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研究成果の概要（和文）：ヘムオキシゲナーゼは，基質ヘムが自己触媒的に分解するユニークな触媒機構を有し，HOを
中心とするヘム分解系は，複数の酵素が連携して活性を発現する分子機構モデルとして捉えることができる。本研究で
は，HOの触媒作用機序の解明とともにヘム代謝系を構成する酵素間相互作用の探求を総合的に展開し，ヘム分解系の機
能を分子レベルで理解するために次のことを行った。１）基質ヘムとHOとの結合をカロリメトリー解析し，熱力学的パ
ラメータを求めた。２）ヘム調節モチーフとヘムとの相互作用を合成ペプチドを用いて分光学的に解析した。３）表面
プラズモン共鳴および分析用超遠心を用いてHOとCPRのタンパク質間相互作用を解析した。

研究成果の概要（英文）：Heme oxygenase (HO) catalyzes the O2-dependent degradation of heme using reducing 
equivalents from NADPH-cytochrome P450 reductase (CPR) and produces biliverdin, CO, and iron. Without 
reducing reagents, HO does not exhibit heme degradation activity but retains high substrate affinity to 
form a stable complex with heme. The heme bindings of wild-type HO-1 and its mutants were analyzed using 
isothermal titration calorimetry. Heme regulatory motifs at the C terminus of HO-2 were synthesized and 
their heme binding properties were investigated.
For electron transfer as well as product release, HO and CPR should repeat a cycle of association and 
dissociation, thus there might be some kind of regulation of protein-protein interaction between them. 
Using surface plasmon resonance we identified surface amino acids of HO-2 essential for binding to and/or 
electron transfer CPR. Furthermore, equilibrium associative properties between HO-1 and CPR were 
determined by analytical ultracentrifugation.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
ヘム分解系は小胞体あるいは細胞膜に存
在し，ヘムオキシゲナーゼ（heme oxygenase, 
HO），NADPH-シトクロム P450 還元酵素
（CPR），ビリベルジン還元酵素（BVR）の
３つの酵素からなる。ヘム蛋白質の分解によ
り生じた遊離ヘムは，HOに取り込まれ，CPR
からの電子の供給を受け，自己触媒的な選
択的酸化反応によって，ビリベルジン，一酸
化炭素（CO）および鉄イオンに分解される。
ビリベルジンは，BVRによって直ちに還元さ
れ，ビリルビンとなる。このヘム分解には，
生体内で不用になったヘムの除去と鉄の再
利用の他に，強いラジカル捕捉作用をもつビ
リルビンの生成およびシグナル伝達作用を
もつ CO の発生源としての役割がある。HO
には様々なストレスによって誘導される
HO-1 と，構成的に発現されている HO-2 の
２つのアイソザイムが存在する。近年，HO-1
はビリルビン産生による活性酸素除去など
生体防御機構の一員として働くこと，そして，
HO-2 は CO を介して様々な情報伝達経路に
関与することが示され，HO の多彩な生理作
用が明らかになってきた。 

 
（１）HOの構造解析：1968年のHO発見以
来，ヘム分解過程の中間体が徐々に明らかに
されてきたが，ヒトおよびラットHO-1の結
晶構造がそれぞれ Ortiz de Montellano（米
国，Nat. Struct. Biol. 2000）らと我々のグル
ープ（阪大院理・福山研との共同研究，FEBS 
lett. 2000）によって発表されたのを契機に，
HO 触媒作用機序の研究は急速に進展した。
その中で我々は，ヘムを含まないアポ型
HO-1 の構造を解析し，ヘム複合体との比較
からヘム結合における誘導適合機構を提唱
した（Biochemistry 2002）。また，O2や CO
などのリガンド識別（Biochemistry 2003），
内因性 COによる阻害回避（JMB 2004），生
成物ビリベルジンの解離（JBC 2002）など
の分子機構を明らかにした。特に，アジド結
合体の結晶構造解析から，分子内水素結合ネ
ットワークがHO反応第１ステップ（ヘムの
水酸化）における酸化活性種 ferric peroxide 
(Fe3+-OOH) の生成に重要であることを明ら
かにした（JBC 2002）。この Fe3+-OOHは第
３ステップにも関与していることが，齋藤ら
（JBC 2005）により示唆された。 
 
（２）ヘム分解系の蛋白質間相互作用：
CPR/HO/BVR からなるヘム分解系には，基
質結合や生成物分離に応じて，３者が秩序よ
く会合解離する精緻な機序備わっていると
考えられる。我々はラット HO-1 とラット
CPR との結合特異性を表面プラズモン共鳴
法により検討したところ，HO-1 のアポ型は
CPRと結合せず，基質ヘムとの複合体（ホロ
型）を形成して，はじめて CPR と結合する
こと，その結合は CPR の基質である
NADP(H)の存在下，増強されることを見出

した。また，変異実験よりこの結合に重要な
アミノ残基を特定し，HO-1と CPRのドッキ
ングモデルを提案した（JBC 2005）。マスス
ペクトルを用いても結合に関与する残基を
同定した（BBRC 2008）。さらに，FMN 欠
損 CPRを用いて，HO-1中のヘムへの電子伝
達経路を検討した（JBC 2006）。最近他の研
究者によって，CPRが電子伝達パートナーに
結合する際，大きなコンホメーション変化を
起こすこと（Aigrain et.al., EMBO Rep. 
2009, Hamdane et al., J.B.C. 2009）が示さ
れ，我々のモデルが支持された。 
 
２．研究の目的 
 HO は，基質ヘムが自己触媒的に分解する
ユニークな触媒機構をもっており，その HO
を中心とするヘム分解系は，複数の酵素が互
いに連携して活性を発現する分子機構のモ
デルとして捉えることができる。本研究では，
HO の触媒作用機序の解明とともにヘム代謝
を構成する酵素間の相互作用の探求を総合
的に展開し，ヘム分解系の生理機能を分子レ
ベルで理解するための基盤作りを行う。 
 
（１）ヘム結合に伴うHO-1の誘導適合を等
温滴定カロリメトリー（isothermal titration 
calorimetry, ITC）解析し，そのメカニズム
を熱力学的に明らかにする。 
 
（２）HO-2 のみに存在するヘム調節モチー
フ（heme regulatory motif, HRM)とヘムと
の相互作用を合成ペプチドを用いて分光学
的に解析し，酵素活性調節機構について検討
する。 
 
（３）HO-2について CPRとの相互作用を表
面プラズモン共鳴法で解析し，HO-1 と違い
を明らかにする。さらに BVR を含めてヘム
分解酵素間ネットワークを明らかにする。 
 
（４）HO-1と CPRの相互解析を超遠心を用
いた沈降平衡法によって解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）HO のヘム親和性は非常に強く，従来
の結合過程（ヘム + HO → HO・ヘム）の ITC
では検出限界を超える。そこで，親和性の弱
い，鉄配位子His25変異体H25Aを利用して，
置換過程（H25A・ヘム + HO → HO・ヘム + 
H25A）の ITCを行った。さらに，ヘムのプ
ロピオニル基と相互作用する Lys179 と
Arg183 の 変 異 体（ K179A ， R183A ，
K179A/R183A）の置換 ITCも実施した。ITC
の結果から，ギブスエネルギー変化G（親和
性），エンタルピー変化Hとエントロピー変
化Sを算出した。 
 
（２）HO-2配列上にみられるHRM（Cys-Pro
配列）を含む領域のペプチド（約 30残基）
およびそのアナログを Fmoc 固相合成法を
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図２．HO-1 野生型および変異体のヘム結合における
熱力学的パラメーター
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