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研究成果の概要（和文）：ウマcyt cを高タンパク質濃度で酸性モルテングロビュール状態から中性状態へフォ
ールディングさせるとドメインスワップした多量体が形成すること、cyt cのヘム軸配位子であるMet80は2量体
の安定性にはほとんど影響を与えないことを明らかにした。好熱菌cyt c552では、ヒンジループ変異体に2種類
の2量体が存在すること、大腸菌高発現系でもドメインスワッピングが起こることが示された。ドメインスワッ
プした2量体1つと単量体2つから構成される紅色硫黄細菌cyt c′の4量体を構築した。ドメインスワッピングを
利用して異なる2つのヘム活性部位を有する人工ミオグロビン2量体の構築にも成功した。

研究成果の概要（英文）：A certain amount of molten globule state oligomers of horse cyt c converted 
to domain-swapped oligomers by folding from the acid molten globule state to neutral pH state under 
high protein concentrations. Domain-swapped dimer stability of horse cyt c was less affected by the 
Met80 coordination to the heme. Two domain-swapped structures of thermostable cyt c552 were detected
 for its hinge loop mutant. Domain swapping was shown to also occur for thermostable cyt c552 when 
expressed in E. coli cells. A tetramer of cyt c′ was constructed with one domain-swapped dimer and 
two monomers. An artificial myoglobin heterodimer with two different heme active sites was 
constructed based on domain swapping.

研究分野：タンパク質科学
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質を自在に集積することができ
れば新しい分子技術に繋がるため、その普遍
的な手法の開発が研究されている。金属配位
や 2つのタンパク質を連結させた融合タンパ
ク質などを利用したタンパク質多量体の構
築が報告されているが、報告数は依然少ない。
一方、ドメインスワッピングによるタンパク
質の構造変化は注目を集めている。ドメイン
スワッピングは同一タンパク質分子間で同
じ構造領域を交換する現象である。近年、ド
メインスワッピングするタンパク質の報告
が増加しており、セリンプロテアーゼ阻害タ
ンパク質や透析アミロイドーシスを引き起
こす β2 マイクログロブリンなどがドメイン
スワップした 2量体の構造も報告されている。
また、研究代表者らは 2010 年にドメインス
ワッピングによるシトクロム（cyt）cのポリ
マー化機構を明らかにした。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者は cyt c などのヘムタンパク質
を対象に、タンパク質分子を構成する αへリ
ックスを“のりしろ”として捉える新しい概念
で、ドメインスワッピングによりタンパク質
超分子（多量体）を創製するとともに、タン
パク質多量体のサイズや形状の制御を試み
ている。ドメインスワッピングにより作製し
たタンパク質多量体の機能化も行い、細胞へ
の影響を調べている。本研究では、ドメイン
スワッピンによるタンパク質多量化技術の
確立と多量体の機能化を目指した。 
 
３．研究の方法 
 ウマ cyt c、好熱菌 cyt c552、cyt cb562、紅色
硫黄細菌 cyt c′（AVCP）、ウマミオグロビン
（Mb）などの αへリックスに富むヘムタンパ
ク質を扱った。cyt c、cyt c552、Mbの変異体も
利用した。エタノールまたは酢酸を用いて、
タンパク質多量体を作製し、各多量体をクロ
マトグラフィーにより精製した。円偏光二色
性スペクトル、共鳴ラマン分光法、X線小角
散乱法、X線結晶構造解析などを用いて、ド
メインスワッピングにより得られた 2量体の
活性部位構造と立体構造を特定し、電気化学
測定により酸化還元電位を求めた。Mb 変異
体を用いて、異なる 2つの活性部位を有する
人工タンパク質 2量体も作製した。 
 
４．研究成果 
(1) 高イオン濃度下、ウマ cyt cを高タンパク
質濃度で酸性モルテングロビュール状態か
ら中性状態へフォールディングさせると、多
量体が形成することを見出した。得られた 2
量体は、C末端 αヘリックスをプロトマー間
で交換し、これまでに報告した 2量体と同じ
ドメインスワップした構造を有することが
分かった。125 mM ClO4

－を含む酸性溶液中の
cyt c モルテングロビュール状態では、cyt c
分子の約 25%がお互いに相互作用し、凝集し

ていることが X 線小角散乱測定により示唆
された。一方、cyt cを 125 mM ClO4

－を含む
酸性モルテングロビュール状態から中性状
態へフォールディングさせると、cyt c分子の
約 11%がドメインスワップした 2量体として
得られた。これらの結果は、cyt cのモルテン
グロビュール状態での凝集体が一定の割合
でドメインスワップした多量体に折れ畳ま
ることを示しており、ドメインスワップした
多量体を形成するための相互作用はモルテ
ングロビュール状態で既に存在することが
示唆された。 
 
(2) ウマ cyt cのドメインスワップした 2量体
および 3量体では、Met80がヘム鉄から解離
する。そこで、cyt cのドメインスワッピング
におけるMet80のヘム鉄配位の役割を調べる
ため、Met80をアラニンに置換したヒトM80A 
cyt cを作製した。M80A cyt cの単量体および
2量体は野生型 cyt cの単量体および2量体と
類似した 2次構造を有することが CDスペク
トルから示唆された。M80A cyt c 2量体の示
差走査熱量曲線には、野生型 cyt c 2量体と同
様、単量体への解離に由来する負のピークが
観測された。M80A cyt c 2量体の解離温度は
61℃で野生型 cyt c 2量体と同じ温度であった
が、エンタルピー変化は－14 kcal/molであり、
野生型 cyt c 2量体の値（－30 kcal/mol）に比
べて絶対値が小さかった。この結果より、野
生型 cyt cでは、2量体の解離後 Met80はヘ
ム鉄に配位し、単量体が安定化することが推
測された。2 量体の解離速度のアイリングプ
ロットから 2量体の解離に伴う活性化エンタ
ルピー変化を求めたところ、野生型と M80A 
cyt cでそれぞれ 120±10と 110±10 kcal/molと
同程度であり、Met80が 2量体の安定性へ及
ぼす影響は小さいことが示唆された。以上の
結果より、cyt cのヘム軸配位子であるMet80
は単量体の安定性に寄与するが、2 量体の安
定性にはほとんど影響を与えないことが判
明した。 
 
(3) 好熱菌 cyt c552の高次多量体形成量が少な
い原因が、cyt c552のヒンジループが短く、プ
ロトマー間で立体障害が生じるためと推測
し、ヒンジループ中の Ala18と Lys19の間に
グリシン残基 3つを挿入することによりヒン
ジループを伸長させた変異体（insG3変異体）
を作製した。insG3変異体に対して野生型 cyt 
c552 と同様のエタノール処理を行ったところ、
高次多量体の形成量が増大した。さらに、
insG3 変異体には 2 種類の 2 量体が存在し、
主成分の 2量体では N末端領域、副成分の 2
量体ではC末端領域がそれぞれプロトマー間
でドメインスワッピングしていることを明
らかにした。表面の疎水性を減らした
insG3/W57K 変異体を用いて多量体を作製し、
透過型電子顕微鏡で観測したところ、直径
7‒10 nmの環状構造の像が得られた。 
 



(4) 好熱菌 cyt c552を大腸菌内で発現させたと
ころ、ドメインスワッピングにより N末端領
域の αヘリックスを交換した 2量体が得られ、
生体内でもドメインスワッピングが起こる
ことが示された。また、野生型 cyt c552と安定
性を低下させた 4種類の変異体について大腸
菌内で形成される多量体量を比較したとこ
ろ、タンパク質の安定性が低下するほど高次
多量体の形成量が減少することが判明した。 
 
(5) AVCPのドメインスワップした 2量体を作
製し、ドメインスワップした 2量体 1つと単
量体 2つから構成される AVCP 4量体の立体
構造を明らかにした。ドメインスワップした
2量体では、ヘリックス Aとヘリックス Bを
含む構造領域をプロトマー間で交換してい
た。 
 
(6) ウマ Mb の単量体とドメインスワップし
た 2 量体で活性部位構造が類似していても、
ドメインスワッピングに伴うタンパク質構
造の変化により一酸化炭素の結合特性が異
なることが判明した。さらに、Mb 2量体のプ
ロトマー間の表面電荷を制御した 2種類の変
異体を利用することにより、異なる 2つのヘ
ム活性部位を有する人工 Mb 2量体を構築す
ることに成功した。 

 
以上の結果は、ドメインスワッピングを利
用したタンパク質の超分子化技術の開発と
機能化に役立つ。 
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