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研究成果の概要（和文）：NADPH-シトクロムP450還元酵素(CPR)はopen型とclosed型の二種類の構造をとる。CPRのヒン
ジ領域の一部を切除するとopen型が安定化される。open型に安定化した変異CPR(ΔTGEE)はヘム-HO複合体に安定に結合
する。この結合体の結晶構造を明らかにした。電子顕微鏡および架橋実験による解析から、野生型CPRもopen型でヘム-
HO-1複合体と結合することを確認した。一方closde型は、超遠心分析によりヘム-HO複合体とほとんど相互作用しない
ことが示唆された。これらの結果は、CPRのopenおよclosed型の構造の相互変換によりHOと電子の授受が行われること
を示唆する。

研究成果の概要（英文）：NADPH-cytochrome P450 oxidoreductase (CPR) supplies electrons to various heme 
proteins including heme oxygenase (HO), which is a key enzyme for heme degradation. Electrons from NADPH 
flow first to FAD then to FMN, and finally to heme in the redox partner. For electron transfer from CPR 
to its redox partner, the ‘‘closed-open transition’’ of CPR is indispensable. Here, we demonstrate 
that a hinge-shortened CPR variant, which favors an open conformation, makes a stable complex with 
heme-HO-1 and can support the HO reaction, though its efficiency is extremely limited. Furthermore, we 
determined the crystal structure of the CPR variant in complex with heme-HO-1 at 4.3A; resolution. This 
is the first time the crystal structure of a complex of CPR and its redox partner has been characterized. 
The distance between heme and FMN in this complex (6A) implies the direct electron transfer from FMN to 
heme.

研究分野： 酵素学

キーワード： 生理的ヘム分解　ヘムオキシゲナーゼ　シトクロムP450還元酵素　蛋白質間の電子伝達　酸素分子の活
性化　ビリルビン　ビリベルジン
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1. 研究開始当初の背景 
HOは分子状酸素とCPRからの還元力を利用し、

3段階の酸素添加反応によって、ヘムの -meso 
位を部位特異的に開裂し、ヘムを-ビリベルジン、
鉄、COに分解する。これらの生成物は体内の鉄
の恒常性維持、抗酸化作用、種々のシグナル伝
達に関わり、HOは生理的に重要な酵素と言える。
その一方で、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HOはユニーク
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モノオキシゲナ
ーゼのそれとは全く異なることを示唆している。そ
の反応機構を解明すべく様々な研究が行われ、
HO反応については膨大な分光学的、生化学的
知見が蓄積されてきた。さらに1999-2000 年に
ヘム‐HO複合体の立体構造が明らかとなると(参
考文献①)、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、量子化学的研究を含むこ
の分野のHO研究が爆発的に進展した。報告者
のグル－プも部位特異的な酸素添加反応のメカ
ニズムや、HO反応によって生成されたCOによる
反応阻害からの回避機構、阻害剤との相互作用
などを、構造生物学的に明らかにしてきた。本研
究では構造生物学を基盤としたHOの機能研究
をさらに進めるべく、CPRからHOへの電子伝達
機構を明らかすることを目的とする。この研究は，
一般のタンパク質間の電子伝達機構にも敷衍さ
れうる点で重要である。 
 
2. 研究の目的 
(1) CPR-HO 複合体の構造および機能解析 
電子授受機構を研究する上で、その複合体の

立体構造情報が非常に有益であることは論ずる
までもない。これまでにHOとCPRそれぞれ個別
の立体構造は決定されているものの、CPR-HO
複合体の立体構造は不明であり、多数の変異
HOとCPRの結合実験やそれぞれの立体構造の
特徴から、その結合様式が類推されるにとどまっ
ている(参考文献②)。本研究ではCPR-HO複合
体のX線結晶構造解析によって、CPRとHOの詳
細な分子認識機構を明らかにし、電子伝達経路
について構造的な基盤を与えることを目的とする。
HO反応において、CPRからの電子を必要とする
過程は次の3 ステップである：ヘム→-ヒドロキ
シヘム→ -ベルドヘム→ -ビリベルジン。これま
でのHOおよびCPRの変異体を用いた酵素学的

研究（参考文献③) およびベルドヘム-HO複合
体の酸化還元電位)から、 -ベルドヘム→ -ビリ
ベルジンの反応ステップにおいては、他のステッ
プとは異なる電子伝達経路が示唆されている。さ
らにCPR にはドメイン単位での構造揺らぎが結
晶構造解析およびX線小角散乱による研究から
示唆されている(参考文献④, ⑤, ⑥)。以上のこ
とから、HOとの相互作用においても、CPRの構
造変化が伴うと予想され、さらにその認識様式は
HOの反応段階によって異なるかもしれない。本
研究は構造的揺らぎを持ったCPRがHOをどのよ
うに認識するかという問題について、基礎的知見
をもたらすものである。 
 
3. 研究の方法 
(1) HOとCPRの結合様式  
HOのヘムポケット周辺の分子表面には正電荷

をもったアミノ酸側鎖が多く分布している領域が
あり，表面プラズモン共鳴法を用いた結合実験と
コンピュ‐タ‐モデリングから，CPR/HO-1 複合体
の構造が推定されている。しかし，実際の複合体
の構造を知るためには，その結晶構造を解く必
要がある。HO-1，CPR ともに膜結合領域を除去
した可溶性の酵素であるので，個別に精製され
た両酵素の混合率を変化させながら，様々な結
晶化条件を検討する。良質な結晶が得られれば，
これを用いてSPring-8 等の放射光施設におい
てX 線回折測定を行う。それぞれの単体の立体
構造は既知であるので，それらを探索モデルとし
て分子置換法により，位相決定を行う。もし，位
相決定が困難な場合は重原子の導入を試みる。
精密化後の分子モデルを元に，これまでの変異
実験の結果などとあわせて，詳細な分子認識機
構や電子伝達経路について検討を行う。 
 
(2) CPR からの電子伝達経路通常のヘムタンパ
ク質に対して，CPR からの電子は，NADPH→
FAD→FMN→redox partnerの順に伝達される。
しかし，変異HO やFMN 欠失CPR を用いた生
化学的解析から，HO 反応では，ヘム→α 
-ヒドロキシヘム過程ではFMN から電子が渡され
るのに対して，ベルドヘム→ビリベルジン・鉄錯 
体過程では FMN を経由せずに FAD から供給
され得る。本研究では HO の他の反応過程，とく
にα-ヒドロキシヘムからベルドヘムへ至る過程で
どちらの経路で電子が受け渡されているのかを
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明らかにする。α-ヒドロキシヘム-HO 結合体を調
製し，これに野生型 CPR，FAD 欠失 CPR，FMN 
欠失 CPR を組み合わせ，酵素反応がどこまで，
どのように進行するのか，また反応速度がどのよ
うに変化するのかを吸収スペクトルの変化によっ
て検討する。 
 
4. 研究成果 
(1) 野生型 HO と F79A および F79L 変異体の 
single turnover 解析ならびに酵素活性測定の
結果を比較すると、F79 のみで野生型よりもヘム
分解活性が低下し、その原因が電子伝達系の
異常にあると考えられた。また結晶構造解析か
ら、F79A 変異が、CPR との相互作用に重要で
ある R185 の配向に影響を与えていることが分
かった。一方、F79L 変異体では、R185 への影
響はほとんど見られなかった。そこで、表面プラ
ズモン共鳴法解析によって CPR と変異体の相
互作用を調べたところ、どちらの変異体も野生
型と同等の CPR との親和性を示した。これらの
結果から、R185 は CPR との相互作用だけでな
く、CPR からの電子の伝達にも関与している可
能性が示唆された。 

 
(2)最も開いた状態のヒンジ短縮型CPR 
(△TGEE)は, ヘム-HO結合体と強固な複合体

を形成した。この複合体については、既に結晶
が得られ、構造を解析した。CPRにはopen型と
close型の二種類のconformationがあり、CPRのヒ
ンジ領域の一部を切除するとopen型が安定化さ
れる(参考文献⑦)。我々は、open型を安定化し
た変異CPR(ΔTGEE)が、ヘム-HO-1複合体に安
定に結合すること、また、ΔTGEE-ヘム-HO-1複
合体の結晶構造を発表した(参考文献⑧)。本研
究では、ΔTGEE-ヘム-HO-1合体の結晶構造が、
溶液中でも同様の構造であることをSAGA-LSで
のX線小角散乱実験により確認した。さらに、電
子顕微鏡および架橋実験による解析から、野生
型CPRもΔTGEEと同様にopen型でヘム-HO-1複
合体と結合することを確認した。また、close型を
ジスルフィド結合により安定化させた変異CPR(参
考文献⑨)は、沈降平衡法による超遠心分析か
らヘム-HO-1複合体とほとんど相互作用しないこ
とが示唆された。これらの結果から、野生型CPR-
ヘム-HO-1複合体の立体構造はΔTGEE-ヘム
-HO-1複合体の結晶構造とよく似ており、open型

CPRのみがヘム-－HO-1複合体と相互作用する
ことが示唆された。  
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