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[序] 大腸菌の Direct Oxygen Sensor 蛋白(EcDOS)はヘムをもつシグナル伝達蛋白
で, 3’,5’-cyclic diguanylic acid（c-diGMP）に対して phosphodiesterase(PDE)活性
をもっている[1]。N末端側にある Fe(II)ヘムに O2, CO, 或は NOと云った２原子分
子が結合すると、C 末端側にある触媒部位での c-diGMP に対する PDE 活性は高く
なるが[2]、高くなり方は結合する分子種によって異なる。元々この蛋白は、O2依存

的に cAMPに対してPDE活性を示したのでDOSという名前が付けられたのである
が[3]、cAMPには COや NOの結合したもの，或は Fe(III)ヘムをもつものは不活性
であった[4]。いずれを基質としていても，EcDOSは O2, CO, 或は NOと云った、
大きさの良く似た２原子分子を識別しているという事である。蛋白質はどのようにし

て２原子分子を識別し，それを検出したという情報をどのようにして触媒部位へ伝え

ているかを構造化学的に明らかにするために，我々はその可視及び紫外共鳴ラマンス

ペクトルを調べた。その戦略としては，活性のある野生株蛋白と，重要と思われるア

ミノ酸残基を一つずつ別のアミノ酸に置換した蛋白のラマンスペクトルを比較し，一

方でその蛋白の活性を見るという方法をとるが，ラマンスペクトルの測定にはヘムを

含有するドメイン（DOSH と略す，X 線結晶解析は DOSHの O2結合形に対しての

みある）を用い，活性測定には全長の蛋白を用いている事を最初にことわっておく。

結果の詳細は２報の論文[5,6]として報告した。 
[実験] Ec DOSHの cloning、発現系及び全長の野生株の発現、精製は文献 4に従
い，蛋白の純度は 95%以上である事を SDS-PAGEで確認した。ラマン測定用試料は
更にセファデックス G25でゲル濾過し，蛋白濃度を 100-300 µMにした。紫外共鳴
ラマン散乱の励起には Arレーザーの倍波を用いた。差ラマンスペクトル計算のため
に強度標準として Na2SO4を 400 (229nm励起) 或は 100 mM（244nm励起）の濃
度で加えた。UVラマンスペクトルは Spex1269分光器に 3600 groove/mmの回折格
子をつけ，ICCD で検出した。レーザーパワーは 0.3mW で回転セルを用い,5-10 分
毎に新鮮な試料に交換した。酵素活性は全長蛋白に対し，O2濃度 10 ppm以下のグ
ローブボックス中 25 oCで熱量測定法で決めた。Biomol Greenの 630nm吸光度で
リン酸を定量する方法をとった。ラマン測定及び活性測定の詳細は文献５に記した。 
[結果と考察] 紫外共鳴ラマンスペクトルでは Trp と Tyr の側鎖モードが観測され



る。DOSHには２個のTrp (#53, #110)と４個のTyr (#55, #110, #125, #126)がある。
その帰属に当って次の部位特異的変異体を用いた；Trp53→Phe,  Asn84→Val,  
Tyr126→Phe, Glu93→Ile, Met95→Ala, Arg97→Ile, Arg97→Ala, Arg97→Glu, 
Phe113→Leu,  Phe113→Thr。X線結晶解析から、His77がヘムに配位し、ヘムビ
ニル基の近くに Trp53があって、ヘムポケットに Tyr80と Tyr126のある事がわか
っている。ヘムは異なるリガンドの結合を、蛋白に異なるコンフォメーション変化を

起こさせてリガンドを区別している。具体的には、Trp53は O2結合でより疎水的環

境に移るが CO結合ではより親水的環境に移る[5]。O2 及び CO結合形の PDE活性
は Trp53Pheでは野生株より低い。一方，野生株に O2或は COが結合すると Tyr126
のスペクトルが大きく変わる[5]。この事から O2 或は CO が結合すると Asn84 が
Tyr126と水素結合をつくるが、リガンド無しでは水素結合はできてない，と考えら
れた。Asn84Val や Tyr126Phe 変異体で活性が落ちるのは，その水素結合がヘムの
プロピオン酸側鎖と Asn84 との水素結合を通して Tyr126 にシグナル伝達が起こる
経路にあるためと思われる。 
 CO結合形と NO結合形に対しては，水素結合型と非水素結合型の両方が共存して
いる事がわかった。前者に対しては Arg97 がヘムリガンドと水素結合していた。ま
た Arg97 と Phe113 がヘム結合リガンドと重要な相互作用をしている事がスペクト
ルで示され[6]、Phe113の変異は PDE活性に影響を与えた。CO結合形から COを
光解離させるとヘムプロピオン酸側鎖の構造変化が観測され，Met95 が光解離後過
度的に CO の代りに配位する様相が、Arg97 と Phe113 の変異によりかなり変えら
れた[6]。この事は，Arg97 の静電相互作用と Phe113 の立体障害が、Met95 と CO
の競争的配位を制御している事を示唆する。これらを基に，ヘム側鎖プロピオン酸基

と、それに繋がる水素結合が情報伝達に重要な役割を果たしているモデルを提案する。 
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