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研究成果の概要（和文）：線虫をモデルとしてb561タンパク質の生理機能解明を行った。線虫の7種のb561ホモログの
内、Cecytb-5、Cecytb-1、Cecytb-2の3種についての研究を行った。Cecytb-1は咽頭、卵巣に発現して神経伝達物質生
合成と関係している事が想定された。Cecytb-5は卵巣で発現している事がわかった。我々は以前にCecytb-2が腸で発現
し線虫のDcytbとしての機能を持つことを明らかにしている。メタノール資化性酵母を用いた発現系を構築し、Cecytb-
1とCecytb-5タンパク質の発現と精製に初めて成功した。共にヘム結合型として調製でき、アスコルビン酸による素早
い還元を示した。

研究成果の概要（英文）：Nematode was used as a model for the elucidation of physiological function of 
b561 protein. Of the seven b561 homologs of the nematode, we studied three of them, i.e., Cecytb-5, 
Cecytb-1, Cecytb-2. Cecytb-1 was found to be expressed in pharynx and ovary, and was thought to be 
related to the neurotransmitter biosynthesis. Cecytb-5 was found to be expressed in the ovary. We 
previously found that Cecytb-2 is expressed in the intestine and has a function as Dcytb in the 
nematodes. We constructed the expression system for these proteins using methanol-assimilating yeast and, 
for the first time, succeeded in the expression and purification of both Cecytb-1 and Cecytb-5 proteins. 
Both proteins can be prepared as a heme-binding holo-type and showed a rapid reduction by ascorbic acid.

研究分野： 生物化学

キーワード： 膜タンパク質　cytochrome b561　ビタミンC　アスコルビン酸　鉄代謝　電子伝達　シトクロムb561　C
aenorhabditis elegans

  ３版



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	

 

１．研究開始当初の背景 
	 Cytochrome b561は元々は高等哺乳動物の
神経組織において発見されたが，現在では高
等動物に限らず，昆虫類，扁形動物，さらに
は，植物などにおいても存在している事が明
らかになっている。しかしながら，これら他
生物種における cytochrome b561の生理機能
に関しては詳しい事は分かっていない。例え
ば植物には cytochrome b561ファミリー属す
るタンパク質が複数種存在する事が明らかと
なっており，その生理機能は植物液胞膜中に
おける鉄イオン貯蔵に関連したものではない
かと考えられてはいるものの，確固たる証拠
は得られていない。ヒトには6種類が存在す
る。具体的には①神経系CGcytb561，②小腸
絨毛細胞 Dcytb，③Lcytb，④癌抑制遺伝子
候補産物 101F6，⑤hb561-3S，⑥SDR-2，
の6種類である。いずれも6回膜貫通型の疎
水性タンパク質であり，2 個のヘムを含有し
ている。これらの内，①②についてはかなり
研究が進み，細胞質に存在するアスコルビン
酸(AsA)の還元当量を利用して膜貫通電子伝
達を行い，膜の反対側で, ①の場合には小胞
内神経伝達物質の生合成を行い，②の場合で
は酸化鉄の還元を行うことにより，鉄イオン
の細胞内取り込みにおいて機能している。し
かしこれら以外はその生理機能は不明である。 
	 モデル生物である線虫 Caenorhabditis 
elegans（C. elegans）について，その全ゲノ
ム情報をもとにアミノ酸配列相同性から検索
した結果，全部で７種類（Cecytb-1〜7）の
ファミリーメンバーが存在する事が分かって
いるが,これらの生理機能は不明である。 
	 我々は既に線虫の 7種の cytochrome b561
ファミリーメンバーの遺伝子を得ており，そ
れぞれについての包括的な分子生理機能解析
を進めている。具体的手法としては，①タン
パク質レベルでの分子機能を明らかにするた
め，メタノール資化性酵母Pichia pastorisを
用いた膜タンパク質発現系を利用して，それ
ぞれのタンパク質を発現・精製することによ
り，その分子的性質や電子伝達反応機能を解
析 す る 。 ② 特 異 的 抗 体 や in situ 
hybridization を利用した組織染色法等によ
り，mRNAやタンパク質の発現部位・発現時
期の両面にわたる時空間的な挙動を解析する。
③ 線虫に対して RNA 干渉法 (RNA 
interference)を用いることにより，それぞれ
の cytochrome b561の発現をknock downし
た際に線虫の表現型にどのような影響が生ず
るかを解析する。これら3つの解析手法によ
り個々の cytochrome b561タンパク質の分子
生理機能を包括的に解明できる。 
	 本研究では，既に研究を進めている
Cecytb-1, Cecyt-2, Cecyt-5 についての解析
を完成すると共に，残りのCecyt-3, Cecyt-4, 
Cecyt-6, Cecyt-7についても同様な3方面か
らの総合的解析を進める。これらの b561 の
予想される生理的役割としては，高等動物に
おいて既に報告されているような，①神経伝

達物質の生合成，②鉄イオンの取り込み・
貯蔵，に関与している可能性が高い。しか
し、未だ知られていないようなアスコルビ
ン酸の関与する膜貫通電子伝達を利用した
生理機能に関与している可能性も大きい。
これら分子生理機能を解明することが本研
究の目的である。 
 
２．研究の目的 
	 モデル生物・線虫 Caenorhabditis 
elegansにおけるcytochrome b561ファミリ
ーの役割を包括的に解明し，高等生物にお
ける多様な cytochrome b561ファミリーの
生理機能の解明を目的とする。線虫には 7
種の cytochrome b561ファミリーメンバー
が存在するが，まず①酵母Pichia pastoris
を用いた膜タンパク質発現系を利用して発
現・精製し，その分子レベルでの機能を解
明する。同時に，②線虫のモデル生物とし
ての利点を最大限利用し，これらのb561タ
ンパク質が線虫体内においてはたす役割を
細胞内小器官レベル，細胞レベル，組織レ
ベル，個体レベルにおいて解析することに
より｢分子生理機能｣を解明する。これによ
り，ヒト等の高等動物での cytochrome b561
の生理機能を明らかにすると共に，ヒトな
どへの寄生性線虫に対する応用薬剤開発も
目指す。 
 
３．研究の方法 
	 線虫 cytochrome b561ファミリー7 種の
タンパク質レベルでの分子機能を明らかに
するため，メタノール資化性酵母 Pichia 
pastorisを用いた膜タンパク質発現系を利
用してそれぞれのタンパク質を発現・精製
し，その分子的性質や電子伝達反応機能を
解析する。②特異的抗体や in situ 
hybridization を利用した組織染色法等に
より，cytochrome b561それぞれのmRNA
やタンパク質の発現部位・発現時期の両面
にわたる時空間的な挙動を解析する。③線
虫に対して主に feeding 法に基づく RNA
干渉法(RNA interference)を用いることに
より，それぞれの cytochrome b561の発現
を knock down した際に,線虫の表現型に
どんな影響が生ずるかを解析する。これら
3 つの解析手法を総合的に用いることによ
り cytochrome b561タンパク質の分子生理
機能を包括的に解明する。 

(1) Cecyt-3, Cecyt-4, Cecyt-6, Cecyt-7 遺伝子
について，pBluescript II KS(+)ベクター中
から酵母発現用ベクターpPICZB中に導入
し，酵母Pichia pastoris GS115株を形質
転換する。この際，b561遺伝子は酵母ゲノ
ム中に相同組換えによって組み込まれる。
培地中の抗生物質 zeocin の濃度を徐々に
増加させた条件で培養を重ねることによる
post transformational vector 
amplification 法によって b561遺伝子を高
コピー数含有する酵母を作製する。培養後，



 

 

メタノール添加によるタンパク質発現誘導を
行い，Cecyt-3, Cecyt-4, Cecyt-6, Cecyt-7タ
ンパク質をNi-NTAアフィニティークロマト
グラフィーにより精製する。 

(2) 精製タンパク質それぞれについて,紫外可視
吸収，MALDI-TOF-MS, EPR，酸化還元電
位測定を行い、b561タンパク質としての基
本的性質を把握する。（参考例：図 2 に
Cecyt-2タンパク質の発現・精製の例を示し
た。）次いで，stopped-flow法によりアスコ
ルビン酸(AsA)からの電子受容反応を解析
する。さらにパルスラジオリシス実験によ
り，発生させたモノデヒドロアスコルビン
酸(MDA)ラジカルへの還元型ヘムからの電
子供与反応と，引き続いて起こる溶液中の
AsAから酸化型ヘムの再還元過程の解析を
行う。これにより AsA，MDA ラジカルと
の間の電子伝達の分子機構を解明する。こ
の際，diethylpyrocarbonate (DEPC)による
AsAからの電子受容能の阻害の有無が「協調
的プロトン/電子伝達機構」有無の指標となる。 

(3) Cecyt-3, Cecyt-4, Cecyt-6, Cecyt-7 遺伝子
より転写されて生ずる mRNA をターゲッ
トとする in situ hybridizationによる発現
部位の解析を行う。この際，神経組織での
分布に注意を払う。今まで、Cecyt-1, 
Cecyt-2, Cecyt-5の3種類のmRNAに対し
ての in situ hybridization解析を行ってい
るが，Cecyt-1, Cecyt-2には全く神経系での
分布が見られなかった。 

(4) Cecyt-3,Cecyt-4,Cecyt-6,Cecyt-7 それぞれ
のタンパク質のC末端部分のターゲットと
する特異的抗体作成を目指して，DHFRと
の融合タンパク質を大腸菌で発現・精製す
る。高純度に精製した融合タンパク質をウ
サギに免疫注射することにより（外部業者
に委託），特異的抗体を調製する。特異的抗
体をアフィニティークロマトにより高純度
精製し, Cecyt-3, Cecyt-4,Cecyt-6,Cecyt-7
それぞれのタンパク質の発現分布を蛍光染
色法により解析する。この解析結果が in 
situ hybridization より得られた結果と比
較して妥当なものかどうかを検証する。 

(5) 線虫神経系は頭部に集中する神経節と腹部神
経索(ventral nerve cord)とから構成されて
いる。感覚器官も頭部に集中し 18 の感覚子
から構成されている。感覚子は化学的刺激を
受容する２つのアンフィド(amphid)感覚子
と機械的刺激を受容する16感覚子からなる。
感覚子を構成する感覚ニューロンは介在ニ
ューロンや運動ニューロンと共に神経節を
構成し,腹部神経索から伸びる神経突起と共
に神経環(nerve ring)を成し中枢神経となっ
ている。１つのアンフィド(amphid)は1個の
鞘細胞,2 個のソケット細胞,12 個のニューロ
ンからなる。鞘細胞は神経線維を取り囲んで
おり,その細胞質中には発達したゴルジ装置
とマトリックスを封入した小胞が多数存在
していることが知られている。 

(6) このように線虫は非常に発達した神経系を持

つ。そのため,アセチルコリン,アミド化神
経ペプチド,カテコールアミン等,高等動物
と同様な神経伝達物質生合成系を有してい
る。実際にY71G12B.4やT19B4.1の遺伝
子産物が高等動物の PAM酵素に相当する
神経ペプチドアミド化反応を行っていると
考えられる。またドーパミン β水酸化酵素
(DBH)のホモログとして,チラミン β 水酸
化酵素（TBH）遺伝子tbh-1を有している。
TBH は神経伝達物質の一種であるチラミ
ンから同じく神経伝達物質であるオクトパ
ミンを生合成しており,その分子機構はド
ーパミンからノルアドレナリンを生合成す
るDBHとほとんど同一である。したがっ
て, 神経内分泌小胞内で TBH に電子を供
与しているアスコルビン酸(AsA)を膜中の
cytochrome b561が再生している可能性は
非常に高いと言える。 

(7) しかし高等動物神経系型b561にそのアミノ
酸配列の相同性が高い Cecyt-1,Cecyt-2 は
何れも神経系特異的な分布は示さなかった
（図 1 参照）。一方,相同性が低い Cecyt-5
についての in situ hybridizationの結果は
アンフィド(amphid)部分での発現を示し
た（図 3 参照）。おそらく鞘細胞中に発現
していると考えられる。このことは
Cecyt-5が神経型 b561の分子生理機能を持
つことを意味しているかもしない。 

(8) この結果を証明するため, Cecyt-3, Cecyt-4, 
Cecyt-6, Cecyt-7 遺伝子についてRNAi実
験(feeding法, soaking法)を行い,線虫にど
んな表現型が出るか解析する。このため両
端にT7 promoterを持つようにL4440プ
ラスミドに各 b561遺伝子を挿入し dsRNA
転写を誘導する。 
 
４．研究成果 

(1)平成25年度成果 
  線虫 Caenorbabditis elegans をモデル生物
として用いる事により b561タンパク質の生理
機能解明を目指した。線虫には7つのb561フ
ァミリータンパク質(Cecytb-1 〜 Cecytb-7)が
存在している。その中で他のファミリータンパ
ク質とは異なり、C末端部分に余分な疎水性α-
ヘリックスを持つため7回膜貫通構造をとると
推定されている Cecytb-5 に関する研究を進め
た。Cecytb-5 タンパク質には 2 つのアイソフ
ォーム（新規配列を Cecytb-5-1 、データベー
スに登録済みのものを Cecytb-5-2 と命名）が
存在することを明らかにしている。まずメタノ
ール資化性酵母 Pichia pastoris に対して
pPICZ-B ベクターを用いた遺伝子組換えを行
い、ミクロソーム膜中に発現させたCecytb-5-1
タンパク質と Cecytb-5-2 タンパク質の可溶
化・部分精製方法を確立した。部分精製標品に
ついて酸化・還元時の可視吸収スペクトルを測
定し、2種類のアイソフォームタンパク質の構
造的差違とAsA(アスコルビン酸)による還元性
という機能的差違の相関について調べた。次い
で、Cecytb-5-2 タンパク質の線虫体内におけ



 

 

る発現局在をしらべるため、in situ hybridization 
によりcecytb-5-2遺伝子が転写される部位を明ら
かにし，次に Cecytb-5 タンパク質の親水性ルー
プ部分に結合する特異的抗 Cecytb-2 タンパク質
の親水性ループ部分に結合する特異的抗ペプチ
ド抗体を用いて免疫染色を行い、Cecytb-2タンパ
ク質が発現する器官を明らかにした。また、
Cecytb-2 タンパク質の線虫体内における生理機
能の解明をめざして RNA 干渉(RNAi)を行った。
Cecytb-5-2 遺伝子を元に合成した dsRNA を
Salking 法により線虫体内に導入し、Cecytb-5-2
遺伝子をノックダウンした線虫と通常の培養方
法で得られた線虫の表現型を比較した。 

 
(2)平成26年度成果 
	 線虫をモデル生物として用いる事により、
cytochrome b561 タンパク質の生理機能解明を
目的とした研究を行っている。ゲノム解析により
線虫には 7 つの b561 ファミリータンパク質
(Cecytb-1〜Cecytb-7)が存在している事がわかっ
ている。今年度はそのアミノ酸配列から考えて、
ヒトを含む高等動物の脳神経系に特異的に発現
している GCcytb561 に最も類縁と考えられる
Cecytb-1に関しての研究を進めた。まずメタノー
ル資化性酵母Pichia pastorisとpPICZ-Bベクタ
ーを用いた遺伝子組換え体の作成により、資化性
酵母のミクロソーム膜中に発現させた Cecytb-1
タンパク質の可溶化と部分精製方法を確立した。
部分精製標品に対して分光学的解析を行い、神経
型b561と非常に良くにた性質(可視吸収スペクト
ル、アスコルビン酸による還元性)を示す事がわか
った。続いて、Cecytb-1タンパク質の線虫体内に
おける発現局在を調べた。まず in situ 
hybridization による遺伝子発現部位の解析を行
った。その結果、adult 期の卵巣においてその転
写発現していることが判明した。さらにCecytb-1
タンパク質の親水性 C 末端部分に特異的に結合
する抗ペプチド抗体を用いた免疫染色を行った。
その結果、Cecytb-1タンパク質は咽頭、卵巣に発
現していることがわかった。これらの発現部位は
線虫の神経伝達物質オクトパミンの生合成を行
っている酵素 TBH(tyramine β-hydroxylase)の
発現局在と似ていることがわかった。最後に
Cecytb-1 タンパク質の線虫体内における生理機
能を調べるため RNA 干渉(RNAi)を行った。
Cecytb-1 遺伝子を元に大腸菌で発現作成した
dsRNAをSoaking法により線虫体内に導入して
遺伝子発現をノックダウンする事を試みたが、こ
の遺伝子は抑制効果を受けにくい事が判明した。 
 
(3)平成27年度成果 
	 今年度はそれらのアミノ酸配列を考慮して、ヒ
トを含む高等動物の腸組織に特異的に発現して
いる Dcytb に最も類縁であると思われる
Cecytb-2 に関しての研究を推進した。この
Cecytb-2については、以前に当研究室所属の三浦
氏によって、線虫の腸組織に発現しており、線虫
での Dcytb としての生理機能を持つことが明ら
かにされており、またメタノール資化性酵母
Pichia pastorisとpPICZ-Bベクターを利用した

大量発現系の構築と発現タンパク質の高純度
精製方法も確立されている。 
	 今回の研究においては、一昨年に明らかに
された植物シロイヌナズナの cytochrome 
b561のX線結晶構造解析で得られた情報を元
に、Dcytb の持つ酸化鉄還元活性 (ferric 
reductase)発現のための鉄イオン結合部位を明
らかにする事を目指した。そのため、7種類の
部位特異的変異体（D64S, T123H, T132Y, 
T132F, E199S, D207S, E215A）発現用プラス
ミドを pPICZ-B ベクターを利用して作成した。
これらの内、鉄イオンの還元活性に与える影響
が大きいと考えられたD64SとE199S変異体
について、実際に酵母を pPICZ-B プラスミド
を用いて形質転換した。高コピー株を選定し、
変異タンパク質を発現・精製した。精製後の
D64S および E199S 変異タンパク質標品はい
ずれもAsA(アスコルビン酸)還元によって直ち
に還元され、特徴的な 561nmにピークを持つ
可視吸収スペクトルを示した。SDS-PAGE に
よる解析でも単一バンドを示した。このことか
ら、これら2種類の変異タンパク質は正しくフ
ォールディングをしており、ヘム結合型として
精製できていることが分かった。 
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