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研究成果の概要（和文）： ヘム分解酵素の反応において最も重要なポルフィリン環開裂反応を

詳細に検討した。分光測定により鉄４価錯体を開裂中間体として同定し、中間体−酵素複合体の

結晶構造解析および理論計算の結果も合わせて長年の謎であった開裂機構を解明した。また、

独自に発見した開裂反応の機構を解明し、新反応は動物細胞中でも進行しうることを示した。

以上の結果により、ヘム分解反応の化学的理解が深まり、生理的に重要な知見も得られた。 

 
研究成果の概要（英文）： Enzymatic heme degaradation by heme oxygenase, especially its 

rate-limiting ring opening step, have been studied in detail.   Spectroscopic analysis 

reveals the formation of a ferryl species as a ring opening intermediate.  Crystallographic 

study on an intermediate-enzyme complex combined with theoritical calculations finally 

elucidate the rate-limiting reaction.   We also examined a novel heme cleavage reaction to 

clarify its mechanism and the new heme catabolites were succesufully detected from 

cultured mammalian cells.   
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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、３段階の酸
素添加反応によってヘム（鉄—ポルフィリン
錯体）を鉄イオン・一酸化炭素（CO）・ビリ
ベルジンに分解する酵素である。従来 HO は
高等動物のヘム代謝を担うとされてきたが、
最近の研究から CO やビリベルジンが細胞内
シグナリングや抗酸化作用を持ち、血圧調
整・神経細胞保護・細胞死などに深く関与す

る事が示された。また、植物や細菌などにも
HO の存在が明らかになり、特に病原性細菌
（大腸菌 O157、ジフテリア菌など）では宿
主ヘムからの鉄イオン獲得に重要であり、毒
性の発現とも密接に関連していることが示
された。 

 HO 反応は生理的に重要なだけでなく、そ
の極めて特異な反応機構にも興味が持たれ
ている。ヘム分解に必要な酸素活性化は基質
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であるヘム自身が行っており、１４にも及ぶ
反応中間体を経て反応が進行する。この酵素
学的・生理学的に重要な反応は多くの研究グ
ループによって精力的に研究され、ヘムから
ベルドヘム中間体までの変換過程について
はほぼ解明されていた。しかし、ヘム分解の
主な律速段階に当たるベルドヘムの開環機
構には不明な点が多く、HO 反応の完全な理
解を妨げていた。最近になって、我々の反応
解析によってようやくその概要のみが明ら
かとなったが、酵素構造や開環中間体の構造
は想像の域を出ておらず、解明にはほど遠い
ものであった。 

 さらに最近我々は生理的に可能な条件下
で、HO が従来とは異なる様式でベルドヘム
を開環させる新たな反応（新 HO 反応）を発
見した。その反応機構解明の重要性は言を俟
たないが、その生理的意義を考える上では、
細胞内でも同様の新反応が起こりえるかも
重要となる。また近年になって、HO とは異
なるファミリーに属するヘム分解酵素群
（IsdG 型、HutZ 型）が細菌から相次いで発
見された。これらの酵素群は次世代抗生物質
の有望なターゲットであるが、その反応メカ
ニズムや生成物に関する情報はほとんど得
られておらず、HO 型酵素との類似点・相違
点も明らかでなかった。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、種々のヘム分解酵素の反応およ
び構造を、各種分光学的手法・タンパク質工
学・X 線結晶構造解析・酵素反応解析などを
駆使して解明することを目的とする。（１）
古典的 HO 反応については反応機構の完全解
明を目指し、主にベルドヘム開環機構につい
て検討する。（２）新 HO 反応については機構
解明とともに、生体内からの新規生成物検出
を行い、生体内での進行の証明を試みる。さ
らに（３）IsdG 型酵素の構造と反応解明にも
取り組む。これらの情報に基づいて生物のヘ
ム分解戦略の全体像を明らかにし、ヘム分解
が関与する既知の生理現象の理解や未知反
応の発見に努める。また薬剤開発などへの応
用も視野に入れた知見を得ることを目指す。 

 

３．研究の方法 

（１）HO によるベルドヘム開環機構につい
ては、ベルドヘム−HO 複合体を嫌気条件下で
結晶化し、原子レベルでの構造を決定する。
さらにこの構造に基づいた理論計算を行う
ことで、提案している反応機構の妥当性を検
証する。さらに、開環中間体の構造をメスバ
ウアー分光法などで検討し、その同定を行う
ことで、完全な機構解明を目指す。 

（２）新 HO 反応については各種反応解析と
分光測定を組み合わせて検討し、その反応機
構・化学量論などを解明する。また、動物の

培養細胞中のヘム代謝物を分析する手法を
開発し、新規生成物の検出によって新 HO 反
応が生体内でも進行することを証明する。 

（３）IsdG 型酵素に関しては、結核菌由来の
MhuD を用い、その溶液構造を共鳴ラマンや
EPR などの分光測定で検討する。また、反応
の基本特性を明らかにし、特に生成物の構造
決定を質量分析・NMR などを駆使して試み
る。 

 
４．研究成果 
（１）嫌気グローブボックス中で高純度のベ
ルドヘム−HO 複合体を調製し、その結晶化を
行った。X 線構造解析の結果、Fe(II)–ベルド
ヘム複合体は 1.95Å 分解能で、N3

–結合型は
1.70Å 分解能で構造決定することに成功した
（図２）。これらの結晶構造ではベルドヘム
鉄に水分子または N3

–分子が結合しており、
活性中心の水クラスターと水素結合ネット
ワークを形成していた。このような構造は水
クラスターの重要性を指摘した我々の提案

メカニズムと合致する。なお、他の研究グル
ープから報告されていたベルドヘム–HO 複
合体構造では鉄配位子や水クラスターの構
造が異なっていたが、これらは結晶化過程な
どでベルドヘムが分解していたためである
ことも明らかにした。 

 

 

 次に、得られた結晶構造に基づいて理論計
算を行い、提案メカニズムを検証した。その
結果、FeOOH ベルドヘムを鍵中間体とする提
案メカニズムはエネルギー的にも妥当であ
ることが示され、活性中心の水クラスターが
ポルフィリン環への酸素添加・開環反応に重
要であることが示された。また、観測可能な
中間体として、鉄４価錯体の生成が予測され

図１ HO 反応機構と新規ヘム代謝反応 

図２ アザイド結合型ベルドヘム–HO 

複合体の結晶構造 

 



 

 

た。 

 従来の研究から、ベルドヘム複合体と過酸
化水素の反応において開環中間体が生成す
ることを見いだしていた。この中間体につい
てメスバウアー分光法による同定を試みた。
57Fe でラベル化したベルドヘムを合成し、複
合体調製の後、過酸化水素との反応を行った。
嫌気状態で反応液迅速凍結システムも構築
することで、経時的なメスバウアースペクト
ル変化の測定に成功した（図３）。この結果、
過酸化水素により生成する中間体は短寿命
の鉄４価錯体であることが確実に示された。 

 以上の結果は、我々が従来から提案してき
た反応機構を強く支持しており、長年の謎で
あったポルフィリン環開裂機構の解明に成
功した。 

 

（２）新 HO 反応については本研究以前にそ
の概要を検討しており、生成物の割合が酸素
濃度に応じて変化することを見いだしてい
た。そこで、酸素の有無における反応を詳細
に検討した結果、閉環型と開環型中間体が平
衡にあり、酸素がその平衡に影響を与えてい
ると考えられた。 

 さらに動物細胞からの新規生成物の検出
に成功した。新規生成物はビリルビン（通常
のヘム代謝産物）と同様、細胞から培地中に
排出されていた。培地からヘム代謝物を固相
抽出し、HPLC などで分析したところ、新規
生成物の産生が明確に確認された。新規生成
物の生成量は低酸素状態で増加する傾向に
あり、精製酵素系での結果と一致した。これ
らの結果は新 HO 反応が生体内でも進行しう
ることを示すとともに、その生体内挙動は精
製酵素系での知見に基づいて予見可能なこ
とを示唆している。今後、その特性を詳細に
検討することにより、新反応が持つ生理的意
義を明らかにできると期待される。 

 

（３）MhuD は活性中心に２分子のヘムを結
合できる点で、他の IsdG 型酵素とは異なる。
diheme–MhuD 複合体の結晶構造は報告され
ているが、ヘム分解活性は monoheme–MhuD

複合体のみに見られた。monoheme 複合体の
溶液構造を明らかにするために共鳴ラマン
スペクトルを測定したところ、His 配位のヘ
ムに特徴的なシグナルが得られた。NO 結合
型ヘムの EPR スペクトルは窒素性配位子の
存在を直接的に示しており、最終的に変異実
験によって軸配位子を His75 と同定した。 

 MhuD（結核菌由来 IsdG 型酵素）によるヘ
ム分解反応を検討したところ、ビリベルジン
（HO 生成物）やスタフィロビリン（IsdG 生
成物）とは異なる新規生成物が得られた（図
４）。精密質量を測定した結果、MhuD 生成物
の組成式は C34H32N4O7と予想され、驚くべき
ことに、MhuD ではヘム分解に伴う CO 放出
が無いと示唆された。実際、MhuD 反応では
CO は全く発生しておらず、MhuD のヘム分
解機構がHOとは全く異なることが明らかと
なった。今後、MhuD 生成物の構造を決定し、
この特異なメカニズムを明らかにすること
で、結核菌に特異的なヘム分解戦略の解明が
期待される。このような機構・構造の違いは
抗生物質の良いターゲットになると考えら
れ、今後の薬剤開発などにも期待される。 
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