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研究成果の概要：ヘモグロビンなどのヘムはヘムオキシゲナ‐ゼという酵素によって分解され、最終的

には胆汁色素として糞便中に排泄される。ヘムオキシゲナ‐ゼによるヘム分解機構の解明が、我々の

メインテ‐マであり、本申請研究では、ヘム分解の中間過程に現れるベルドヘムの開環反応の詳細お

よびヘムオキシゲナ‐ゼ反応に電子を供給する，NADPH-シトクロムP450還元酵素との相互作用およ

び電子伝達経路について詳細な知見を得た。 
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１．研究開始当初の背景 
ヘムオキシゲナーゼ（HO）は，本来ヘム蛋白質

ではないが，基質であるヘムが自触的にO2を活

性化し，３段階の酸素添加反応（ヘム→α-ヒド

ロキシヘム→ベルドヘム→ビリベルジンによって

ヘムを開環し，ビリベルジン・鉄・CO を生成する。

生理的還元力として，NADPH-シトクロム P450

還元酵素(CPR)からの電子を利用する。HO によ

るヘム分解過程の理解は，我々含めた内外の

研究者による構造生物学的観点からの研究によ

り，過去１０年間で格段に進展した。一方，これ

までヘムの分解が HO の唯一の役割であると考

えられてきたが，CO のガス状伝達物質としての

可能性およびビリベルジンの抗酸化作用など，

HO 生成物にはそれぞれ固有の生理的意義が

認められつつあり，HO に関する臨床的研究も

活発になっている。本申請研究は，このような背

景とこれまでの我々の研究の歩みおよび国内外

の研究状況を踏まえ，目的の項に述べる事項を

明らかにするために立案された。 
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２．研究の目的 
(1) ベルドヘム開環反応の解明 

この開環反応においても，第 1 反応と同様にベ

ルドヘムの鉄イオンによる O2の活性化が提唱さ

れている。このことを検討するために，HO-1-ベ

ルドヘム複合体を結晶化しその構造を解明する。

しかし一方，ベルドヘムの O2親和性はヘムに比

べて極めて低く，モデル化合物を用いた実験で

はオキソポルフィリン環の還元により生じた

radical 体への O2付加が観測されていることから，

O2の radical付加によるオキソ架橋の開裂も考え

られる。そこで再構成した HO-1-ベルドヘム複

合体を電気化学的に還元した系で酸素との反

応性も検討する。 

(2) HO と CPR の相互作用と電子伝達経路の特

定 

表面プラズモン共鳴法を用いて，HOとCPRとの

蛋白間相互作用を検討した結果，HO はシトクロ

ム b5や P450 など他の CPR の redox partner と

異なる様式で CPR と会合することが知られた。

HO の変異酵素(K149A, R185A)を用いた実験

結果とあわせて考えると，HO/CPR 系は，一般

の酸化還元酵素間における電子授受機構を考

える上で，絶好のモデル系となると思われる。そ

こで，HO 表面の電子の「受け取り部位」からヘ

ムポケットのヘム鉄に至るまでの電子伝達経路

を，伝達に関与するアミノ酸残基を特定すること

によって明らかにする。 

(3) HO-2 で生成される CO の生理的意義 

COにガス状伝達物質としての生理的意義があ

るとすれば，CO は 可溶性グアニルシクラーゼ

(sGC)を介さない，nM 濃度レベルの CO による

標的分子に対する直接作用にある可能性が示

唆されている。その代表的な例として BK 

channel に対する HO-2 の O2センサ‐としての

役割(Williams et al, Science 306, 2093, 2004)，

Neuronal PAS domain protein 2 (NPAS2) のヘ

ムを介するCOによる転写活性調節が挙げられ

る(Dioum et al. Science 298, 2385, 2002)。本研

究期間において，NPAS2 の立体構造を解析す

ることにより，CO の結合や酸化還元状態に依

存する２量体形成（NPAS2/BMAL1 ヘテロダイ

マー）調節機構の分子機構を明らかにする糸

口を見いだす。 

 

３．研究の方法 
(1) ベルドヘム開環反応 

この反応は，酸加水分解により非酵素的にも起

こるが，HO 系では O2と電子を消費して進行す

る。しかし，HO 系において，ベルドヘムの鉄イ

オン上で O2が活性化されるのかあるいはポル

フィリン環に直接 O2が付加するのか確定的で

はないし，ビリベルジン生成に必要とされる電

子数も確定していない。実際，ベルドヘム鉄の

酸素親和性はヘム鉄に比べて著しく低く，オク

タエチルオクサポルフィリン-ピリジン錯体

[OEOP(pyr)2]などのモデル化合物では，還元

された OEOP(pyr)2のオクサポルフィリンラジカ

ルへの酸素付加が観測されている。そこで，

HO-1・ベルドヘム複合体を嫌気条件下，電気

化学的に還元し，ラジカル体が生成されている

かを ESR によって確認する。また添加する O2

量をコントロ‐ルしながらストップトフロ‐実験を

行い，観測される反応中間体から反応機構を

推定する。 

(2) HO と CPR の相互作用 

HO のヘムポケット周辺の分子表面には正電荷

をもったアミノ酸側鎖が多く分布している領域が

あり，この領域が負電荷を帯びた CPR 分子表面

とのドッキング部位と想定されてきた。事実，

我々は表面プラズモン共鳴法を用いた結合実

験とコンピュ‐タ‐モデリングをあわせて検討し

た結果，野生型 HO と CPR は，NADP+ が存在

すると，そうでない場合に比べて約 5倍強く結合

すること，さらに K149A および R185A 変異酵素

を用いた解析によって，K149は，CPR内のFMN

結合ドメイン近傍のacidic clusterを介して，R185

は CPR に結合した NADPH を介して，それぞれ

CPR との相互作用に関与していることを明らか

にした。モデルによれば， FMN近傍にはHOの

ヘムの遠位側にポルフィリン環の辺縁に接する

ように，Tyr137 が位置しており，このものに積み

重なるようなかたちで Tyr, Phe 残基が連続して

配置されている構造がみられ，これがタンパク表

面まで続いている。Tyr137 は種間でよく保存さ

れている。このような複数の芳香族アミノ酸残基

が電子伝達に重要な役割を果たしている可能

性が高い。よってこれらの残基を Ala などに置換

した変異体を作出し，その酵素活性検討から，

電子伝達経路を探索する。 

(3) HO-2 で生成される CO の生理的意義 



 

 

NPAS2は約800アミノ酸からなる比較的巨大な

蛋白質であるが，N末端側にbHLH，PAS-A，

PAS-Bからなる合計300アミノ酸程度のドメイン

構造を持っており，この部位のみでCO濃度依

存的にBMAL1とヘテロダイマーを形成し，DNA

に結合する事が可能である。PAS-A，PAS-Bド

メインはバクテリアのCOセンサーであるCooA，

O2センサーであるFixL，EcDOS，光センサーで

あるPYP等のセンサー蛋白質で頻繁に見られる

ドメインであり，この部位にそれぞれ１分子のヘ

ムを結合しCOを結合する事が出来る。従って

最低限N末端側ドメイン部分の構造を決定すれ

ば必要な情報のほとんどは得られる。よって，

発現系構築は全長とN末端側ドメインのみの両

方について行う。具体的にはcDNA libraryから

PCRにより目的遺伝子断片を増幅し，DNAシー

ケンスの確認後，発現ベクターへとつなぎかえ

る。N末端側のbHLH，PAS-A，PAS-Bドメインを

含む蛋白質と全長の両者の発現系を構築し，

精製を行う。発現蛋白質が不溶性画分に現れ

たりヘムを結合していない場合は，変性蛋白質

からの巻き戻し，再構成系を確立させる。このも

のについて，ヘム複合体の結晶構造を解析す

る。 

４．研究成果 

(1) ベルドヘム開環反応 

①ベルドヘムからビリベルジン-鉄錯体への転換

反応には、ベルドヘムのオキサポルフィリン環が

一電子還元されたπ-neutral radical体が、中間

体として関与する可能性が示唆されてきた。これ

を検討するため、嫌気条件下で鉄２価ベルドヘ

ムとHO-1の複合体を調製し、電気化学的還元

を行なった。作用電極に網状の金電極、参照電

極に銀-塩化銀電極、補助電極に白金電極を用

い、各電位で複合体の吸収スペクトルを測定し

た。Nernst plotより、HO-1に結合したベルドヘム

のオキサポルフィリン環に対する一電子還元の

還元電位として、-0.47 V vs. NHEを得た。この

値は、CPRの補欠分子FMN、FADや補酵素

NADPHの酸化還元電位より約0.1V低く、HO-1

に結合したベルドヘムの環のCPR/NADPH系に

よる還元は熱力学的に起こりにくいものと判断さ

れた。よって、生理的条件下での鉄２価ベルド

ヘムの分解は、オキサポルフィリン環の一電子

還元ではなく、中心の鉄へO2が結合することに

より開始するものと思われる。 

② ベルドヘム-ラットHO-1複合体を調製、結晶

化し、その構造を 2.2Åの分解能で得た。非酵素

的な分解を抑えるため、全ての操作は嫌気条件

下で行なった。ベルドヘム-HO-1複合体の全体

構造は、ヘム-HO-1 複合体と同様であった。ま

た、ベルドヘムの鉄に対する遠位軸配位子とし

て、H2O または OH
-が配位していた。さらに、ベ

ルドヘムの遠位側には複数の水分子とアミノ酸

残基で構成される水素結合ネットワークが観測

された。このような水素結合ネットワークは、ヘム

-HO-1 複合体やビリベルジン鉄錯体-HO-1 複

合体でも保存されている。このことは、ヘムから

α-ヒドロキシヘムへの酸素添加反応と同様に、

α-ベルドヘムからビリベルジン鉄錯体への分解

反応においても、この水素結合ネットワークが活

性酸素種（おそらくは Fe-OOH）の生成に必要

なプロトンを供与する可能性が示唆された。 

③ ヘム代謝と深い関連を持つ症状として黄疸

が知られているが、近年ガン・、循環器障害・マ

ラリア等の病態においてもヘム代謝の関与が示

唆されており、HO阻害剤は薬剤としての有用性

が期待される。最近、イミダゾール-ジオキソレン

化合物が、従来の HO 阻害剤より特異的に HO

を阻害する事が明らかにされたが、この化合物

がどのように HO を阻害するのかについては不

明であった。そこで、ヘム-HO-1 複合体にイミダ

ゾール-ジオキソレン化合物を結合させ，その構

造を2.7Å分解能で決定した。その結果、阻害剤

のイミダゾール基がヘム鉄に配位結合し、クロロ

フェニル基が疎水的なポケットに結合する事が

明らかになった。すなわち、この阻害剤はHOの

遠位側ヘムポケットに結合し、酸素の結合を阻

害する事によって、HO 反応を阻害している事が

知られた。今回決定した立体構造は、より特異

的な HO 阻害剤の開発における構造基盤として

有用と考えられる。また、この阻害剤が HO 反応

の 3 段階目の反応であるベルドヘムからビリベ

ルジンへの反応を特に強く阻害することも知られ

た。このことは，この阻害剤のヘム複合体とベル

ドヘム複合体に対する親和性が両者でさほど差

がないのに対して、酸素の両者に対する親和性

が大きく異なるものによるものと推察された。 

(2) HO と CPR の相互作用 

①CPR から HO への電子伝達機構について検

討するため、FMN 欠損 CPR を作成した。FMN

欠損 CPRは、CPR の Tyr-140 と Tyr-178 を Ala



 

 

に変異させた酵素を2M KBrで透析することによ

り作成した。HPLC分析により、変異CPRのFAD

含量は野生型と同程度である一方で、FMN の

みが完全に欠損していることが確認された。さら

に CD スペクトルにより、FMN 欠損 CPR は野生

型 CPR と同様の構造を維持していることが示唆

された。FMN 欠損 CPR は、シトクロム c 還元活

性をほぼ失なっていたが、フェリシアン化カリウ

ム還元活性は野生型 CPR と同程度の活性を維

持していた。また、表面プラズモン共鳴法により、

HO と FMN欠損 CPR は、野生型 CPR と同程度

のKd値で結合することが確認された。NADPHと

FMN欠損CPRを電子供給系とした場合、HOに

結合したヘムの分解は全く起こらなかった。一方、

ヘム分解過程の中間体であるベルドヘムは、

FMN 欠損 CPR によって、ビリベルジン鉄キレー

トまで分解され、しかも、この反応は FMN 欠損

CPR の濃度に依存的であった。このことから、

HO によるヘムの分解に必要とされる電子は、ベ

ルドヘム段階では、異なる電子伝達経路を通し

て供給されることが示唆された。 

②ヘムの分解は、HO、CPR、ビリベルジン還元

酵素（BVR）の 3 つの酵素によって達成される。

これら 3 つの酵素の立体構造は既に決定されて

いるが、その3者がいかに会合、解離するかとい

うタンパク質間相互作用の詳細は不明である。

今回、HO と 2 つの還元酵素との相互作用を質

量分析法によって検討した。を無水酢酸でアセ

チル化すると、NADPH と CPR を電子供給系とし

た時、反応速度の著しい低下が観測された。一

方、CPR 存在下でアセチル化した HO は、その

活性を維持していた。アセチル化した HO をトリ

プシンで消化し、MALDI-TOF MS によって、ア

セチル化部位の同定を試みた。その結果、HO

単独でアセチル化した場合、HO の 14 個のリジ

ン残基中、11 個がアセチル化されることがわか

った。CPR 存在下で HO をアセチル化した場合、

Lys-149 と Lys-153 がアセチル化を受けず、保

護されていることがわかった。これらの残基を変

異させた酵素では、HO 活性が著しく低下するこ

とから、この 2つのリジン残基はCPR との相互作

用に重要であることが示唆された。一方、BVR

存在下でHOをアセチル化した場合、HO中のリ

ジン残基の保護は観測されなかった。 

(3)HO-2 で生成される CO の生理的意義 

①NPAS2は約800アミノ酸からなる比較的巨大

な蛋白質であるが，N末端側にbHLH，PAS-A，

PAS-Bからなる合計300アミノ酸程度のドメイン

構造を持っており，この部位のみでCO濃度依

存的にBMAL1とヘテロダイマーを形成し，DNA

に結合する事が可能である。全長とN末端側

bHLHドメインについて発現系の構築を試みた。

具体的にはcDNA libraryからPCRにより目的遺

伝子断片を増幅し，DNAシーケンスの確認後，

発現ベクターへとつなぎかえた。しかしながら発

現蛋白質が不溶性画分に現れ、結晶化に必要

な十分な量のタンパクを得ることができなかっ

た。 

(4) 今後の展望 

ベルドヘム開環反応については、結晶学的およ

び電気化学的手法を用いて、ほぼ明らかにする

ことができた。今後はこの反応における活性酸

素分子種検討にはいる。HO と CPRの電子伝達

については、FMN 欠損 CPR および FAD 欠損

CPR を用いることにより、より詳細な伝達機構が

明らかにされた。MALDI-TOF MS によって、両

タンパクの相互作用に必須のアミノ酸残基が同

定されたので、より微細な相互作用機序をあきら

かにする糸口が得られた。HO 系で生成される

COの生理的意義については、今後の研究で明

らかにしていきたい。 
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