる。 
私共は、Fig. 4 に示すヘムと四重鎖 DNA それぞれ 3 種の組合せで調製できる複合体 9 種につ

いて、pKaと酸化触媒活性の関係を解析した。その結果、①同一四重鎖 DNA の複合体の場合、
触媒活性の大小関係は 2,8-DPF < Proto < 3,8-DMD である、②同一ヘムで比較すると、触媒活性
の大小関係は、ヘム-6mer/T 複合体 < ヘム-6mer 複合体 < ヘム-6mer/A 複合体である、③同一四
重鎖 DNA でヘムが異なる複合体 3 種についての pKaに対する酸化反応の初速度のプロットは右
上がりの直性に載り、その直線の傾きは四重鎖 DNA には依存しない、が明らかになった。①は、
ヘム鉄から H2O2 への電子供与により Compound I の生成が促進されることを示している。②で、
ヘム-6mer/T 複合体の触媒活性がヘム-6mer 複合体よりも小さい理由としては、T7 塩基がヘムへ
の基質の接近の立体障害になっていることが考えられる。また、ヘム-6mer/A 複合体の大きな触
媒活性は A7 塩基が一般酸塩基触媒として作用し、Compound I の生成を促進するからである。そ
して、③は、ρFe の変化を通した電子的影響とヘム近傍の構造化学的環境の影響は、それぞれ独
立してヘム DNAzyme の酸化触媒活性の調節に作用することを示している。さらに、私共は、プ
ロトン化アミノ基をもつポリマーがヘム DNAzyme の助触媒として作用し、ヘム鉄に配位した
H2O2のO-O 結合のヘテロリシスを促進するすることも明らかにした(H. Araki et al., Biomater. Sci. 
(2021))。このように、私共はヘム DNAzyme の酸化触媒活性を調節する構造化学的因子を明らか
にすることに成功した。 

 
(2) 酸化反応活性種 Compound I の検出 
私共は、ESR によりヘム DNAzyme の酸化触

媒サイクルで生成する酸化反応活性種
Compound I に由来するシグナルを検出した(R. 
Shinomiya et al., Bull. Chem. Soc. Jpn. (2019)) (Fig. 
6)。Proto(Fe3+)-6mer 複合体および Proto(Fe3+)-
6mer/A 複合体の ESR スペクトルでは、典型的
な六配位高スピン状態(S = 5/2)のヘム(Fe3+)を反
映する g 値約 2 および約 6 にシグナルが観測さ
れた(Fig. 6A と B)。Proto(Fe3+)-6mer/A 複合体
で、g 値約 6 のシグナルの分裂が観測されない
のは、A7 塩基との相互作用により外部配位子
H2O のヘムに対する配向が固定されているこ

----------------------------------------------------------- 
Fig. 6. Proto(Fe3+)-6mer 複合体(A, A’と A”)と
Proto(Fe3+)-6mer/A 複合体(B と B’)の ESR ス
ペクトル。(A’)と(B’)は、150 当量の H2O2添
加後、そして(A”)は過剰量の Amplex Red を
あらかじめ加えておいた試料に 150 当量の
H2O2 添加後。(A’)と(B’)で g値約 4.3のシグ
ナルは、H2O2により分解したヘムに由来する
と考えられる。複合体の試料調製には、50 
mM リン酸カリウム緩衝液、pH 6.80、を使用
した。スペクトルの測定は、液体ヘリウム温
度(5 K)で行った。(A’)と(B’)では、Compound 
I に由来するシグナル(↓で示す)の縦軸を約
2.5倍に拡大した部分スペクトルも示す。 

Fig. 5. ヘム DNAzyme (ヘム(Fe3+)-6mer 複合体)の外
部配位子 H2Oの電離反応の平衡定数(pKa)。pKaはヘ
ム鉄の電子密度(ρFe)に敏感であるので、ρFeの指標と
して使用することができる。例えば、ρFe が小さいと、
外部配位子 H2O の酸素原子の電子密度が小さいた
め、pKaは小さくなる。なお、ヘム鉄(Fe3+)のスピン
状態は外部配位子 H2O の電離により変化するため
(電離前は高スピン状態(S = 5/2)、電離後は低スピン
状態(S = 1/2))、吸収スペクトルの pH依存性の解析
から pKaの決定が容易に行える。 



とが考えられる。いずれの複合体でも、H2O2 を添加すると g = 2.00 に Compound I に由来するシ
グナルが検出された(Fig. 6A’と B’)。また、Proto(Fe3+)-6mer 複合体に、あらかじめ基質 Amplex 
Red を加えておくと、H2O2 を添加しても Compound I に由来するシグナルは観測されないことか
らも(Fig. 6A”)、Compound I のシグナル帰属が確認できた。このように、私共は、ヘム DNAzyme
の酸化触媒活性の発現機構を分子レベルで解明するために重要な Compound I の検出に成功した。 

 
(3) 軸配位子 H2O とヘムの電子的相互作用の検出と解析 
鉄三価高スピン状態

(S = 5/2)の Proto(Fe3+)を
もつ Proto(Fe3+)-6mer複
合体に極微量のシアン
化物イオン (CN-)を添
加すると、軸配位子
H2O が保持された状態
で、外部配位子 H2O が
CN-に置換された CN-

付加物が生じる (Fig. 
7)。なお、H2O と CN-の
配位子交換反応 (Fig. 
7C)のタイムスケール
は NMR のタイムスケ
ールよりも遅いため、
1H NMR スペクトルに
は高スピンと低スピン
それぞれの状態に対応
する 2 組のシグナルが
混在して観測される
(Fig. 7E と D)。CN−付加
物のスペクトルで、約
88 ppm に観測されるブ
ロードな化学交換性シ
グナル(Fig. 7D’赤丸)は
軸配位子 H2O に由来す
る (Y. Nakajima et al., 
Biochemistry (2022))。 

CN-付加物のヘム側
鎖 メ チ ル プ ロ ト ン
(CH3)シグナルには、軸
配位子が H2O、HDO ま
たは D2O の状態を反
映する同位体シフトが
観測された(Fig. 8)。こ
の同位体シフトは、H/D
置換が軸配位子 H2O の
電子的性質に与える影
響がヘム鉄からヘムの
ポルフィリン環の π 電
子系を介し、最終的に
は超共役により CH3 水
素原子の 1s軌道に非局
在化する不対電子密度
に影響を与えることを
示している。また、軸配
位子 HDO に対応する
CH3 シグナルが観測さ
れたことから、軸配位子 H2O は単独で存在することも実証された。観測された同位体シフトの
分裂幅は約 0.03 ppm と小さいことから、ヘムの電子構造に著しく敏感な常磁性シフトしたシグ
ナルでなければ、軸配位子 H2O とヘムのこのようなユニークな電子的相互作用の検出は不可能
であると言える。いずれの CH3 シグナルでも、H2O, HDO, D2O が軸配位子として結合した状態
に対応するシグナルのシフト値の大小関係は、H2O < HDO < D2O であることから、ヘム鉄への
電子供与は D2O の場合が最も大きいことがわかる。本研究で明らかになった軸配位子 H2O の機
能と物理化学的性質は、H2O の新しい機能の発見という点のみならず、孤立した H2O の物理化
学的性質に対する知見を提供するという観点からも貴重であると言える。 

Fig. 8. Proto(Fe3+)-6mer複合体の常磁性シアン化物イオン(CN-)付加
物のヘム側鎖メチルプロトン(CH3)シグナルで観測される軸配位子
H2O, HDO, D2O の同位体シフト(分裂幅は、約 0.03 ppm)。溶媒の
H2O:D2O =1:1(D2O/H2O = 50%)では、軸配位 H2O:HDO:D2O = 1:2:1 で
あるので、そのことが CH3 シグナルの分裂とシグナル強度比に反
映される。また、軸配位子 HDO に由来する CH3 シグナルが観測さ
れたことから、当該 H2O は一分子で孤立していることがわかる。
H2O, HDO, D2O の同位体効果は、ヘム鉄からヘムのポルフィリン環
の π 電子系を介した CH3 への不対電子の非局在化に影響を与え、
CH3 シグナルの常磁性シフトに反映される。複合体の CH3 シグナ
ルは、ヘムが擬 2 回回転対称軸に関して 180°回転した表と裏の 2
通りの配向の存在のため、それぞれ 2 組観測される。 

Fig. 7. Proto(Fe3+)-6mer複合体 (A)、ヘム近傍の構造 (B)、外部配位
子 H2O と CN-の交換反応 (C)、Proto(Fe3+)-6mer 複合体に極微量の
CN-を添加して観測された 1H NMR スペクトル；H2O 溶媒(D)、D2O
溶媒(E)。(D’)と(E’)は、(D)と(E)の約 55-95 ppm の縦軸を拡大したス
ペクトル。(D’)で、赤丸は軸配位子 H2O のシグナルを示す。 
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