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研究成果の概要（和文）：ヘムはヘムタンパク質の補欠分子族として種々の生体反応に関与する一方で，タンパ
ク質と結合していない遊離ヘムが様々な生理活性や疾患に関わっている。我々はこれまでに、ヘムオキシゲナー
ゼ1（HO-1）に蛍光団を導入したヘム特異的センサーを開発し，ラット肝ミクロソーム画分中の遊離ヘムの定量
を試みたが，遊離ヘムが生体物質に非特異的に吸着されることが示唆された。そこで，界面活性剤等を用いた遊
離処理方法を検討した。また，HO-1と蛍光蛋白質との融合タンパク質を発現・精製し，ヘムセンサーとしての有
用性を検討するとともに，この融合タンパク質を培養細胞内に発現し，細胞内遊離ヘムの定量に向けた基礎的な
検討を行った。

研究成果の概要（英文）：Free heme, the protein-unbound form of heme, participates in a number of 
physiological events as both a regulatory molecule and a prooxidant species. We previously developed
 a method for quantifying free heme using fluorescently labeled rat heme oxygenase-1 as a heme 
sensor. However, quantification of free heme in rat liver microsomal fraction was disturbed by 
non-specific adhesion of free heme to biomolecules in the sample. To resolve the issue, we 
investigated the effects of several surfactants on the heme quantification. We also prepared six 
fluorescent protein-fused rHO-1s and characterized their heme-sensing properties. Among them, three 
fluorescent protein fusions linked to the N terminus of rHO-1 showed a stoichiometric fluorescent 
response during titration with heme.  Further characterization for intracellular heme detection was 
performed. 

研究分野： 生物化学

キーワード： ヘム　センサー　生体分子　酵素　計測
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様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９，ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

（１）遊離ヘムに関する研究動向と位置づけ 

ヘムは生体にとって必須な色素で，ヘム蛋
白質に結合して様々な生理機能を担っている。
一方遊離ヘムは，活性酸素の発生源となるた
め有害といわれてきたが，近年，遊離ヘムが
細胞内の働きを制御していることや，癌など
の疾病とも関係していることが明らかにされ，
その動態解明は病気の診断や治療につながる
と期待されている。また，ヘムの分解物のビ
リルビンと一酸化炭素には，それぞれ抗酸化
作用と抗炎症作用があり，細胞保護的に働く
ことが知られている。しかし，微量のヘムを
正確に測定する方法がなかったため，遊離ヘ
ムの細胞内濃度さえ未だ知られていない。ま
た，遊離ヘムの仮想的な貯蔵場所として「ヘ
ムプール」が想定されているが，それが細胞
のどこにあるかなどの遊離ヘムの動態につい
ても明らかにされていないことが多い。 

 

（２）ヘムセンサーの開発経緯 

研究代表者の坂本は，これまでヘムオキシ
ゲナーゼ-1（HO-1）の生化学的および構造生
物学的研究を行ってきた。HO-1はヘムを分解
して，鉄，ビリベルジン（ビリルビン前駆体），
一酸化炭素を生成する。還元剤が存在しない
場合，HO-1 はヘムと安定な複合体を形成す
る。そこで，HO-1にヘム吸収帯と重なる波長
域を有する蛍光団を導入すれば，ヘム結合に
伴う構造変化およびヘムへのエネルギー移動
により蛍光の強度が変化し，ヘムセンサーと
なり得ると着想し，ラット HO-1（rHO-1）を
母体とした蛍光ラベル化蛋白質を作製した
（図１）。このセンサーのヘムに対する蛍光強
度減少は非常に鋭敏で，細胞内ヘム濃度の最
小予想域である 1～100 nM の範囲でヘムを
測定することができた（特許願 2009，2010, 

Anal. Biochem. 433, 2-9, 2013）。その後改良
を重ね，ヘム分解活性を持たず，野生型 HO-

1より 10倍高親和性（Kd = 0.15 nM）で，生
体に多く含まれる紫外部に蛍光を有する物質
か ら の 妨 害 を 受 け に く い セ ン サ ー
（K18C/D140H-Alexa555）を開発した（Anal. 
Biochem. 489, 50-52, 2015）。 

 

 

図１．蛍光ラベル化 HO-1を用いたヘムセンサー 

 

２．研究の目的 

（１）ヘム特異的センサーを利用した生体サ
ンプル中のヘム定量法の検討 

細胞内遊離ヘムはその濃度によって様々な
生理活性（転写調節因子 Bach1の DNAへの
結合の抑制，ヘム合成酵素の抑制，ヘム分解
酵素の誘導など）を有するが，高濃度で活性

酸素種を産生しヘムタンパク質の崩壊を助長
することでさらに遊離ヘムがさらに過剰にな
るという悪循環に陥り，最終的に様々な疾病
を引き起こすことが示唆されている。それゆ
え生体内のヘム濃度を正確に測定することが
急務となっているが，既存のヘム定量法では
生体内遊離ヘムを測定することは非常に困難
である。我々は以前，遊離ヘムと特異的に結
合するラットヘムオキシゲナーゼ 1 に変異を
加え蛍光団を導入したヘム特異的センサーを
開発した。しかしヘムセンサーを利用してラ
ット肝ミクロソーム中の遊離ヘムの定量を試
みたところ，遊離ヘム検出量が極めて低く，
遊離ヘムがサンプル中の生体物質に非特異的
に吸着していることが示唆された。本研究で
は非特異的に吸着したヘムの遊離処理を検討
し，生体サンプル中のヘム定量を試みた。 

 

（２）細胞内の遊離ヘムの定量に向けた蛍光
蛋白質融合型バイオプローブの開発 

組換え蛋白質を化学的に修飾したヘムセン
サーは細胞膜を透過できないことから，細胞
内の遊離ヘム濃度の変動や局在を評価する上
で問題を抱えていた。rHO-1と蛍光蛋白質を
コンジュゲートした融合タンパク質をバイオ
プローブとして細胞内に発現させ，細胞内に
おける in situ での遊離ヘムの定量及びイメ
ージングに向けた基礎的な検討を行った。融
合させる蛍光蛋白質は，rHO-1と基質である
ヘムが結合したホロ型rHO-1に特有の吸収帯
と重複する蛍光波長をもつ，BFP, EGFP, 

hmKO2 を選択した。上記 3 種類の蛍光蛋白
質が HO-1 の N 末端と C 末端にタンデムに
融合した蛋白質 6 種類を精製し，機能を検討
していくことにした（図２）。 

 

 

図２．蛍光蛋白質融合型バイオプローブの一次構造． 

 

３．研究の方法 

生体サンプル共存下ヘムセンサー溶液へのヘ
ミン滴定：ラット肝ミクロソーム画分を含む
50 nM ヘムセンサー溶液を加えた蛍光測定
用石英セルに，ヘミンを0.1当量ずつ滴定し，
滴定毎に蛍光分光光度計で蛍光スペクトルを
測定した。 

カオトロピック・界面活性剤のヘムタンパク
質への影響：ヘムタンパク質のモデルとして
ヒトヘモグロビン（hHb）を用いた。カオトロ
ピックはヨウ化カリウム（KI）と塩化グアニ
ジニウム（GdmCl），界面活性剤はドデシル硫
酸ナトリウム（SDS）と塩化ベンザルコニウ
ム（BZC），Tween20を用いた。各終濃度の薬
剤共存下 2 M hHbをヘムセンサー溶液が入
った蛍光測定用セルに滴下し，滴定毎に蛍光
分光光度計で蛍光スペクトルを測定した。そ



の後，565 nm における蛍光強度の減少量から
ヘム濃度を検量線によって算出した後，hHb

サンプルに含まれる総ヘム量で除すことで
hHb変性率を求めた。 

Tween20 を利用した生体サンプルのヘム定
量：各終濃度（0.1, 0.5, 1.0, 2.0 [w/v %]）の
Tween20 ラット肝ミクロソーム画分を 50 

nM ヘムセンサー溶液を含む蛍光測定用セル
に滴定し，蛍光分光光度計で 565 nm の蛍光
強度変化から算出したヘム濃度を求めた。さ
らに，各終濃度（0.05, 0.1, 0.2, 1.0, 2.0 [w/v %]）
Tween20 共存下ヘムセンサーにミクロソー
ム画分を滴定し，565 nm の蛍光強度減少量か
ら各終濃度 Tween20 共存下ヘムセンサーの
ヘミン検量線を基にミクロソーム画分のヘム
濃度を算出した。 

融合タンパク質の発現・精製：コンストラク
トとして EGFP-rHO-1/pET21b, BFP-rHO-

1/pET21b, hmKO2-rHO1/pET21bを作製し，
大腸菌 BL21（DE3）株内で発現させた後，硫
安分画および陰イオン交換クロマトグラフィ
ーで精製した。 

ヘミン滴定：紫外－可視スペクトル測定にお
いて，蛍光蛋白質融合型 rHO-1がヘムと複合
体を形成するか確認した。また，蛍光強度の
変化（蛍光消光）を測定し，蛍光蛋白質融合型
rHO-1のヘムセンサーとしての有用性を評価
した。 

EGFP-D140H の細胞内での機能評価：rHO-

1のヘム分解活性を消失させる変異（D140H）
を導入したEGFP-D140HをCOS-7細胞内で
一過性発現させた後，ヘムの生合成を亢進す
る 5-アミノレブリン酸（5-ALA）で細胞を処
理し，ライセート中の蛍光消光と総ヘムを測
定した。また，5-ALAで処理した細胞の蛍光
強度変化を共焦点レーザー蛍光顕微鏡で観察
した。 

EGFP-D140H の安定発現株の作製：COS-7

細胞に EGFP-D140H/ pcDNA3.1D-V5-His-

TOPOをトランスフェクションした後，G418

で選択圧をかけながら培養し，EGFP-D140H

を安定に発現する細胞株を作製した。36日間
培養した後，共焦点レーザー蛍光顕微鏡で確
認した。 

 

４．研究成果 

遊離ヘムの生体物質への非特異的な吸着：生
体サンプル中のヘムが，生体物質に非特異的
に吸着して存在するかどうかを確認するため
にラット肝ミクロソーム画分共存下ヘムセン
サー溶液に遊離ヘムとしてのヘミンを滴下し
た。結果として，ヘムセンサー溶液にミクロ
ソーム画分を含まないときの 565 nm の蛍光
強度減少量より小さかった。この結果は，遊
離ヘムとしてのヘミンがヘムセンサーにすべ
てヘムセンサーに結合するのではなく，ミク
ロソーム画分由来の生体物質に非特異的に結
合していることが原因である。つまり本測定
用いたラット肝ミクロソーム画分内のヘムは
特異結合型ヘム，遊離ヘムだけでなく，生体

物質（細胞外マトリクス，非ヘムタンパク質，
細胞骨格など）に非特異的に吸着しているヘ
ムが存在していると考えられる。また，非特
異的に吸着したヘムは遊離ヘムと同様に活性
酸素を産生する能力を有していることから，
病理的観点で測定対象とすべきである。 

 

界面活性剤およびカオトロピック剤のヘム蛋
白質への影響：ヘムセンサーで生体サンプル
中の非特異的に吸着したヘムと遊離ヘムを選
択的に測定するために，界面活性剤とカオト
ロピックを用いた検討を行った（図３）。カオ
トロピックは hHb に共存させる濃度が高い
と変性作用を示した。また，イオン性界面活
性剤の SDS，BZC においても hHb の変性作
用を示した。この結果は，hHb内相互作用に
影響を与えていることが原因と考えられる。
一方で，非イオン性界面活性剤の Tween20で
は濃度に関わらず hHb の変性がみられなか
った。Tween20はタンパク質に影響を及ぼす
効果はほとんどないことから，ヘムタンパク
質に影響を与えず，選択的に非特異的に吸着
したヘムを遊離できる可能性が示唆された。 

 

 

 
図３．カオトロピック剤および界面活性剤共存下 hHb
の変性率．滴定 10 L ごとに 565 nm の蛍光強度減少
量から実験 2.1のヘミン検量線を利用して各界面活性
剤共存下 hHb 中のヘム濃度を算出し，サンプル中の
理論的総ヘム量で除して hHb 変性率を算出． 

 

Tween20 共存下ラット肝ミクロソームのヘ
ム定量：Tween20を利用してラット肝ミクロ
ソーム画分のヘム定量を行った。Tween20共
存下ヘムセンサー溶液にミクロソーム画分を
滴定したところ，ヘム検出が困難であった。
これは，Tween20によるヘムセンサーのヘム
親和性の低下が原因であると考えられる。一
方で Tween20 共存下ミクロソームをヘムセ
ンサー溶液に滴下することでヘム定量したと
ころ，Tween20濃度依存のヘム検出量増加は
みられなかったが，未処理に比べて 2.0 倍ヘ
ム検出量が増加した（図４）。以上の結果から，
Tween20 と生体サンプルを共存させた方法
により病態形成に関わるヘム検出ができると
考えられる。 
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図４．各終濃度Tween20共存下ミクロソーム中のヘム
濃度．50 nMヘムセンサー溶液 2 mLに各終濃度（0.1, 
0.5, 1.0, 2.0 [w/v %]）の Tween20 共存下ミクロソーム
画分を 5 L ずつ滴定．滴定 10 L ごとに 565 nm の
蛍光強度減少量から実験 2.1のヘミン検量線を利用し
てヘム濃度を算出． 

 

蛍光蛋白質融合型バイオプローブへのヘミン
滴定：rHO-1の C末端に蛍光蛋白質を融合す
ると，ヘムと複合体を形成するものの，蛍光
蛋白質からヘムへの蛍光共鳴エネルギー移動
に起因する蛍光消光を示さなかった。一方，
rHO-1 の N 末端に蛍光蛋白質を融合すると，
ヘムと複合体を形成し，なおかつヘム濃度依
存的な蛍光消光を起こすことが明らかとなっ
た（図５）。非線形カーブフィッティングによ
り得られた Kd 値はそれぞれ，BFP-rHO-1: 

9.58 ± 3.06 (nM), EGFP-rHO-1: 0.81 ± 0.24 

(nM), BFP-rHO-1: 1.108 ± 0.45 (nM) と求め
られた。 

 

 

 
図５．ヘミン滴定における吸収スペクトル測定と蛍光
スペクトル測定．吸収スペクトル：(A) BFP-rHO-1, (C) 
EGFP-rHO-1, (E) hmKO2-rHO-1，蛍光スペクトル：
(B) BFP-rHO-1, (D) EGFP-rHO-1, (F) hmKO2-
rHO-1．融合蛋白質溶液とヘミン溶液は 20 mM リン
酸カリウム緩衝液（pH 7.4）で希釈して調製された．吸
収スペクトルは 6 M の融合蛋白質溶液に 0.6 mM の
ヘミンを滴定して測定された．蛍光スペクトルは 50 nM
の融合蛋白質溶液に 5 M のヘミンを滴定して測定さ
れた．BFP-rHO-1 はEx. = 402 nm, Em. = 443 nm，
EGFP-rHO-1 は Ex. = 489 nm, Em. = 508 nm，
hmKO2-rHO-1 はEx. = 551 nm, Em. = 562 nm を使用
した。挿入図は各蛍光波長における蛍光強度差をプ

ロットした． 

 

蛍光蛋白質融合型バイオプローブの細胞内で
の機能評価：COS-7 細胞を播種して 12 時間
後に EGFP-D140H をトランスフェクション
し，24時間後に 5-アミノレブリン酸（5-ALA）
で処理した。5-ALA で処理して 24 時間に細
胞を回収し，ウエスタンブロット及び蛍光ス
ペクトル測定，ヘミン滴定を行った。5-ALA

の処理の有無にかかわらず，EGFP-D140Hは
細胞内で発現していること，5-ALAにより細
胞内のヘムの合成が亢進されていること，細
胞内ヘム合成の亢進を EGFP-D140H が検知
できていることがわかった（図６）。 

 

図６．COS-7 細胞で発現している EGFP-D140H のヘ
ム合成効果．（A）5-ALA で処理した COS-7 細胞のラ
イセートにおける蛍光強度．細胞は 0, 2 mM の 5-ALA
で処理され，ex = 478 nm, ex = 509 nm で測定された．
（B）ヘミンアッセイ．細胞は 0, 2 mM の 5-ALA で処理
され，市販の Hemin Assay Kit を用いて定量された．
（C）EGFP-D140H の発現．上段：EGFP-D140H を発
現している COS-7 細胞のウエスタンブロット．anti-
GFP-HRP抗体で可視化された．下段：バンド定量．**, 
p < 0.05; n.s., not significant． 

 

蛍光顕微鏡を用いた細胞内遊離ヘムの可視
化：EGFP-D140Hを COS-7細胞内で一過性
発現させ，48 時間後に終濃度 0, 2 mM の 5-

ALAで細胞を処理し，共焦点レーザー蛍光顕
微鏡を用いて蛍光強度の変化を観察したとこ
ろ，蛍光強度が減少する傾向が見られた（図
７）。これにより，EGFP-D140Hは細胞内の
遊離ヘムの動態の追跡に応用できると期待さ
れる。 

 

図７．EGFP-rHO-1 を一過性発現している COS-7 細
胞．左上：未処理,トランスフェクション後 48 時間，右
上：未処理,トランスフェクション後 72時間，左下：2 mM 
5-ALA 処理,トランスフェクション後 48 時間，右下：2 
mM 5-ALA 処理,トランスフェクション後 72 時間． 
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