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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)からの還元力を利用して
ヘムを分解する酵素で、ヘムの代謝に必須である。本研究ではヘム－HO複合体に対して強く相互作用する変異CPR(ΔTG
EE)を見出し、ΔTGEE－ヘム－HO複合体の結晶構造解析を4.3Å分解能で決定した。その結果、CPRの大きな構造変化を
伴うヘム－HO複合体への電子移動機構を提唱することができた。その裏付けを取るために、X線小角散乱を使った解析
、架橋実験、超遠心分析による相互作用解析などを行い、提唱した電子移動機構を支持する結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：Heme oxygenase (HO) is the major enzyme involved in heme degradation utilizing 
the redox equivalents supplied from NADPH-cytochrome P450 reductase (CPR). In this study, we found that 
the mutated CPR (ΔTGEE) is strongly interacted with heme-HO complex. We could determine the crystal 
structure of ΔTGEE-heme-HO complex at 4.3Å resolution. Based on the structure, the mechanism of the 
electron transfer from CPR to heme-HO complex accompanied with the large domain motion of CPR has been 
proposed. The proposed mechanism of the electron transfer was supported by the results from small-angle 
X-ray scattering, cross-linking, and ultra-centrifuge techniques.

研究分野： 構造生物学
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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
によって、ヘムのα-meso 位を部位特異的に
開裂し、ヘムをα-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。1999-2000 
年にヘム‐HO 複合体の立体構造が明らかに
なると[Schuller DJ et al. (1999) Nat. 
Struct. Biol. 6, 860-7, Sugishima M. et al. 
(2000) FEBS Lett. 471, 61-6]、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。しかし、CPR から
HO へどのように還元力が供給されるのかに
ついては、CPR－HO 複合体の立体構造が不明
であったこともあり、未解明であった。 
 
２．研究の目的 

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した。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た[Higashimoto Y. et al. 
BBRC 367, 852-8, Higashimoto Y. et al. 
(2005) JBC 280, 729-37,  Wang J. et al. 
(2003) JBC 278,20069-76]。 

これまでの HO および CPR の変異体を用
いた酵素学的研究[Higashimoto Y. et al. 
(2006) JBC 281,31659-31667]およびベルド
ヘム-HO 複合体の酸化還元電位[Sato H. et 
al. (2011) J. Inorg. Biochem. 105, 289-96]
から、HO がその反応において電子を必要とす
る 3 つのステップ（ヘム→α-ヒドロキシヘ
ム、α-ヒドロキシヘム→α-ベルドヘム、α-
ベルドヘム→α-ビリベルジン）のうち、α-
ベルドヘム→α-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、FMN
を介さない電子伝達経路が示唆されていた。 

さらに、結晶構造解析および X 線小角散
乱による研究から、CPR には open⇔close 間
の大きな構造揺らぎがあることが示唆され

ていた[Aigrain L. et al. (2009) EMBO Rep. 
10,742-7, Hamdane D. et al. (2009) J. Biol. 
Chem. 284,11374-84, Ellis J. et al. (2009) 
J. Biol. Chem. 284,36628-37]。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。このような大きな構造揺らぎを伴う
複合体の形成はドッキングシミュレーショ
ンによる予想は困難であり、結晶構造解析に
よる実験的かつ高精度な複合体構造の決定
は重要な意味を持つ。 
 
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。また、
野生型 HO および野生型 CPR は既存の発現系
を利用したが、open型安定化変異CPR（TGEE）
および close 型安定化変異 CPR（147CC514）、
各種システイン導入 CPR および HO は、既存
の CPR や HO の発現系に変異導入を行うこと
で、新たに作製した。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。 
(1)TGEE－ヘム－HO-1 複合体の結晶構造解

析 
TGEE と HO-1 の相互作用を表面プラズモ
ン共鳴およびゲルろ過クロマトグラフィ
ーで検討したところ、HO-1 にヘムが結合
している時のみ、解離定数 0.1 M 程度の
安定な複合体を形成することがわかった。
そこで、結晶化条件を検討したところ、
PEG6000 を沈殿剤とする条件で結晶が得
られた。SPring-8 BL44XU の放射光を利用
して、回折実験を行ったところ、4.3Å分
解能までの回折データを収集することが
でき、分子置換法により、TGEE－ヘム－
HO-1 複合体の結晶構造を得ることができ
た。 

(2)結晶構造を元にした CPR とヘム－HO-1 
との相互作用に関する検討 
結晶構造が溶液でも同様であるかを確認
するために、SAGA-LS BL11 においてTGEE
－ヘム－HO-1 複合体の X 線小角散乱
（SAXS）測定を行った。また、野生型 CPR
も同様の相互作用をするかどうかを確認
するために、結晶構造中で近接しているア
ミノ酸残基（T88, Q517 (CPR), V146, K177
（HO））をそれぞれシステインに置換し、
非還元的条件で架橋が形成されるかを
SDS-PAGE で確認した。 

(3)147CC514とヘム－HO-1との相互作用解析 
野生型 CPR, TGEE, 147CC514 でヘム－
HO-1 との相互作用がどのように変化する
かを超遠心分析により検討した。また、そ
れらの CPR を使った場合、どの程度の還元
速度が得られるかを検討した。 



 
４．研究成果 
(1)TGEE－ヘム－HO-1 複合体の結晶構造解

析 
得られた結晶構造は下図の通りである。結

晶構造中の補欠分子族の位置から、この構
造のままでは、FMN からヘムへの電子移動
は可能であるが、FAD から FMN への電子移
動は不可能であると予想された。実際に
(3)でTGEE を用いた場合の還元速度を解
析すると、その速度は野生型 CPR を用いた
場合の 1/250 程度であった。このことから、
open⇔closeの構造変化をしながらCPRか
ら HO へと電子移動が起きるモデルを提唱
した。 

(2)結晶構造を元にした CPR とヘム－HO-1 
との相互作用に関する検討 
SAXS から得られた粗視化モデルは結晶構
造とほぼ一致し、逆に結晶構造から計算さ
れる散乱強度曲線も実験値とほぼ一致し
ていたので、TGEE－ヘム－HO-1 複合体に
ついて、溶液構造と結晶構造がほぼ一致す
ることが確かめられた。また、架橋実験の
結 果 か ら 、 T88(CPR) と V146(HO), 
Q517(CPR)と K177(HO)が近接しているこ
とが分かり、野生型 CPR もTGEE と同じ様
式でヘム－HO-1 と相互作用することが推
定された。（1）と（2）の結果は、論文 9
として発表し、論文 1、8，10 に総説とし
てまとめた。 

(3)147CC514とヘム－HO-1との相互作用解析 
CO 飽和条件下でヘム－HO-1 の還元速度を
測定すると、ΔTGEE では野生型 CPR の
1/250、147CC514 では～程度に還元速度が
低下した。また、DTT と IAM で C147 と C514
間のジスルフィド結合を非可逆的に切断
したところ、147CC514 を用いた還元速度
は野生型 CPR と同程度に回復した。超遠心
分析による相互作用測定では、それぞれ数
M(野生型)、数百 nM(ΔTGEE)、数十M
（147CC514）程度の相互作用を示した。以
上の結果は（1）で提唱したモデルを支持
する結果である。 
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