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研究成果の概要（和文）：ヘムオキシゲナーゼ(HO-1)はミクロソーム酵素として知られていたが、１）renal 
cellをCo-PPIXで刺激した場合にはミトコンドリアに、A549、PC3をheminで刺激した場合には、ミトコンドリ
ア、細胞質、核に、NIH3T3をhypoxiaで刺激すると核に、腹膜マクロファージをLPSで刺激すると、HOはカベオラ
に局在することを明らかにした。２）核内に移行、局在したHO-1は、C-末端の膜結合部位がSer275とPhe276の間
で切除されていること、３）核内HO-1はLys243とLys256がアセチル化されていること、そのアセチル化が腫瘍進
展に寄与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We investigated the subcellular localization and the potential regulation of
 heme oxygenase-1 (HO-1) by post-translational modifications. 1) An in silico analysis of the human 
HO-1 protein predicts a number of potential sites for post-translational modifications. 2) LPS and 
cadmium treatment of isolated murine peritoneal macrophages resulted in HO-1 translocation to 
caveolae. 3) Heme and hypoxia treatment of NIH313 and HCT116 resulted in HO-1 translocation to 
nuclei. 4) Co-PPX treatment of rat renal cell resulted in HO-1 translocation to mitochondria. 5) 
Nuclear HO-1 revealed two acetylation sites located at Lys243 and Lys256. 6) The acetylation is 
crucial for nuclear HO-1-enhanced tumor progression in vitro.

研究分野：生化学

キーワード： ヘムオキシゲナーゼ　翻訳後修飾

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヘムオキシゲナーゼ(HO)は、生体内で代謝的にCOを生成する唯一の酵素であり、内因性のCOの大部分は、HO反応
によって生成される。HOはこれまで小胞体膜結合型酵素として知られていたが、本研究では、各種疾患由来細胞
においては、その局在性、活性発現が変化することが明らかになった。これによりHO-1の局在変化と活性異常が
疾患発症と関連があることが示唆され、HO-1の発現と活性を制御することが疾患治療につながる可能性を見出し
た。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ヘムオキシゲナーゼ(HO)は、生体内で不要になったヘムを分解し、鉄イオン、ビリベルジン、
一酸化炭素を生成するミクロソーム酵素である。多様な病態と HO の細胞保護作用との関係が注
目される一方で、過度の HO 発現はむしろ炎症を助長し、細胞障害を引き起こすことや、慢性骨
髄性白血病など一部の腫瘍細胞では異常発現した HO が腫瘍増殖機構の一役を担っていること
が報告されるようになった。しかしながら HO の活性調節のメカニズムの詳細は不明である。 
 
２．研究の目的 
これまでHOはミクロソーム酵素として知られていたが、カベオラやミトコンドリア内でのHO-1
の発見に伴い、その局在が多様であることが報告されるようになった。そこで本研究では、各
種条件下での HO-1 の細胞内局在を明らかにし、その細胞内移行、細胞内寿命、活性制御にどの
ような因子が関与しているのかを同定することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) HO1 と HO2 およびその膜貫通領域を排除した可溶型酵素の cDNA を pcDNA31 にサブクローニ
ングし、A549, NIH3T3, PC3, HEK293T, renal cell にトランスフェクトし、各種誘導剤(hemin, 
hypoxia, Co-PPX, LPS)を用いて細胞を刺激した後、時間経過に伴う HO-1 の細胞内局在につい
て検討した。 
 
(2) NIH3T3 を hypoxia で刺激すると核に優先的に局在することが明らかになったことをうけ、
核内の HO-1 に焦点をおいてその特徴について検討を行った。NIH3T3 細胞を Hypoxia で刺激し
た後、免疫沈降法によって HO-1 を単離し、Peptide-Mass-Fingerprinting 法による MS 解析を
行った。さらに、MS/MS 解析によって詳細な配列解析を行った。 
 
(3) 核に移行するタンパク質の多くは、リジン残基がアセチル化されることが知られている。
そこで、NIH3T3 を Hypoxia で刺激した後、免疫沈降法によって HO-1 を単離し、
Peptide-Mass-Fingerprinting 法を行った。 
 
(4) 同定した核移行シグナル部位、およびアセチル化部位に相当するアミノ酸残基について、
部位特異的変異法を用いてHO1変異体を作成した。その変異体をNIH3T3にトランスフェクトし、
細胞寿命、生物活性、腫瘍増殖作用について検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 各種誘導剤を用いて、HO-1 の細胞局在について検討した結果、Rat renal cell を Co-PPX
で刺激した場合にはミトコンドリアに、A549、PC3 を hemin で刺激した場合には、それぞれミ
トコンドリア、細胞質、核に局在することが明らかになった。また、NIH3T3 を hypoxia で刺激
すると核に優先的に局在することを明らかにした。さらに、マウス腹膜マクロファージを LPS
で刺激すると、HO-1 はカベオラに優先的に局在することを明らかにした。 
 
(2) A549 細胞、および NIH3T3 細胞を Hypoxia で刺激した後、免疫沈降法によって HO-1 を単離
し、Peptide-Mass-Fingerprinting 法による MS 解析を行った。その結果、核に局在する HO-1
は膜結合部分が完全に排除されていることが確認された。MS/MS 解析によって詳細な配列解析
を行った結果、Ser275 と Phe276 のアミノ酸間で切断されていることが明らかになった。 
 
(3) NIH3T3 を Hypoxia で 刺激した後、免疫沈降法によって HO-1 を 単離し、
Peptide-Mass-Fingerprinting 法および MS/MS 解析を行った。その結果、Lys243 と Lys256 がア
セチル化されていることが明らかになった。 
 
(4) 点変異体(S275A, F276L)を作成し、この変異体を A549 細胞にトランスフェクトし、Hypoxia
で刺激した後、HO-1 の局在を調べた結果、核内への局在は観測されなかった。また、核内局在
HO のアセチル化部位である Lys243 と Lys256 の変異体(K243A/K256A)を作成し、その性質を調
べた結果、野生型よりも細胞内寿命が長くなることが確認された。さらに、K243A/K256A 変異
体は、野生型 HO-1 に比べて癌細胞増殖能が著しく抑制されることがわかった。この結果より、
核内 HO-1 の Lys243 と Lys256 のアセチル化が腫瘍増殖に寄与している可能性が示唆された。 
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