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研究成果の概要（和文）： 
 ヘムオキシゲナーゼ(HO)はヘム分解を触媒する酵素であるが、申請者は新たな HO 反応を発

見し、従来とは異なるヘム代謝産物が生成することを見いだした。本研究では、新規 HO 反応

のメカニズム解明を目指し、HO の反応および構造を詳細に解析した。また、新規代謝産物を

生物試料から検出することに成功し、新規 HO 反応が生体内でも進行することを示した。本成

果により、新規 HO 反応の生理的意義を解明するための基盤情報が得られた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Heme oxygenase (HO) is an enzyme that catalyzes oxidative heme degradation.  We 

recently have found a novel heme catabolic reaction by HO to produce new products in vitro.  

In this research project, the HO reactions were extensively studied by means of reaction 

analysis, structural analysis and theoritical calculation to clarify the novel HO reaction.  

The new heme catabolite was succesfully detected in mammalian cell culture so that the 

novel HO reaction can proceed in living organisms.   
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１．研究開始当初の背景 
 

ヘムオキシゲナーゼ (HO)はヘムを酸化的

に分解し、鉄イオン・一酸化炭素 (CO)・ビ

リベルジンに変換する酵素である。HO 反応

はヘム代謝のみでなく、ビリベルジンによる

抗酸化作用、CO によるシグナル伝達などの

生理機能を有する。近年、O2センサーとして

の重要性も解明されつつあり、HO の活性制

御や反応産物の生理機能に関する研究が盛

んに行われている。 
HO 反応は全１４ステップにおよぶ複雑な

反応であり、主な律速段階はベルドヘム中間

体が開環してビリベルジンを与える反応で

ある。申請者は、HO 反応機構の解明に携わ

るなかで、ポルフィリン環が“ビリベルジンで

はない色素”に開裂する新規ヘム代謝反応を

in vitro 実験で発見した。この新規 HO 反応

は生理的に可能な条件で観測され、新たな反

応経路によりHOの反応特性は大きく変化す

る。よって、新反応は生体内でも進行し、HO
生理機能に大きな影響を与える可能性が高

いと考えられた。しかし、新 HO 反応の触媒

特性やメカニズムの変化は明らかでなく、実

際の生体内でも進行するかは不明であった。 
 
 

２．研究の目的 
 
本研究では、新 HO 反応の詳細を明らかに

し、その生理的意義の解明に向けた基盤情報

の整備を主な目的とする。 
新HO反応のメカニズム解明に当たっては、

まず、通常のヘム代謝反応の機構解明が必須

となる。特に、律速段階となるベルドヘム中

間体の開環メカニズムは未だ不明な点が多

く、新 HO 反応においてもベルドヘム中間体

が中心的役割を果たしていることが示唆さ

れている。次に、新 HO 反応自体のメカニズ

ムを検討し、生成物が変化する機構を中心に

解明を試みる。また種々の反応条件における

活性や生成物変化を定量的に明らかにする

ことで、新 HO 反応が HO の触媒特性にどの

ような影響を与えるかを明らかにする。 
新HO反応の生理的意義の解明に向けては、

まず、新規ヘム代謝産物が有する抗酸化能を

測定し、通常生成物との比較により、新反応

がHOの抗酸化特性に与える影響を明らかに

する。さらに、新規ヘム代謝産物の動物細胞

からの検出を試み、新 HO 反応が生体内でも

進行することを証明する。触媒特性の変化と

併せて、新 HO 反応が生体に与える影響を正

確に予測する。 
 
 

３．研究の方法 
 
ベルドヘム中間体の開環メカニズムに関

して、まずベルドヘム−HO 複合体を完全嫌

気状態で結晶化し、その構造を決定した。さ

らに、アルキル過酸化物との反応を行い、そ

の生成物解析によって反応機構を絞り込ん

だ。また、Mössbauer 分光測定によって反応

中間体の同定を試み、結晶構造に基づいた理

論計算も行うことで、提案したメカニズムの

妥当性についても検証した。 
新HO反応についても詳細な反応解析を行

い、触媒活性の解析・反応機構の決定などを

試みた。また、新規生成物の抗酸化特性を in 
vitro でビリルビンと比較した。 

新規生成物の細胞からの検出には U937, 
HeLa, Raw264.7 の各細胞株を用いた。培地

中に放出される代謝物の固相抽出法を開発

し、HPLC により分析・定量を行った。 
 
 

４．研究成果 

 
(1) ベルドヘム開環反応の酸素源としてアル

キルパーオキシドを用いると、開環部にアル

コキシ基が導入された生成物が得られた。こ

の結果から、酸素・過酸化水素はベルドヘム

鉄に結合し、Fe–OOH 型活性種の末端 OH 基

が分子内転移することによって開環反応が

進行することが強く提案された。 
 

 
 
(2) ベルドヘム–HO 複合体の嫌気条件下で

の結晶化に成功し、Fe(II)複合体およびその

アザイド結合型の構造解析に成功した。HO
に特徴的な活性中心の水素結合ネットワー

クは保たれており、Fe–OOH 近傍の水分子が



 OH 基の転移に重要であることが示唆された。 
(5) HO には２つのアイソフォーム（HO-1, 
HO-2）が存在するが、そのいずれにおいて

も新 HO 反応は進行した。メカニズムは両ア

イソザイムでほぼ同じであり、ポルフィリン

環の開裂は酸素非依存的に進行した。また、

新反応では酸素濃度に応じて生成物が変化

すること示し、その濃度依存性とメカニズム

を明らかにした。さらに、新規生成物の合成

法を開発し、抗酸化作用は通常生成物と大き

くは変わらないことを見いだした。これらの

結果から、新反応が生体内で進行した場合、

HO の抗酸化作用には影響がほとんどないも

のの、酸素センサーとしての機能は大きな影

響を受けると考えられる。 

 

 
 
(3) 上記の結晶構造を元に理論計算を行った

ところ、Fe–OOH 型を活性種とする機構はエ

ネルギー的にも十分に起こりえることが示

された。経路によっては活性化エネルギーが

最大 4 kcal/mol 程度しかなく、非常に進行し

やすい反応であることが示された。 

 
(6) 各種動物細胞株をヘム存在下で培養し、

新規ヘム代謝産物の直接検出を試みた。

U937 細胞ではビリルビン量が極端に少なく、

酸化型であるビリベルジンが検出される例

もあった。そこで、ビリベルジン還元酵素の

活性が高いとされる HeLa 細胞, Raw264.7
細胞での反応を検討したところ、高濃度のビ

リルビンが検出された。これら２種の細胞株

を用いて様々な反応条件を検討したところ、

大量の細胞を用い、比較的短時間の反応を行

った際に、新規ヘム代謝産物が明瞭に検出さ

れた。この結果は、新規ヘム代謝反応が生体

内でも進行することを示した初めての結果

である。 

 

 今後、精製酵素で得られた触媒特性を培養

細胞の反応系でも検討し、生体内での新反応

の挙動について明らかにすることが期待さ

れる。新反応の起こりやすい環境を明らかに

し、動物などからの検出にも成功すれば、新

反応が持つ生理的意義の解明につながるも

のと期待される。 

 
(4) 57Fe でラベルしたベルドヘムを合成し、

HO との複合体の調製後、過酸化水素との反

応により生成する中間体の Mössbauer スペ

クトルを測定した。２種の生成物が観測され、

うち１つは予想されていた Fe(IV)錯体であ

った。今後、より詳細な分光測定を行い、こ

れら中間体の同定を進めることにより、ベル

ドヘム開環機構の完全解明が可能と考えら

れる。 
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