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研究成果の概要（和文）：超分子は複数の分子が制御された分子間相互作用によって集合した分子である。本研究では
、ドメインスワッピングによるタンパク質多量化を利用して機能性分子配列を行い、それらの構造と機能を調べた。
ヘム鉄を亜鉛に置換して光応答性を付加したシトクロムcはドメインスワッピングにより多量体を形成し、単量体の構
造と光化学的性質を保持したまま超分子化することが明らかとなった。また、ヘムタンパク質のミオグロビンとシトク
ロムc551のドメインスワップ多量体の構造と機能を明らかにした。これらの結果より、ドメインスワッピングを利用し
た機能性分子配列は多くのタンパク質に適用可能であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Supramolecules have been known as the molecules assembled with the regulated 
intermolecular interactions. In this research, we tried to arrange functional molecules with protein 
oligomerization by domain swapping and investigated their structure and function.
We succeeded to construct zinc-substituted cytochrome c oligomers from monomers, and showed that the 
structural and photochemical properties did not change after oligomerization. We also showed that the 
carbon monoxide binding rate constant of dimeric myoglobin was about twice larger than that of the 
monomer, although the active site structure was similar between the monomer and dimer. We showed that 
cytochrome c551 formed dimers by domain swapping and retained the redox potential after dimerization. 
These results suggest that protein oligomerization by domain swapping can be useful to arrange functional 
molecules.

研究分野： タンパク質科学
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１．研究開始当初の背景 

（１）超分子は複数の分子が共有結合以外の
分子間相互作用によって集合した分子であ
る。近年の超分子化学の発展は目覚ましく、
超構造を有する分子や高度な機能をもつ分
子など、従来の化学合成法ではつくるのが難
しい新規分子が次々とつくられている。 

 

（２）生体内には二重らせん構造の DNA や
脂質二重膜など天然の超分子が多く存在す
る。ポリペプチドからなるタンパク質にも超
分子を形成して機能するものがある。例えば、
光合成系の光捕集アンテナ分子（図１）のよ
うに、タンパク質が形成する超構造によって
バクテリオクロロフィルなどの機能性分子
が規則正しく精密に配列し、単体では実現不
可能な高率的の光エネルギー移動を行って
いる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２．研究の目的 

（１）私達は超分子のさらなる機能化のため、
高度に組織化されたタンパク質を使った超
分子を人工的に作れるのではないかと考え
た。タンパク質の中には前述のバクテリオク
ロロフィル以外にも様々な機能性分子を有
するものが存在し、そのようなタンパク質の
超分子を自在に構築できれば、機能性分子を
精密に配列することができる。 

ヘムタンパク質は機能性分子の鉄ポルフ
ィリン錯体（ヘム）を活性中心に有するタン
パク質である。ヘムタンパク質はヘム鉄に結
合する配位子やヘム周囲のアミノ酸残基に
よって機能が制御され、酸化還元反応や酸素
結合など様々な機能を示す。また、ヘム鉄を
亜鉛に置換した亜鉛ポルフィリンは光応答
性をもつことも知られている。 

 

（２）1990年代に入り、単量体のタンパク質
が部分構造を分子間で置き換えて（ドメイン
スワッピング）多量体をつくることが分かっ
てきた。リボヌクレアーゼ Aでは、タンパク
質のN末端領域やC末端領域を交換した異な
る 2量体や環状 3量体などの多量体構造が報
告されている。一方で、私達はこれまでにウ

マシトクロム cやウマミオグロビンなど様々
なヘムタンパク質のドメインスワップ多量
体の構造を明らかにしてきた。本研究では、
ドメインスワッピングによるタンパク質多
量化を利用した機能性分子配列を目的とし
て、ドメインスワッピングによる多量化がタ
ンパク質の構造および機能に及ぼす影響に
ついて検討した。具体的には、光応答性を有
する亜鉛置換シトクロム c を多量化し、多量
体の構造と光化学的特性を調べた。また、電
子伝達を機能とする緑膿菌由来シトクロム
c551 と酸素や一酸化炭素(CO)と結合するミオ
グロビンの多量体の構造および機能をそれ
ぞれ調べた。 

 

３．研究の方法 

（１）ヘムタンパク質であるウマシトクロム
c のヘム鉄をフッ化水素との反応により取り
除き、その代わりに亜鉛挿入した光応答性の
亜鉛置換シトクロム cを作製した。亜鉛置換
シトクロム c のドメインスワップ多量体を形
成させ、それらの亜鉛置換シトクロム c の吸
収、円二色性(CD)、蛍光スペクトルを測定し、
多量体における亜鉛ポルフィリン近傍の構
造を調べた。また、溶液中の多量体構造を X

線小角散乱測定により調べた。 

 

（２）緑膿菌由来シトクロム c551とウマミオ
グロビンのドメインスワップ多量体を作製
し、それぞれの二量体の構造を X線結晶構造
解析により明らかにした。シトクロム c551 2

量体の酸化還元電位とミオグロビン 2量体の
CO結合挙動を調べ、機能解析を行った。 

 

４．研究成果 

（１）ウマシトクロム cをフッ化水素-ピリジ
ン溶液と反応させ、その後酢酸亜鉛と混合す
ることにより亜鉛置換シトクロム cを調製し
た。亜鉛置換シトクロム c溶液に終濃度 60% 

(v/v)になるようにエタノールを添加した後、
凍結乾燥し、試料を緩衝液に再溶解させると、
2 から 4 量体までの亜鉛置換シトクロム c 多
量体が形成した。それぞれの多量体をゲルろ
過クロマトグラフィーにより精製した。亜鉛
置換シトクロム cの 2から 4量体は単量体と
吸収および蛍光スペクトルが類似していた
ことから、活性部位構造および光化学的特性
は多量体と単量体で大きな違いが無いこと
が示された（図２）。また、CDスペクトル測
定より、二次構造も多量体と単量体で類似し
ていることが分かった。これらの結果は亜鉛
置換シトクロム c が単量体の構造および光化
学的性質を保持して多量体を形成可能であ
ることを示唆している。X線溶液散乱測定に
より、亜鉛置換シトクロム cは多量化すると、
鎖状に連結した構造をとることが明らかと
なった（図３）。多量体の鎖状構造は、天然
のシトクロム cにおいても観測されており、
ヘム鉄の亜鉛置換は多量体の溶液構造にも
大きな影響を及ばさないことが示唆された。 

図１ 光捕集アンテナ分子 LH2 の構造
（PDB:1LGH）。バクテリオクロロフィル
Mg錯体が環状に配列している。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）緑膿菌由来シトクロム c551 に終濃度
80% (v/v)になるようにエタノールを添加し、
得られた沈殿を緩衝液に再溶解させ、ゲルろ
過クロマトグラフィーにより分析すると、2

から 4 量体のシトクロム c551多量体が形成し
ていた。吸収および CD スペクトルにより、
精製したシトクロム c551 2 量体は単量体で類
似した活性部位および二次構造を有するこ
とが示された。サイクリックボルタンメトリ
ー測定により、シトクロム c は 2 量化しても
単量体と酸化還元電位がほとんど変わらな
いことが明らかとなった。X線結晶構造解析
により、シトクロム c551 2量体は N末端ヘリ
ックスとヘムを含む領域を分子間で交換し
た構造をとっており、C 末端ヘリックスを交

換するウマシトクロム c とは異なるドメイ
ンスワップ構造をとることが明らかとなっ
た（図４）。これらの構造の違いから、同じ
シトクロム c ファミリーに属するタンパク質
であっても、ドメインスワッピングにおいて
交換する構造領域と残りの構造領域を繋ぐ
ヒンジループと呼ばれる部分がシトクロム c

の種類によって異なることが分かった。緑膿
菌由来シトクロム c551とウマシトクロム c の
ドメインスワッピングにおけるヒンジルー
プはそれぞれのタンパク質において知られ
ている最も不安定な部分構造と一致してい
たことから、構造の不安定な領域がヒンジル
ープになる傾向があることが示唆された。ま
た、ヘムの配位子である 61 番めのメチオニ
ン残基をアラニンに置換するとタンパク質
の二次構造が僅かに崩れ、多量体をほとんど
形成しなかったため、タンパク質の二次構造
の安定性が多量体形成に重要であることが
分かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３）ウマミオグロビンに終濃度 10% (v/v)

となるようにエタノールを添加した後、凍結
乾燥し、得られた粉末を緩衝液に溶解した。
ゲルろ過クロマトグラフィーにより、2 量体
を精製した。2 量体のヘム鉄を CO 雰囲気下
においてジチオナイトで還元し、CO 結合型
ミオグロビンを調製した。吸収、赤外振動、
ラマン共鳴スペクトル測定により、ミオグロ
ビンのヘム鉄に結合している CO 周辺の環境
は 2量体と単量体で類似していることが示さ
れた。光照射したミオグロビンではヘム鉄か
ら CO が外れ、デオキシ状態と呼ばれるヘム
5 配位構造をとる。光照射後のミオグロビン
2 量体と単量体のナノ秒時間領域における構
造変化の速度には大きな差が見られなかっ
た。一方、CO 再結合は 2 量体の方が単量体
よりも約 2 倍速いことが明らかとなった。2

量体では、CO を取り込むと考えられている

図４ シトクロム c551 単量体（上、
PDB:351C）と 2 量体（下、PDB: 3X39）
の構造。 

図２ 亜鉛置換シトクロム cの単量体(赤)、
2量体(青)、3量体(緑)、4量体(桃)の吸収お
よび蛍光スペクトル。 

励起波長 

428 nm 

図３  亜鉛置換シトクロム cの X線溶液散
乱曲線（左）と散乱曲線より計算されたモ
デル構造（右）。 



部位が単量体よりも拡張しており（図５）、
この構造の違いが CO 結合速度の増加に繋が
ったと考えられる。 
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