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第 1章 序論 

 

1-1. タンパク質の構造と変性 

タンパク質のアミノ酸配列はタンパク質をコードする遺伝子の塩基配列によ

り決定される。Anfinsen はリボヌクレアーゼ A を変性剤により変性させ、酵素

活性を無くした後、変性剤を取り除くと酵素活性が復活することを明らかにし

た 1。Anfinsenの実験によりタンパク質の立体構造はそのアミノ酸配列によって

一意に決定されることが示された。しかし、折れたたみ中間体や、何らかの原

因で天然構造から変性し間違った折れたたみ状態になったタンパク質は、多量

体や非特異的凝集体、アミロイド線維を形成することがある（Figure 1-1）2。ア

ルツハイマー病やパーキンソン病患者の脳では、タンパク質凝集体が細胞に沈

着していることが知られている 3-5。アミロイドは間違って折りたたまれたタン

パク質が集合し、クロスβ構造を形成して線維状になったものである 6。アミロ

イドが臓器に沈着する病気をアミロイドーシスと呼び、30 を超えるアミロイド

形成タンパク質が病気と関連付けられている 7, 8。このように同じアミノ酸配列

のタンパク質でも異なったいくつかの構造を取り得る。 

 

 

Figure 1-1.タンパク質の構造変化。 
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1-2. ドメインスワッピング（Domain swapping） 

 ドメインスワッピングは、タンパク質分子が一部の構造領域を、同じタンパ

ク質の別分子の対応する構造領域と交換し、多量体を形成する機構である

（Figure 1-2）。交換領域は一つの機能を持ったドメインであったり 1本のαヘリ

ックスやβストランドであったりと様々である。交換領域と残りのタンパク質

部分をつなぐループはヒンジループ（hinge loop）と呼ばれ、その構造は単量体

中と多量体中とで大きく異なる（Figure 1-2のオレンジと緑の線で示した部分）。

ドメインスワッピングは 1994 年に Eisenberg らによってジフテリア毒素の二量

体形成機構として初めて報告された 9。 

 

 

 

Figure 1-2. ドメインスワッピングの概念図。 

 

 

ドメインスワッピングはアミロイド形成タンパク質においても観測されてい

る 10-13。これまでに多くのタンパク質がドメインスワップにより多量体を形成す

ることが報告されている。例えば、リボヌクレアーゼ A は、C 末端βストラン

ドまたは N 末端αヘリックス領域のドメインスワッピングにより二種類の二量

体を形成することが知られている。三量体も二種類存在することが知られてお

り、その内の一つは C 末端βストランドをスワップして形成された環状構造で

あることも明らかになっている 14-16。多量体の機能については、リボヌクレアー

ゼ Aは多量化することにより酵素活性が増大することが報告されている 17
 

ドメインスワッピング構造の形成にはいくつかの経路があると考えられてい

る。リボヌクレアーゼ A 多量体は 40%酢酸溶液を凍結乾燥し、得られた沈殿を

再溶解することで得られる。これまで酢酸存在下のリボヌクレアーゼ Aは N末

端のαヘリックスまたはC末端のβストランドのみが開いた構造をとっており、

凍結乾燥により酢酸を取り除き、緩衝液に再溶解させることで二種類のドメイ
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ンスワップ構造が得られると考えられていた（Figure 1-3、A）。しかし、詳細な

検討を行ったところ、40%酢酸中のリボヌクレアーゼ A は、一部のαヘリック

スを除いてβシート部分は完全に変性していることが分かった。この部分的な

変性状態からネイティブ構造に近い中間体に構造変化し、さらに完全に巻き戻

る際に多量化するという新しい機構が提案されている（Figure 1-3、B）18。 
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Figure 1-3. 40%酢酸添加によるリボヌクレアーゼ Aの多量化機構 18。（A）これ

まで考えられてきた多量化機構、（B）新しい多量化機構。N 末端、C 末端をそ

れぞれ N と Cで示す。 
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セルピン（serpin: serine protease inhibitorsの総称）の変異体は安定な多量体を

形成して細胞内に沈着し、病気を引き起こすことが知られている 19。例えばニュ

ーロセルピン変異体は若年性痴ほう症、α1-アンチトリプシン変異体は肝硬変や

肺気腫を引き起こす 20。セルピンの多量化機構については長らく議論が続いてき

たが、山崎らは 2008 年にアンチトロンビン二量体の X 線結晶構造解析を行い、

アンチトロンビン二量体が、約 50残基から成る 2本の長いβシート領域を交換

することで形成されると明らかにした（Figure 1-4、A）21。さらに、交換領域に

システインを導入した変異体を低濃度の GdnHCl存在下、37℃でインキュベート

することで多量化させ、α1-アンチトリプシンもアンチトロンビンと同様の部位

でドメインスワップすることを示した 21。ところが、細胞内で形成されるα1-ア

ンチトリプシン多量体と反応するモノクロナール抗体 22は、GdnHCl処理により

形成させたα1-アンチトリプシン多量体とは反応しなかった
23。そこで山崎らは

抗体と反応したα1-アンチトリプシン多量体の X線結晶構造解析を行い、α1-ア

ンチトリプシン三量体が C末端の 34残基のアミノ酸を交換することで形成され

ることを明らかにした（Figure 1-4、B）24。 

 

 

 

Figure 1-4. セルピン多量体の構造。（A）アンチトロンビン二量体（PDB code: 

2ZNH）、（B）α1-アンチトリプシン三量体（PDB code: 3T1P）。 
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 Itzhaki らは p13suc1 を用いてヒンジループとドメインスワッピングの関係を

調べた 16。単量体と二量体の間の平衡を考える場合、解離定数 Kdは以下の式に

よって定義される。 

 

𝐾𝑑 =
[M]2

[D]
 

 

[M]は単量体の濃度、[D]は二量体の濃度である。p13suc1（Figure 1-5）のヒンジ

ループ（Val87－His93）には 2 つのプロリン残基（Pro90、Pro92）が含まれる。

プロリンは主鎖の窒素原子と側鎖が共有結合し環状になっており構造自由度が

少ないため、プロリンの周囲では立体構造に制約がかかる。ヒンジループにお

ける変異箇所と Kd の関係を Table 1-1に示す。Pro90は単量体のヒンジループ中

では好ましくない状況にあったため、Ala に置換すると平衡は単量体に偏った

（Pro90Ala）。一方、Pro92 は二量体のヒンジループ中で好ましくない状況にあ

るため Alaに置換すると平衡は二量体へ偏った（Pro92Ala）。Glu91を Pro に置換

しさらに構造制約を強めると Kdは 0.0001まで小さくなった（Glu91Pro）。また、

Pro を 2つとも Alaに置換するとヒンジループから構造制約が取り除かれ、平衡

は単量体へ偏った（Pro90Ala/ Pro92Ala）。Val87－Val89を取り除き、ヒンジルー

プを短くすると、平衡は完全に二量体へ偏った（Δ8789）。これはループが短く

なり単量体構造を維持するのが困難になったためである。さらに会合によるエ

ントロピーのロスは、短いヒンジループがドメインスワッピングにより伸びた

構造をとることで補償されるためでもある。このようにヒンジループ中の構造

制約を変化させることでドメインスワッピングがコントロールできる（Figure 

1-6）と報告されている。 

 

Table 1-1. 野生型および変異型 p13suc1の単量体と二量体の解離定数 16, 25, 26
 

変異箇所 Kd (mM) 

野生型 1.9 

Pro90Ala 890 

Pro92Ala 0.2 

Glu91Pro 0.0001 

Pro90Ala/ Pro92Ala 11.2 

Δ8789 1 x 10
-6
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Figure 1-5. p13suc1二量体の構造（PDB code: 1SCE）27。二量体のプロトマーを

ピンクと水色で示す。ヒンジループ（Val87－His93）を赤と青で示す。 

 

 

Figure 1-6. 野性型および変異型 p13suc1のヒンジループ領域の模式図。Pro 残基

を青の四角形、それ以外のアミノ酸残基を水色の四角形で表す。主鎖に構造制

約のある個所を赤い印で示す。 
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1-3. シトクロム cの構造と生合成 

 

1-3-1. シトクロム cの機能と構造 

 シトクロム c（cyt c）は動物、植物、バクテリアなどほぼ全ての生物種中に存

在し、光合成や呼吸などエネルギー生産に関わる酵素間の電子伝達を担うヘム

（鉄－プロトポルフィリン IX錯体）タンパク質である。cyt cは細胞がアポトー

シスを引き起こす際、ミトコンドリアからサイトゾルへ多量に放出されること

からアポトーシスの誘導因子としても注目されている 28, 29。また、cyt cは安定

性が高く、色素（ヘム）を有するので扱いやすいため最もよく研究されている

タンパク質でもある 30。1970年代に最初のミトコンドリア由来 cyt cの構造が解

かれて以来 31、様々な cyt cの構造が明らかにされている。小さく、可溶性のヘ

ムタンパク質である cyt cは、種の由来を問わず、様々な分光学的手法の研究対

象となり、生化学や生物物理学にとって重要なタンパク質である 32。cyt c に共

通する構造的特徴は 3本の長いαヘリックス（N末端ヘリックス、C末端ヘリッ

クス、タンパク質中程のヘリックス：ミトコンドリアの cyt cでは 60’sヘリック

スと呼ばれる）を持つことであり、ヘムの軸配位子は His、もう一方はほとんど

の場合 Met である 33-36。ミトコンドリアの cyt c は 103－104 残基のアミノ酸か

ら成り、生物間でその配列はほとんど変わらない 37。一方、原核生物の cyt cは

79－134残基のアミノ酸から成り、その配列も多様である 37が、3本のαヘリッ

クスや、ヘム周辺のアミノ酸側鎖の配置はミトコンドリアの cyt cと良く似てい

る。Figure 1-7にウマ cyt cの構造を示す 38。ヘムは Cys14と Cys17側鎖のチオー

ル基と、ヘムの 3 位と 8 位のビニル基との間でチオエーテル結合を形成するこ

とでタンパク質と結合している（Figure 1-7、A）。ヘム鉄の 4つの配位座はポル

フィリン環のピロールの窒素原子で占められている（Figure 1-7、B）。ポルフィ

リン平面に対して垂直方向に存在する 5番目と 6番目の配位座は、His18側鎖の

イミダゾール環の窒素原子と Met80 側鎖の硫黄原子で占められている（Figure 

1-7、A）。 
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Figure 1-7. （A）Cyt cの立体構造。ヘムをグレーのスティックモデルで、ヘム

に結合した Cys と軸配位子の Met、Hisをそれぞれ赤、黄色、青のスティックモ

デルで示す。N末端、C末端、60’sヘリックスをそれぞれピンク、水色、オレン

ジで示す。N 末端と C 末端をそれぞれ N、C、N 末端 α ヘリックスと C 末端 α

ヘリックスをそれぞれN、αCと表示した。（B）Heme cの構造。 

 

 

1-3-2. シトクロム cの生合成 

 Cyt cの生合成では、まずタンパク質部分（アポ cyt c）が合成され、その後翻

訳後修飾によりヘムが挿入され成熟型（ホロ cyt c）となる。Cyt cの成熟化機構

は生物種ごとに様々で、System I から System VI と呼ばれる異なる機構が採用さ

れている 39-42。ここでは System I について説明する。System I は多くのグラム陰

性菌や植物と原生動物のミトコンドリアに見られるヘム挿入機構で、最も複雑

であり 20 年以上前から研究されてきた 43-46。System I は 9 つ（または 8 つ）の

タンパク質 Ccm（Cytochrome c maturation）ABCDEFGHI から成る（Figure 1-8）。

Ccm タンパク質は CcmA を除き、全て膜中に存在し、ペリプラズムドメインを

持つものもある。グラム陰性菌では、まず、サイトプラズムで N 末端にペリプ

ラズム移行シグナル配列が付加したアポ cyt c が合成され、分泌タンパク質によ

ってペリプラズムへと運ばれる（Figure 1-8、①）。可溶性の cyt cの場合、リー

ダーペプチダーゼによってシグナル配列が取り除かれる（Figure 1-8、②）47。ヘ

ムもサイトプラズムで合成されるが、どのようにしてペリプラズムへ運ばれる

かは不明である（Figure 1-8、③）。ペリプラズムへ運ばれたヘムは CcmABCDE

によって、アポ cyt cにヘムを挿入する役目をもつと考えられる CcmFのもとへ

と運ばれる（Figure 1-8、④）。CcmGおよび CcmHはアポ cyt cのヘム結合モチ
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ーフ（Cys-X-X-Cys-His）のCys残基の酸化還元に関係すると考えられている 48-50。

最終的なアポ cyt cへのヘム挿入は CcmFによって行われる（Figure 1-8、⑤）。

CcmIはアポ cyt cのシャペロンであると考えられており 50, 51、また、Ccm Iはア

ポ cyt cの凝集を防ぐことで in vivo でのホロ cyt cの多量化を防いでいると示唆

されている 51が、実際のところは不明である。 

 1-3-1 節でも述べたように cyt c は研究対象として魅力的なタンパク質である

が、大腸菌を用いた発現系の利用には限りがあった。例えば、シグナル配列部

分の遺伝子を除去した Thermus thermophilus 由来 cyt c552（TT cyt c552）を大腸菌

のサイトプラズムに発現させた場合、TT cyt c552に加え、ジスルフィド結合で形

成された二量体も 30－40%程度観測された 52, 53。Ccm タンパク質は大腸菌内で

の cyt c合成に必要であることが報告されている 54, 55。Thöny-Meyerらは大腸菌

由来の CcmABCDEFGH 遺伝子を一つのプラスミドに組み込んだ pEC86 を構築

し、pEC86と cyt c遺伝子をコードした別のプラスミドを 1つの大腸菌に導入す

ることで収量よく cyt cを得ることができると示した 56。先に述べた TT cyt c552

の場合、N末端にシグナル配列を付加した TT cyt c552を pEC86にコードされた

Ccm とともに共発現させると、オーセンティックと同様の分光学的性質、立体

構造を持った TT cyt c552が得られ、サイトプラズムで発現させた時のような「エ

ラー」は起こらなかった 57。 

 

 

 

Figure 1-8. System I における cyt c成熟化機構。ペリプラズムでのヘム輸送に関

わる Ccmタンパク質をピンク、ヘム挿入に関わる Ccmタンパク質を黄緑、Cys

残基の酸化還元に関わる Ccmタンパク質を水色で示した。 
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1-4. シトクロム cのドメインスワッピング 

 cyt cは単量体の状態で機能するタンパク質であるが、1962年にMargoliashら

は cyt cがエタノール処理により多量化することを報告していた 58。しかしその

多量化機構は不明であった。廣田らはエタノール処理により形成したウマ cyt c

二量体と三量体の X線結晶構造解析に成功し（Figure 1-9）、ウマ cyt c が C末端

α ヘリックスでのドメインスワッピングにより多量化することを明らかにした
59。ウマ cyt c二量体、三量体の活性部位では軸配位子Met80がヘム鉄から解離

し（Figure 1-10）、二量体は単量体よりも高いペルオキシダーゼ活性を示した 59, 60。

また、溶液中では二～四量体は鎖状に連なって伸びた構造をとっており、三量

体はポリエチレングリコールとリン酸アンモニウムを添加すると鎖状構造から

環状構造に変化した。cyt c は、Met80 がヘム鉄から解離し、Met80 以降の C 末

端αヘリックスが開いた構造をとり、近傍の別の cyt c分子と C末端αヘリック

スを交換することで多量体を形成すると推測されている（Figure 1-11）59。示差

走査熱量測定（DSC）よりウマ cyt c二量体の解離温度は 58℃で、単量体への解

離にともなうエンタルピー変化（H）はプロトマーあたり約-20 kcal mol
-1であ

ると報告されている 59。 

 

 

 

Figure 1-9. （A）ウマ cyt c二量体（PDB code: 3NBS）、（B）三量体（PDB code: 3NBT）

の構造。αC：C末端 αヘリックス。 
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Figure 1-10. ウマ cyt c単量体（A）、二量体（B）、三量体（C）の活性部位構造。

His14と Met80の側鎖をそれぞれ水色と黄のスティックモデルで示す。 

 

 

 

 

Figure 1-11. ウマ cyt cの推定多量化機構。 
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1-5. 好熱性水素細菌由来シトクロム c552と緑膿菌由来シトクロム c551 

 至適生育温度が 72℃の好熱性水素細菌（Hydrogenobacter thermophilus）由来シ

トクロム c552（cyt c552）
61はミトコンドリアの cyt cより小さく、80残基のアミ

ノ酸で構成され、分子量は約 9.2 kDaである。Pseudomonas nautica cyt c552はシト

クロム cd1の電子供与体であると報告されているが
62、好熱性水素細菌由来 cyt 

c552の役割は明らかにされていない。Cyt c552は、ミトコンドリアの cyt c同様、3

本の長いαヘリックスを有し、ヘムは Cys10 と Cys13 のチオール基とチオエー

テル結合を形成し、ヘム鉄には His14と Met59が配位している（Figure 1-12、A）
63, 64。また、cyt c552は、熱安定性が非常に高いことが知られており、その変性温

度は 100℃以上である 65-67。一方、常温菌の緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa、生

育温度：37℃）由来 cyt c551は cyt c552とアミノ酸配列の相同性が 56%あり、主鎖

の立体構造もよく一致する 64が（Figure 1-12、B、C）、変性温度は約 80℃である
67。長谷川らは cyt c551のアミノ酸を cyt c552の対応する位置のアミノ酸と置き換

えた変異体を作製し、cyt c552の Ala5、Met11、Tyr32、Tyr41、Ile76が重要である

ことを示し（Figure 1-13）、cyt c552は疎水性アミノ酸が密にパッキングすること

による疎水性相互作用により安定化されると説明した 68-70。事実、

F7A/V13M/F34Y/E43Y/V78I cyt c551は cyt c552と同様の熱安定性を示した
69。一方、

及川らは cyt c552の 5つのアミノ酸を cyt c551の対応する位置のアミノ酸と置き換

えた変異体（A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V cyt c552）が cyt c551と同程度の熱安定性

を有することを示した 66。このように安定性の異なる 2つの相同タンパク質に双

方向の変異を導入することで、アミノ酸側鎖がタンパク質の安定性に及ぼす影

響が実験的に明らかにされている。 

 

 

Figure 1-12. （A）cyt c552の立体構造（PDB code: 1YNR）、（B）cyt c551の立体構

造（PDB code: 351C）、（C）cyt c552と cyt c551の主鎖構造の重ね合わせ。ヘム、ヘ

ムと結合した Cys 側鎖、軸配位子の His およびMet をそれぞれグレー、赤、黄、

青のスティックモデルで示す。 
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Figure 1-13. cyt c552の熱安定性に寄与するアミノ酸残基。タンパク質構造をリボ

ンモデルで示す。ヘムおよび Cys10、Cys13、His14、Met59 側鎖をそれぞれ灰、

赤、青、黄のスティックモデルで示す。Ala5、Met11、Tyr32、Tyr41、Ile76の側

鎖を空間充填モデルで示す。 

 

 

1-6. ウマシトクロム cとバクテリアシトクロム cの違い 

ミトコンドリアとバクテリアの cyt cはいくつかの構造的共通点（1-3-1節参照）

を有し、共通の中間体や遷移状態を経て折りたたまれると提案されている 71, 72。

しかしヘムの軸配位子であるMet の解離条件は異なる。ウマ cyt cでは穏やかな

変性条件やアルカリ性の pHで Met が解離する 73, 74。一方、バクテリア由来の小

型の cyt c の場合、鉄－Met 結合の開裂にはタンパク質がほとんど完全に変性す

る必要がある 75, 76。主鎖のアミド水素の交換反応を核磁気共鳴法（NMR）で追

跡することにより、ウマ cyt cでは両末端ヘリックスが最も安定性が高く、軸配

位子の Met80 を含んだループ領域は安定性が低いことが分かっている 77。同様

にして、緑膿菌 cyt c551では、C末端ヘリックスが最も安定性が高く、軸配位子

の Met61 を含んだループ領域は比較的安定であり、ループ 1 から 2 番目のヘリ

ックスを含む領域の安定性が低いことが分かっている 78。このように同じタンパ

ク質ファミリーに属する分子でも、分子内の局所的な安定性は異なる。
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1-7. 本研究の目的 

 ウマ cyt cは C末端 αヘリックスのドメインスワッピングにより多量化するこ

とが明らかになっている。しかし、1-6 節に述べたようにミトコンドリア cyt c

とバクテリア cyt cには構造的な違いが有り、cyt cファミリータンパク質におけ

るドメインスワッピングという点では知見が不十分である。また、単量体の安

定性とドメインスワップ多量体の安定性の関係は詳細に調べられていない。そ

こで、構造と熱安定性の関係が知られている好熱性水素細菌由来 cyt c552を用い

て多量体の構造と安定性を調べた。 

生体内でのドメインスワッピングによるタンパク質多量体形成に関する知見

は限られている。生体内でのタンパク質多量体形成を調べるとき、生体組織か

らタンパク質を抽出する操作によってタンパク質が変性し巻き戻る際に単量体

から多量体が生成したり、逆に多量体が解離する可能性がある。高い安定性を

有する cyt c552用いれば、単量体や多量体の変化を抑えることができると考えた。

そこで発現系を用いて大腸菌内での cyt c552多量体形成について調べた。 

 

1-8. 本論文の構成 

 本論文は 4 つの章で構成されている。第 1 章では序論そして本研究に関連す

る先行研究について概説した。第 2章ではエタノール処理により形成した cyt c552

二量体の構造と安定性および熱力学的特性について調べ、cyt c552 二量体の構造

と安定性の関係やスワップ領域決める要因について考察した。第 3章では cyt c552

の大腸菌発現系における多量体形成について調べ、大腸菌内での多量体形機構

について考察した。第 4章では本論文を総括し、今後の展望についても述べた。 
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第 2章 エタノール処理によるシトクロム c552の多量体形成 

 

2-1. 序論 

1-2節で述べたように、ドメインスワッピングは、タンパク質分子が一部の構

造領域を、同じタンパク質の別分子の対応する構造領域と交換し、高次構造体

を形成する機構である。これまでに多くのタンパク質がドメインスワッピング

によって多量化することが報告されている 1-4。いくつかのヘムタンパク質もド

メインスワッピングすることが報告されている 5-8。連続的に起こるドメインス

ワッピングはセルピンのポリマー化や 9, 10、リボヌクレアーゼ Aの線維形成（三

次元ドメインスワッピングジッパー－背骨モデル）機構であると考えられてい

る 1, 11。分子動力学シミュレーションより、ドメインスワッピングはヒト γD-ク

リスタリンの多量化機構であると推定されている 12。我々はウマ cyt cが C末端

αヘリックス領域でのドメインスワッピングにより多量化することを明らかに

した 13。ウマ cyt c二量体では、ヘム鉄からMet80が解離し、単量体よりも高い

ペルオキシダーゼ活性を示した 13, 14。しかし、しかし、1-6節に述べたようにミ

トコンドリア cyt cとバクテリア cyt cには構造的な違いが有り、cyt cファミリ

ータンパク質のドメインスワッピングという視点では理解が不十分である。ま

た、単量体の安定性とドメインスワップ多量体の安定性の関係は詳細に調べら

れていない。そこで、構造と熱安定性の関係が知られている好熱性水素細菌由

来 cyt c552
15-18（cyt c552）を用いて多量体の構造と安定性を調べた。本研究により、

cyt c552二量体はウマ cyt c二量体とは異なり、ヘムを含む N末端αヘリックス領

域でのドメインスワッピングにより形成され、活性部位の Met の配位は保持さ

れていた。cyt c552二量体はウマ cyt c二量体より高い熱安定性を示し、熱安定性

の高いタンパク質のドメインスワップ多量体は安定であることがわかった。 
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2-2. 実験方法 

 

タンパク質精製と多量体形成 

 cyt c552の発現と精製は以前報告された方法に従って行った
16, 17。酸化型 cyt c552

はフェリシアン化カリウム（Wako、日本）を添加後、DE52 カラム（Whatman）

で精製することにより得た。 

 cyt c552多量体を得るため、50 mM リン酸緩衝液（pH 7.0）に溶解させた 200 μM

酸化型 cyt c552単量体に 0－50 ℃でエタノールを添加（終濃度 80%）した。遠心

分離後、沈殿を凍結乾燥し、残ったエタノールを取り除いた。得られた cyt c552

粉末を 4 ℃の 50 mMリン酸緩衝液（pH 7.0）に溶解させた。Cyt c552二量体を含

んだ溶液を 80 ℃で 1時間加熱した後、FPLC システム（BioLogic DuoFlow 10、 

Bio-rad）と Hiload 26/60 Superdex75 カラム（GE Healthcare）を用いたゲルろ過ク

ロマトグラフィーにより cyt c552二量体を精製した。酸化型 cyt c552単量体と二量

体のモル吸光係数はピリジンヘモクロム法 19により決定した。具体的に、100 mM 

NaOHと 20% (v/v)ピリジン存在下で、まず酸化型の cyt c552単量体または二量体

の吸収スペクトルを測定し、続いて少量のジチオナイトを加え還元型の吸収ス

ペクトルを測定した。550 nmにおける還元型と酸化型の吸光度の差とそのモル

吸光係数（ε550＝21.84 mM
-1

 cm
-1）を用いてタンパク質溶液中のヘム濃度を求め、

求めたヘム濃度から410 nmにおける酸化型 cyt c552単量体と二量体それぞれのモ

ル吸光係数を計算した。以後、タンパク質の濃度決定は 410 nmの吸光度と吸光

係数を用いて行った。 

 エタノール処理により二量体から単量体が形成されるか調べるため、0.5 mL

の 10 μM cyt c552二量体溶液（ヘム濃度、50 mM リン酸緩衝液（pH 7.0））に 50 ℃

でエタノール 2 mLを加え、遠心分離により cyt c552の沈殿を得た。沈殿を凍結

乾燥し、得られた cyt c552粉末を 4 ℃の 50 mMリン酸緩衝液 0.5 mLに溶解させ

た。cyt c552二量体の安定性を調べるため、100 μM のフェリシアン化カリウムを

含む 10 μM cyt c552二量体溶液（ヘム濃度、50 mM リン酸緩衝液（pH 7.0））を、

60% (v/v)エタノール存在下では 36－43 ℃、非存在下では 82.5－92 ℃で加熱し

た。 

 エタノール存在下での cyt c552二量体形成を調べるため、40 μM酸化型 cyt c552

単量体（10 mM リン酸緩衝液（pH 7.0））に 20 ℃または 50 ℃でエタノールを

添加（終濃度 60%）し、1分間同じ温度でインキュベートした。インキュベート

後の cyt c552溶液を 4 ℃の 10 mM リン酸緩衝液（pH 7.0）で 7倍希釈し、ゲル

ろ過クロマトグラフィーで分析した。 
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ゲルろ過クロマトグラフィー分析 

 cyt c552多量体を含んだ溶液を FPLCシステム（BioLogic DuoFlow 10）と

Superdex75 10/300 GLカラム（GE Healthcare）を用いたゲルろ過クロマトグラフ

ィーにより分析した[流速 0.5 mL/min、検出波長 410 nm、溶媒 50 mM リン酸緩

衝液 (pH 7.0)、温度 4 °C]。溶出曲線のピーク面積を Igor Pro 6.0 (WaveMetrics, 

Portland)を用いて求めることにより、多量体形成量を見積もった。 

 

 

紫外可視吸収スペクトルおよび CDスペクトル測定 

 紫外可視吸収スペクトルは分光光度計 UV-2450（Shimadzu）と光路長 1 cmの

石英セルを用いて 20 ℃で行った。CD スペクトル測定には円偏光二色性分散計

J-725（日本分光)を用いた。光路長 1 mmの石英セルを用い、室温で測定した。 

 

X 線結晶構造解析 

 精製した二量体溶液の緩衝液を 100 mM HEPES 緩衝液 (pH 7.0)に置換し、二

量体濃度を 18.4 mg/Lに調製した。タンパク質溶液 1 μLと沈殿剤を 1 μLを混合

し、蒸気拡散によるシッティングドロップ法により結晶化を行った。100 mM 

HEPES緩衝液（pH 7.0）、800 mM硫酸アンモニウム、45% (v/v) 2-メチル-2, 4-ペ

ンタンジオールを沈殿剤に用いた条件で結晶が得られたため、SPring-8（ビーム

ライン：BL38B1）にて X線回折実験を行った。cyt c552単量体の原子座標（PDB 

code: 1YNR）を用い、分子置換法（MOLREP）により cyt c552二量体の初期構造

を得た。構造精密化には REFMACを用いた。COOT を用いて分子モデルの細か

な修正や水分子の配置を行った。回折データと精密化の統計値を Table 2-1に示

す。 

 

電気化学測定 

 サイックリクボルタンメトリー測定には ALS-612DN（BAS、日本）を使用し

た。金電極を作用電極、白金線と銀/塩化銀電極をそれぞれ対極電極と参照電極

に使用した。得られた酸化還元電位は標準水素電極を参照した値に変換した。

修飾金電極を作製するため、まず金電極表面を 0.05 μmアルミナ懸濁液を用いて

研磨し、超純水でさらに洗浄した。さらに電気化学的酸化還元処理を施し電極

表面を洗浄した 20。洗浄した金電極を 1 mM 4-メルカプトピリジン（Wako、日

本）を含んだ超純水に 30秒間浸し、超純水で電極を洗った。測定にはヘム濃度

200 μMに調製し、真空ラインで脱気した cyt c552単量体と二量体（50 mMリン酸

緩衝液（pH 7.0））を用いた。測定は室温、スキャン速度：50 mV/s、アルゴン雰

囲気で行った。 
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示差走査熱量測定 

 示差走査熱量測定（DSC）は VP-DSC（MicroCal、GE Healthcare、セル容量 500 

μL）を用いて行った。測定に用いたタンパク質溶液はヘム濃度 100 μMに調製し

（50 mMリン酸緩衝液（pH 7.0））、測定はスキャン速度 1 ℃/minで行った。 
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2-3. 実験結果 

 

2-3-1. cyt c552の多量体形成 

 エタノール処理後の cyt c552をゲルろ過クロマトグラフィーにより分析すると、

溶出体積約 14 mLの位置に酸化型 cyt c552単量体のピークが観測された（Figure 

2-1）。また、単量体のピークに加え、酸化型 cyt c552二量体、三量体のピークが

それぞれ約 12.5 mLおよび 11.6 mLに観測され、形成された多量体量はエタノー

ル添加時の温度を 0 ℃から 50 ℃へ上げるに伴って増加した（Figure 2-1、溶出

曲線 a－d）。 

 

Figure 2-1. cyt c552単量体にエタノール添加し得た沈殿を再溶解させた後のゲル

ろ過クロマトグラフィー溶出曲線。（a）0 ℃、（b）20 ℃、（c）35 ℃、（d）50 ℃

でエタノールを添加した。[カラム：Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare)、緩衝

液：50 mM リン酸緩衝液（pH 7.0）、流速：0.5 mL/min、温度：4 ℃、検出波長：

410 nm] 

 

精製した酸化型 cyt c552二量体および単量体（それぞれヘム濃度 10 μM、50 mM

リン酸緩衝液、pH 7.0）に 50 ℃で終濃度 80%（v/v）のエタノールを添加し、液

体窒素で急速凍結した。試料を凍結乾燥させた後、50 mMリン酸緩衝液（pH 7.0）

に溶解させた。再溶解後の試料を、ゲルろ過クロマトグラフィーにより分析す

ると、単量体、二量体どちらから出発しても単量体～四量体が観測され（Figure 

2-2）、多量体の形成比も両者の場合でよく一致した。この結果から、エタノール

は単量体、二量体の双方の構造に影響を与え、多量体が形成することが分かっ

た。 
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Figure 2-2. cyt c552単量体を 80% (v/v)エタノールで処理する前（a）と後（b）お

よび二量体を 80% (v/v)エタノールで処理する前（c）と後（d）のゲルろ過クロ

マトグラフィー溶出曲線。[カラム：Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare)、緩衝

液：50 mM リン酸緩衝液（pH 7.0）、流速：0.5 mL/min、温度：4 ℃、検出波長：

410 nm] 

 

 

2-3-2. cyt c552二量体の構造 

cyt c552二量体のSoret帯の極大吸収波長は単量体の吸収スペクトルと同様、410 

nmに観測された（Figure 2-3、A）。ピリジンヘモクロム法 19より、cyt c552二量

体の 410 nmにおける吸光係数は、113,000 ± 3,000 M
-1

cm
-1

 （ヘムユニット）と

求まった。この値は同様に求めた単量体の 410 nmの吸光係数（109,000 ± 2,000 M-
-1

cm
-1）と近い値であった。また以前報告された酸化型 cyt c552単量体のモル吸光

係数（409 nm、105,000 M
-1

cm
-1）とも近い値であった 21。cyt c552の 690 nmの吸

収帯はヘム鉄とMet59の結合に由来すると報告されている 22。690 nmの吸収強

度も単量体と二量体でほとんど変わらなかったため（Figure 2-3、A）、ヘム鉄と

Met59の結合は二量体でも維持されていることが分かった。cyt c552二量体の CD

スペクトルは、208 nmと 222 nmに負の極大を示し、ピーク強度は単量体と類似

していた（Figure 2-3、B）。これらの分光学的特徴は cyt c552二量体が単量体と同

様の活性部位構造と二次構造を有することを示唆している。 
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Figure 2-3. cyt c552単量体と二量体の（A）吸収スペクトルと（B）CDスペクト

ル。単量体と二量体のスペクトルをそれぞれ黒と赤で示す。 

 

 

X線結晶構造解析により 2.0 Åの分解能で cyt c552二量体の構造を得た。結晶

構造より、ウマ cyt c二量体とは異なり 13、cyt c552二量体では、Ala18－Lys20の

位置が単量体での位置から大きくずれ、Asn1 から Lys17までの N末端 αヘリッ

クスとヘムを含む領域をプロトマー間で交換していることが分かった（Figure 

2-4、A、B）。ヘム鉄にはヘムが属するプロトマーとは異なるプロトマー由来の

Met59が配位していた（Figure 2-4、C、D）。また、Met59側鎖の末端メチル基配

向が単量体と二量体で変化していた。二量体のヘム鉄－His14 結合とヘム鉄－

Met59結合の結合距離はそれぞれ 1.89 Åと 2.28 Åで、単量体（ヘム鉄－His14、

2.05－2.09 Å；ヘム鉄－Met59、2.28 Å）と比較して結合距離は短くなっていた

（Table 2-2）。 

 cyt c552二量体結晶の非対称単位には 1 分子のプロトマーが存在した。単量体

と二量体の構造を重ね合わせると、全体構造は良く一致した（Figure 2-5）。単量

体（非対称単位中に 4分子の cyt c552が存在）と二量体プロトマーそれぞれのα

炭素について、ヒンジループ（Ala18－Lys20）を除いたN末端領域（Asn1－Lys17）

と C 末端領域（Val21－Lys80）の平均二乗偏差（RMSD）をそれぞれ計算した。

計算の結果、N 末端領域では 0.43－0.58 Å、C 末端領域では 0.32－0.41 Åと求

まり、単量体と二量体の構造は N 末端領域と C 末端領域でそれぞれよく似た構

造をもつことが分かった（Table 2-3）。 

 単量体中でのアミノ酸間の相互作用は、ほとんど二量体でも保たれていた。

ヒンジループ（Ala18－Lys20）周辺の水素結合（重原子間距離< 3.2 Å）の有無

を調べたところ、単量体では Asp15(Oδ2)/Lys17(N)、Asp15(Oδ2)/Ala18(N) 、
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Lys19(Nζ)/Asp27(Oδ1)の原子間に水素結合が存在したが、二量体ではこれらの水

素結合は壊れていた（Figure 2-6）。しかし、Asp15A(Oδ1)/Lys20B(Nζ)（同様に

Lys20A(Nζ)/ Asp15B (Oδ1)）に新しく水素結合が形成されていた（Figure 2-6）。こ

れらの新しい水素結合は二量体構造を安定化していると考えられる。また、

Met11(O)/Lys20(Nζ)と Leu16(O)/Ala26 (N)の水素結合は二量体でも保存されてい

たが、異なるプロトマー間で形成されていた（Figure 2-6）。Ala5、Met11、Tyr32、

Tyr41、Ile76のパッキングが Cyt c552単量体の熱安定性おいて重要である
15-18。二

量体において、これら 5つのアミノ酸残基の位置は維持されており、Ala5、Met11

が Tyr32、Tyr41、Ile76 とは異なるプロトマー由来であっても単量体同様の密な

パッキングは保たれていた（Figure 2-7）。 
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Table 2-1. データ収集と構造精密化に用いた統計値 

Data collection  

X-ray source SPring-8 (BL38B1) 

Wavelength (Å) 1.000 

Space group  

Unit cell parameters 

a, b, c (Å) 

, ,  (º) 

P3121 

 

46.1, 46.1, 78.4 

90.0, 90.0, 120 

Resolution (Å) 

Number of unique reflections 

Rmergea 

Completeness (%) 

<I/(I)> 

Redundancy 

50.0-2.00 (2.07-2.00) 

6916 (670) 

0.083 (0.859) 

 99.9 

37.591 (3.0) 

10.1 (10.0) 

Refinement  

Resolution (Å) 

Number of reflections  

Rworkb (%) 

Rfreeb (%) 

Completeness (%) 

40.0-2.00  

6526  

0.2040 

0.2635 

99.2  

Number of atoms in an asymmetric unit 

Protein 

Water 

Heme 

 

606 

32 

43 

Average B factors (Å2) 

Protein 

Water 

Heme 

 

38.7 

45.2 

27.8 

Ramachandran plot (%) 

Favored 

Allowed 

Outlier 

 

100.0 

0.0 

0.0 

Statistics for the highest-resolution shell are given in parentheses. 

a Rmerge=Σhkl | I – <I> | (Σhkl| I |)−1. 

b Rwork=Σhkl | | Fobs | – k| Fcalc | | ( Σhkl | Fobs | ) −1, k: scaling factor. Rfree was computed 

identically, except where all reflections belong to a test set of 10 % of randomly selected 

data. 
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Table 2-2. cyt c552二量体と単量体のヘム鉄－His14結合とヘム鉄－Met59結合の

結合距離 

 Fe－His14 (Å) Fe－Met59 (Å) 

二量体 1.89 2.28 

単量体 a
 2.09 2.40 

 2.05 2.33 

 2.06 2.34 

 2.05 2.33 
a
PDB: 1YNR。非対称単位に 4つの分子を含む。 

 

 

 

 

 

Figure 2-4. cyt c552単量体（PDB code: 1YNR）と二量体（PDB code: 3VYM）のタ

ンパク質構造と活性部位構造。cyt c552単量体の（A）タンパク質構造、（C）活

性部位構造、および二量体の（B）タンパク質構造、（D）活性部位構造。ヘムと

His14、Met59をスティックモデルで示す。二量体のプロトマーをそれぞれ赤と

青で示す。ヒンジループ（Ala18－Lys20）をオレンジと水色で示す。N末端、C

末端、N末端αヘリックス、C末端αヘリックスをそれぞれ N、C、αN、αCで示

す。 
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Table 2-3. 単量体 aと二量体構造間の平均二乗偏差（rmsd） 

N末端領域 b（Å） C末端領域 c（Å） 

0.43－0.58 0.32－0.41 
a
PDB: 1YNR。非対称単位に 4つの分子を含む。 

b
1－17番目のアミノ酸残基。 

c
21－80番目のアミノ酸残基。 

𝐫𝐦𝐬𝐝 = √
𝟏

𝐧
∑𝛅𝒊

𝟐

𝐧

𝒊=𝟎

 

δ：対応する 2原子間の距離 

 

 

 

 

Figure 2-5. cyt c552単量体（PDB code: 1YNR）と二量体（PDB code: 3VYM）の主

鎖構造の重ね合わせ。単量体を緑、二量体のプロトマーを赤と青で示す。 
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Figure 2-6. ヒンジループ（Ala18－Lys20）周辺の水素結合（重原子間距離< 3.2 

Å ）。 cyt c552 単 量 体 （ Met11(O)/Lys20(Nζ) 、 Asp15(Oδ2)/Lys17(N) 、

Asp15(Oδ2)/Ala18(N)、Leu16(O)/Ala26 (N)、Lys19(Nζ)/Asp27(Oδ1)）。cyt c552二量

体 （ Met11A(O)/Lys20B(Nζ) 、 Asp15A(Oδ1)/Lys20B(Nζ) 、 Leu16(O)A/Ala26B(N); 

Lys20A(Nζ)/Met11B(O)、Lys20A(Nζ)/Asp15B(Oδ1)、Ala26A(N)/Leu16(O)B）。Aと B

はそれぞれ二量体のプロトマーを表す。二量体中の 2 つのプロトマーを薄い赤

と青で示す。Ala20－Lys20をオレンジと水色で示す。黒破線は水素結合を示す。 
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Figure 2-7. cyt c552単量体と二量体の構造。（A）タンパク質構造をリボンモデル

で示し、熱安定性に寄与するアミノ酸残基（Ala5、Met11、Tyr32、Tyr41、Ile76）

の側鎖をスティックモデルで示す。（B）熱安定性に寄与するアミノ酸残基周辺

の構造を空間充填モデルで示す。単量体を緑、二量体のプロトマーをそれぞれ

赤と青で示す。 
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2-3-3. 酸化還元電位 

 サイクリックボルタモグラム（Figure 2-8）より求めた cyt c552二量体の酸化還

元電位は 213±2 mVで、同様に求めた単量体の酸化還元電位 240±2 mVよりや

や低い値を示した。原因として、ヘム鉄－His14結合とヘム鉄－Met59結合の距

離が短くなり電子供与性が高まったことや、二量化に伴う溶媒の活性部位への

近づきやすさなどが変化したことなどが考えられる 23, 24。しかし、単量体と二量

体の酸化還元電位の差は小さく、二量体は単量体と同様の活性部位構造をもつ

ため、依然として高い酸化還元電位を示した。 

 

Figure 2-8. cyt c552単量体（黒）と二量体（赤）のサイクリックボルタモグラム。

スキャン速度：50 mV/s、温度：室温。 

 

 

2-3-4. cyt c552の熱安定性と熱力学的特性 

 酸化型ウマ cyt c二量体を 70 ℃で 5分間インキュベートすると単量体へ解離

するが 13、酸化型 cyt c552二量体は同様の条件で単量体へ解離しなかった（Figure 

2-9、溶出曲線 b）。90 ℃で 5分間インキュベートしても約半分しか cyt c552二量

体は単量体へ解離しなかった（Figure 2-9、溶出曲線 c）。これらの結果より、単

量体で高い熱安定性を示す cyt c552二量体はウマ cyt c二量体より高い熱安定性を

持つことが分かった。 

 酸化型 cyt c552二量体が単量体へ解離する際の活性化エンタルピー（ΔH
‡）と

活性化エントロピー（ΔS
‡）を求めるため、温度の逆数に対して ln (k/T)をプロッ

トし、アイリングプロットをおこなった（Figure 2-10）。直線の傾きより ΔH
‡、Y

切片より ΔS
‡の値を計算した。計算の結果、エタノール非存在下では ΔH

‡＝140

±9 kcal mol
-1、ΔS

‡＝310±30 cal mol
-1 

K
-1、60% (v/v)エタノール存在下では ΔH

‡
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＝110±5 kcal mol
-1、ΔS

‡＝270±20 cal mol
-1 

K
-1と求まった。求めた値を用いて

43 ℃における活性化ギブズエネルギー（ΔG
‡）を計算すると、エタノール非存

在下で ΔG
‡＝42 kcal mol

-1、60% (v/v)エタノール存在下で ΔG
‡＝25 kcal mol

-1と求

まった。 

 より詳細に cyt c552二量体の熱力学的特性を明らかにするために酸化型 cyt c552

単量体と酸化型 cyt c552二量体の DSC測定を行った（Figure 2-11）。二量体の熱

容量曲線では、92.3±0.3 ℃にピークが観測された（Figure 2-11、赤線）。二量

体を 95 ℃まで DSC測定を行った後、試料をゲルろ過クロマトグラフィーで分

析すると、ほとんどが単量体として観測されたため、このピークは二量体の解

離に由来するものであることが分かった。また単量体の DSC測定では、90－

95 ℃の範囲にはピークは観測されなかった（Figure 2-11、黒線）。DSC曲線の

ピーク面積は二量体から単量体へ解離する際のエンタルピー変化（ΔH）を表し

ている。解離に伴う ΔHは 14±2 kcal/molと正の値を示したため、二量体は単量

体よりもエンタルピー的に有利な状態であることが分かった。 

 

Figure 2-9. cyt c552二量体（a）を 70 ℃（b）または 90 ℃（c）でインキュベート

した後のゲルろ過クロマトグラフィー溶出曲線。[カラム：Superdex 75 10/300 GL、

緩衝液：50 mM リン酸緩衝液（pH 7.0）、流速：0.5 mL/min、温度：4 ℃、検出

波長：410 nm] 
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Figure 2-10. （A）エタノール非存在下および（B）60% (v/v)エタノール存在下

における cyt c552二量体解離時の ln (k/T) vs. 温度の逆数プロット。直線は最少二

乗法でフィッティングすることで得た。試料濃度 10 μM（ヘム濃度）、緩衝液：

50 mMリン酸緩衝液（pH 7.0）、温度（A）82.5－92 ℃、（B）36－43 ℃。 

 

 

 

Figure 2-11. 酸化型 cyt c552単量体（黒線）と二量体（赤線）の DSC曲線。試料

濃度：100 μM（ヘム濃度）、緩衝液：50 mM リン酸緩衝液（pH 7.0）、スキャン

速度：1℃/min、セル容量：500 μL。 
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2-3-5. エタノールが cyt c552構造に与える影響 

 cyt c552はエタノール処理により多量体を形成し（Figure 2-1）、エタノール存在

下では二量体の解離が促進された（Figure 2-2、2-10）。そこで、エタノールが cyt 

c552構造に及ぼす影響を調べた。20 ℃で 60% (v/v)エタノール存在下または 50 ℃

でエタノール非存在下では、690 nmの吸光度は変化しなかった（Figure 2-12）。

しかし 50 ℃において 60% (v/v)エタノール存在下では、690 nmの吸光度は減少

した（Figure 2-12）。これらの結果は、20 ℃よりも 50 ℃でエタノールを加えた

方がより鉄－Met 結合が摂動を受けることを示している。実際、高い温度でエタ

ノールを添加した場合の方が多く多量体が形成された（Figure 2-1）。しかし、cyt 

c552の 60% (v/v)エタノール溶液からは多量体は検出されなかった（Figure 2-13）。 

 

Figure 2-12. エタノール存在下および非存在下での cyt c552の吸収スペクトル。

エタノール非存在下（黒線）、60% (v/v)エタノール存在下 20℃（青線）、および

50℃（赤線）での cyt c552の吸収スペクトル。 
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Figure 2-13. cyt c552単量体（a）に 60% (v/v)エタノールを 20 ℃（b）または 50 ℃

（c）で 60% (v/v)エタノールを加えた時のゲルろ過クロマトグラフィー溶出曲線。

[カラム：Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare)、緩衝液：50 mM リン酸緩衝液

（pH 7.0）、流速：0.5 mL/min、温度：4 ℃、検出波長：410 nm] 
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2-4. 考察 

 cyt c552 二量体の活性部位では、Met59 はヘム鉄に配位していたが、ヘムが属

するプロトマーとは異なるプロトマー由来のMet59が配位していた（Figure 2-4）。

ヘムのリガンド交換はセラチア菌由来ヘム獲得タンパク質 HasA 二量体におい

ても観測されている 7。ドメインスワッピングは同一タンパク質の異なる分子同

士でヘムのリガンドを交換するための機構であるかもしれない。cyt c552 二量体

は単量体と同様、高い酸化還元電位を維持していた（Figure 2-8）。ドメインスワ

ッピングにより形成されたミオグロビン二量体は、単量体と同様の活性部位構

造と酸素親和性を有していた 8。これらの結果より、ドメインスワッピングは単

量体の機能を保ったまま多量体タンパク質をデザインするのに有用であると期

待される。 

 ウマ cyt c二量体、三量体では C末端領域が交換されていたが 13、cyt c552二量

体では N 末端領域が交換されていた（Figure 2-4）。ラマチャンドランプロット
25では、cyt c552単量体の Lys20部分の主鎖の二面角の組み合わせは allowed領域

に位置していたのに対し、二量体では Favored領域に位置していた（Figure 2-14）。

ヒンジループ（Ala18－Lys20）の部分が Lys20 部分の歪を無くすように構造変化

したためであると考えられる。 

 

 

Figure 2-14. cyt c552単量体（PDB code：1YNR）と二量体（PDB code：3VYM）

ラ マ チ ャ ン ド ラ ン プ ロ ッ ト 。 プ ロ ッ ト の 作 製 に は RAMPAGE

（http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php）を用いた。1YNRは非対称単

位に 4 つの分子を含む。単量体の Lys20 は紫の線で囲った範囲内にある点であ

る。 
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 ウマ cyt cはエタノール処理により、C末端領域を交換し多量体を形成した 13。

cyt cのMet80周辺の構造は、ベンジルアルコールや m-クレゾールの添加によっ

て崩れ、凝集の引き金となる「ホットスポット」であると報告されている 26, 27。。

ウマ cyt c 単量体の Thr78－Lys87 間のループ領域では、広範囲に渡って

（ Leu68(O)/Ile85(N) 、 Lys72(Nζ)/Met80(O) 、 Lys72(Nζ)/Phe82(O) 、

Thr78(Oγ)/Hem(O2D)、Lys79(N)/Hem(O2D)、Lys79(Nζ)/Thr47(O)）水素結合（重

原子間距離< 3.2 Å）が形成されていた（Figure 2-15）。一方、cyt c552単量体の対

応する領域（Trp54－Thr65）は、主鎖原子間の水素結合（Lys47(O)/Gln62(N)、

Gly50(N)/Met59(O)、Gly50(O)/Met59(N)、Gly52(N)/Gly55(O)）によりβシート様

の比較的強固な構造を形成していた（Figure 2-15）。実際、アポ cyt c552の分子動

力学シミュレーションによると、Gly50と Met59の間で短いβシートが形成され

ると報告されている 28。加えて、cyt c552では C末端αヘリックス中の Ala73と、

隣り合うαヘリックス（Ala38－Lys48）の Val39、Leu42、Ala43、Ile46との間に

疎水性相互作用が存在するが（Figure 2-16）、ウマ cyt cでは同様の相互作用は見

られなかった。このような理由により、cyt c552では C末端αヘリックスが交換

されなかったと考えられる。 

 NMR測定を用いた水素/重水素交換実験により、ウマ cyt cの Met80を含んだ

ループ領域はウマ cyt cの構造中で最も安定性が低く、折れたたみ過程では最後

に構造が形成されると報告されている 29, 30。一方、同様に水素/重水素交換実験

により、cyt c552と同じ主鎖構造を持つ緑膿菌 cyt c551（Figure 1-12）では、1番目

のループから 2 番目のαヘリックスまたがる領域が構造的に不安定であると報

告されている 31。この領域は cyt c552二量体構造のヒンジループに相当する。こ

のようにスワップ領域とタンパク質の部分的な構造安定性には関連があると考

えられる。 
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Figure 2-15. ウマ cyt c（PDB code: 1HRC）と cyt c552（PDB code: 1YNR）の C末

端αヘリックス手前のループ領域における水素結合ネットワーク。軸配位子の

Met を含むループを黄緑と水色のスティックモデルで示す。C末端αヘリックス

を水色で示す。ヘムは灰色のスティックモデルで示す。主鎖原子間の水素結合

とそれ以外の水素結合をそれぞれ赤破線、黒破線で示す。窒素原子、酸素原子、

硫黄原子をそれぞれ青、赤、黄で示す。 

 

 

Figure 2-16. C末端αヘリックス（水色）中の Ala73と、隣り合うαヘリックス

（Ala38－Lys48）（オレンジ）の Val39、Leu42、Ala43、Ile46 との間に疎水性相

互作用。Ala73、Val39、Leu42、Ala43、Ile46 をそれぞれ水色、暗橙色、茶色、

ピンクの空間充填モデルで示す。 
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 ウマ cyt cでは高次多量体が観測されたが、cyt c552では 5量体までしか観測さ

れなかった。X線小角散乱測定より、ウマ cyt cの多量体は溶液中で鎖状に伸び

た構造をとっていると報告されている 13。一方、cyt c552二量体の活性部位では、

結晶構造中と溶液中で共にヘム鉄－Met 結合は維持されていた（Figure 2-3、

Figure 2-4）。これらの結果は cyt c552二量体が溶液中で閉環構造をとっているこ

とを示している。ウマ cyt c多量体では末端分子の C末端αヘリックスが解離し、

連続的にドメインスワッピングが起こるため、高次多量体が形成されるが、cyt 

c552 多量体は閉環構造をとるため連続的なドメインスワッッピングが起こりに

くく、高次多量体が形成されなかったと考えられる。また、cyt c552 のヒンジル

ープは僅か 3残基（Ala18－Lys19）であるのに対して、ウマ cyt cのヒンジルー

プは比較的長く 10残基（Thr78－Lys87）であった。cyt c552の場合、ヒンジルー

プが短いため、ウマ cyt cの場合に比べて交換領域での立体障害が大きくなり、

結果として高次多量体形成が妨げられたと考えられる。 

 酸化型ウマ cyt c 二量体を 70 ℃で 5 分間インキュベートすると単量体へ解離

するが 13、酸化型 cyt c552二量体は同様の条件で単量体へ解離しなかった（Figure 

2-9）。これらの結果は cyt c552二量体がウマ cyt c二量体より高い熱安定性をもつ

ことを示している。疎水性相互作用による Ala5、Met11、Tyr32、Tyr41、Ile76

周辺の密なパッキングが cyt c552単量体の熱安定性おいて重要であると報告され

ており 15-18、これら 5つのアミノ酸残基の側鎖のパッキングは二量体でも維持さ

れていた（Figure 2-7）。これらの結果より、cyt c552二量体は単量体同様の密なア

ミノ酸側鎖のパッキングにより安定化されていると解釈した。 

 Stefin A、p13suc1および cyanovirin-Nのドメインスワッピングによる多量化で

は高い ΔH
‡が観測され、ドメインスワッピングは完全な変性状態を経て起こる

と示唆されている 32-34。また、リボヌクレアーゼ A は部分変性状態から巻き戻

る際に多量化し 35、N 末端領域を交換した二量体と C 末端領域を交換した二量

体の量はリボヌクレアーゼ Aの変性状態に依存すると報告されている 36。cyt c552

二量体が単量体へ解離する際の ΔH
‡と ΔS

‡（Figure 2-10A）より cyt c552二量体の

解離温度（92.3 ℃）における ΔG
‡を計算すると約 27 kcal mol

-1であった。酸化型

cyt c552の天然状態と変性状態のエネルギー差（ΔG）は約 20 kcal mol
-1と報告さ

れており 37、cyt c552 二量体は完全変性状態を経て単量体へ解離している可能性

がある。DSC 測定では、cyt c552二量体が単量体へ解離する際の ΔH は正の値で

あったが、ウマ cyt c二量体が単量体へ解離する際の ΔHは負であると報告され

ている 13。cyt c552二量体では、ヘム鉄と His、Met の強い配位結合や（Table 2-2）、

Lys20部分の歪が除かれていた（Figure 2-14）ことなどにより ΔHは正の値を示

したと推測される。これらの結果より、同じタンパク質ファミリーに属する分

子でもドメインスワッピングの特性がことなることが分かった。 
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 cyt c552二量体の結晶構造（Figure 2-4）より、ヘム鉄－Met 結合の開裂はドメ

インスワッピング構造の形成に必須であると考えられる。エタノール添加によ

り、二量体の解離における ΔG
‡は減少した（Figure 2-10）。ΔG

‡の減少は、エタ

ノール存在下で温度を上昇させるとヘム鉄－Met 結合の開裂が観測された

（Figure 2-12）ように、エタノールよって疎水性相互作用が弱くなり cyt c552が

変性し易くなったことに起因すると考えられる。 
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2-5. 結論 

 cyt c552 はエタノール処理によりドメインスワップ二量体を形成した。しか

し、ウマ cyt c二量体では C末端領域が交換されていたのに対して、cyt c552二量

体ではヘムを含む N末端領域が交換されていた。ウマ cyt cと cyt c552の比較よ

りスワップ領域はタンパク質の部分的な安定性に関連することが示唆された。

cyt c552 二量体は単量体同様の密なアミノ酸側鎖パッキングを維持し高い熱安定

性を示した（解離温度：92 ℃）。エタノールは cyt c552の構造変化を誘起し、活

性化エネルギーを減少させることで cyt cの多量体形成を促進することが示唆さ

れた。 
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第 3章 大腸菌発現系におけるシトクロム c552の多量体形成 

 

3-1. 序論 

ウマシトクロムc（cyt c）はエタノール処理によりC末端αヘリックスのドメイ

ンスワッピングにより多量体を形成すると報告されている1。また、ウマcyt c は

GdnHClによる変性状態から巻き戻すとC末端領域のドメインスワッピングによ

り二量体を形成し、cyt cの折れたたみ初期過程で起こるN末端αヘリックスとC

末端αヘリックス間の疎水性相互作用が二量体形成に重要であることが明らか

にされている2。さらに、X線小角散乱測定により、モルテングロビュール状態

のウマcyt cの一部は多量体を形成しており、モルテングロビュール状態から巻き

戻り反応を行うと、GdnHClによる変性状態から巻き戻り反応によって得られる

二量体と同様、C末端領域がドメインスワップした二量体が形成する3。一方、

高い熱安定性を示す好熱性水素細菌由来cyt c552（cyt c552）はウマcyt cとは異なり、

N末端αヘリックスおよびヘムを含んだ領域をスワップすることで二量体を形成

した（2-3-2節）。cyt c552と緑膿菌由来cyt c551との比較研究により、cyt c552の高い

熱安定性は疎水性アミノ酸側鎖の密な充填による疎水性相互作用によると説明

されており4-8、cyt c552二量体は単量体同様のアミノ酸側鎖の密な構造が維持され

ているため高い熱安定性を示した（2-3-2節、2-4-2節）。 

病気の原因となるタンパク質多量体を形成するセルピンは、変異体を用いた

実験により細胞内でドメインスワップにより多量体を形成すると報告されてい

る9-11。また、重症急性呼吸器症候群（SARS）コロナウィルスメインプロテアー

ゼのC末端ドメイン（M
pro

-C）はドメインスワッピングにより二量体を形成する

が12、M
pro

-Cを大腸菌内で発現させると、単量体に加え二量体も形成する13。さ

らに、in vitroでは37℃においてM
pro

-Cの単量体と二量体は平衡状態にある（単量

体：二量体＝9：1）が、大腸菌発現系から精製されたM
pro

-C単量体と二量体の比

は3：2でin vitroの結果と異なっていたため、細胞内には多量体形成を促進する要

因が存在することが示唆されている14。Arankoらは大腸菌内で発現させたインテ

インがドメインスワッピングすることで二通りのスプライシングが起こること

を報告している15。このようにin vivoでのドメインスワッピングによる多量体形

成について知見が増しているが、ドメインスワッピングを左右する要因など、

不明な点も多く残されている。生体内でのタンパク質多量体形成を調べるとき、

生体組織からタンパク質を抽出する操作によってタンパク質が変性し巻き戻る

際に単量体から多量体が生成したり、多量体が解離する可能性がある。そこで、

高い安定性を有するcyt c552用いれば単量体や多量体への変化を抑えることがで

きると考えた。 

多くのグラム陰性菌のcyt cの生合成では、サイトプラズムで合成されたタンパ
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ク質部分（アポcyt c）が分泌タンパク質によってペリプラズムへ運ばれる16, 17。

その後、9つ（または8つ）のタンパク質からなる cyt c成熟化タンパク質群（Ccm）

（CcmABCDEFGHIまたはABCDEFGH）により、アポcyt cにヘムが挿入されホロ

型タンパク質が形成される18。成熟化の最終段階であるアポcyt cへのヘム挿入時

には、CcmF、CcmH、CcmIが複合体を形成することが報告されている19。本研

究では、生体系のモデルとして発現系を用い、大腸菌内でcyt c552がドメインスワ

ッピングにより多量体を形成することを見出した。大腸菌内での多量体形成に

はヘム挿入速度やタンパク質発現量が関係する可能性があるが、本研究では発

現量と多量体形成の関係について注目して実験したところ、cyt c552発現量の増加

にともなって多量体量が増加した。また野生型cyt c552と変異型cyt c552の比較より

タンパク質の安定性が多量体量に影響することが分かった。さらに、ペリプラ

ズム空間においてホロ体とアポ体が共存し、ホロ－アポ複合体の存在が示唆さ

れた。 

 

 

3-2. 実験方法 

 

発現系の構築 

 野生型および 5残基置換（A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V）cyt c552発現系は広島

大学の三本木至宏教授にご提供いただいた 20。野生型 cyt c552遺伝子をコードし

たプラスミド DNA（pKO2）をテンプレートとし、フォワードプライマー

（GGCTCGGGCCATCATCATCATCATCATTAAGTCGACCTGCAGCCAAGCTT）

およびリバースプライマー（CTTTATGGAGAGTATCCACTGGGC）を用い、KOD 

plus Mutagenesis Kit（TOYOBO）を使用して C末端に GSGHHHHHH配列を導入

した。プラスミド DNA の増幅には DH5αを用いた。C 末端に His-tag 配列を導

入した野生型 cyt c552遺伝子をコードしたプラスミド DNAを、CcmABCDEFGH

をコードしたプラスミド DNA（pEC86）と共に JCB387にトランスフォーメーシ

ョンした。 

 

好熱性水素細菌（Hydrogenobacter thermophilus TK-6）の取得 

 好熱性水素細菌は凍ったペレットの状態で東京大学の石井正治教授に提供し

て頂いた。 

 

大腸菌の培養と cyt c552の精製 

cyt c552発現系を有する大腸菌の培養には、100 μg/mLアンピシリンと 30 μg/mL

クロラムフェニコールを含む LB 培地（25 g/L、ナカライテスク）を用いた[培
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養温度：37℃、振盪速度：130 rpm]。cyt c552発現量と多量体形成量の時間変化を

比較するため、2L スケールで培養を行い、培養開始後 5－8、10、12、18、24

時間後の培養液の 600 nmにおける吸光度を測定し、集菌のため培養液 100 mL

を回収した。 

集菌は遠心分離[8,000 g、5分、4℃]により行った。菌体を 25 mM酢酸緩衝液

（pH 5.0）に懸濁させ、遠心分離[13,700 g、10分、4℃]を行った。沈殿をスクロ

ース・EDTA・トリス（SET）緩衝液（100 mM トリス－塩酸緩衝液 (pH 8.0), 10 

mM EDTA, 20% w/v スクロース）に懸濁させ、氷上で 1時間インキュベートし

た後、遠心分離[13,700 g、10分、4℃]を行った。沈殿を 100 mM リン酸緩衝液 (pH 

7.0)に懸濁させ、凍結融解を 1回行った後、遠心分離[13,700 g, 10分、4℃]を行

った。凍結融解後の上清は Native-PAGEと SDS-PAGEおよび二量体結晶化を行

った。酢酸緩衝液および SET 緩衝液に懸濁させ遠心分離した後の上清は発現量

と多量体形成量の関係を調べた。 

得られた上清に 1% w/vとなるようにストレプトマイシンを添加した。氷上で

30分間インキュベートし、遠心分離[13,700 g, 10分、4℃]により沈殿物を除去し

た。上清を 1 mM ストレプトマイシンを含んだ 10 mM リン酸緩衝液(pH 7.0)で

透析した。透析後、沈殿物を遠心分離により除去した。試料液量の 1/1000量の

50 mMフェリシアン化カリウム水溶液を加え、ヘムを酸化型にした後、cyt c552

を CMセルロース（Wako）カラムクロマトグラフィーにより精製した。 

CDスペクトルを測定するため、酢酸緩衝液および SET 緩衝液に懸濁させ遠心

分離した後の上清を 25 mM酢酸緩衝液（pH 5.0）で透析した後、CMセルロー

スカラム（Wako）クロマトグラフィーと FPLCシステム（ÄKTA prime plus、GE 

Healthcare）を用いた Hitrap SP カラムクロマトグラフィーおよび Hiload 26/60 

Superdex 75 pgを用いたゲルろ過クロマトグラフィーにより精製をおこなった。 

野生型 His-tag cyt c552を発現した菌体を 100 mM Tris HCl (pH 8.0)に懸濁させ、

凍結融解を 1回行った。その後菌体を超音波により破砕した。菌体破砕液を遠

心分離（30,000 g、20分、4℃）し、フェリシアン化カリウム等の酸化剤は加え

ず、上清を FPLCシステム（BioLogic DuoFlow 10、 Bio-rad）を用いた HisTrap HP

（GE Healthcare）カラムクロマトグラフィーにより精製した[流速 2.0 mL/min、

検出波長 280 nm、溶媒 A 25 mM Tris-HCl (pH 8.0)/0.5 M NaCl、溶媒 B 25 mM 

Tris-HCl (pH 8.0)/0.5 M NaCl/0.5 M Imidazole、温度 4 °C]。野生型 His-tag cyt c552

二量体、三量体は、エタノール処理により調製した多量体 21を Hiload 26/60 

Superdex 75 pgを用いたゲルろ過クロマトグラフィーで分け、さらに同じカラム

を用いて精製した。 

好熱性水素細菌菌体 1 gを 100 mMリン酸緩衝液（pH 7.4）20 mLに懸濁させ、

菌体を氷上で超音波により破砕した。菌体破砕液を遠心分離（30,000 g、20 分、
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4℃）し、上清を FPLCシステム（BioLogic DuoFlow 10、 Bio-rad）を用いた CM 

Sepharose Fast Flow（GE Healthcare）カラムクロマトグラフィーにより精製した。

CMカラム後の cyt c552をゲルろ過クロマトグラフィーにより分析した。 

FPLCシステム（BioLogic DuoFlow 10、Bio-rad）と Superdex 75 10/300 GL（GE 

Healthcare）または Hiload 16/600 Superdex 75 pg （GE Healthcare）カラムを用い

たゲルろ過クロマトグラフィー[流速 0.5 mL/min、検出波長 410 nm、溶媒 50 mM

リン酸緩衝液 (pH 7.0)、温度 4 °C]により cyt c552の多量体形成を調べた。溶出曲

線のピーク面積を Igor Pro 6.0 (WaveMetrics, Portland)を用いて求めることにより、

多量体形成量を見積もった。 

 MALDI-TOF質量分析では、Autoflex II mass spectrometer（Bruker Daltonics）を

使用し、マトリクスにはシナピン酸を用いた。 

cyt c552抽出時の凍結融解の影響を調べるため、pKO2 と pEC86 を持たない大

腸菌を LB培地で培養し、集菌後、浸透圧法により菌体を破壊した。破壊後の菌

体を 0.5 g/mLとなるように超純水に懸濁させた。懸濁液 100 μL に 0.5 mMとな

るよう精製した cyt c552を加えた。凍結融解を 1回行い、遠心分離[13700 g, 10 min, 

4℃]により上清を取り除いた。沈殿を 100 mM KPB (pH7.0) 200 μLに懸濁させ、

さらに 200 mMとなるよう NaClを加えた。遠心分離[13700 g, 10 min, 4℃]により

沈殿と上清を分けた。上清にストレプトマイシンを加え、氷上で 30分インキュ

ベートした後、遠心により沈殿物を取り除いた。この溶液を 10 mM KPB (pH 7.0)

で 10 倍希釈し、CM カラムクロマトグラフィーにより精製した。CM カラム後

の cyt c552をゲルろ過クロマトグラフィーにより分析した。 

 

アポ cyt c552調製 

アポ cyt c552の調製は Fisher らの方法を参考にした 22。ジチオトレイトールに

より Ag
+を取り除いた後、アポ cyt c552を 25 mM Tris緩衝液（pH 8.0）で透析し

た。透析後、アポ cyt c552を FPLCシステム（AKTA prime plus, GE Healthcare）

を用いた HisTrap HP（GE Healthcare）または HiTrap SP（GE Healthcare）カラム

クロマトグラフィーにより精製した。Ellman 試薬 23により、アポ cyt c552の Cys

残基のジスルフィド結合形成の有無を確認した。 

 

CD スペクトル測定 

野生型とA5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V cyt c552の CDスペクトル測定には円偏光

二色性分散計 J-725（日本分光)を用いた。光路長 1 mmの石英セルを用い、25℃

で測定した。A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V ホロ cyt c552 のモル吸光係数はピリジ

ンヘモクロム法により求めた 24。野生型および A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V ホロ

cyt c552の濃度は、それぞれ 410 nmのモル吸光係数 109,000 M
-1 

cm
-121と 112,000 
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M
-1 

cm
-1 を用いて決定した。野生型および A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V アポ cyt 

c552の濃度は、それぞれ 280 nmのモル吸光係数（理論値）15,600 M
-1 

cm
-1と 12,600 

M
-1 

cm
-1を用いて決定した。αヘリックス含有率は以下に示す式を用いて求めた

25。 

αヘリックス含有率（%）=
-[θ]222-2340

30300
× 100 

 

発現系から得られた cyt c552二量体の X線結晶構造解析 

 凍結融解により菌体から抽出し、CMカラムクロマトグラフィーにより精製し

た cyt c552溶液を 76℃で 10 分間加熱した。加熱後、遠心分離により沈殿物を取

り除いた。cyt c552二量体は Hiload 26/60 Superdex 75 pg（GE Healthcare）を用い

たゲルろ過クロマトグラフィーにより精製した。精製した二量体溶液のバッフ

ァーを 100 mM HEPES 緩衝液(pH 7.0)に置換し、二量体濃度を 3 mM (ヘム濃度)

に調製した。タンパク質溶液 2 μLと沈殿剤を 2 μLを混合し、シッティングドロ

ップ法により結晶化を行った。1.6 Mクエン酸ナトリウム緩衝液（pH 6.5）を沈

殿剤に用いた条件で結晶が得られたため、SPring-8（ビームライン：BL38B1）

にて X線回折実験を行った。エタノール処理によって作製した cyt c552二量体の

原子座標（PDB code: 3VYM）を用い、分子置換法（MOLREP）により cyt c552

二量体の初期構造を得た。構造精密化には REFMACを用いた。COOT を用いて

分子モデルの細かな修正や水分子の配置を行った。回折データと精密化の統計

値を Table 3-1に示す。 

 

巻き戻り反応による多量体調製 

フェリシアン化カリウム（終濃度約 2 mM、Wako、日本）を添加し、DEAE

カラムで精製することにより酸化型の野生型および A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V 

cyt c552を得た。GdnHCl（終濃度 5.3 M、Nacalai Tesqu, 日本）を含む 50 mMリ

ン 酸 緩 衝 液  (pH 7.0) を 用 い て 、 変 性 状 態 の 野 生 型 お よ び

A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V ホロ cyt c552（終濃度 0.2 mM）またはホロ cyt c552（終

濃度 0.2 mM）、アポ cyt c552（終濃度 0.35mM）の混合溶液を調製した。この cyt c552

混合溶液を 50 mM リン酸緩衝液 (pH 7.0)で平衡化させた脱塩カラム（PD 

SpinTrap G-25, GE Healthcare）にのせ、遠心分離（800 g、2 分、4℃）により cyt 

c552を溶出させ GdnHClを取り除いた。すばやく脱塩後の溶液に 50 mM リン酸

緩衝液（pH 7.0）100 μLを加えよく撹拌した。さらに 50 mM リン酸緩衝液（pH 

7.0）200 μLを加えてから、37℃で 1時間インキュベートした。 
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3-3. 実験結果 

 

3-3-1. 大腸菌内での cyt c552の多量体形成 

野生型 cyt c552の発現系を有する大腸菌を培養し、浸透圧法により cyt c552を抽

出した後、凍結融解によって菌体に残った野生型 cyt c552を取り出した。取り出

した直後の cyt c552は還元型であったが、精製の途中で酸化型にした。試料のゲ

ルろ過クロマトグラフィーでは、溶出体積 85 mL の位置に野生型 cyt c552単量体

に由来するピークが観測された（Figure 3-1、A）。また、50－75 mLに野生型 cyt 

c552多量体に由来すると考えられるピークが観測された。cyt c552の発現しない大

腸菌と cyt c552を混合し凍結融解を行ったが、多量体は観測されなかった（Figure 

3-2）。これらの結果より、大腸菌内でも cyt c552が多量体を形成することが示唆

された。多量体が観測されたため、以後、His-tagを用いた実験以外は全て精製

時に cyt c552を酸化型にした。 

凍結融解で抽出した cyt c552をゲルろ過カラムで精製し、クロマトグラフィー

溶出液を Native-PAGE後にヘム染色で分析すると、階段状のバンドが観測され

た（Figure 3-1、Bの黒い三角形で示したバンド）。また、SDS-PAGE後のヘム染

色では、溶出体積 50－75 mLのフラクションから cyt c552単量体の分子量（9.2 kDa）

に対応する位置にバンドが観測された（Figure 3-1、Cの黒い三角形で示した位

置）。これらの結果より、発現系において cyt c552の単量体が非共有結合的に相互

作用し、多量体を形成することが分かった。 
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Figure 3-1. 大腸菌から凍結融解法により抽出し精製した cyt c552 のゲルろ過ク

ロマトグラフィー溶出曲線と溶出液の Native-PAGE および SDS-PAGE。（A）ゲ

ルろ過クロマトグラフィー溶出曲線[カラム：Hiload 16/600 Superdex 75 pg (GE 

Healthcare)、緩衝液：50 mM リン酸緩衝液（pH 7.0）、流速：0.5 mL/min、温度：

4 ℃、検出波長：280 nm、410 nm]、（B）Naitive-PAGE後のヘム染色と（C）SDS-PAGE

後のヘム染色。Native-PAGEは10%ゲル、SDS-PAGEは18%ゲルを用いて行った。

泳動後のゲルはヘム染色 26により分析した。レーン a：47－49mL、レーン b：51

－53 mL、レーン c：55－57 mL、レーン d：57－59 mL、レーン e：61－63 mL、

レーン f：67－69 mL、レーン g：71－73 mL、レーン h：75－77 mL、レーン i：

83－85 mLの溶出液。レーンM：分子量マーカー。 
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Figure 3-2. 大腸菌と混合し、凍結融解を行った後の cyt c552ゲルろ過クロマトグ

ラフィー溶出曲線[カラム：Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare)、緩衝液：50 mM 

リン酸緩衝液（pH 7.0）、流速：0.5 mL/min、温度：4 ℃、検出波長：280 nm、

410 nm]。 
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3-3-2. タンパク質発現量と安定性が大腸菌内での多量体形成に及ぼす影響 

 cyt c552 は大腸菌内で多量体を形成することが分かった。そこで、大腸菌内に

おいて cyt c552がどのような条件で多量化するのかを調べた。まず、発現量と多

量体形成量の関係について調べた。各培養時間における cyt c552発現量をその時

の培養液の 600 nmの吸光度（Abs600）で割った値は培養 5時間から 12時間の間

に急速に増え、その後緩やかになった（Figure 3-3、青線）。培養 5－12時間にか

けて cyt c552発現量が増加するとともに、多量体量も増加した（Figure 3-3、赤線）。

この結果より、大腸菌内の cyt c552濃度が高いほど多量体形成量が増すことが分

かった。 

 

Figure 3-3. 各培養時間に cyt c552発現量を培養液の Abs600で割った値（青線）お

よび多量体形成量（多量体も含めた cyt c552の量に対する多量体の割合、赤線）。 

 

 

 次 に 、 cyt c552 の 安 定 性と 多 量 体形 成 の 関 係 を 調 べ る ため 、

A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V cyt c552 （ Figure 1-13 参 照 ） を 用 い た 。

A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V cyt c552 の変性温度は野生型 cyt c552 より 26℃低く

（A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V、95.2ºC；wild-type、121ºC）、GdnHCl の変性中点

濃度も 2.8 M低い（A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V、1.67 M； 野生型、4.46 M）20

と報告されている。 

タンパク質の構造情報を得るため、野生型と A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V cyt 

c552 それぞれのホロ体とアポ体の CD スペクトルを測定したところ、

A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V アポ cyt c552と野生型アポ cyt c552のαヘリックス含

有率はそれぞれ 11%と 19%であった（Figure 3-4、黒赤実線）。また、

A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V ホロ cyt c552 と野生型ホロ cyt c552 のαヘリックス
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含有率はそれぞれ 42%と 49%で（Figure 3-4、黒赤破線）であった。これらの結

果より A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V cyt c552は野生型 cyt c552比べホロ体アポ体共

に二次構造が少なく、A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V cyt c552は野生型 cyt c552に比べ、

ホロ体とアポ体の両方で構造が崩れていることが示唆された。 

 

 

Figure 3-4. ホロおよびアポ cyt c552のCDスペクトル。野生型ホロ体を黒破線、

ア ポ 体 を 黒 実 線 、 A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V ホ ロ 体 を 赤 破 線 、

A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V アポ体を赤実線で示す。タンパク質濃度 9.5－10.5 

μM、50 mMリン酸緩衝液（pH 7.0）、25℃。 

 

 

タンパク質の安定性が多量体形成に与える影響を調べるため、大腸菌内にお

ける多量体形成量を比較した。菌体 1 gあたりの cyt c552発現量は、野生型 cyt c552

で 1.1±0.2 mg、A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V cyt c552 で 1.7±0.2 mgと変異型 cyt 

c552 の方が発現量は多かったにもかかわらず、野生型 cyt c552 の方が

A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V cyt c552 より精製液から多くの多量体が検出された

（野生型 cyt c552, 21±5%、A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V cyt c552, 8.7±0.6%）（Figure 

3-5）。特に、溶出曲線の 10–11 ml付近で 410 nmの吸光度の強度が増大し、野生

型 cyt c552で高次多量体が多く形成した（Figure 3-5、A）。これらの結果より、タ

ンパク質の安定性が大腸菌内での cyt c552多量体形成量に影響することが示唆さ

れた。 
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Figure 3-5. 大腸菌から抽出、CMカラムクロマトグラフィーによる精製後の（A）

野生型 cyt c552、（B）A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V cyt c552溶液のゲルろ過クロマト

グラフィー溶出曲線[カラム：Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare)、緩衝液：50 

mM リン酸緩衝液（pH 7.0）、流速：0.5 mL/min、温度：4 ℃、検出波長：280 nm、

410 nm]。  
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3-3-3. 発現系から得た cyt c552二量体の X線結晶構造 

発現系から得られた cyt c552多量体の詳細構造を調べるためX線結晶構造解析

を行った。分解能 1.8 Åの立体構造より、発現系より精製して得られた cyt c552

二量体では、エタノール処理 21によって得られた二量体と同じく、Ala18－Lys20

の位置が単量体での位置と大きくずれ、N 末端 α ヘリックスとヘム含む領域を

分子間で交換し形成していることが分かった（Figure 3-6、A）。 

 発現系から得られた二量体の結晶の非対称単位中には 1 つのプロトマーが存

在した。発現系から得られた 2 量体とエタノール処理により作製した 2 量体の

プロトマーの主鎖構造を重ね合わせると（Figure 3-6、B）、Cα炭素の平均二乗

偏差（rmsd）の値は 0.427となり、2つの二量体のプロトマー構造はよく一致し

ていることが分かった。 

 

Figure 3-6. （A）発現系から得られた cyt c552二量体の構造。二量体中のプロト

マーをそれぞれ紫と水色で示す。N：N末端、C：C末端、αN：N末端αヘリッ

クス、αC：C末端αヘリックス。（B）発現系から得られた 2量体とエタノール

処理により作製した 2量体のプロトマーの主鎖構造を重ね合わせ。エタノール

処理により形成した二量体（PDB code: 3VYM）、発現系から得た二量体のプロ

トマーをそれぞれ緑と紫で示す。 
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Table S1. データ収集と構造精密化に用いた統計値 

Data collection  

X-ray source SPring-8 (BL38B1) 

Wavelength (Å) 1.0000 

Space group  
Unit cell parameters 
a, b, c (Å) 
, ,  (º) 

P3121 
 

45.8, 45.8, 78.3 
90.0, 90.0, 120 

Resolution (Å) 
Number of unique reflections 
Rmergea 
Completeness (%) 
<I/(I)> 
Redundancy 

50.00-1.80 (1.86-1.80) 
9242 (847) 

0.070 (0.649) 
 99.2 (93.9) 

37.522 (2.248) 
9.7(7.1) 

  

Refinement  

Resolution (Å) 
Number of reflections  
Rworkb (%) 
Rfreeb (%) 
Completeness (%) 

39.67-1.80 (1.85-1.80) 
8724 (615) 

0.135 (0.236) 
0.208 (0.298) 
98.7 (91.7) 

Number of atoms in an asymmetric unit 
Protein 
Water 
Heme 

 
601 
32 
43 

Average B factors (Å2) 
Protein 
Water 
Heme 

 
39.7 
45.1 
26.9 

Ramachandran plot (%) 
Favored 
Allowed 
Outlier 

100 
0 
0 

Statistics for the highest-resolution shell are given in parentheses. 

a Rmerge=Σhkl | I – <I> | (Σhkl| I |)−1. 

b Rwork=Σhkl | | Fobs | – k| Fcalc | | ( Σhkl | Fobs | ) −1, k: scaling factor. Rfree was computed 

identically, except where all reflections belong to a test set of 5 % of randomly selected 

data.  
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3-3-4. 多量体に含まれるアポ cyt c552の検出 

 

 チオエーテル結合形成反応の速度定数は in vitro（pH 7.0）で 0.3 h
-1と報告され

ており 27、細胞内でホロ cyt cが折れたたまる際、アポ cyt cが共存する可能性が

ある。 

C末端にHis-tagを付加した野生型 cyt c552を発現させた大腸菌を超音波破砕し、

破砕後の可溶画分に含まれる cyt c552を HisTrap カラムで精製すると、溶出体積

40－70 mLにかけて赤色の溶出液を得た（Figure 3-7、溶出曲線 a）。溶出位置 42

－44 mLの溶出液のMALDI-TOF質量分析を行うと、ホロ cyt c552の分子量（Mv

＝10205）に対応するピーク（m/z=10206）が観測された（Figure 3-8、A）。一方、

溶出位置 50－52 mL、および 58－60 mL の溶出液からはホロ cyt c552に加え、

m/z=9589（Figure 3-8、B）、m/z=9588（Figure 3-8、C）に、アポ cyt c552の分子量

（Mv＝9589）に対応するピークも観測された。また、いずれのマススペクトル

においてもシグナル配列が付加したアポ cyt c552の分子量ピークは観測されなか

った。これらの結果より大腸菌のペリプラズム空間にホロ体とアポ体の両方が

存在していることが分かった。大腸菌から抽出した試料では、41 mL付近の溶出

液のマススペクトルからはアポ体の分子量は観測されなかった（Figure 3-7、A）。

精製した His-tag付アポ cyt c552およびホロ cyt c552単量体、二量体、三量体を同

様に HisTrapカラムで分析するとそれぞれ溶出体積 41 mL 、42 mL、47 mL、53 mL

にピークが観測された（Figure 3-6、溶出曲線 b－e）。以上より、大腸菌内でアポ

体を含んだ多量体が形成されていることが示唆された。 
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Figure 3-7. HisTrapカラムクロマトグラフィー溶出曲線。、菌体から抽出した試料

（a）、ホロ cyt c552から調製したアポ cyt c552単量体（b）、精製したホロ cyt c552

単量体（c）、二量体（d）、三量体（e）。カラム：His Trap HP (GE Healthcare)、緩

衝液：25 mM トリス緩衝液（pH 8.0）/0.5 M NaCl、イミダゾール濃度勾配：0－

0.5 M、流速：1.0 mL/min、検出波長 280 nm。 
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Figure 3-8. MALDI-TOFマススペクトル。Figure 3-7溶出曲線 aにおける（A）溶

出位置 42－44 mL、（B）50－52 mL、（C）58－60 mLのカラム溶出液のMALDI-TOF

マススペクトル。 
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3-3-5. 巻き戻り反応によるホロ体とアポ体の多量体形成 

アポ体がホロ体の多量体形成に与える影響を調べるため、ホロ cyt c552 とアポ

cyt c552を混合し巻き戻り反応を行った。野生型ホロ cyt c552（0.2 mM）のみで巻

き戻り反応を行い、37℃で 1時間インキュベートすると、13.3 mLに単量体に由

来するピークに加え、11.7 mL と 10.8 mL にそれぞれ二量体と三量体に由来する

と考えられるピークが観測された（Figure 3-9、A、黒線）。一方、野生型ホロ cyt 

c552（0.2 mM）とアポ cyt c552（0.35 mM）両方が存在する状態で巻き戻り反応を

行い、37℃で 1時間インキュベートすると、11.7 mLに単量体、9.8－12 mLに複

数のピークトップを持つブロードなバンドが観測された（Figure 3-9、A、赤線、

黒い矢印参照）。また、A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V cyt c552では、ホロ cyt c552の

みでもホロ cyt c552とアポ cyt c552の混合系でも、巻き戻り反応を行った後、37℃

で 1時間インキュベートすると、13.3 mL、11.7 mLと 10.7 mLにそれぞれ単量体、

二量体、三量体と考えられるピークが観測されたが、野生型のホロ cyt c552とア

ポ cyt c552 の混合系で観測されたようなブロードなバンドは観測されなかった

（Figure 3-9、B）。これらの結果より、野生型のホロ cyt c552が巻き戻る際にアポ

cyt c552が存在すると、高次多量体が形成されやすいことが分かった。 
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Figure 3-9. 巻き戻り反応後の cyt c552ゲルろ過クロマトグラフィー溶出曲線。(A)

野生型 cyt c552、（B）A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V cyt c552。ホロ cyt c552（終濃度

0.2 mM）（黒）、またはホロ cyt c552（終濃度 0.2 mM）とアポ cyt c552（終濃度 0.35 

mM）（赤）と GdnHCl (終濃度 5.3 M)を混合し、巻き戻り反応を行った。得られ

た溶液を 37℃で 1時間インキュベートした後に分析した。[カラム：Superdex 75 

10/300 GL (GE Healthcare)、緩衝液：50 mM リン酸緩衝液（pH 7.0）、流速：0.5 

mL/min、温度：4 ℃、検出波長：410 nm]。 
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3-3-6. 好熱性水素細菌内での cyt c552多量体形成 

 好熱性水素細菌中で cyt c552が多量体を形成しているか調べた。菌体を超音波

破砕し、イオン交換カラムで精製した後のゲルろ過クロマトグラフィーでは、

13.8 mLに単量体に由来するピークが観測されたが、多量体と考えられるピーク

は観測されなかった（Figure 3-10）。この結果より、好熱性水素細菌中では cyt c552

は多量化しないことが分かった。 

 

 

Figure 3-10. 好熱性水素細菌より抽出した cyt c552ゲルろ過クロマトグラフィー

溶出曲線 [カラム：Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare)、緩衝液：50 mM リン

酸緩衝液（pH 7.0）、流速：0.5 mL/min、温度：4 ℃、検出波長：410 nm]。8－12 

mL の画分は夾雑タンパク質由来である。 
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3-4. 考察 

cyt c552の発現系を有する大腸菌から cyt c552の多量体が得られた（Figure 3-1）。

また、野生型 cyt c552の発現量が増加すると多量体量が増加した（Figure 3-3）。

A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V ホロ cyt c552は野生型ホロ cyt c552に比べ、変性温度

が 26℃低く、GdnHClの変性中点濃度も 2.8 M低い 20。A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V 

cyt c552 の大腸菌から抽出した際の単量体に対する多量体の割合は、野生型 cyt 

c552より減少した。これらの結果よりタンパク質の安定性も大腸菌内での cyt c552

多量体形成量に影響を与えることが示唆された。 

cyt c552は熱安定性が非常に高いタンパク質であり
20, 28、一度天然構造へ折り

たたまれると、再び変性し、多量化する可能性は低い。よって、cyt c552 の多量

化は天然構造へと折りたたまれる過程で起こると推測される。ウマ cyt cの巻き

戻り反応による多量体形成では、折れたたみ初期過程の分子間相互作用がドメ

インスワッピングによる多量体形成に重要であると報告されている 2。また、cyt 

c552とアミノ酸配列相同性が 56%あり 29、立体構造もよく一致する緑膿菌 cyt c551

は 6-8わずか 10ミリ秒程で天然構造へ折りたたまれる 30。よって、変性剤を取り

除くことで一斉に折れたたみが開始される in vitroでの巻き戻り反応とは異なり、

大腸菌内で折れたたみ初期過程のホロ状態の cyt c552分子どうしが会合し、多量

体を形成する確率は低いと考えられる。 

 

 

 

Figure 3-11. cyt c552成熟化機構。サイトプラズムで合成されたアポ体はペリプ

ラズム空間へ輸送され、シグナル配列が切除される。その後 Ccmによってヘム

が挿入されホロ体となる。SEC：分泌タンパク質。Ccm：シトクロム cマチュレ

ーション。 

 

そこで、大腸菌内における cyt c552の成熟化過程（Figure 3-11）を考えたとき、

ペリプラズム空間ではホロ体とアポ体が共存し、アポ体がホロ体の折れたたみ

過程に影響しているのではないかと考えた。His-tagを付加した cyt c552の発現系
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を有する大腸菌を培養すると、アポ体を含んだ多量体が検出された（Figure 3-6、

3-7）。大腸菌のペリプラズムでは、アポ cyt cはプロテアーゼの DegPにより分

解されると報告されているため 31、ホロ cyt c552とアポ cyt c552がヘテロ多量体を

形成しアポ cyt c552は分解を免れたと推測した。これらの結果より、ホロ cyt c552

の折れたたみ中に、ホロ cyt c552がアポ cyt c552と複合体を形成し、その後ホロ

－アポ複合体のアポ cyt c552にヘムが挿入されることでホロ cyt c552の多量体が

形成されるという多量化機構を考えた（Figure 3-12）。 

野生型 cyt c552のホロ体とアポ体を混合し巻き戻り反応を行ったところ、ホロ

体のみで巻き戻り反応を行ったときよりも多く高次多量体が形成されたが、

A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V cyt c552の場合は、アポ体の存在に関わらず巻き戻り

反応後の多量体量は同じであったため（Figure 3-8）、A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V 

cyt c552のホロ体とアポ体の相互作用は弱いと考えられる。また CD スペクトル

測定より、A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V cyt c552は野生型に比べホロ体、アポ体共

に二次構造が減少していた（Figure 3-4）。このため、A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V 

cyt c552 は大腸菌内でホロ－アポ複合体が解離してしまい、結果的にホロ型の多

量体も減少したと考えられる（Figure 3-5）。好熱性水素細菌の抽出物から cyt c552

多量体が検出されなかったのは、好熱性水素細菌の生育温度が 70 ℃32と高くホ

ロ－アポ複合体が解離したためであると推測される。 

 大腸菌のペリプラズム空間は酸化条件であるが、抽出した直後の cyt c552は還

元型であった。ヘム挿入反応時、3価の状態で輸送されたヘムの鉄原子は CcmF

内の b型ヘムから電子を受け取って 2価に還元されると考えられている 33。鉄－

Met 結合は還元型の方が安定であり、還元型 cyt c552は酸化型 cyt c552より安定で

ある 28。ホロ－アポ複合体内で鉄－Met 結合が形成されていれば、ヘム鉄の酸化

還元状態が大腸菌内でのホロ－アポ複合体の安定性に影響する可能性がある。 

 これまでに in vivoで cyt c が多量体を形成するという報告はない。最近、ドメ

インスワッピングにより形成された cyt c多量体に細胞毒性があると報告されて

いる 34。この結果より cyt cの多量化は生物にとって避けるべき事象であると考

えられる。セルピン変異体は細胞内で多量化し病気を引き起こす 35が、見方を

変えればセルピンの多量化は致命的ではないため、研究者達は細胞内に蓄積し

たセルピン多量体を観測できたといえる。cyt cを欠損させたマウスは胚の段階

で死亡すると報告されている 36。よって多量体を形成し機能を失う変異型 cyt c

を持つ細胞は生き延びることができないため、これまで cyt c多量体が観測され

なかったと考えられる。一方、cyt c552は大腸菌内で多量体を形成し、好熱性水

素細菌内では多量化していなかった（Figure 3-10）。過剰に安定なタンパク質は、

ドメインスワップ多量体のようなイレギュラーな構造も安定化してしまうため、

タンパク質は生物の生育環境に適した安定性になるよう調節されていると考え
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られる。 

 

 

 

Figure 3-12. 大腸菌内における推定多量体形成メカニズム。①：1分子のアポ体

にヘムが挿入され、ホロ体が形成される。そのホロ体とアポ体が相互作用しホ

ロ－アポ複合体が形成される。②：ホロ－アポ複合体のアポ体の部分にヘムが

挿入されドメインスワップ多量体が形成される。③：ホロ－アポ複合体にさら

にヘムとアポ体が結合し、高次多量体が形成される。④と⑤：ホロ－アポ複合

体が形成されなかった場合は、個々にヘムが挿入され単量体となる。 
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3-5. 結論 

cyt c552の発現系を用いると、大腸菌内でドメインスワップした cyt c552の多量

体が得られた。大腸菌内の cyt c552濃度が増すと多量体量も増加した。また、大

腸菌から得られた多量体量は A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V cyt c552 で野生型 cyt 

c552 より減少し、大腸菌内における cyt c552 多量化において、タンパク質の安定

性が重要であることがわかった。発現系では、大腸菌のペリプラズム空間にお

いてホロ体とアポ体が共存しており、ホロ体とアポ体のヘテロ多量体を形成す

る可能性が示唆された。 
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第 4章 本論文の結論と今後の展望 

 

4-1. 結論 

本博士論文研究では、好熱性水素細菌由来 cyt c552のドメインスワッピングに

よる多量体形成について研究を行った。 

エタノール処理により cyt c552はN末端αヘリックスおよびヘムを含む領域で

のドメインスワッピングにより多量化することを明らかにした。ウマ cyt c二量

体とは異なる領域を交換していたことに対しては、cyt c552 単量体の Trp54－

Thr65のループ領域はβシート様の構造を形成し、C末端αヘリックスが解離し

なかったため、C末端領域でドメインスワッピングが起こらなかったと解釈した。

cyt c552 二量体は単量体同様の密なアミノ酸側鎖パッキングを維持し高い熱安定

性（解離温度：92℃）を示した。ウマ cyt c二量体との熱安定性の比較より、単

量体とドメインスワップ多量体の熱安定性には相関があることが分かった。

DSC 測定より、cyt c552二量体が単量体へ解離する際の ΔH は正の値であったた

め、二量体は単量体よりエンタルピー的に有利であることが分かった。一方、

ウマ cyt c二量体は単量体へ解離する際、負の ΔHを示す。このように同じタン

パク質ファミリーに属する分子でも交換領域や熱力学的特徴が異なる多量体を

形成することが分かった。 

cyt c552の発現系を有する大腸菌から cyt c552のドメインスワップ多量体が得ら

れた。エタノール処理によって作製した二量体と同じく、大腸菌発現系より得

られた cyt c552二量体では、N末端αヘリックスおよびヘムを含む領域が交換さ

れていた。大腸菌内の cyt c552濃度が増すと多量体量も増加した。また、大腸菌

から得られた多量体量は A5F/M11V/Y32F/Y41E/I76V cyt c552で野生型 cyt c552よ

り減少し、大腸菌内における cyt c552多量化において、タンパク質の安定性が重

要であることがわかった。発現系では、大腸菌のペリプラズム空間において cyt 

c552ホロ体とアポ体が共存しており、アポ体を含む多量体が検出された。このホ

ロ－アポ複合体からドメインスワップした多量体が形成されることが示唆され

た。 
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4-2. 今後の展望 

 

本研究により、cyt c552 は安定なドメインスワップ多量体を形成することが分

かった。この特性を生かし、cyt c552 をビルディングブロックとしたタンパク質

高次構造体の創成が期待できる。例えば、キメラタンパク質を用いたヘテロ多

量体の構築などである。cyt c552とウマ cyt cではスワップ領域が異なった。これ

にはタンパク質分子内の部分的な構造安定性の違いが寄与している可能性があ

る。cyt c552とウマ cyt c以外の cyt cのドメインスワップ多量体構造を明らかにし、

さらに NMR を用いて分子内の部分的な構造安定性を評価すればスワップ領域

を決定する要因が明らかになると期待される。ホロ cyt c552とアポ cyt c552が大腸

菌内で相互作用することが示唆され、他の翻訳後修飾を受けるタンパク質にお

いてアポ体がホロ体の折れたたみに影響を及ぼす可能性を考慮すると、タンパ

ク質の成熟化や多量体形成について理解が深まると期待される。 
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