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３． 研究シーズ探索成果の概要 
 

タンパク質はアミノ酸配列に従って特定の立体構造を形成し機能を発現するが、変性すると凝

集体を形成することが多い。タンパク質凝集体はコンフォメーション病（アルツハイマー病、パー

キンソン病、牛海綿脳症など）と関連が深く、その形成機構の解明は生命科学の最重要課題の

一つである。電子伝達タンパク質であるシトクロム c (cyt c)は単量体で機能し、変性すると多量

体を形成することが 50 年前から知られていたが、多量体形成機構は不明であった。本研究課

題では、変性過程で生じる種々の大きさの cyt c 多量体を作製、単離することに成功した。Cyt 
c 2 量体と 3 量体の X 線結晶構造解析に成功し、C 末端領域の αへリックスを交換したドメイン

スワッピングにより、酸化型 cyt c 多量体が連続的に形成するポリマー化機構を明らかにした。

また、cyt c 多量体の形成制御を行い、タンパク質超分子の創成を行った。目論見通りの結果

が得られ、タンパク質超分子の研究は将来的に推進すべき研究シーズであることを確認でき

た。 
 
 
４． 研究シーズ探索のねらい 
 

本研究課題では、広い視野でタンパク質科学と超分子科学を融合し、タンパク質変異と生

体超分子を新しい視点から研究することを目的とした。電子伝達タンパク質であるシトクロ

ム c (cyt c)は単量体で機能し、変性すると多量体を形成することが 50 年前から知られていた。

本研究課題では、cyt c における初期凝集体の構造を X 線結晶構造解析などにより見積もり、

これまで不明であったcyt cポリマー化の反応メカニズムを解明するとともに、タンパク質多量体

の形成制御を行い、新規タンパク質超分子の創成を目指した。cyt c 多量体を作製後、中高圧

クロマトグラフィーシステムにより種々な大きさの cyt c 多量体を精製し、cyt c 多量体の構造と

機能を調べた。cyt c 多量体の形成制御は、ポリエチレングリコールとの相互作用やタンパク質

変異体作製などにより試みた。 
 
 

５． 研究シーズ探索の方法と成果 
 
５．１ 方法 
 

酸化型ウマ cyt c 水溶液にエタノールを添加し、凍結乾燥することで cyt c 多量体を作製後、ゲ
ルろ過クロマトグラフィーを繰り返し行い、cyt c 単量体、2～4 量体、約 40 量体を精製した。cyt 
c 単量体、2～4 量体、約 40 量体の活性部位と二次構造をそれぞれ紫外可視吸収スペクトルお
よび円偏光二色性（CD）スペクトルにより調べた。cyt c 2 量体と 3 量体の結晶構造と溶液構造
をそれぞれ X 線結晶構造解析と X 線溶液散乱測定により調べた。示差走査熱量測定により
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cyt c 2～4 量体の熱安定性を調べた。cyt c 2 量体と単量体のペルオキシダーゼ活性を比較す
るため、グアイアコールと 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS)を
基質として過酸化水素による酸化反応を調べた。緑膿菌由来 cyt c551の大腸菌発現系を用いて、メ
チオニンを除去した変異型タンパク質を作製し、多量体形成能を調べた。 

 
５．２ 成果 
 

酸化型 cyt c 2～4 量

体の紫外可視吸収ス

ペ ク ト ル で は 、 Soret
帯の吸収極大波長は

単量体で観測される

409 nm から短波長シ

フトして 406.5 nm に

観測され、Soret 帯の

強度も増大した（図 1）。

酸化型 cyt c の単量体

で観測され、鉄－メチ

オニン (Met) 結合に

由来する 695 nm の吸

収帯は cyt c 2～4 量

体では強度が著しく減

少した。このことより、

cyt c 2～4 量体では鉄

－Met 結合が解離し

ていることが示唆され

た。（図 2）。cyt c 2～4
量体は 70 ºC で 5 分間

インキュベートすると単量体と同

様の吸収スペクトルを示した。以

上の結果より、cyt c 2～4 量体

では鉄－Met 結合が解離してお

り、70 ºC で 5 分間インキュベー

トすることにより多量体が単量体

に解離し、Met がヘムに再配位

することが明らかになった。CD
スペクトルでは、2～4 量体の

208 nm のピーク強度は単量体

より少し増大した（図 3）。また、

40 量体付近の多量体の吸収お

よび CD スペクトルは cyt c 2～4
量体のスペクトルとほぼ同様の

スペクトルを示した。以上の結果

から、cyt c 2～4 量体や 40 量体

の活性部位構造や二次構造は

それぞれ似ているが、単量体の

構造とは若干異なることが明ら

かになった。 

図1. 酸化型 cyt c単量体と多量体の吸収スペクトル。（挿入図）

Soret帯付近の拡大図。単量体（赤）、2量体（青）、3量体

（緑）、4 量体（桃）のスペクトルを示した。黒破線は 40 量

体、緑波線は 3 量体を 70°C 、5 分間加熱した後のスペク

トルを表す。  
 

図 2. 酸化型 cyt c 単量体と多量体の吸収スペクト

ル。単量体（赤）、2量体（青）、3量体（緑）のス

ペクトルを示した。黒破線は 40 量体、緑波線

は3量体を70°C 、5分間加熱した後のスペク

トルを表す。  
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X 線結晶構造解析により、

cyt c 2 量体および 3 量体は各

cyt c モノマーユニットの C 末端

の α へリックスが外れ、この領

域が別の分子の対応する部位

に結合するドメインスワッピング

構造を有することが判明した

（図 4、橙色の囲み構造）。ポリ

エチレングリコール 200 (PEG 
200)と (NH4)2HPO4 存在下で

は、3 量体は環状構造を形成す

ることが分かった。結晶中の cyt 
c 2 量体および 3 量体の構造で

は、鉄－Met 結合が解離してお

り、代わりに OH–がヘムに配位

していた。また、X 線溶液散乱

測定により、水溶液中の cyt c 2
～4 量体は直鎖状に連なって伸

びた構造をしており、cyt c 3 量

体は PEG200 と(NH4)2HPO4

を加えると直鎖状構造から環状

構造に変化することが分かった。以上の結果より、cyt c 多量体は溶液中で直鎖状構造を形成

するが、PEG と(NH4)2HPO4 を加えると 3 量体は環状構造に変化することが示唆された。 
示差走査熱量測定では、cyt c 2～4 量体はすべて約 58ºC で単量体に解離した。2 量体、3

量体および 4 量体が単量体に解離するときのエンタルピー変化(ΔH)はそれぞれ約-40、-60 お

よび-80 kcal/mol であった。この結果は、各多量体が単量体に解離するとき、モノマーユニット

当たり約 20 kcal のエネルギーを放出することを示しており、このエネルギーは Met がヘムに

再配位することによる安定化エネルギーに対応すると推測された。 
グアイアコールまたは ABTS を基質としてペルオキシダーゼ活性を測定したところ、cyt c 2

量体のほうが単量体よりも大きかった。この原因は、cyt c 2 量体で鉄－Met 結合が解離するた

め、ヘム鉄と過酸化水素との結合が促進したためと解釈した。 
 

図 3. 酸化型 cyt c 単量体と多量体の CD スペクト

ル。単量体（赤）、2 量体（青）、3 量体（緑）、4
量体（桃）のスペクトルを示した。黒破線は 40
量体のスペクトルを表す。 
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+ PEG 200
+ (NH4)2HPO4

+ PEG 200
+ (NH4)2HPO4

 
 

図 4. cyt c のポリマー化機構 
 
多量体形成にヘムに配位したメチオニン残基が影響すると考え、緑膿菌由来cyt c551のメチオニンを

除去した変異型タンパク質を作製した。野生型 cyt c551は 80%エタノール添加により多量体を形成した

が、変異型cyt c551は野生型タンパク質と比べて αへリックスの安定性が低下したため、多量体を形成

することができなかった。 
以上より、cyt c 2～4 量体と 40 量体付近の多量体のヘム配位構造と二次構造はそれぞれ

類似しており、酸化型ウマ cyt c は C 末端領域が連続的にドメインスワッピングし、タンパク質が

直鎖状に連なってポリマー化することが判明した（図 4）。また、PEG 200 と(NH4)2HPO4 を加

えることで、cyt c を直鎖状構造から環状構造に変換させることができた。しかし、変異型タンパ

ク質を用いて多量体を作製することはできなかった。変異体を用いてタンパク質超分子を作製

するには、さらに詳細な分子設計が必要となる。 
 
 
６． 自己評価  
 

本研究課題の当初の目標は、タンパク質としてヘムを有する cyt c を取り上げ、初期凝集体の

構造を X 線結晶構造解析などにより見積もり、これまで不明であった cyt c ポリマー化の反応メ

カニズムを解明するとともに、タンパク質多量体の形成制御を行い、新しいタンパク質超分子を

創成することであった。本研究課題では、cyt c 2～4 量体と 40 量体付近の多量体のヘム配位

構造と二次構造を紫外可視吸収スペクトルや CD スペクトルにより調べ、C 末端領域が連続的

にドメインスワッピングすることにより酸化型ウマ cyt c が直鎖状に連なってポリマー化する機構

を明らかにした。約 50 年間不明であった cyt c のポリマー化機構を明らかにし、新しいタンパク

質変性機構を発見した学術的意義は非常に大きい。さらに、タンパク質多量体形成を cyt c や

他のタンパク質で行い、一年間の目標は概ね達成できた。しかし、変異体を使ったタンパク質多

量体の形成制御など、まだ残されている課題も多い。研究成果は出始めたばかりであるので、

今後、本研究課題で推進したタンパク質多量体の研究が新規タンパク質超分子の創製へと発
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展することを期待する。 
 
 

７． PO の見解 
 

本研究はタンパク質多量体の作製法を確立し、そのポリマー化機構を解明し、新規機能性タン

パク質多量体の開発につなげようとするものである。エタノール添加によりシトクロム c や他のタン

パク質の多量体分子を作製し、精製を行った。また、その多量体を分離、結晶化し、その構造を明

らかにするとともに、ポリマー化機構を説明している。 

アミロイド繊維はアルツハイマー病、パーキンソン病等で観測されており、ポリマー化機構の解

明はこれらの病気への対処にもつながることが期待される。生体内でのこのような単量体から多

量体への構造変化が生理的にどのような意味を持つのかが解明できれば、医薬、薬学との連携

により、おおきな発展が考えられる。タンパク質の構造変化の一般化、生理学的意味、病気との

関連等、これからの一層の研究が必要である。融合分野の端緒を示したものといえる。 
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