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研究成果の概要（和文）：ヘム (鉄ポルフィリン錯体) は、ほぼ全ての生物が生命維持に利用する化合物であるにも関
わらず、その生体内輸送メカニズムは未解明であった。本研究では、線虫のヘム輸送に関わる新規な２種類のタンパク
質HRG-3とHRG-4の調製法を確立し、各種分光測定や結晶化、ならびにヘム生合成欠損酵母を用いた機能解析を行うこと
により、ヘム輸送メカニズムについて検討した。その結果、細胞間ヘムシャペロンと推定されたHRG-3は2量体あたり１
分子のヘムを結合し6量体でヘムを輸送すること、腸管細胞の形質膜に局在するヘムトランスポーターHRG-4はポルフィ
リン環との相互作用によりヘムを輸送することなどを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： Heme (iron-protoporphyrin IX) is one of the most important nutrition required in 
all organisms. Because animals utilize heme as iron source by food intake and biosynthesis/reuse in the 
body, it was previously thought that they are equipped with heme transport systems. However, no molecules 
apparently involved in heme transport have been identified, and heme dynamics in animals remained 
unclear.
 Recently, the HRG proteins were identified as proteins related to heme dynamics by gene analyses of the 
metazoan C. elegans, which is a natural heme auxotroph. To investigate protein properties of HRG-3 and 
HRG-4, which were predicted as an intercellular heme chaperon and a heme importer, we established 
preparation protocols for these proteins, and characterized structural and functional properties. Based 
on the results, we revealed a dimer of HRG-3 bound one heme molecule, and the interaction between HRG-4 
and protoporphyrin ring in heme was important for the heme trafficking mechanism.
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１．研究開始当初の背景 
 ヘム (鉄ポルフィリン錯体) は、酸素の運

搬貯蔵・酸化還元・異物代謝などの重要な生

理機能を担うタンパク質の補欠分子として機

能し、ほぼ全ての生物が生命維持に利用する

化合物である。一方で、タンパク質に結合し

ていない遊離ヘムは、活性酸素源であるだけ

でなく細胞膜を透過できずに細胞組織に沈着

するため、酸化ダメージを誘起する「細胞毒」

でもある。生物にとって、ヘムは「両刃の剣」

のような化合物であるため、生体内にはヘム

の濃度や酸化状態を厳密に制御するシステム

が存在する。しかし、その制御に関与する遺

伝子やタンパク質の同定が遅れており、詳細

なメカニズムは未解明であった。 
  ヒトの場合、食餌・生合成・赤血球分解に

よる再利用によりヘムを獲得することが明ら

かになっている。しかし、獲得したヘムが生

体内でどのように輸送されるのかは不明瞭で

あり、生体内の鉄代謝に関わる疾病治療のた

めにも、そのメカニズムの解明が急がれる状

況であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、生体内におけるヘムの輸送メ

カニズムを原子・分子のレベルで解明するこ

とを目的として、ヘム輸送に関与する新規な

タンパク質 Heme-responsive gene, proteins 
(HRG) (図 1)の構造機能解析に取り組んだ。 

 
図 1. 線虫におけるヘム輸送の模式図 

  
３．研究の方法 
 ヘム栄養要求生物である線虫 C.  elegans
由来の細胞間ヘム輸送タンパク質 HRG-3 と、

腸管細胞の形質膜に局在し細胞内にヘムを輸

送するヘムインポーターHRG-4 の高純度調

製法を確立し、各種分光測定やＸ線結晶構造

解析を目指した結晶化、ならびにヘム生合成

系欠損酵母を用いた機能解析を行った。 
(1) HRG-3 の調製法 
 大腸菌を用いた一般的な方法で、組換え

HRG-3 タンパク質を大量発現させると、タン

パク質分解を受けたり、封入体として沈殿し

てしまう傾向がみられた。それを回避するた

めに、インテインタグを付加した組換え

HRG-3 タンパク質を大腸菌に発現させるこ

とにより、可溶性の HRG-3 タンパク質を大量

に発現できるようにした。 
 組換え HRG-3 タンパク質は、インテインタ

グのアフィニティー精製後、還元剤を用いて

タグを除去し、陰イオン交換クロマトグラフ

ィーにより高純度に精製した。 
 このように調製した試料を生化学的実験や

各種分光測定に用いた。 
(2) HRG-4 の調製法 
  HRG-4 は後生動物由来の膜タンパク質で

あるため、大腸菌などのバクテリアを用いた

タンパク質発現系では大量発現が困難であっ

た。そこで、メタノール資化酵母 P. pastoris
を宿主とした発現系を構築し、組換え HRG-4
の大量発現に成功した。その酵母の形質膜を

単離し、それを界面活性剤で可溶化し、各種

カラムクロマトグラフィーにより高純度に精

製する方法を確立した。その際、高純度の

HRG-4 を安定かつ大量に調製できる条件を

検討するために、10 種類以上の界面活性剤や

脂質の添加を試みた。その結果、ドデシルマ

ルトシドとヘミコハク酸コレステリルの添加

が、最も効果的であることがわかった。 
 このように調製した試料を結晶化や各種分

光測定に用いた。 
(3) ヘム生合成遺伝子欠損酵母を用いた機能

解析 
 ヘム生合成遺伝子欠損酵母 hem1∆ (出芽酵

母 S. cerevisiae の変異株) を用いた機能解析

システムを構築した。ヘムやその類縁体を含

む寒天培地での増殖を検討することにより、

輸送能や輸送基質の特異性について検討した。 
  

４．研究成果 

(1) HRG-3 の性質 
 組換え HRG-3精製標品について、ヘム滴定

実験を行った。ヘム濃度の増加に伴う変化 
(図 2) から、2 分子の HRG-3 に 1 分子のヘム

が結合することを明らかにした。 

図 2. 10 uM HRG-3 に対してヘムを滴定した場

合のヘムの吸光度変化 

 

また、組換え HRG-3精製標品の CD スペクト



ル測定により、ヘム結合／非結合に関わらず、

HRG-3 は不規則構造を形成することが明ら

かになった。さらに、溶液中での会合状態を

Blue-Native PAGE で検討した結果、組換え

HRG-3 は 6 量体を形成していた。 
 これらの結果から、HRG-3 は細胞間隙で 6
量体を形成し、2 量体あたり 1 分子のヘムを

結合した状態 (6 量体あたり 3 分子のヘムを

結合) でヘムを輸送することが示唆された。 
(2) HRG-4 の性質 
 組換え HRG-4 精製標品はヘムを含んでい

なかった。しかし、HRG-4 のアミノ酸配列上

には、ヘムの配位子となりうるアミノ酸が存

在していたため、組換え HRG-4精製標品のヘ

ム滴定実験を行ったが、ヘムの結合は見られ

なかった。また、ヘム生合成遺伝子欠損酵母

を用いた機能解析により、HRG-4 はヘムだけ

でなく、プロトポルフィリンも輸送できるこ

とを見出した (図 3)。 

 
図 3. ヘム生合成遺伝子欠損酵母をもちいた

増殖アッセイ 

各写真の上段は CeHRG-4 を発現した酵母、中

段は空ベクターを導入したコントロールの酵

母、下段は CeHRG-4 のホモログタンパク質を

発現した酵母。CeHRG-4 を発現した酵母は、

ヘムやプロトポルフィリン (PPIX) の添加に

より増殖できるようになった。 

 

これらの結果から、HRG-4 によるヘム輸送

は、ヘムの中心鉄を認識するのではなく、ポ

ルフィリン環との相互作用により進行するこ

とが示唆された。 
 さらに、原子レベルでのヘム輸送メカニズ

ムを解明するに、HRG-4精製標品の結晶化ス

クリーニングを行った結果、いくつかの条件

で初期結晶を調製できた。今後、単結晶を調

製するための条件検討を行い、Ｘ線結晶構造

解析を進める予定である。 
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