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研究成果の概要：生体内でヘム補因子の酸化分解に関与するヘムオキシゲナーゼについて、非

天然合成ヘム類縁体を結合させたときの作用機構について、反応速度論および結晶構造解析に

よって検討した。その結果、補因子の化学構造および補因子とタンパク質の相互作用が、タン

パク質機能に大きな役割を果たしていることが判明した。 
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研究分野：生物無機化学、錯体化学 
科研費の分科・細目：複合化学、生体関連化学 
キーワード：ヘムオキシゲナーゼ、ポルフィセン、非天然補因子、速度論、酸化分解、血相構

造解析 
 
 

２．研究の目的 １．研究開始当初の背景 
 上記の事情を受けて、合成化学的見地より、
ヘムオキシゲナーゼの阻害剤開発および機
能制御の一方法として、ポルフィリン誘導体
の１つであるポルフィセンやプロピオン酸
欠損ヘムなどの非天然テトラピロール鉄錯
体を開発し、酵素内に取り込まれたときの本
酵素の作用機構について速度論実験による
検証と、非天然補因子－複合体の構造の詳細
な解明を目指した。 

 ヘムオキシゲナーゼは、生体内に存在する
ヘム分解酵素であり、生体内における鉄のリ
サイクルおよび抗酸化活性の発揮に関与し
ていると考えられている。しかし、この酵素
が過剰に機能すると、黄疸などの生体にとっ
て好ましくない状態になると言われており、
特に、乳幼児におけるヘムオキシゲナーゼの
過剰発現は致死的要因とも言われている。そ
こで、阻害剤の開発も重要なテーマとなって
いた。  

  



３．研究の方法 
 カルボン酸を２つ装着したポルフィセン
鉄錯体1およびプロピオン酸を欠損させたヘ
ム 2 および 3 を合成し、この合成補因子を、
大腸菌より発現させたラット由来ヘムオキ
シゲナーゼに導入し、ポルフィセン含有ヘム
オキシゲナーゼ複合体を調製した。さらに、
この複合体に対して、還元酵素、NADPH 存在
下での還元速度の測定、分解挙動、生成物解
析を実施し、天然補因子を結合させた場合と
の比較を試みた。さらに、非天然ヘムを結合
させたときの外部基質の酸化反応について
も検討し、「酸化酵素」としての機能評価を
行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
 ポルフィセン鉄錯体を結合させたヘムオ
キシゲナーゼに対して、CO 雰囲気で、

CPR-NADPH による還元反応について反応速度
を測定したところ、天然補因子と比較して、
還元速度が 1/10程度であることが判明した。
このことは、酵素内に取り込まれたときの鉄
のスピン状態に起因しているものと考えら
れる。また、好気条件下で、紫外可視吸収ス
ペクトルにより還元反応を追跡したところ、
新たな吸収バンドの出現が認められ、メソ位
のないポルフィセンにおいても酸化分解が
進行することがわかった。しかし、分解速度
が遅いことから、阻害剤として十分機能しう
ることが示唆される。また、酸化触媒酵素と
しての機能評価として、mCPBA による Fe(IV)
種の生成をストップトフローにより確認後、
外部基質存在下での速度論実験を実施した。 

N

N

N

N
Fe

OHO O OH

1

 

ムオキシゲナーゼ中での高酸化活性種の

らに、プロピオン酸欠損ヘムを含むヘムオ

 
ヘ
反応性は、HRP などの他の酸化酵素に比べる
と小さく、タンパク質構造の違いにより説明
することができる。しかし、適切な酸化剤を
選択することにより、補因子の分解を抑制し
て外部基質の酸化を行えることを示すこと
ができた。 
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キシゲナーゼの結晶構造解析においては、ヘ
ムプロピオン酸の位置の違いにより、ヘムの
酵素内への取り込まれ方に差違のあること
判明した、このことは、ヘムオキシゲナーゼ
の作用機構の第一段階である「ヘムの酵素内
への取り込み」おいて、プロピオン酸側鎖と
タンパク質アミノ酸残基の相互作用が重要
であることを示しており、位置選択的に酸化
的分解が起こるメカニズムを明確にするた
めの有用なデータである。このように、「補
因子の合成化学的デザイン」により、タンパ
ク質のアミノ酸変異法にアプローチとは相
補的な反応メカニズムについての情報を得
ることができ、ヘムオキシゲナーゼの反応機
構を議論する上で、新たな点を付け加えるこ
とができた。 
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