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研究成果の概要（和文）：ガス分子の受容体探索は、それ自体の技術的困難と、異なるガス分子

と受容体が構成する複雑なフィードバックが交錯する代謝システムの系統的解析が困難であっ

たために未開の領域であった。本プロジェクトではメタボロームと分子質量イメージングなど

の最新の質量分析技術と計算機科学による予測生物学的アプローチを駆使してこの問題を解決

し、新しい酸素センシング機構やストレス応答で変動する CO,NO, H2Sを介した細胞機能制御
機構を発見し、それらが構成する複雑かつ精妙なガス分子感受性代謝システム制御機構の存在

が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The multiplicity of gas actions and gas targets and the difficulty in measuring 
local gas concentrations obscures detailed mechanisms whereby gases exert their actions, and many 
questions remain unanswered. In this project, advanced mass spectrometry combined with 
high-performance computer technology allowed us to mine biological mechanisms for gas-responsive 
signal transducing systems. We also take an integrated approach to the interaction of gases by 
considering the physiological significance of CO, NO, and H2S on metabolic systems and 
energy-supporting enzyme systems including cytochrome c oxidase, a key target and central mediator of 
mitochondrial respiration. By evaluating gas-mediated control functions from both in vitro and in vivo 
perspectives, we attempted to elaborate on the complex multiple interactions of O(2), NO, CO, and H2S 
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理解が進みつつある。一方細胞内外に分布す
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る低分子化合物の生理的挙動や病態生化学

は水分子や酵素など限られた分子種の理解

は進んでいるものの包括的な理解は遅れて

いる。酵素反応の基質・生成物・アロステリ

ック調節分子となるこれらの化合物は生体

内で複雑な代謝ネットワークを形成してい

ると思われるが今日までその網羅的・定量的

解析法が存在したかったため生物学的研究

の進展が妨げられていた。 

 
２．研究の目的 
本研究では生体高分子の隙間に浸透し、低

分子の官能基を認識して部位特異的に結合

しその機能を調節できるガス分子による生

体制御の生物学（Gas Biology）の推進を目
指し、ガス分子の生成・受容・分配に関わる

主要標的分子を同定する。その具体的手段と

して分子・細胞・臓器レベルの各階層で目的

に応じて物理化学・構造生物学・生命情報科

学、計算機科学を利用し、学際的な研究アプ

ローチを積極的に導入して問題解決を図る。

ガス分子の生物作用の人為的制御法を確立

することにより、代謝の酸素依存性が問題と

なる幹細胞生物学や病原微生物統御などの

基礎医学研究、あるいは循環器疾患制御、救

急蘇生学などの臨床医学研究での展開を果

たすことを目標とする。 
 
３．研究の方法 
本研究は３つの柱：（１）メタボローム解

析法により探索されたガス分子受容蛋白質

と異なるガス分子との相互作用の構造生物

学的解析とその生物学的意義の解明、（２）

既知の低分子化合物がNOやH2Sなどの反応性

の高い分子と相互作用することにより新た

に生じる新規低分子化合物の探索とその生

物学的意義の解明、（３）体内で細胞膜を自

由に通過・移動すると考えられてきたガス分

子が、イオンチャネルやキャリア低分子との

複合体形成により生体内の特定のコンパー

トメントに分布し、生物活性を発揮する可能

性の検証、から構成される。 上記の研究の

３つの柱を確立するために（１）メタボロー

ム解析技術を支援するDifferential 

Metabolomics Display (DMD)、（２）振動分

光学を駆使したガス分子と生体高分子の相

互作用解析プラットフォーム、（３）ガス分

子の生物作用解析に必要な細胞・臓器・個体

レベルのIn vivo 実験医学的プラットフォー

ムを構築した。また課題推薦の観点に鑑み、

研究代表者・分担者の共同研究成果が「革新

的・学際的学問領域を創成する研究」に相応

しく、Gas Biology以外の研究領域への波及

効果(図右上赤字参照)を創出できるよう、研

究組織内でのcollaborationを通じて過去の

技術では不可能であった研究手法や技術開

発：計算機科学の積極的導入による問題解決、

希少試料におけるエネルギー代謝解析、

Predict- able medicineの可能性などに取り

組んだ。 

 
４．研究成果 
メタボローム解析技術と計算機技術の融

合により、ガス分子の濃度変化を感知して生
体防御に関わる多くの新しいメカニズムを
哺乳類、病原微生物などを用いて解明した。
ガス分子は金属中心を有する補欠分子族を
有する酵素を標的として生物作用を発揮す
ることから、その生物作用はメタボロームチ
ャート上にfootprintとして反映される。こ
の方法以外にもナノビーズに補欠分子を結
合させて標的たんぱく質候補分子を系統的
に探索する方法も確立して威力を発揮しつ
つある。さらに正常酸素供給を受けた組織と
虚血組織を弁別して代謝物を系統的に探索
できるImaging mass spectrometryを用いて
低分子代謝物の臓器内マッピングを行う技
術も本研究で確立できた。以下にそれらの成
果の一端を示す。 
(１)赤血球の hemoglobin を介した酸素セン
シング機構解明:計算機科学の融合による予
測生物学的解決 
  赤血球はヘモグロビン（Hb）のアロステ
リを巧みに調節して組織への効率的な酸素
運搬を実現していることは古くから知られ
ている。我々は大規模細胞代謝シミュレーシ
ョンである E-Cell を元に構築した赤血球代
謝のシミュレーションモデルを用いて、「ど
の酵素（複数の酵素の組み合わせを含む）が
Hb の、Band III への結合で活性化されると
ATP 生成と 2,3-BPG 生成を同時に最適化でき
るか」を条件として低酸素状態の赤血球にお
ける代謝変動を予測し、CE-MS で実証的に得
られるメタボロームデータ、あるいは各種の
酸素環境下で 13C-glucose を用いた pulse 
chase metabolomeを計測することにより各実
験条件下での律速段階の系統的探索を行っ
て、仮想実験結果との照合を行った。その結
果、phosphofructokinaseとglycoroaldehyde 
3-phosphate dehydrogenaseがHbのBandIII
への結合を契機に活性化されるモデルが最
もよく metabolome データを再現すること、
13C-glucoseのpulse chase解析の結果、実際
に上記2つの酵素が低酸素依存性の律速を示



 

 

すことなどが実証された。 
（２） 部位特異的遺伝子改変技術による
Cytochrome c oxidase (CCO)の酸素感知機能
の解明 
  動物のCCOは、ミトコンドリア内膜に埋
もれた膜蛋白質複合体であり、呼吸鎖の末端
酸化酵素として分子状酸素を水に還元する。
本酵素は酸素消費に共役してマトリックス
から膜間腔へプロトンを能動輸送（プロトン
ポンプ）するため内膜内側が負の膜電位が発
生する。この膜電位・プロトン濃度勾配はATP
合成酵素を介したプロトンの膜内再駆入さ
れとATP合成に不可欠である。この反応によ
る酸素消費は体内での酸素消費の 95％以上
を占め、長年酸素センシングの候補分子と考
えられてきた。低酸素時には電子伝達が阻害
され、呼吸鎖上流の余剰電子から生じた活性
酸素（ROS）が低酸素シグナルとして作用し、
低酸素の警報機構として作用するとの仮説
が提唱されているが、そもそもROS量が酸素
濃度で規制されるためこの仮説には強い批
判がある。我々はこの問題を解決するために
CCO のプロトンポンプ活性が本酵素の酸素セ
ンシングの本態であると仮説を立て、その立
証を果たすべく電子伝達系を介した酸素消
費を変化させずにプロトンポンプ活性のみ
を欠失させた細胞の創出を果たした（文献
４）。13 subunit からなる本酵素の触媒中心
を構成するサブユニットＩは mitochondrial 
DNA でコードされている。哺乳類固有のアミ
ノ酸残基であるAsp51は、膜外側の酵素分子
表面近くに位置する残基で、酵素の酸化還元
によってその構造を変え、酸化型では酵素分
子内にあり、還元型では酵素分子表面に露出
し、ポンプサイトとして機能する残基である
ことが、兵庫県立大の吉川、大阪大の月原、
および教室の島田らの共同研究により示唆
された。このAsp51をAsnに置換すると、変
異酵素は酸素消費を維持したまま、プロトン
ポンプ活性を消失し、非共役呼吸となる。
我々はミトコンドリア移行シグナルを付与
した CCO の subunit 1 の Asp51Asn 変異体遺
伝子（ミトコンドリアDNAであるため、ミト
コンドリア移行シグナルを付与したコンス
トラクトを Genomic transfection）を Hela
細胞あるいはマウスに高発現させ、内膜上に
変異蛋白を発現させた dominant negative 
(DN) transgenic systemを創製した。この仕
組みを用いてCCOを介した酸素センシングに
おけるプロトンの役割を解析中である。 
（３） 造血幹細胞におけるHIF-1を介した
酸素感知機構の解明 
細胞内酸素依存性転写因子 HIF-1の

conditional knockout miceを作成し、エネ
ルギー代謝維持と幹細胞の生存機構に関し
て考察を進めた。造血幹細胞が、骨髄中で幹
細胞の居るべき場所（ニッチ）に局在し、ニ

ッチの低酸素環境効果によって特殊な代謝
状態が保たれ、幹細胞の自己複製能が保たれ
ているとの仮説を立てた。仮説の証明のため
に、Mx1-Cre Tg miceとHIF-1D-conditional 
KO miceとの交配し得られたマウスに
PolyI:C を投与することで、骨髄造血細胞を
含めた細胞のHIF-1発現を欠失させた。この
変異マウスの末梢血像はコントロール群と
比較して大きな変化は認められなかったも
の の , 骨 髄 造 血 幹 細 胞 分 画 (KSL: 
c-kit+Sca+Lin-)が変異マウスでは約 3 倍に
増加していること、また静止（G0）期にある
KSL 分画の細胞数が半減していることが分か
った。また、BrdUを用いた実験より、これら
のKSL細胞の増殖能が非常に亢進しているこ
とが明らかになった。 
(4) Stress-inducible CO に よ る
cystathionine E-synthase（CBS）を介した
H2S制御機構の発見 
 Stress による Heme oxygenase-1の誘導に
よって増加する CO が、含硫アミノ酸代謝の
律速酵素である CBS を阻害することにより、
この酵素が生成するH2Sの制御を行い、肝臓
に お け る 胆 汁 の ア ル カ リ 化 、 脳 の
neurovascular unitにおける低酸素性血管拡
張反応に関与することが示唆された。 
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