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研究成果の概要： ヘム調節インヒビター（HRI）の分子レベルでの活性調節機構を明らかにするため

に、ヘム結合部位の同定、一酸化窒素による S-ニトロシル化反応、自己リン酸化反応、及びドメイン間

の相互作用を解析した。ヘムはヘム制御モチーフと呼ばれる Cys-Pro を含む配列に結合し、活性調節

に重要であることがわかった。また、ヘム結合により N 末端ドメインとキナーゼドメイン間に相互作用が

生じ、構造変化することが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
 赤血球成熟の過程において、ヘモグロビンの
合成は熱ショック、ヘム不足などのストレスに応
答して調節されている。特に、脱核後の網状赤
血球では、核による転写調節が不可能となり、
ヘモグロビン合成は翻訳レベルで調節を受ける
ことになる。 
 ヘム調節インヒビター（HRI）は、真核生物翻訳
開始因子 2α（eIF2α）を基質とするセリン・スレオ
ニンキナーゼであり、ミトコンドリアでのヘム生産
量に応じてヘモグロビンの生産量を調節する鍵
酵素である。すなわち、網状赤血球がヘム不足
に陥ると、HRI は自己リン酸化によって活性化し、
eIF2αをリン酸化することで、ヘモグロビンの合成

を停止させる。 
 HRI の役割については、標準的な生化学・分
子生物学の教科書にも記述されている。しかし、
30 年以上にわたる HRI の研究にも関わらず、
HRI の活性調節機構について分子レベルでの
理解は十分ではない。 
 私たちの研究グループでは、HRI はヘムを 1
等量結合し、N 末端ドメインとキナーゼドメインに
由来するアミノ酸残基と結合することを明らかに
した（Biochemistry, 45, 9894 (2006)）。また、ヘ
ムに一酸化窒素（NO）が結合すると、タンパク質
とヘムとの配位結合が切れ、活性化することも示
した（J. Biol. Chem. 279, 15752 (2004)）。 
 



２．研究の目的 
 分子レベルにおける HRI の活性調節機構を詳
細に検討するために、以下のサブ研究テーマを
設定した。 
（1）ヘムに結合するアミノ酸残基を同定する。 
（2）NO による活性調節機構として、前述の 5 配
位 NO-ヘム形成の他に、S-ニトロシル化による活
性化の可能性を検討する。 
（3）HRI の活性化の初期段階で生じる自己リン
酸化反応による活性化について、リン酸化され
る Ser、Thr、及び Tyr などのアミノ酸残基を同定
する。 
（4）HRI を結晶化し、X 線結晶構造解析によっ
て HRI の立体構造を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 大腸菌内で大量発現した HRI を、Ni アフィニ
ティ、陰イオン交換、ゲルろ過クロマトグラフィー
を用いて精製した。図 1 は以前の研究による
HRI の活性化モデルを示している。 

（1）HRI のヘム結合に関与すると考えられる Cys
及び His 残基は、それぞれキナーゼドメイン、N
末端ドメインに存在する。全長型 HRI には 9 つ
の Cys、20 つの His があるが、そのうち 6 つの
Cys がキナーゼドメインに、7 つの His が N 末端
ドメインに位置する。Cys を Ser、His を Ala もしく
は Leu へと置換した 13 種類の変異体を作製し、
そのヘム結合性を吸収スペクトル及び円二色

が

つアゾ化合物へと変換し定
を行った（図 2）。 

 
 
 

性
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図 2：Saville 法による SNO の同定 

（3）HRI の自己リン酸化部位の同定は、HRI をト
リプシンで消化し、リン酸化ペプチドを Ga-IMAC
カラムを用いて濃縮し、LC-MS/MS 解析を行っ
た。 
（4）ヘムの結合に伴う構造変化を明らかにする
ために、ヘムが結合した HRI とヘムが結合して
いないHRI の両方に対して、市販のスクリーニン
グキットを用いて結晶化条件を約 700 種類検討
した。また、HRI の N 末端ドメインとキナーゼドメ
インとの間の相互作用について、His タグの結合
した N 末端ドメインとキナーゼドメインを調整し、
Niアフィニティカラムを用いたpull-downアッセイ
を行った。 
 
４．研究成果 
 大腸菌で発現、精製を行った HRI は、培地 1 l
当り約 1 mg の収量で得られた。また、精製 HRI
は既に自己リン酸化した、活性型であった。 

1） Cys208，385，409，464，491，550の変異体
の内、Cys409Ser 変異体のみが、ヘムとの結合
能を失った。Cys409 はヘム制御モチーフもしく
は CP モチーフと呼ばれるヘム結合配列に位置
しており、Pro410をAlaへ変異した場合も同様に、
ヘムの結合能が無くなった（図 3）。また、ヘム制
御モチーフによるヘムの結合を直接観測できた
ことは極めて重要である。一方、His75，78，80, 
86,119,120,126 を Ala へと置換した変異体では、
ヘム結合に顕著な違いは見出されなかった。し
かし、His119 及び His120 の両方を Ala へと置換
した場合、ヘム結合能は大きく減少した。この結
果より、His119 または His120 がヘムの軸配位子
である可能性が示唆された。 

スペクトルを測定した。 
（2）ヘム 結合した HRI とヘムが結合していな
い HRI の両方に対して、NO 供与体として、
NOC9 及び S-ニトロソグルタチオン（GSNO）を用
いて、活性測定を行った。また、HRI の Cys が S-
ニトロシル化されるかどうかを Saville 法で検出を
行った。HRI に結合した NO は水銀との反応に
よって HNO2 へと変換され、以下の反応によって、
540 nm に吸収を持
量

図 1：HRI のドメイン構造と活性化モデル 
ヘムが結合した不活性型（上）、ヘムが解離
し自己リン酸化によって活性化した HRI（下）
赤、緑がそれぞれ N 末端、キナーゼドメイン



最後に、本研究成果をまとめた図 5 を示す。 最後に、本研究成果をまとめた図 5 を示す。 
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図 5：HRI の活性化機構 
（左）ヘムを結合した不活性型 HRI は Cys409
と His119 もしくは His120 によってヘムと結合
し、N 末端ドメイン（NTD）とキナーゼドメイン
（KD）間に相互作用が生じる。 
（右）1）NO とヘムが 5 配位 NO ヘムを形成し
て、タンパク質から解離する。2）GSNO によって
S-ニトロシル化する。などによってヘムが結合し
ていない活性型 HRI となる。この際、自己リン
酸化が引き起こされ、NTD と KD との相互作用
は消失する。 

図 3：ヘム結合型 HRI の吸収スペクトル 
（a）野生型、（b）Cys409Ser 変異体 

His120Ala 変異体を比較したところ、His119 変
異体が野生型、His120 変異体とやや異なるスペ
クトルを与えた。 
（2） ヘム結合型
て NOC9 を添加するとキナーゼ活性が 3 倍上昇
し、可溶性グアニル酸シクラーゼと同様に 5 配位
NO ヘム構造を取ることがわかっている。今回、
NO による活性調節機構の 1 つとして、S-ニトロソ
チオール(SNO)修飾が起こるのかを GSNO を用
いて検討した。HRI を 10 等量の GSNO と反
応させ、Saville 法によって SNO 化部位を
定量したところ、ヘム結合型では 3 等量、
ヘム非結合型では5等量のSNO修飾が確認
された。さらに、SNO 化部位を特定するた
めに、Cys 変異体の解析を行っている。 
（3） LC-MS/MS解析の結果、24カ所のリン酸化
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