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研究成果の概要（和文）：有毒ガスである一酸化炭素(CO)は、生体内においてはヘムの代謝過程において常時産生され
ており、重要な役割を担うと言われているが、その生理機能の全容は明らかになっていない。本研究では、COを選択的
に捕捉できる超分子ヘムタンパク質モデルhemoCDを使って、生体内から選択的にCOを除去し、そのときの生体内反応を
見る事によってCOの生理機能を探索することを試みた。その結果、マウス体内から内在性COを消去することに成功し、
その際に欠乏したCOを補うようにフィードバック産生機構が働くことを明らかにした(J. Am. Chem. Soc. 2016, 138, 
5417-5425).

研究成果の概要（英文）：Carbon monoxide (CO), a well known toxic gas, is continuously produced in the 
living body. Although the endogenous CO is considered to function in the biological system, the role of 
CO in biology has not been fully understood. Here, to investigate the biological function of endogenous 
CO, we utilized a supramolecular heme protein model complex, hemoCD, to remove endogenous CO from the 
living organisms. HemoCD was capable of quantitatively removing endogenous CO in the mice body due to its 
extremely high CO affinity. As a result, we succeeded to completely remove CO from the mice body, in 
which we found a biological feedback mechanism of endogenous CO to compensate the lack of Co in the 
living organisms (J. Am. Chem. Soc. 2016, 138, 5417-5425).

研究分野：生体内超分子化学
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１．研究開始当初の背景 
	 近年, 「ガスバイオロジー」と呼ばれる
ガス分子を介した新しい生体制御機構に関

する研究分野が開拓され, 国内外の主たる
研究機関で積極的に研究が進められている. 
生体内の代謝過程により産出する低分子ガ

スの中には, 抗炎症作用や抗酸化作用など
を示すものがあり, これらの効果に注目が
集まり, 外部からのガス吸引による薬理効
果が医療研究機関において検討されている. 
特に一酸化窒素(NO), 一酸化炭素(CO)およ
び硫化水素(H2S)の 3つのガス分子は, いず
れも猛毒性のガスとして知られる一方, 200 
ppm程度の適度な吸引による生体防護効果
が顕著であり, 医療応用に関する検討が進
められている. しかしながら, これらのガ
ス分子の作用機序には未解明な領域が非常

に多い. 
	 NO, CO および H2S は, それぞれ対応す
る酵素反応によって細胞内で生産されてい

る. このような内因性分子の生理機能を検
討するための有効な手段として, 遺伝的に
それぞれの合成酵素をノックアウト(KO)
し, その表現型(phenotype)を観察する方法
が挙げられる. 実際にアルギニンから NO
を合成する酵素 NOS や, システインから
H2S を合成する酵素 CBS および CSE を欠
乏した KO マウスが作製され, NO および
H2S の生物学的役割が検討されてきた[文
献 1]. 一方, COには直接的な合成酵素が存
在せず, 酵素ヘムオキシゲナーゼ(HO)によ
るヘム代謝分解の際の副生成物として発生

するのが唯一の生体内 CO源である. HOを
遺伝的に KOすると, COの欠如と同時にヘ
ムの代謝不全となり , 有毒なフリーヘム
(ヘミン)が細胞内で蓄積してしまい, 純粋
に CO のみを KO した検体を作ることは困
難である. 生体内で CO を選択的に除去す
る手段がないために, CO の生理機能の研
究は NOや H2Sと比べて遅れているのが現
状である. 
 
２．研究の目的 
	 申請者は過去の研究において, 水中で機
能するミオグロビンモデル化合物として, 
シクロデキストリン二量体と水溶性アニオ
ン性ポルフィリン鉄(II)錯体から成る超分
子錯体 ”hemoCD”を開発した (Fig. 1a). 
hemoCDは, Collmanらのピケットフェンス
タイプのモデル化合物とは異なり, 水中・
室温でO2およびCOを可逆的に吸脱着する
唯一のモデル化合物である. 特に CO に対
する親和性が高く, ミオグロビンの約 1000
倍の CO 親和性を示す. さらに hemoCD は
NO とは錯体を形成しない特性がある. し
たがって hemoCDは生理条件で機能する非
常に選択性に優れた COレセプターである.	

そこで本研究では, 我々が開発した超分子
錯体 hemoCD を使って, 生体内一酸化炭素
を選択的に除去し, そのときに起こる生体
内反応を詳細に調べることによって, 一酸
化炭素の生体における生理機能を探索する
ことを試みた.  

 
Fig. 1. 超分子錯体 hemoCD による生体内
COの除去. 
 
３．研究の方法 
	マウスを用いた in vivo における実験では, 
hemoCDの PBS緩衝溶液をマウス腹腔に投与
して, 一定時間毎に解剖, 肝臓から組織を抽
出し, 遺伝子およびタンパク質発現状況につ
いてリアルタイム PCR やウエスタンブロッ
トなどにより評価した. また細胞を用いた in 
vitro の実験では, hemoCD を培地中に添加し
てその効果を見る実験と並行して, 細胞膜透
過を可能にするために hemoCDに膜透過性ペ
プチドを導入した新規 hemoCDの合成に挑戦
した. 
 
４．研究成果	
４−１.	マウス体内における CO のフィード
バック産生機構の発見 
 hemoCD をマウス腹腔に投与すると, 血中
における CO-Hb 量が有意に減少することが
明らかとなった(Fig. 2).  

Fig 2. hemoCD投与後における血中 CO-Hb量
の経時変化. 
 
 注目すべきことに, CO-Hb 量は一旦減少す
るが, 非常に速やかに元の定常値へと回復す
る挙動が観測された. すなわち, 一旦減少し
た COが恒常性維持のために産生が促されて
いるのではないかと推測された . そこで , 
hemoCD 投与後における肝臓内の CO 産生酵
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素であるヘムオキシゲナーゼ-1 (HO-1)の発
現量を観測した結果, 著しい誘導が観測され
た(Fig. 3).  

Fig. 3. hemoCD 投与後における肝臓内 HO-1
発現量変化 
	
すなわち, COが欠乏すると HO-1の活性が上
がり, CO の産生が促されることが明らかと
なった. さらにメカニズムを詳しく検討する
ために, CO 欠乏時における血中のヘミン濃
度およびビリルビン濃度を定量した(Fig. 4).  
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4. hemoCD投与後におけるマウス血中の
ヘミンおよびビリルビン濃度変化. 
	
両者において有意な上昇が見られた. これら
の結果を合わせて, 血中 CO の欠乏時におけ
る CO産生のフィードバック機構を次のよう
に考察した (Fig. 5). 血中からCOが除去され
ると, CO-Hbは血清中で酸化を受けやすいオ
キシ体(oxy-Hb)になる. ここで赤血球膜内に
存在する Hb であれば, 簡単に酸化させるこ
とはないが, 膜外に出たセルフリーの Hb の
場合, 内在する過酸化物により容易に酸化す
ることが知られている. 酸化された Hb は容
易にヘミンを血中に放出し, それがトリガー
となって HO-1を誘導するものと考えられる. 
HO-1 によるヘミン代謝によって新たに CO
が産生され, CO の恒常性が維持されること
が考えられる. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5. hemoCDによる生体内 COの除去とそ
れによるフィードバック機構. 
	

	
hemoCD の機能を細胞内で発揮させるため, 
シクロデキストリンの骨格に膜透過性ペプ
チドであるオクタアルギニンを導入した 
(Fig. 6).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6. R8-CD (OH体および OCH3体)の構造 
 
このシクロデキストリン(R8-CD)はポルフィ
リンを強く包接し, 細胞内へと移行すること
が共焦点顕微鏡測定により確認された(Fig. 
7).  
	
	
	
	
	
	
 
Fig 7. R8-CD/ポルフィリン包接錯体による細
胞内導入 
 
今後, この手法を用いて膜透過性 hemoCD を
合成し, 細胞内シグナル伝達系における内因
性 CO の生理機能解明について, 着手する予
定である. 
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