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研究成果の概要（和文）：ヘムオキシゲナーゼ(HO)は、細胞内のヘムを分解し、生体内信号とし

ての役割が注目されている一酸化炭素を生体内で生成する唯一の酵素である。本研究では、HO

活性のタンパク質レベルでの制御機構を解明することを目的とし、特に小胞体関連分解系に着

目して検討を行った。その結果、HO-1 と HO-2 がともに高度にユビキチン化されることを明ら

かにした。また、HOに特異的に結合するユビキチンリガーゼを質量分析法によって同定した。 

 
研究成果の概要（英文）：The present study investigated the cellular mechanism underlying 
the degradation of heme oxygenase (HO), an endoplasmic reticulum-anchored protein. High 
molecular weight ubiquitin conjugates were co-immunoprecipitated with HO from HEK293 
cells after proteasome inhibition, and HO ubiquitination was confirmed in HEK293 cells 
overexpressing His-tagged HO and HA-tagged ubiquitin.  HO specific ubiquitine-ligase was 
also identified using mass spectrometry. 
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１．研究開始当初の背景 
HO は、生体内で不要になったヘムを分解し、
鉄イオン、ビリベルジン、CO を生成するミク
ロソーム酵素である。近年、HO によるヘム分
解を単なる代謝の終末ではなく、新たな生理
活性物質生成の出発点として再定義し直す
生理学的研究が盛んに行われている。HO には
2 つのアイソザイム（HO-1，HO-2）が存在す
るが、様々な酸化ストレスによって誘導され
る HO-1 は、高い抗酸化作用を示すビリルビ

ンを産生する生体防御機構の重要な因子と
して広く認識されるようになった。また、
HO-1 の発現を特異的に制御する抑制性転写
因子 Bach-1 が発見されるなど、HO-1 の機能
制御は mRNA レベルで厳密に制御されている
ことが報告されている。一方、脳や神経系で
多く発現している非誘導型の HO-2 は、シグ
ナル伝達分子 CO の発生源として注目されて
いるが、HO-2 についての酵素学的知見はほと
んど無く、部分的な立体構造しか知られてい

機関番号：37104 

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：2009～2011 

課題番号：21770152 

研究課題名（和文）小胞体関連分解(ERAD)によるヘムオキシゲナーゼの機能制御機構の解明 

                     

研究課題名（英文） The role of the ubiquitin-proteasome pathway in heme oxygenase system 

 

研究代表者 

東元 祐一郎（HIGASHIMOTO YUICHIRO） 

 久留米大学・医学部・准教授 

  研究者番号：40352124 

 



 

 

ないため、その詳細については不明の点が多
い。最近、海馬神経細胞において、HO-2がリ
ン酸化されることによって活性化され、COを
介した神経防御機能を発揮するという報告
がなされた (Boehning et al., Neuron, 40, 
129 (2003))。しかしながら、何故 HO タンパ
ク質のリン酸化によって CO生成能が上がり、
神経細胞保護効果を示すようになるのかに
ついては不明のままである。 
 
２．研究の目的 
小胞体関連分解（ER associated protein 
degradation; ERAD)は、小胞体品質管理機構
の一つであり、小胞体の内腔に生じたミスフ
ォールディングタンパク質を小胞体からサ
イトゾルに逆輸送し、サイトゾルにおいてユ
ビキチンを付加したのち、プロテアソームに
よって分解するシステムである。近年、ERAD
系の役割は、異常タンパク質の品質管理だけ
ではなく、小胞体膜上に存在する代謝酵素群
の down regulation にも関与していることが
明らかになった。これは、HO が主として小胞
体に局在している酵素であることから、非誘
導型の HO-2の活性も ERAD系によって制御さ
れている可能性があることを強く示唆する。
そこで本研究では、HO活性のオン、オフのメ
カニズムを生化学的アプローチによって解
明することを目的とする。特に、HOタンパク
質の細胞内寿命と、それを制御するユビキチ
ン分解との関係を明らかにし、HO の細胞内寿
命を決定する因子の探索を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）HO の細胞内寿命(life-time)の検証：
各種細胞（神経細胞、血管内皮細胞、肝クッ
パー細胞、肝実質細胞）に HO-1と HO-2の cDNA
をトランスフェクトし、brefeldin A（細胞
内輸送阻害剤）及び cycloheximide（タンパ
ク質合成阻害剤）存在下で HO の半減期を
western blot 法によって調べる。さらに、
leupeptin（リソソーム阻害剤）や MG132(プ
ロテアソーム阻害剤)存在下で同様の実験を
行い、分解に及ぼす影響を検討する。 
（２）HO-2 のＮ末端と分解シグナルとの関
係：HO 配列をコンピュータプログラムで解析
した結果、HO-2の N 末端部分には短寿命タン
パク質に特有の PEST 配列が含まれているこ
とが明らかになった。そこで、N 末端配列欠
損体を作成し、細胞内での半減期の変化を
SDS-PAGE、western blot 法により検討する。 
（３）in vitro & in vivo ubiquitination 
assay： ウサギ網状赤血球の細胞抽出液に
は、ユビキチン化に必要な因子群を豊富に含
んでいることを利用し、試験管内で HO をユ
ビキチン化反応させた後、SDS-PAGE、抗ユビ
キチン抗体で検出することによって HO のユ
ビキチン化の有無を確認する。さらにユビキ

チン化した HO を質量分析法によるペプチド
マッピングすることによって、正確なユビキ
チン化部位の同定を行う。 
（４）HO-2の HRM と分解シグナルとの関係：
HRM は、ヘム制御モチーフとして知られてい
るが、その役割については不明である。近年、
IRP2内の HRMがヘムと酸素によって酸化され
てユビキチンリガーゼによって認識される
領域として働き、IRP2を分解へ至らしめると
いうことが報告され、HRM の新たな生理機能
として注目されている。そこで、HO-2の HRM
中の Cys を Ala に置換した変異体を作成し、
細胞内での安定性について調べる。さらに、
HRMドメインを baitとした yeast two-hybrid
法を用いて HO-2 を選択的に識別するユビキ
チンリガーゼの同定を試みる。 
 
４．研究成果 
（１）HO の分解が ERAD 系を介するのかどう
かを検証するため、まず、哺乳細胞系での HO
の強発現系の構築を試みた。まず HO-1 およ
び HO-2の cDNAを pcDNA3.1/His-TOPO vector
に組み込み、HEK293 へトランスフェクトした。
その細胞抽出液を SDS-PAGE 後、抗 HO-1およ
び抗 HO-2 抗体でウエスタンブロットしたと
ころ、目的タンパク質が強発現されているこ
とが確認された。 
（２）Cycloheximide（タンパク質合成阻害
剤）存在下で、HO-1 の細胞内寿命を評価した
結果、そのターンオーバーの半減期は約 8 時
間ということが明らかになった。HO-2の半減
期はさらに短いことも確認された。 
（３）HO-1 と HO-2 がユビキチン化反応をう
けるのかどうかを検討するため、HO-1と HO-2
の膜結合部分を排除した HO-1(1-263)および、
HO-2(1-292)を大腸菌により大量発現し精製
した。ウサギ網状赤血球の細胞抽出液を用い
て in vitro ubiquitination assay を行った
ところ、HO-1, HO-2 ともに、ユビキチン化さ
れることが明らかになった。HeLa S100 溶解
液を使用した系でも同様の結果が確認され
た。また、興味深いことに、HO に特異的に結
合し、HO活性を競合的に阻害するタンパク質
caveolin-1 (Biochemistry, 50, 6824-6831 
(2011))も同様に高度にユビキチン化される
ことがわかった。ユビキチン化した HO を質
量分析法によるペプチドマッピングするこ
とによって、正確なユビキチン化部位の同定
を試みたが、現在までのところ正確な修飾部
位の同定には至っていない。 
（４）HO-2に特有の構造である、N末端側の
延長配列に着目し、分解シグナルの探索を行
った。Human HO-2 の 1-20 アミノ酸残基の N
末端に Cys 残基を導入したペプチド 
Cys-hHO-2(1-20)を Fmoc 法により合成した。
合成ペプチドを SulfoLink resin に固定化し、
プラセンタ抽出液と混合させ、尿素処理によ



 

 

って結合タンパク質を溶出した。SDS-PAGEに
よって確認した結果、いくつかのタンパク質
の特異的な結合が見られた。同様に、HO-2の
cDNA を pcDNA/His-TOPO vector に組み込み、
HEK293 細胞にトランスフェクトして作成し
た細胞抽出液を用いて同様の実験を行った。
質量分析法によるペプチドマッピングを行
った結果、HO-2に特異的に結合するタンパク
質を 6種類同定することに成功した。 
（５）ERAD 系の分解には、標的タンパク質を
小胞体からサイトゾル内へ移行させるため
の因子、p97/Ufd1/Npl4 複合体の関与が必須
とされている。そこで、HO-2 の分解が ERAD
系を介するのかどうかを検証するため、
HEK293 細胞に、タグを付加した HO とユビキ
チンとをトランスフェクトし、強発現させた。
その細胞抽出液を抗 HO 抗体で免疫沈降させ
たところ、p97 と Ufd1 が HO と共に共沈して
くることを確認した。 
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田誠也、井上浩義 
権利者：久留米大学 
種類：特許 
番号：特願 2010-262341 
出願年月日：2010年 11月 25 日 
国内外の別：国内 
 
○取得状況（計 1件） 
 
名称：PAR-2 活性化阻害剤 
発明者：木田豊、東元祐一郎、井上浩義 
権利者：株式会社アップウェル 
種類：特許 
番号：特開 2011-229452 
取得年月日：2010年 4月 27 日 
国内外の別：国内 
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