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研究成果の概要（和文）：一酸化炭素(CO)は, ヘムオキシゲナーゼ(HO)によるヘム代謝分解の

際に副生成物として常に発生しており, 生体内におけるシグナル伝達分子として機能すると考

えられているが, その詳細な作用機構は明らかになっていない部分が多い. 我々が開発した超

分子ヘムタンパク質モデルhemoCDは, 水中で酸素(O2)およびCOと可逆的に結合し, 特にCO

に対してヘモグロビン(Hb)よりも遥かに高い親和性を示す. 本研究では, このhemoCDを用い

て生体内から COを除去し, そのときに起こる遺伝子的な変化を観測した. さらに hemoCDの

細胞内導入を検討するため, 膜透過性ペプチドであるオリゴアルギニンと hemoCD を組み合

わせた系について検討し, フリーベースのポルフィリンを有する hemoCD 類似の錯体の細胞

内導入を達成した.   

 

研究成果の概要（英文）：Carbon monoxide (CO) is continuously produced in the eukaryotic organisms 

during degradation of hemin by heme oxygenase (HO). The biological roles of CO in the living 

organisms have not been fully understood because of lacking of knockdown method for endogenously 

produced CO. We have shown that a supramolecular complex, hemoCD, strongly binds CO higher than 

that of hemoglobin. In the present study, hemoCD was used for removal of CO in the living organisms 

and genetic response upon removal of CO was investigated. Furthermore, for monitoring the depletion 

effect of CO in the human cells, the hemoCD scaffold was conjugated with an octaarginine peptide that 

has a strong ability to bring molecules into the cell interior. This conjugate, R8-hemoCD, was smoothly 

taken by the HeLa cells without significant toxicities. 
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１．研究開始当初の背景 

 一酸化炭素(CO)は一般的に有毒ガスとし
て知られているが, 一方で 200 ppm 程度の
CO ガスの吸入が肝臓および腎臓の虚血・再
灌流時に起こる炎症傷害を著しく抑制する
ことが判明して以来, 適量摂取による抗炎症
作用, 血圧降下作用および抗アポトーシス作
用などの CO の『正の効果』が次々と発見さ
れ, 近年その医療効果に注目が寄せられてい
る. 生体内で CO はヘムオキシゲナーゼ(HO)

の作用によりヘムが代謝分解される際にビ
リベルディンと共に発生し, ガス状メディエ
ーターとして細胞内シグナル伝達を行うが, 

その詳細な機構は未だ明らかになっていな
い(Fig. 1). 活性酸素種(ROS)による酸化スト
レスを受けた細胞内で HO の誘導型アイソザ
イムである HO-1 の発現が特異的に亢進する
ことから, ヘム代謝副産物であるビリベルデ
ィンと CO が細胞保護に何らかの役割を果た
すものと考えられている. ビリベルディンは
抗酸化作用を示すビリルビンの前駆体なの
で, 主にROS消去に関与している可能性が高
い. 一方, 細胞保護における CO の役割につ
いては不明な点が多く, そのメカニズムの解
明をめざした研究が医学・分子生物学の分野
において行われている.  
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 CO と同列に扱われるガス状メディエータ
ーに一酸化窒素(NO)と硫化水素(H2S)がある. 

いずれも血圧調節などの血管機能に関わる
制御因子である. NOとH2Sの作用はそれぞれ
の発生源となる酵素 (NO synthase および
cystathionine -lyase)をノックアウトしたモデ
ルマウスを作成することによって検討され, 

そのメカニズムが解明された. ところが CO

の場合には発生源である HO をノックアウト
するとヘムの代謝不足となるために, CO 欠
乏による効果のみを直接観測することがで
きない. 生体内で CO のみを選択的に除去す
る手段がないために, CO の生理現象の研究
は NOや H2Sと比べて遅れているのが研究開
始時の現状であった. 毒物でありながら細胞
保護などの重要な役割を担う CO の毒性と機
能のバランスが生体内でいかにして保たれ
ているのかは全くの未解明領域であり, 全容
解明に近づけるためにも CO の選択的除去法
の開発がのぞましい.  

 我々が開発した超分子ヘムタンパク質モ
デル錯体 hemoCD (Fig. 2)は, 水中で酸素(O2)

および CO と可逆的に結合し, 特に CO に対
してヘモグロビン(Hb)よりも遥かに高い親和
性を示す. 本研究ではこのhemoCDを用いて, 

生体内において CO のみを選択的に検体から
除去することによって擬ノックアウト検体
とし, 内因性 CO の生理的役割を調べるため
の分子ツールとして役立てることができる
かどうかについて検討を行った. 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は以下の通りである. 

(1) hemoCDを用いた動物体内からの CO除
去時における遺伝子的な変化の探索. 

(2) hemoCDを効率よく細胞内に導入するた
めの手法の開発. 

 

３．研究の方法 

 hemoCD を投与するための動物実験に関し
ては, 同志社大学が定める倫理規定に従い, 

法令を遵守して実施した. 有機合成およびペ
プチド合成に関しては, 同志社大学加納航治
教授研究室において, 常法に従い実施した. 

細胞培養実験に関しては, 当時同志社大学理
工学部に所属していた青山安宏教授研究室
所有の研究設備を用いて研究を行った.遺伝
子解析に関しては, 同志社女子大学薬学部の
根木滋助教の協力のもとに RT-PCR および
DNAマイクロアレイ解析を行った. 

 
４．研究成果 
 hemoCDの酸素付加体(oxy-hemoCD)の PBS

溶液をラットの静脈中に投与すると, 循環中
にすみやかに血中の CO を捕捉して尿中へと
排出されることが明らかとなった(Fig. 3). こ
の CO 排出は定量的であり , 十分量の
hemoCD 量を連続的に投与することによって, 

体内で常時生産される CO を継続的に除去す
ることが可能である.  

 hemoCDの酸素付加体(oxy-hemoCD)の PBS

溶液をマウスの腹腔に連続的に投与した. 数
分後 , ラットへの静脈注射時と同様に
hemoCD の CO 付加体の尿中排出が確認され
た. したがって hemoCD はマウスの腸管から
吸収されて血液中を循環することが分かっ
た. hemoCD投与後のマウスの肝臓から RNA

を抽出し, これを用いてHO-1のm-RNA量を
RT-PCR により測定した. その結果, 対照実
験として行った中心鉄を持たない free-baseの
hemoCD (Fe-free hemoCD)を投与した場合と
比較して, 一時的に約10倍のHO-1のm-RNA

量の増加が観測された (Fig. 4a). これは , 

hemoCDの投与によって体内の COが欠乏し, 

恒常性維持のため CO を供給する方向へと生
体が応答した結果であると考えられる.  

 一方 , ヒト肝臓ガン由来の培養細胞
(HepG2)に対し, 培養液中に oxy-hemoCD を
添加した場合, HO-1の発現量変化は見られな
かった(Fig. 4b). このことは生体内において
CO は間接的に HO-1 の発現制御を行ってい

Fig. 1. Endogenous CO in the Biological systems. 

Fig. 2. Structure of hemoCD. 

 

Fig. 3. Infusion of oxy-hemoCD and following 

excretion of CO-hemoCD in the urine. 

 



 

 

ることを示唆している.  

  以上の結果をふまえ, 以下のような考察
を行った. 血中では主に赤血球内に Hb が存
在しており, 酸素運搬を担っている. 赤血球
の寿命により膜外に放出された cell-freeのHb

は, 活性酸素種(reactive oxygen species, ROS)

によりすぐに酸化されて met-Hb となり , 

met-Hb は自身の補酵素であるヘムを保持す
る能力が低く, 血中に鉄三価のフリーヘムを
放出する. フリーヘムは転写因子Bach-1への
結合を介して HO-1 の発現を誘導する. この
HO-1 によるヘム代謝によって, 新たに内因
性 CO が産生される. 血中に放たれた内因性
COは, cell-free Hbに強く配位する. この配位
によって ROSによる cell-free Hbの met化を
ある程度防ぐことが可能である. したがって
CO には血中のフリーヘムの濃度を調節する
役割があるのではないかと考えられる. CO

除去剤であるhemoCDを動物体内に投与する
とHO-1が誘導される理由として, hemoCDが
血中の CO を奪うことによって CO による
cell-free Hbの酸化抑制が効かなくなり, 血中
でのフリーヘムの濃度が上昇するためであ
ると考えられる(Fig. 5). この仮説は, フリー
ヘムの血中濃度が著しく上昇する疾患であ
るマラリアの症状が, 適度な CO の吸入によ
って一時的に改善されるという報告がある
ことからも妥当であると考えられる.  

 hemoCD 投与後のマウス肝臓内の RNA を
用いて, DNA マイクロアレイによる m-RNA

量の網羅的解析を行った結果, 炎症系因子で
あるインターロイキン(IL)-1, 細胞接着因子

ICAM-1およびVCAM-1に発現誘導が見られ, 

ヘムの生合成酵素であるアミノレブリン酸
合成酵素(ALAS-1)の発現抑制が有意に観測
された. これらの遺伝子レベルの応答は, 過
去に報告されている血中におけるフリーヘ
ムの濃度上昇時の応答と一致しており, この
ことからも血中における CO の欠乏はフリー
ヘムの濃度上昇につながることが支持され
た.  

 さらに外来性の CO は細胞内において炎症
系因子である IL-1および腫瘍壊死因子
(TNF)-の発現を抑制する効果を示すことが
報告されており, 上述の血中での機能以外に
も細胞内でシグナル伝達の役割を担ってい
る可能性が高い. そこで hemoCD に細胞膜透
過能を付与し, 細胞内部に hemoCD を導入す
ることによって細胞内 CO の除去を目指して
いる. hemoCD を細胞内に導入する手段とし
て, 膜透過性ペプチドであるオリゴアルギニ
ン(Rn)に着目し, これを hemoCD 骨格に導入
することを試みた. 数々の検討の結果, テト
ラグルタミン酸を側鎖に有するhemoCD誘導
体にオリゴアルギニン(R12)を混合して細胞
に加えると, hemoCD の機能を維持したまま
で細胞内部にhemoCD骨格が導入可能となる
ことが明らかとなった(Fig. 6). 今後, hemoCD

を細胞内に導入して細胞内 CO を捕捉した状
態における酸化ストレス応答性を観測し, 細
胞内 CO がどのようにして炎症反応を制御し
ているのか詳細に調査を進めていく.  
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