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研究成果の概要（和文）：細胞内シグナル分子としての一酸化炭素の機能を理解するため，我々が開発した人工
ヘモグロビンモデル錯体hemoCDを用いた検討を行った。まずhemoCDの細胞への作用について検討し，細胞内COの
定量をhemoCDをつかって正確に行うアッセイを考案した。このアッセイによって細胞内や動物体内におけるCOを
定量できるアッセイを確立した。さらにこのアッセイによりCOの体内動態を明らかにした。hemoCDと膜透過性ペ
プチドを組み合わせた系による細胞内COノックダウン，膜透過性を向上させたCO徐放分子の開発，代謝されても
COを発しないヘム誘導体などを合成し，細胞内COの生理機能解明のための化合物群を開発した。

研究成果の概要（英文）：In this study, to understand the physiological function of carbon monoxide 
as an intracellular signal molecule, we investigated utilization of the artificial hemoglobin model 
complex, hemoCD. hemoCD is a supramolecular complex functions as an in vivo CO scavenger. First, the
 function of hemoCD on cells was examined. As a result, we have established an assay that accurately
 quantifies intracellular CO using hemoCD. This assay could also be applied to quantify CO in animal
 tissues, which has filed a patent application. Using this assay, the pharmacokinetics of CO was 
clarified. Intracellular CO knockdown by a system combining hemoCD and a cell-permeable peptide 
(R8-hemoCD), development of CORM401-E, a CO-releasing molecule with improved cell-permeability, a 
heme derivative that does not emit CO when decomposed intracellularly, have been succeeded in 
developing a group of chemical tools that can be used to elucidate the physiological function of 
intracellular CO.

研究分野： ガスバイオロジー，生物無機化学

キーワード： 一酸化炭素　細胞分化　ポルフィリン　シクロデキストリン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は有毒ガスでありながら生体内シグナルメディエーターとして機能する一酸化炭素の生理作用について，
より深く理解するためのものである。細胞内では様々なシグナル伝達物質により情報が伝達され，細胞分化など
の生命が活動するために必要なプロセスを実施している。本研究では（１） 細胞内一酸化炭素を除去する方
法，（２）細胞および生体組織内に分布した一酸化炭素を簡単に定量する方法，（３）細胞内に一酸化炭素を効
率よくデリバリーする化合物，（４）細胞内で分解されるが一酸化炭素を発しないヘム誘導体などを開発するこ
とに成功した。これらの成果は一酸化炭素の生理作用に対する深い理解をもたらすものである。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
生体内には一酸化炭素(CO)が内在的に存在しており，ガス状シグナルメディエーターとして

様々な生理機能を有すると考えられている。しかしその生理機能の全容は明らかではない。解明
が難航する理由のひとつとして，内因性 CO を選択的に除去したノックダウン検体の構築が困
難であることが挙げられる。内因性 CO はそれのみをターゲットとして生合成されるのではな
く，生体内ヘムが代謝分解される際の副産物のひとつとして発生するため，従来の遺伝子工学的
なノックダウン法では，CO の発生を止めるだけではとどまらず，ヘムの代謝自体を阻害してし
まう。ヘム代謝不全の方が影響が大きく出てしまうため，CO の生理機能研究は難しい。 
我々は以前に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超分子錯体 hemoCD

を用いて，動物体内の CO を選択的に除去する実験系を報告した(Fig. 1)。hemoCD は CO に対
する親和性が極めて高く，生体内のあらゆる CO 結合部位から CO を奪うことが可能なツール
である。さらに生体毒性が低いために，他の生体機能に影響を与えることなく内因性 CO のみを
選択的除去できる優れたツールである。この化合物を用いると細胞内シグナル伝達を担う CO を
捕捉することにより細胞内で起こる CO が関与する様々なイベントを抽出することが可能とな
る。 
 

 
 
２．研究の目的 
本研究では，細胞内および生体内における内因性 CO のシグナル伝達物質としての役割を解

明するために，hemoCD を用いた新しい実験系を構築する。さらに CO の生理作用を解明する
ため，内因性 CO の濃度をコントロールできる新しいケミカルツールの構築を試みた。さらにこ
れらのケミカルツールをもちいて，細胞分化プロセスにおける CO の役割を解明することにつ
いて検討した(Fig. 2)。 
 
３．研究の方法 
まず細胞内 CO を除去する系を構築するために，hemoCD を細胞内に導入することを試み

た。2017 年に我々は(Fig. 2)に示したオリゴアルギニン修飾 hemoCD (R8-hemoCD)を用いた
細胞内 CO の除去について報告した。この R8-hemoCD を用いた細胞内 CO のノックダウン実
験を構築した。それと並行して，R8-hemoCD は合成収率が低く実験に用いる R8-hemoCD を
確保することが困難であったため，膜透過性ペプチドであるペネトラチンと，(Fig. 1)に示した
未修飾の hemoCD を混合することにより，静電相互作用により非共有結合的に生成する
hemoCD-ペプチドナノ粒子を細胞内導入することについても検討した。 
さらに細胞内 CO 濃度を効率的に上昇させるためのケミカルツールとして，膜透過性の高い

CO徐放分子CORM401-Eを新規に設計し合成した(Fig. 3a)。このCORM401-Eは従来のCORM
と比べて CO 送達量が 5-10 倍向上することを見出した。この化合物については特許申請し，一
般研究用試薬として市販することを検討するまでに至った。この CORM401-E を用いた細胞内

Fig. 1. 生体内 COレセプターhemoCD.  
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Fig. 2. R8-hemoCD による細胞内 CO捕捉.  



CO のシグナル伝達物質としての機能評価を行い，特に細胞分化プロセスに与える影響について
の検討を行った。さらに細胞内でヘムオキシゲナーゼによって代謝分解されても CO を発しな
い-メチルヘムの合成および機能評価を行った(Fig. 3b)。この-メチルヘムを HeLa 細胞に加え
ることにより，細胞内ヘムオキシゲナーゼ-1 (HO-1)の発現が誘導される一方で細胞内 CO 濃度
の上昇が見られないことを確認した。この化合物を用いることにより，細胞内ヘムおよびそのヘ
ムの代謝により発生する内在性 CO のそれぞれの影響を分離して考察できる系を構築した。 
 

４．研究成果 
細胞内 CO の機能を調査するために膜透過性ペプチドによる超分子細胞内導入に関する研究

を行い，論文として報告した(ChemBioChem, 2021; ACS Applied Bio Materials, 2020)。膜透過性ペ
プチドとしてオクタアルギニン(R8)およびペネトラチンを利用して，hemoCD の基本骨格となる
ポルフィリン-シクロデキストリン包接錯体の細胞内導入効率の検討を行った。 
 また細胞および生体組織における CO を鋭敏に定量できるアッセイを hemoCD を用いて確立
した(Communications Biology, 2021; 特許申請: 一酸化炭素の定量方法(同志社大学))。この CO 定
量アッセイを用い，外部から吸入した CO が生体内においてどこにどの程度分散するのかを検討
し，CO 中毒のメカニズムについて言及した(同志社大学よりプレスリリース) (Fig. 4)。さらにこ
の系を発展させ，火災現場等で発生する CO 中毒に対する解毒剤としての hemoCD の利用につ
いての研究も進めた(Chem. Commun., 2021，特許申請：解毒剤及び解毒剤用キット(同志社大学))。 
 (Fig. 3a)に示した膜透過性を付与した CO デリバリーツール CORM401-E の合成を確立し，機
能評価を行って特許出願および取得を果たした(特許申請：新規化合物、炎症性疾患の予防及び
／又は治療のための薬剤、又は、一酸化炭素送達物質(同志社大学))。(Fig. 3b)に示した-メチル
ヘムに関しては合成が完了し，細胞内に投与してヘムオキシゲナーゼの亢進および CO が発生
しないことを確認した。今後これらのツールと hemoCD の系を組み合わせて，細胞内 CO の機
能解明に向けた総合的なアプローチを検討する。 
 以上，本研究期間内において細胞内 CO の生理機能を調査するための化合物(ケミカルツール)
の合成および機能評価，実験的手法の確立などを行った。一方で本来の目的であった細胞分化に
おける CO の機能解明についてはやや研究の進行が遅れたため現在も調査を引き続き進めてい
る段階である。ケミカルツールの創成および新規 CO 定量アッセイの確立等，本研究期間におい
て複数の新たな研究手法が生み出されたことから一定の成果を還元できたものと考えている。 
 
 

 
 
 

Fig. 3. 細胞内 COを研究するためのケミカルツール. 

Fig. 4. hemoCD アッセイにより外来性 COの生体内分布を明らかにした. 
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