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研究成果の概要（和文）：特殊なヘム分解反応生成物（特殊ビリン）の高感度検出を目指し、新規蛍光タンパク
質の開発に取り組んだ。既存の蛍光タンパク質の改変により、S置換型ビリルビンの選択的な検出に成功した。
また、数種の特殊ビリンに対して、プレートアッセイによる大規模スクリーニングなどを行なった。一方で結核
菌MhuDの分光測定を行い、歪んだヘムの構造と電子状態を解明した。ヘム黄色ブドウ球菌IsdGの新規生成物の構
造も決定し、歪んだヘムの特殊な分解機構を明らかにした。さらに、菌体が生成するヘム代謝物を解析し、実際
のin vivo反応の予備的な解明に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have elucidated unique reaction mechanisms of new-type 
heme-degrading enzymes, MhuD from Mycobacterium tuberculosis and IsdG from Staphylococcus aureus, 
both of which bind heme in highly distorted conformation.  MhuD successively catalyzes mono- and 
di-oxygenation reactions in a single active site.  This is the first discovery of the enzyme that 
fuses the two distinct reactions, leading to the produce the unique heme catabolites of MhuD.  
Contrary to previous reports, reaction analysis on IsdG reveals, that the MhuD-type reaction becomes
 dominant under normal reaction conditions.  The HCHO release reported is enhanced by increasing 
reduction rates.  This mechanism may be biologically relevant to regulate the HCHO biosynthesis in 
S. aureus.  Furthermore, fluorogenic proteins that bind new heme catabolites as pigments have been 
developed mainly for their detection with high sensitivity.  

研究分野： 生物無機化学

キーワード： ヘム　ビリン　蛍光タンパク質　テトラピロール　タンパク質ラベル化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
S置換型ビリンの選択的検出が可能な蛍光タンパク質の開発により、今後、生体内での挙動を解明する基盤技術
が得られた。基質の立体的な歪みを利用し新たな酵素反応の機構には興味が持たれており、電子状態を含む詳細
な酵素構造の解明や反応様式の確定は、今後の該当分野の研究進展に重要な知見を与えた。また、病原性細菌の
増殖に重要な酵素反応における複数様式の発見は、新たな薬剤の開発が期待されるだけでなく、代謝物の直接決
定の重要性も明らかにした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
未知の生体内反応の発見は関連分野に新たな概念を提供し、その飛躍的な発展を促進する。近

年、我々はヘム分解酵素の反応研究において、特殊なヘム開環生成物(特殊ビリン)を与える新反
応群を発見した（図１ 新反応①〜③）。従来、ほ乳類型酵素 (HO)による"BV”生成が生体内の唯
一のヘム分解機構と信じられてきた（図１ 通常反応）。しかし、①黄色ブドウ球菌 IsdGは“SB”
に加えて“SB-CHO”を生成することが示唆されていた。また、②結核菌MhuDは“MB”と“TP”を、
さらに③従来型 HOも硫化水素（H2S）の存在下では“S-BV”を産生する。他グループからは嫌気
的なヘム分解も報告され、「新規ヘム代謝反応」の研究は急激な広がりを見せている。我々は新

反応①〜③の特殊な機構を解明し、その生理的役割も提案してきた。しかし新反応の生体内挙動

は不明であり、①,②の主生成物すら明らかでないため、その生理機能は推測の域を出ない。新

たなヘム代謝反応の生理的意義は何か？この問いに答え、ヘム代謝研究に真の革新をもたらす

には、特殊ビリンの高感度検出法を開発し、生体内での主生成物や新反応の反応特性を決定する

必要がある。通常型ビリン（図１ BV と BR）を含む蛍光タンパク質は良く知られているため、
これらの改変による特殊ビリン選択的な蛍光タンパク質の創出が、高感度検出には有効と考え

られる。また、“特殊ビリン FP”がほ乳類に存在しない特殊ビリンを選択的に結合する特性を利
用すれば、生体直交性の高い新規タンパク質ラベル化技術の開発も可能と考えられた。 

 

 
図１ 新たなヘム分解反応と特殊ビリン 

 
２．研究の目的 
前項の２つの観点から、特殊ビリン FPの開発をベースとし、生化学的な反応解析とケミカル
バイオロジー的な応用を目的とする下記の研究を遂行する。 
A) 特殊ビリン FPの開発： 通常型ビリン（BVおよび BR）を結合する既知の蛍光タンパク質

に対して部位特異的およびランダム変異による構造改変とスクリーニングを施し、特殊ビリ

ンを選択的かつ速やかに結合し、強い蛍光を示すタンパク質の創出を目指す。 
B) 生体内反応の解析： 新反応①, ②については、生成する特殊ビリンの構造やその生成機構

を決定する（図１ 各２種の生成物）。さらに、特殊ビリン FPなどを用いて菌体や動物細胞が

産生する生成物の決定を目指す。これらの結果により、新反応の生体内での基礎的な反応特

性を解明し、生体内挙動の解明も試みる。 
C) タンパク質ラベル化技術の開発： 非ほ乳類型特殊ビリンの投与によって動物細胞内の特殊

ビリン FPの蛍光標識を試み、ラベル化技術を検証する。必要であれば、FPの反応特性や分
光特性をさらに改良し、真に有用な技術を確立する。また、特殊ビリン産生酵素を共発現さ

せることで、色素投与を必要としない“遺伝子コード型 FP”の開発も試みる。 
D) 金属の生体内動態を理解するために新規亜鉛プローブを開発し、オルガネラレベルでの定量

を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) ヘム分解酵素およびその反応解析用酵素（MhuD, IsdG, HO-1, CPR, BVRなど）については、

既に確立した手法で大腸菌での発現・精製を行う。ヘム分解反応は主に吸収スペクトル測定で追

跡し、生成物は固相抽出後、HPLCおよび ESI-MSの測定により解析する。S 置換型ビリンと BV
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異性体は化学合成によって調製する。他のビリンは大スケールでの酵素反応により調製し、

HPLCなどで精製する。IsdGの新規生成物については、反応条件の最適化の後、構造決定に向け

て大量精製法を確立する。得られた生成物の構造は、NMR や MS/MS などの情報を合わせて決

定する。反応機構の解明には上記の手法に加え、グローブボックス内での不安定中間体の反応解

析も行う。中間体は既報に従って化学合成する。嫌気グローブボックス内で酵素との複合体を調

製し、ゲルろ過（またはイオン交換）カラムにより精製する。グローブボックス内に設置した分

光器を用い、O2との反応を検討する。、酸素源の決定には 18O2を用い、その取り込みを ESI-MS
の測定で検証する。 
(2) 蛍光タンパク質としてはビリン類を蛍光団とする UnaGと smURFPを主に用いる。両タンパ
ク質の合成遺伝子を購入して発現系を構築し、His-tag などを利用して簡便に精製する。精製タ

ンパク質にビリン類を添加し、吸収および蛍光スペクトルの変化から結合特性や蛍光特性を検

討する。有望なタンパク質については基質結合部位などに変異を導入し、各特性の改変・最適化

を試みる。多数の変異体から有用なものを選別し、新規色素の選択的検出や特異な分光特性の付

与を試みる。 
 

４．研究成果 

（１）S 置換型ビリンの検出 
まず、S 置換型ビリベルジン（SBV）および S 置換型ビリルビン（SBR）の検出プローブの開
発を試みた。SBR用の鋳型としては、ビリルビン（BR）を蛍光団とすることが知られている唯

一の蛍光タンパク質 UnaGを選定した。野生型 UnaGは SBRを強く結合し、BR結合型に比べて

最大蛍光波長は約 70nmも長波長シフトしていた。しかし、SBR型の蛍光強度は BR型の約 1/360
に低下しており、SBRの選択的検出は困難であった。そこで、UnaGに 35 種の変異導入し、BR
結合部位の周辺構造を改変したところ、N57E変異体では SBR結合型 UnaGの蛍光強度は変わら

ないものの、BR結合型の蛍光強度は約 1/30に低下することを見出した。この結果、長波長領域

での SBR選択的な検出は可能となった（図２）。しかし、SBR-UnaGの蛍光強度を向上させる変

異体は得られておらず、現時点では SBRの高感度検出は難しいと考えられた。 
そこでビリベルジン結合蛍光タンパク質 smURFPを用い、S 置換型ビリベルジン（SBV）の検
出を試みた。SBV結合型の蛍光強度は smURFPにおいても弱まったが、BVの 1/3 程度のシグナ

ル強度が観測された。現時点では BVに対する選択性に難が残るが、大規模な変異導入によるス

クリーニングによって smURFPの BV 親和性の低下や SBV蛍光の長波長シフトなどを実現すれ

ば、実用的な SBV選択的検出プローブの開発が期待される。 
smURFP における大規模スクリーニング法を確立するため、天然型 BVα の位置異性体である

BVβおよび δの蛍光検出を試みた。BVβおよび δは smURFPに速やかに取り込まれるものの、

共有結合の形成は見られず、蛍光もほとんど見られない。そこで PCR 法によるランダム変異を

導入した smURFP 遺伝子を、BVβ（または δ）を選択的に生じる特殊なヘム分解酵素とともに大

腸菌で共発現させ、培養プレート上でのスクリーニングを行う手法を開発した。現時点では強い

蛍光を発するクローンは得られていないものの、数万のコロニーの評価には成功している。また、

大腸菌の膜外へのタンパク質発現にも一部成功しており、今後、スクリーニング系の拡大によっ

て速やかな機能変換が期待される。 

 

図２ ビリン結合型 UnaG の蛍光スペクトル（λex = 540nm） 
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（２）smURFPを用いたマイコビリンの検出 
smURFPは BV類に対して良好な反応性を示したため、次にマイコビリン（結核菌の特殊ビリ

ン）との反応を検討した。その結果、smURFP と速やかに反応し、比較的強い蛍光が 470nm 付

近に観測された。強い酸性条件（pH ~2）でも両者の複合体に相当するシグナルが ESI-MSで観
測され、共有結合の形成が示された。一方、吸収スペクトルの変化様式から、マイコビリンと

smURFPの結合様式はビリベルジンのものとは異なることも示唆されており、蛍光タンパク質の

成熟過程を理解する上でも興味深いターゲットと考えられる。また、共有結合を利用したタンパ

ク質ラベル化への応用も期待される。 
smURFPはマイコビリン検出に適した蛍光タンパク質と考えられるため、ランダム変異導入に

よる機能向上も試みた。smURFP 遺伝子を大腸菌に発現させ、マイコビリンを塗布した培養プレ

ート上でスクリーニングを行うことで、約 30,000 コロニーを評価に成功している。今後、より

大規模な探索や対象残基を絞り込んだ変異導入により、結核菌の簡易検査などに使用できる実

用的なプローブ開発の可能性は高いと考えている。 
 
（３）特殊なヘム分解酵素の構造と反応機構の解析 
特殊ビリンを生成する IsdG と MhuD は同族の酵素であり、ヘム（および、その分解中間体）

を異常に歪めて結合することで、特殊な反応を誘起している。これらの反応の理解には、詳細な

反応解析に加え、その立体構造の決定や電子状態の理解が重要となる。 
そこで、EPR および共鳴ラマン散乱の測定により、結核菌 MhuD の特殊な構造の解析を試み

た。これらの分光測定により、歪みの影響はヘム鉄の配位子には小さく、ポルフィリン面内の振

動を大きく変化させることが示された。これらの結果は、従来の NMR測定による提案と一致し、

歪みによるメソ位の反応性向上がヘム分解の初段階において重要と考えられる。また、歪んだ金

属錯体の特性については物理化学的な興味が持たれていたが、複雑化が予想される振動分光に

ついては報告例がなかった。今回、その測定と基本的な解釈を初めて報告したことで、関連分野

の研究発展に大きな寄与があると期待される。 
さらに、黄色ブドウ球菌 IsdGの反応を詳細に検討する中で、SB-CHO（図１、ホルミル化 SB）
と思われる生成物の大量調製に成功した。HPLC での単離後、ESI-MS, NMR などの測定によっ

て構造を決定したところ、予想通り、開環部にホルミル基が保持された SB と同定された。SB-
CHO はマイコビリンの位置異性体に相当し、構造の類似性から予想される通り、マイコビリン

と同様の１原子／２原子酸素添加反応が融合した特殊な機構で進行することが明らかとなった

した。また、脱ホルミル反応は速い還元条件で顕著になり、酸素活性化によって進行することも

示された。以上の結果により、歪んだヘムを持つ２種の酵素の統一的な理解が進むとともに、生

体内での生成物が SBと SB-CHOのどちらか、実際に検証が必要なことが示された。 
現時点では両生成物を検出するための蛍光プローブは完成していないため、HPLC分析による
菌体由来のヘム代謝物の直接解析を試みた。ヘムを唯一の鉄源として黄色ブドウ球菌を培養し、

培地由来成分を HPLCで分析したところ、SBと思われる生成物が検出されている。今後、培養

スケールを上げ、LCMSや同位体ラベル化実験も組み合わせることで、その同定は可能と考えら

れる。また、ホルミル基の有無を見分ける蛍光プローブの開発にも期待される。 
 
（４）オルガネラ選択的な亜鉛イオンの蛍光プローブ 
本研究では金属イオンの蛍光検出にも取り組んでおり、オルガネラ選択的な亜鉛イオンの蛍

光プローブの開発にも成功した。従来の亜鉛プローブは細胞内で分解されやすかったり、pH変
化の影響が大きく、信頼性の高い結果が得られなかった。そこで pH依存性が低く、化学的な安

定性が高い低分子プローブを合成し、シグナル配列を含む HaloTagタンパク質に結合させること
で、ミトコンドリアや小胞体、細胞質などのオルガネラにおける遊離亜鉛イオン濃度の決定に成

功した。その結果、各オルガネラでの濃度の違いがタンパク質の品質管理機構とも関連している

ことが示され、細胞生物学的にも有用な情報が得られた。 
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