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 脊椎動物のヘモグロビンやミオグロビンは，赤血球，筋肉において酸素の運搬・貯蔵を担う重要な

タンパク質である。その一方で，単細胞生物においても「グロビンタンパク質」が発見されているが，

構造と機能は大きく異なっている。その中でも，短縮型グロビン，フラボヘモグロビン，グロビン結

合型センサーの 3 種類のタンパク質について，以下の機能がわかった。1）短縮型グロビンは結合酸素

の安定性が非常に高く，一酸化窒素を硝酸イオンへと解毒する可能性がある。2）フラボヘモグロビン

は，アゾール系抗菌剤の一部と高い親和性で結合する。3）グロビン結合型センサータンパク質はグロ

ビンドメインに酸素などのリガンドが結合することで酵素活性を上昇させる。また，短縮型グロビン

とグロビン結合型センサーの X 線結晶構造解析を行い，立体構造を解明した。いずれも主に α ヘリッ

クスから構成される 2/2 グロビンフォールド（短縮型グロビン）と 3/3 グロビンフォールド（グロビン

結合型センサー）をとるものの，構成する α ヘリックスの長短などに違いが見られる。また，ヘムの

周辺環境には結合した酸素や一酸化炭素を認識・保持する特徴的な水素結合によるネットワークが見

られた。

1. はじめに

脊椎動物のヘモグロビン（Hb）やミオグロビ

ン（Mb）は酸素の運搬・貯蔵を担うタンパク質

である。酸素分子は Hb・Mb に含まれるヘム b

（プロトポルフィリン IX 鉄錯体）の鉄原子に

配位結合し，可逆的に酸素を脱着できる。Hb

は α 鎖 2 本，β 鎖 2 本の 4 量体を形成している。

一方，Mb は単量体である。いずれもアミノ酸

150 残基程度からなり，以下では，これらをま

とめて「グロビンタンパク質」と呼び，タンパ

ク質の一部に含まれる場合は，グロビンドメイ

ンとする。

ヒトのHbの場合，α鎖等（アミノ酸 142残基）

をコードする遺伝子群（ζ, α2, α1）が第 16 番染

色体に，β 鎖等（アミノ酸 147 残基）をコード

する遺伝子群（ε, Gγ, Aγ, δ, β）が第 11 番染色体

にクラスターを形成しており，成人型 HbA（α2β2）

や胎児型 HbF（α2γ2）などを合成している。Mb

（アミノ酸154残基，第22番染色体）に加えて，

ニューログロビン（Ngb，アミノ酸 151 残基，

第 14 番染色体）とサイトグロビン（Cgb，アミ

ノ酸 190 残基，第 17 番染色体）が新たに発見さ

れている。なお，Ngb は単量体で存在するが，

Cgb は 2 量体を形成する。 

 ところで，ヒト以外の生物に目を向けると，

大腸菌のような原核生物から，単細胞の真核生

物まで広くグロビンタンパク質が存在すること

がわかってきた[1-4]。しかし，そのグロビンタ

ンパク質の構造，機能はヒトの場合と大きく異

なっている。これらの生物では，グロビンタン

パク質は酸素濃度の感知や，酸素分子の除去，

ヘム鉄に結合した酸素分子を使って，一酸化窒

素を硝酸イオンへの分解など，様々な機能が示

唆されている。これらの機能の指標として，

Table 1 に酸素分子のヘム鉄への結合しやすさ

（酸素親和性）および結合した酸素がヘム鉄か

ら電子を奪う，自動酸化速度定数についてまと

めた[5]。酸素親和性と自動酸化速度定数につい

て，Hb や Mb と単細胞生物で見られるグロビン

タンパク質を比較すると，結合した酸素を安定
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Figure 2: 構造解析に用いた結晶の様子。ナイロンループ内に結晶をすくい取り，X 線（波長は 1.0 Å = 0.1 

nm）を照射して，回折データを取得する。位相と回折データより得られた構造因子から逆フーリエ変

換を行うことで，電子密度マップが求められる。

（a）Tetrahymena pyriformis の短縮型グロビン，酸素結合型（b）Candida norvegensis のフラボヘモグロ

ビン，酸化型（c）大腸菌 Escherichia coli の DgcO-globin，酸化型 

Figure 1: 本論文で取り上げるグロビンタンパク

質の模式図。globin はグロビンドメインを示す。 

化するもの（短縮型グロビン）もあれば，酸素

が結合してもすぐに酸化されてしまうのもの

（グロビン結合型センサー）もある。

 本稿では，単細胞生物にみられるユニークな

グロビンタンパク質について，その立体構造と

機能について，私たちの研究成果をもとに述べ

る。Figure 1 に，これから述べるグロビンタン

パク質の模式図を示す。

次の 2 節では原生生物繊毛虫の Tetrahymena 

pyriformis の短縮型グロビン（trHb），3 節では酵

母の一種 Candida norvegensis で発見されたフラ

ボヘモグロビン（fHb），4 節では大腸菌 

Escherichia coli の酸素センサータンパク質

DgcO についてそれぞれ述べる。なお，いずれ

のグロビンタンパク質，グロビンドメインにつ

いても，遺伝子組換え技術を用い，大腸菌内で

大量に発現したものを精製して用いた。結晶化

には，ナノリッター分注システム Mosquito（TTP 

Labtech）を使用し，結晶化条件のスクリーニン

グを行った。また，構造解析に使用した結晶は

Figure 2 に示した。最後に 5 節では，今後の展

望について述べる。

2. T. pyriformis の短縮型グロビン

テトラヒメナ T. pyriformis や T. thermophila, 

ゾウリムシ Paramecium caudatum などの原生生

物繊毛虫にグロビンタンパク質が存在すること

は古くより知られていた。これらの生物はレジ

オネラの宿主としても知られている。しかし，

タンパク質を単離精製し，アミノ酸配列の決定

や吸収スペクトルの測定が行われたのは 1990

年であった。その結果，T. pyriformis のグロビン

タンパク質はアミノ酸 121 残基から成る単量体

であり，酸素の親和性が高く P50 値が 0.2 Torr

以下であることがわかった[6]。 

他のグロビンタンパク質が 150 アミノ酸残基

程度から成るのに比べて，T. pyriformis のグロビ

ンタンパク質は 30 アミノ酸残基も短い構造を

持つので，短縮型グロビン（trHb）と呼ばれる。 
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Figure 3: T. pyriformis trHb の全体構造と分子内

の空洞。1.3-3.0 Å のプローブを使って小分子の

進入可能な部分をメッシュで示した。

Table 1：酸素親和性と自動酸化速度の比較 

種名 タンパク質名 酸素親和性（Torr） 自動酸化速度定数（h–1）References 
Homo sapiens HbA (α2β2) 9.2 0.0023 [7,8] 

Mb 0.72 0.0083 [9] 
Ngb 8.4 5.4 [10,11] 
Cgb 1.8 —a [10] 

短縮型グロビン

Tetrahymena pyriformis trHb 0.018* 0.0038 [12] 
Paramecium caudatum trHb 0.46* 0.031 [13,14] 
Mycobacterium tuberculosis HbN 0.013 0.0013 [15] 
フラボヘモグロビン

Candida norvegensis fHb 0.01 0.024 [16,17] 
Saccharomyces cerevisiae YHB1 0.020* —b [18] 
Cupriavidus necator FHP 0.0022* —b [18] 
Escherichia coli Hmp 0.0064* —b [18] 
Bacillus subtilis HmpBs 0.088* —b [19] 
Salmonella enterica HmpSe 0.14* —b [19] 
グロビン結合型センサー

Escherichia coli DgcO 0.77* 0.55 [20] 
Azotobacter vinelandii AvGReg 0.015 — [21] 
Bordetella pertussis BpeGReg 0.35* — [22] 
Desulfotalea psychrophila HemDGC — 1.5 [23] 

—：報告されていない。a, 1 時間以上安定；b，数分以内に酸化される 

*：酸素親和性について，酸素の結合定数 K（結合速度定数÷解離速度定数）を元に，P50 = 760 Torr ÷

1.38×10–3 M（酸素の溶解度）÷K で計算した。 

T. pyriformis trHb の酸素結合・解離速度定数は，

それぞれ 5.5 μM–1s–1，0.18 s–1であり，酸素親和

性を示すP50値は 0.018 Torrと計算された。一方，

自動酸化速度定数は 3.8 × 10–3 h–1となった[12]。

これらの値は，結核菌の trHb と同程度であり，

酸素を可逆的に脱着するよりも，他の機能を果

たしている可能性がある[15]。そこで，trHb の

立体構造を解析することにした。

精製した 15 mg/mL T. pyriformis trHb と 2.0 M 

クエン酸アンモニウムを等量混合し，蒸気拡散

法（sitting drop）で結晶が得られた（Figure 2）。

得られた結晶は，空間群 P6522（単位格子 a = b = 

69.4 Å, c = 354 Å）に属し，非対称単位に 2 分子

の trHb が存在した。酸素結合型の構造は分解能

1.75 Å で分子置換法によって解いた。 

その結果，T. pyriformis trHb は 2/2 グロビンフ

ォールドを取ることが明らかになった。trHb の

構造はN末端から主に4つのヘリックス（B，E，

G，H）から形成されていた（Figure 3）。6 本の

ヘリックスから構成される 3/3 グロビンフォー

ルドをとる Hb や Mb とは大きく異なっていた。

また，380 Å3もの空洞がタンパク質内部に存在

した。

3



Figure 4 に示すように，酸素結合型 T. 

pyriformis trHb のヘム周辺構造では，酸素分子が

Tyr25 と Gln46 からの水素結合によって安定化

されていた。

酸素親和性が高いことから，trHb は酸素結合

型の状態で，空洞を通って進入した一酸化窒素

と反応する可能性が示唆された。酸素結合型の

結晶を亜硝酸ナトリウムを含む溶液に浸漬する

と，結晶化溶液に含まれるクエン酸と反応して

一酸化窒素を生成する。この状態の結晶を用い

て構造解析を行うと，結合していた酸素が水へ

と変わる様子が明らかになった（Figure 4）。 

3. Candida norvegensis のフラボヘモグロビン

Candida norvegensis は病原性 Candida albicans

と同属の酵母であり，カンジダ症を引き起こす。

近年，抗菌薬 fluconazole 耐性の C. norvegensis

が出現し，医療分野において問題となっている。

C. norvegensis のフラボヘモグロビン（fHb）は

含量が多く，古くから研究が行われてきた

[16,17,24]。一方，C. albicans では 3 種類のfHb

遺伝子が発見され（yhb1, yhb4, yhb5），yhb1 が宿

主マクロファージから産生される一酸化窒素を

硝酸イオンへと無毒化すると考えられている

[25]。また，yhb5 が抗菌薬耐性に関係してい

ることがわかっている[26]。 

fHb はヘムを補欠分子族とするグロビンドメ

インと FAD を補酵素とする還元酵素ドメイン

が融合したタンパク質（アミノ酸 389 残基）で

あり，単量体として存在する。NADH から供給

される電子は FAD を経由してヘムへと伝達さ

れ，ヘム鉄の酸化を防いでいる（Figure 1）。 

精製した 25 mg/mL の C. norvegensis の fHb と

14% PEG3350, 150 mM 塩化ナトリウム, 0.1 M

クエン酸バッファーpH 4.0 を 2:1 の容量比で混

合し，蒸気拡散法（sitting drop）で結晶化を行

った（Figure 2）。結晶成長には約 2 週間を要し，

得られた結晶は，空間群 I432（単位格子 a = b = 

c = 242 Å）に属した。回折データの分解能は 4.0 

Å に留まり，構造解析には至っていない。 

次に，抗菌薬耐性が fHb と関係があるのかを

調べる目的で，fHb とアゾール系抗菌薬との相

互作用を検討した。6 種類の抗菌薬（econazole, 

miconazole, ketoconazole, clotrimazole と

fluconazole, itraconazole はそれぞれイミダゾー

ル基とトリアゾール基を持つ）を試したところ， 

clotrimazole の親和性は高く，fluconazole の親和

性は低かった（Figure 5）。 

Figure 4: （左）酸素結合型 T. pyriformis trHb のヘム周辺構造（右）一酸化窒素と trHb を反応させた後

のヘム周辺構造。電子密度マップ（3σ）はモデルを除いて計算した。酸素は赤，窒素は青，炭素は緑

で示している。なお，ヘムの炭素はピンクである。
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Figure 5: 4 種類の抗菌薬の fHb への結合。5 µM

の fHb に抗菌薬を加え，吸収スペクトルの吸光

度変化を測定した。 clotrimazole, econazole, 

ketoconazole, fluconazole の順に親和性が高い。

clotrimazole, econazole, ketoconazole はイミダゾ

ール基，fluconazole はトリアゾール基を持つ。 

 アゾール系抗菌薬の標的は，真菌の細胞膜や

細胞膜に必須のエルゴステロール合成に関わる

シトクロム P450（CYP51）である[27]。fHb が

アゾール系抗菌薬に結合することで，CYP51 

への結合を妨害する可能性がある。したがっ

て，薬剤耐性のメカニズムとして，fHb の抗菌薬と

の親和性が高くなっている可能性がある。

4. 大腸菌 Escherichia coli のグロビン結合型セ

ンサー，DgcO

DgcO は大腸菌に由来するグロビン結合型セ

ンサーの 1 つであり，N 末端のグロビンドメイ

ンと C 末端のジグアニル酸シクラーゼ（GGDEF

ドメイン）が融合したアミノ酸 460 残基からな

るタンパク質である。DgcO は YddV や DosC と

も呼ばれている [28] 。百日咳菌 Bordetella 

pertussis などからも見つかっている。DgcO はヘ

ム鉄が還元された状態において，酸素や一酸化

炭素が結合すると，2 分子の GTP から c-di-GMP

の合成を触媒する[20]。c-di-GMP は，細菌にお

ける走化性やバイオフィルム合成など調節する

重要なセカンドメッセンジャーである。また，

真核細胞においては，細菌感染に応答した自然

免疫において注目を集めている[29]。なお，腸

管出血大腸菌 O103:H2 では，DgcO を含む遺伝

子を欠損している[30]。 

そこで，DgcO のグロビンドメインに結合し

た酸素や一酸化炭素によって活性調節が行われ

るメカニズムを解明するため構造解析を行った。

DgcO 全長での構造解析は困難なため，DgcO の

グロビンドメインのみ（DgcO-globin）について

結晶構造解析を試みた。精製した 20 mg/mL の

DgcO-globin と 20% PEG3350，250 mM 酢酸ア

ンモニウム，0.1 M Bis-Tris バッファーpH 5.5 を

等量混合し，蒸気拡散法（hanging drop）によっ

て得られた結晶は，空間群 P212121（単位格子 a 

= 51.6 Å, b = 66.1 Å, c = 83.2 Å）に属し，非対称

単位に 2 分子の DgcO-globin が存在した（Figure 

2）。酸化型 DgcO-globin の構造は分解能 1.37 Å

でヘム鉄を利用した多波長異常分散法（MAD）

によって解いた。

ヘム鉄が酸化された状態での DgcO-globin の構

造は N 末端の Z ヘリックスに加えて 7 つのヘリ

ックス（A〜H，D ヘリックスは欠損）から形成

されていた（Figure 6）。 

Figure 6: DgcO-globin の全体構造。ヘムは疎水性

アミノ酸残基に取り囲まれている。
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 また，ヘム鉄が還元された状態について，嫌

気条件下（酸素濃度 20 ppm 以下）で結晶化を行

うことで，還元型および一酸化炭素結合型の結

晶が得られた。一方，酸素結合型の結晶は自動

酸化速度が速いため，結晶化の最中にヘム鉄が

酸化してしまった。一酸化炭素結合型の

DgcO-globinの構造は分解能 1.60 Åで決定した。 

Figure 7 は還元型と一酸化炭素結合型のヘム

周辺構造を示している。還元型ではヘム鉄を

Leu65 が覆っている。一酸化炭素結合型では，

Leu65 が移動することによって一酸化炭素が結

合できる。また，一酸化炭素が結合すると，Tyr43

と Leu56 の間に形成されていた水素結合が弱ま

るか，切断される構造変化が観察された。しか

し，ヘム鉄に結合した一酸化炭素分子はアミノ

酸との間に水素結合を形成していなかった。

 この構造変化をもとに，酸素結合型による酵

素活性の調節を考えてみる。ヘム鉄に結合した

酸素分子は Tyr43 との間に水素結合を形成でき

るので，Tyr43 と Leu56 の間に水素結合がなく

なる。この構造変化を引き金にして，C 末端側

のジグアニル酸シクラーゼドメインへ情報が伝

達されることで，活性が上昇する酸素センサー

として働くと考えられる。

5. おわりに

X 線結晶構造解析によって，タンパク質の立

体構造が明らかになったのは，1958 年の Mb が

はじめてである[31]。最近では，タンパク質の

立体構造解析に結晶を必要としないクライオ電

子顕微鏡も加わり，Hb の構造が解かれている

[32]。現在までに数多くのグロビンタンパク質

の立体構造が解明されているが，その機能，調

節メカニズムには，解明すべき問題点が残って

いる。

 また，ゲノム配列の決定が容易になったこと

により，数多くの微生物から機能未知のグロビ

ンドメインを含む遺伝子が発見され続けている。

これらグロビンドメインを持つタンパク質の機

能解明と構造決定は続いていくであろう。

私たちは，fHb と抗菌薬の複合体の構造解析

から，薬剤耐性メカニズムの解明を目指して研

究を進めていきたい。

Figure 7: （a）還元型 DgcO-globin のヘム周辺構造。Tyr53 のヒドロキシ基は Leu56 のカルボニル酸素

との間に水素結合（2.5 Å）を形成している。（b，c）一酸化炭素結合型の DgcO-globin のヘム周辺構造。

単量体の構造が異なるので，2 つ示している。一酸化炭素が結合すると，Leu65 はヘム鉄の近くから離

れる。また，Tyr43 と Leu56 の間の水素結合は切断（b）もしくは弱くなる（c，3.2 Å）。酸素は赤，窒

素は青，炭素は黄もしくはシアンで示している。
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