
 

様式Ｃ‐１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 
平成２４年 ５月１５日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
 ヘムオキシゲナーゼ(HO)はNADPH-シトクロムP450還元酵素(CPR)からの還元力と分子状酸素を用
いて、ヘムを分解する酵素である。本研究ではNADPHから反応中間体ベルドヘムへの還元力の供給
経路の解明をめざした。α-ベルドヘムとHOの複合体を嫌気下で調製し，複合体におけるベルドヘム
のオキサポルフィリン環の一電子還元について光電気化学的手法により還元電位を求めた。また，こ
の電気化学的還元および CPR から複合体への電子伝達における，CO 等のリガンドの効果について
検討した。さらに，嫌気条件で複合体の結晶構造を解明し，ヘムオキシゲナーゼによる生理的なベル
ドヘム分解機構について考察した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Heme oxygenase (HO) catalyzes the heme degradation utilizing molecular oxygen and reducing 
equivalents from NADPH-cytochrome P450 reductase (CPR). The purposes of this study are the 
characterization of electron pathway between NAPDH bound to CPR to heme bound to HO．To probe 
the cleavage mechanism of oxaporphyrin ring of ferrous α-verdoheme, an intermediate in the HO 
reaction, ferrous verdoheme-rat HO-1 complex was prepared under anaerobic conditions. 
Electrochemical reduction of the complex was performed under anaerobic conditions and the reduction 
potential for one-electron reduction of the oxaporphyrin ring of ferrous verdoheme was determined. 
Effects of ligands such as CO on the electrochemical reduction and the electron transfer from 
NADPH-cytochrome P450 reductase to the complex were investigated. In addition, the crystal 
structure of rat HO-1 in complex with ferrous α-verdoheme was determined. 
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１．研究開始当初の背景 
ヘムオキシゲナーゼ(HO)は分子状酸素と
NADPH-シトクロム P450 還元酵素(CPR)からの
還元力を利用し、3 段階の酸素添加反応(ヘム
→ヒドロキシヘム→ベルドヘム→ビリベルジン)に
よって、ヘムを部位特異的に開裂し、ビリベルジ
ン、一酸化炭素、鉄に分解する酵素である。HO
の主要な生理的役割は老朽化した赤血球の新
陳代謝によって生じた多量の遊離型ヘムを分解
し、体内の鉄の恒常性を維持することである。こ
の役割に加えて、近年、酸化ストレスに対する防
御や、分解反応によって生じた一酸化炭素をシ
グナル伝達物質とする抗炎症作用、抗アポトー
シス作用などがあることが見いだされ、注目を集
めている。HOは生理的に重要な酵素であるが、
その一方で反応機構においても、基質であるヘ
ム自身が酸素を活性化する補酵素として機能す
る点でユニークな酵素である。このことは、HOの
反応機構は、シトクロム P450 など一般のヘム含
有オキシゲナーゼのそれとは全く異なることを示
唆しており、その反応機構を解明すべく様々な
分光学的、生化学的知見が蓄積されてきた。さ
らに約１０年前にヘム-HO 複合体の立体構造が
明らかになったことによって、立体構造を基盤と
した反応機構の描像が描けるようになり、この分
野の HO研究が爆発的に進展し、反応機構の
詳細まで明らかになりつつある。 
HO反応の第１段階（ヘム→α-ヒドロキシヘム）
はα-メソ位の炭素における水酸化である。この
反応の活性酸素種は ferric hydroperoxide 
(Fe(III)-OOH)であり，これが求電子的にα-メソ
位の炭素を攻撃することが明らかにされた。第２
段階（α-ヒドロキシヘム→α-ベルドヘム）では
特にその電子要求性について，内外の研究者
間で議論されてきた。我々は酸化型のα-ヒドロ
キシヘムは O2のみでベルドヘムへ転換されるこ
とを既に報告した。近年，還元型のα-ヒドロキシ
ヘムも O2のみでベルドヘムに転換され，反応に
は 815nm 付近に吸収極大を示す未同定の中間
体が介在することを明らかにし，酸化型と還元型
のα-ヒドロキシヘムでは反応性が異なることを
報告した。第３段階 （α-ベルドヘム→ビリベル
ジン鉄(III)錯体）については，ベルドヘムの化学
合成が困難であったためにこれまで十分な検討
がなされてこなかったが，我々は４種のベルドヘ
ム異性体を合成・単離する系を既に確立してい
る。 
一方我々は，ラット HO-1 について，ヘムを結
合していないアポ型やヘム結合型，N3

-・ヘム結
合型等の結晶構造を決定し，HO は既知のヘム
酵素とは異なるユニークなヘムポケットをもつこと
を明らかにしてきた。すなわち，ヘム鉄の遠位軸
配位子となるアミノ酸が存在せず，代わりに
Gly139, Gly143 の主鎖がヘム鉄に最も接近して
いる。 

 

その構造から，我々は，第１段階の水酸化反応
における O-O 結合の開裂に対して，Gly143 が
関与する inversed heterolysis 機構を提唱した。
またアポ型の構造から，「誘導適合」によってヘ
ムが結合されること，さらに，CO・ヘム結合型の
立体構造から，HOが自ら産生するCOによって
反応阻害を受けない構造的基盤を明らかにした。
さらに，ビリベルジン鉄錯体結合型の構造から，
ビリベルジンが HO から遊離するメカニズムを推
定した。 
 このような酵素反応解析や結晶構造解析の
進展にも関わらず，HOによる一連のヘム分解
反応のうち，「ヒドロキシヘムからベルドヘムへ
の転換機構」および「ベルドヘム開環反応」に
ついては，未解明な点が多く残る。 
 
２．研究の目的 
CPRはFMN、FADを補酵素として持つフラビン
酵素であり、シトクロム P450 への電子伝達過程
においては NADPH→FAD→FMN の順番で電
子が受け渡され、最終的にシトクロム P450 の持
つヘムへ電子が受け渡される。HO に対しての
電子伝達過程も同様であると考えられていたが、
以前の我々の研究により、ベルドヘムからビリベ
ルジンへ至る反応過程に必要な電子について
は、人為的に作成した FMN 欠損 CPR を用いて
も反応を触媒できることが明らかとなり、この過程
では必ずしも FMNを介さないことが明らかとなっ
た(Higashimoto Y. et al. J. Biol. Chem. 281 
(2006) 31659-31667)。 
このような背景を考慮すれば，研究全体の目
標はHOによる多段階のヘム分解反応の全容を
明らかにすることである。とりわけ本研究におい
ては，第３段階のベルドヘム開環反応の詳細な
メカニズムを，分光学的，酵素反応速度論的お
よび構造生物学的手法により明らかにすることを
目的とする。 
このベルドヘム開環反応には，第１段階と同様
なベルドヘムの中心金属の鉄による O2の活性
化が提唱されている。しかし，ベルドヘムの鉄の
O2親和性はヘム鉄に比べて極めて低く，モデル
化合物を用いた実験ではオキサポルフィリン環
の還元により生じたラジカル体への O2付加が報
告されていることから，オキサポルフィリン環への
O2のラジカル付加によって生じるオキソ架橋の
開裂も考えられる。これらを検証するために，ベ
ルドヘム・HO-1 複合体の電気化学的な還元挙
動を検討する。また，ベルドヘム・HO-1 複合体
への CPR からの電子伝達も検討する。さらに，



ベルドヘム・HO-1 複合体を結晶化してその構
造を解明し，活性部位周辺に関する情報を得る。
これらの知見を総合して，O2の活性化の行なわ
れる部位がベルドヘムの環上なのかそれとも中
心金属上なのかを明らかにし，反応経路を考察
する。 
３．研究の方法 
実験すべてにおいて必要な HO（HO-1）および
CPR は大腸菌を用いて発現させたラット由来組
換え蛋白質を用いた。HOおよび CPR はそれぞ
れ膜結合領域を持つが、その領域を除いた蛋
白質を発現し、実験に使用した。蛋白質は各種
クロマトグラフィーを行うことにより、高純度に精
製したものを使用した。HO によるヒドロキシヘム
からベルドヘムへ至る反応過程におけるCPR内
の電子伝達経路およびベルドヘム開環反応に
ついて，以下の実験を行なった。 
（1）ヒドロキシヘムからベルドヘムへ至る反応過
程におけるCPR内の電子伝達経路を明らかに
するために、ヒドロキシヘムを坂本らの手法 
(Sakamoto H. et al. J. Biol. Chem. 274 (1999) 
18196-18200)に従って有機合成した。得られた
ヒドロキシヘムを嫌気条件下でHOに結合させ、
野生型CPRおよびFMN欠損型CPRを用いて、
還元速度の違いを検討した。 
（2）一電子還元されたベルドヘムπ-中性ラジカ
ル体が中間体として関与する可能性が提案され
てきた（図１の経路 B）。これを検証するため，嫌
気条件で鉄(II)α-ベルドヘムとラット HO-1 の複
合体を調製し，分光学的および電気化学的手
法により検討を加えた。まず，複合体をグローブ
ボックスを用いた嫌気条件で電気化学的に還元
し，ベルドヘムのオキサポルフィリン環が還元さ
れたラジカル体が生成するか否かを紫外可視吸
収スペクトルにより調べた。また，複合体のベル
ドヘムのオキサポルフィリン環に対する一電子還
元の還元電位を，吸収スペクトルを測定しながら
電気化学的手法により求めた。さらに，O2の代
わりに COやピリジン等の種々のリガンドを軸配
位させた配位子結合型のベルドヘム・HO-1 複
合体を嫌気条件で調製し，同様の光電気化学
的手法を用いて，各種配位子がベルドヘムのオ
キサポルフィリン環の電気化学的還元反応に及
ぼす影響について調べた。 
生理的な電子供与体であるCPRとNADPHを

嫌気条件下で添加し，複合体中のベルドヘムの
オキサポルフィリン環が還元されるか否かを吸収
スペクトル変化の観測により検討した。CO 等の
軸配位子の影響についても調べた。 
（3）ベルドヘム・HO-1 複合体の結晶構造の解
明： ベルドヘム開環過程のメカニズムを探るもう
ひとつのアプローチとして，鉄(II)α-ベルドヘ
ム・HO-1 複合体の結晶化と構造解析に取り組
んだ。比較的安定であると考えられる N3

- 配位
型α-ベルドヘム・ HO-1 複合体を嫌気条件で
調製し，結晶化した。その立体構造を SPring-8
の BL38B1 ビームラインを用いて解析した。ベル
ドヘム・HO-1 複合体では，ヘム鉄上に OH- が
配位していることが ESR スペクトルから示唆され
ていたのでこれを検証し，またベルドヘムに近接
しているアミノ酸残基の配置に関する知見を得
た。  

このような実験から得られた情報を総合して，
O2の活性化が行なわれる部位がベルドヘムの
中心金属上なのか（図１の経路 A），それともオ
キサポルフィリン環上なのか（図１の経路 B）を特
定し，HO によるベルドヘム開環反応のメカニズ
ムの詳細を考察した。 
 
４．研究成果 
(1) ヒドロキシヘムからベルドヘムへ至る反応過
程における CPR 内の電子伝達経路の解明．嫌
気条件下で酸化型ヒドロキシヘム-HO 複合体の
還元型への変換を野生型 CPR および FMN 欠
損型 CPR を用いて、検討した。還元は HOに対
して 5 等量の NADPH、1/100 等量の CPR を加
えることによって開始し、pH 7.4、室温で実験を
行った。還元型への変換は可視吸収スペクトル
の変化によって確認した。野生型 CPR を用いた
場合は約 30 分以内に完全に還元型への変換
が完了したのに対して、FMN 欠損型 CPR を用
いた場合は 60 分後にも顕著な変化が見られな
かった。以上のことからヒドロキシヘムからベルド
ヘムへ至る反応過程では FMN を経由する電子
伝達過程であることが明らかになった。 
(2) 各電位における鉄(II)α-ベルドヘム・HO-1
複合体の吸収スペクトルを測定したところベルド
ヘムπ-中性ラジカル体の生成が確認された。
ネルンスト・プロットにより，HO-1 に結合した鉄
(II)ベルドヘムのオキサポルフィリン環に対する
一電子還元反応の還元電位として -0.47 V vs. 
NHE を得た。しかしながら，この値は CPR の補
欠分子族 FMN，FAD や補酵素 NADPH の酸化
還元電位よりも 0.1 V 以上低いことから，HO-1
に結合した鉄(II)ベルドヘムの環の
NADPH/CPR 系による還元は熱力学的に起こり
にくいことが明らかとなった。すなわち，生理的
条件における HO によるベルドヘムの開環は，
オキサポルフィリン環の一電子還元ではなく，中
心の鉄への O2の配位により開始されることが示
唆された（図１の経路 A）。 
一方，HO-1に結合したCO配位型鉄(II)ベル

ドヘムの環の還元電位は-0.41 V vs. NHEであり，
CPR の各補欠分子族の酸化還元電位よりはや
や低いものの，HO-1 に結合した CO配位型ベ
ルドヘムの環が NADPH/CPR 系によって還元さ
れる可能性を示唆していた。一方，ピリジンやイ
ミダゾール，N3

-をリガンドとした場合には，このよ
うな還元電位の上昇は認められなかった。 
これをさらに詳しく検討するため，CPR と

NADPH を反応系に加えた時の鉄(II)α-ベルド
ヘム・HO-1 複合体の紫外可視吸収スペクトル
変化を嫌気条件で観測したところ，外来配位子
を添加しない場合には反応が進行しないのに対
し，CO を配位させた場合には一電子還元反応
によるπ-中性ラジカル体の生成が確認できた。
この結果は，ベルドヘムの鉄に CO が配位する
ことによってオキサポルフィリン環の還元電位が
上昇し，CPR からオキサポルフィリン環への電子
伝達が容易になったことを示している。 



 
生理的条件における HO による鉄(II)α-ベル

ドヘムの分解過程でも，まず O2が鉄に軸配位し
た後，オキサポルフィリン環が CPR により還元さ
れて，ビリベルジン鉄錯体への転換が進行する
ものと推測される（図１の経路 A）。 
さらに，全操作を嫌気下で行なうことで，ベル

ドヘム・ラット HO-1 複合体を結晶化し，その立
体構造を 2.2Åの分解能で得ることができた（図
２）。ベルドヘム・HO-1 複合体の全体構造はヘ
ム・HO-1複合体とほぼ同様であり，また，H2Oま
たは OH-が遠位軸配位子としてベルドヘムの鉄
に対して配位していることが明らかとなった。さら
に，ヘム・HO-1 複合体やビリベルジン鉄錯体・
HO-1 複合体と同様，ベルドヘムの遠位側には
複数の水分子とアミノ酸残基で構成される水素
結合ネットワークが観測された。このことより，HO
反応の第１段階におけるヘムからα-ヒドロキシ
ヘムへの酸素添加と同様に，第３段階のα-ベ
ルドヘムからビリベルジン鉄錯体への分解にお
いても，活性酸素中間体（おそらくは
Fe(III)-OOH）の生成に必要なプロトン供与体と
してこの水素結合ネットワークが働いている可能
性が示された。 
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