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研究成果の概要（和文）：生体におけるテトラピロールの構築と環化に関わる2つの酵素について，その反応メ
カニズムを立体構造の面から検討した。特に，ヒドロキシメチルビランシンターゼ(HMBS)はジピロメタン補因子
をもち，これに4分子のポルホビリノーゲンを連結して鎖状テトラピロールを生成する酵素である。反応途中の
HMBSを基質分子の結合数に応じて分取し，基質を2分子結合した反応中間体についてＸ線結晶構造解析に成功し
た。この複合体では，基質の結合によって補因子が活性部位の奥側に移動し，その元の位置を2つの基質分子が
占めていた。これは，テトラピロール構築の際にHMBSの活性部位のコンホメーションが大きく変化することを示
している。

研究成果の概要（英文）：We tried to clarify the reaction mechanism of the two enzymes involved in 
the construction and cyclization of tetrapyrrole, based on their crystal structure. In particular, 
hydroxymethylbilane synthase (HMBS) has a dipyrromethane cofactor and combines four molecules of 
porphobilinogen as substrates sequentially to form a linear tetrapyrrole, hydroxymethylbilane. We 
separated enzyme-substrates complexes depending on the number of bound substrates, and succeeded in 
X-ray crystal structure analysis of HMBS in complex with two substrate molecules. In its crystal 
structure, compared to the holo form with no substrate, the cofactor moved to the far side of the 
active site and the two substrate molecules located in the space where originally occupied by the 
cofactor. These results indicate that the active site of HMBS changes its conformation greatly 
during the tetrapyrrole construction from substrates.

研究分野： ヘム関連酵素の生化学

キーワード： ヘム生合成　ポルフィリン生合成　テトラピロール　Ｘ線結晶構造解析　酵素反応機構
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景	
(1)	動物のヘム生合成経路は 8 つの酵素が
関わる代替の利かない重要な代謝経路であ
り(図 1)，どの酵素が欠損してもヘム前駆体
が体内に蓄積して難治性疾患のポルフィリ
ン症を発症する。ヒドロキシメチルビラン
シンターゼ(HMBS)については，これまでに
大腸菌とヒト，シロイヌナズナ由来のホロ
酵素で結晶構造が決定され，それらに基づ
いて一応のヒドロキシメチルビラン(HMB)合
成機構が提唱されている(図 2)。従来，ジピ
ロメタン補因子を Cys 残基に共有結合した
ホロ型 HMBS の立体構造だけが報告されてお
り，変異体の活性測定と合わせて，その活
性部位が 2 つのドメインの間の溝にあると
推定されている。しかし，HMBS-基質複合体
などの構造は報告がなく，補因子や基質の
結合様式を含めた反応機構の詳細は不明で
ある。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
図1.	ポルフィリン生合成経路とヒドロキシ
メチルビラン(HMB)の非酵素的環化：本研
究では，HMBを合成する酵素HMBSと環化
する酵素UROSを扱う。	

	
(2)	一方，ウロポルフィリノーゲン III シ
ンターゼ(UROS)に関しては，ヒトと高度好
熱性細菌 T.	thermophilus 由来のもので酵
素単独の結晶構造が報告されており，溶液
中では 1 対の逆平行なβストランドで結ば
れた 2 つのドメインが，比較的柔軟に動く
可能性が示唆されている。また，競合阻害
剤を用いた NMR による活性部位のマッピン
グは，2 つのドメイン間の溝に活性部位が存
在する可能性を示唆している。さらに，英

国のグループは基質類似体および想定され
る中間体の類似体を化学合成し，阻害実験
などからスピロ型中間体を経る反応機構を
提案している。しかし，これまでに UROS と
基質やその類似体との複合体の結晶は得ら
れておらず，反応機構を議論できるような
詳しい構造解析は進んでいない。さらに，
非酵素的反応により自発的に環化してしま
う比較的不安定な HMB を，HMBS から UROS が
安定に受け取る様式についても未知である。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
図 2.	HMBS 反応：ジピロメタン補因子に PBG

が 4 分子連結した後，HMB が解離すると考
えられている。	

	
２．研究の目的	
	 ヘムタンパク質の補欠分子族ヘムや葉緑
体の色素クロロフィルでは，側鎖配置の対
称性が失われている。これは，両者に共通
のポルフィリン生合成経路において，HMBS
の合成する鎖状テトラピロールである HMB
が，UROS によって環化されてウロポルフィ
リノーゲン III となるにあたり，D 環ピロー
ルの反転を伴うためである。研究全体の目
標はポルフィリン生合成経路の全容解明で
あり，本研究課題では HMBS による 4 分子の
ポルホビリノーゲン(PBG)から 1 分子の HMB
への縮合過程と，UROS による D 環反転を伴
う HMB の環化過程についての詳細な反応機
構を，構造生物学的，酵素化学的および分
光学的手法によって明らかにすることを目
的とする。HMB の構築と環化について結晶構
造と溶液中での反応の両面から検討し，ヘ
ムやクロロフィルに特徴的である非対称な
側鎖配置が生じる反応機構の解明を目指す。	
 
３．研究の方法 
(1)	補因子の結合したヒト由来 HMBS は大腸
菌で発現させ，硫安分画と 4 段階のカラム
クロマトグラフィーにより精製・単離した。
得られた酵素をホロ型 HMBS の結晶化に用い
た。また，この精製ホロ型 HMBS に数当量の
基質 PBG を添加した後，イオン交換カラム
クロマトグラフィーを行って，HMBS に PBG
が 2 分子結合した複合体(ES2 複合体)を調製
した。ES2複合体の形成は質量分析(ESI-TOF-
MS)で確認し，濃縮して結晶化に用いた。	
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(2)	補因子の先に反応を進行させない PBG
類似体を 1 つだけ結合させた，ヒト由来
HMBS の ES1型複合体の結晶については，基質
を結合していないホロ型 HMBS の結晶を作成
したのち，PBG 類似体を溶解した抗凍結剤に
浸すことで調製した。	
	
(3)	ビリルビンやビリベルジン，HMB のよう
な鎖状テトラピロールを結合させた HMBS の
ES4 型複合体の結晶調製は，共結晶化または
ホロ型 HMBS 結晶の鎖状テトラピロールを含
有した抗凍結剤に対するソーキングで行っ
た。	
	
(4)	(1)〜(3)で調製した，HMBS の補因子の
先に基質 PBG や PBG 類似体を順次結合させ
た反応中間体の ES1 型，ES2，ES4 型複合体の
結晶について，大型放射光施設 SPring-8 の
ビームライン BL44XU でＸ線結晶構造解析を
実施した。また，縮合反応における活性部
位周辺のアミノ酸残基の役割を探るため，
変異酵素の発現系構築も行った。	
	
(5)	ヒト由来 UROS の基質結合様式を解明す
るため，Ｘ線結晶構造解析に向けて，反応
の進行しない基質類似体として鎖状テトラ
ピロールのビリルビン等と UROS との複合体
の共結晶化を試みた。	
	
(6)	溶液中における HMBS と UROS の相互作
用について，ネイティブ PAGE(電気泳動)法
で検討した。両酵素だけの条件の他，PBG ま
たは PBG 類似体をそれぞれ添加した条件で
検討した。	
	
４．研究成果	
(1)	ヒト由来 HMBS では，その補因子の先に
反応を進行させない PBG 類似体を 1 つだけ
結合させた反応中間体の ES1 型複合体につい
て，SPring-8 のビームライン BL44XU を用い
て分解能 2.4	Å でＸ線結晶構造解析に成功
した。PBG 類似体が補因子の近傍に非共有結
合して HMBS 反応を阻害することが明らかと
なった。これは HMBS の活性部位に最初の基
質が結合する状況に相当するものと考えら
れる。	
	
(2)	HMBS の反応途中で生じる酵素-基質複合
体の結晶構造解析を行った。補因子をもつ
ホロ型 HMBS に数当量	の PBG を加えてイオ
ン交換カラムクロマトグラフィーを行 う と ，
PBG 添加前より保持時間の長いピークが複数
現れた(図 3A)。その 1 つを分取して質量分
析(ESI-TOF-MS)し,多価イオンピークのデコ
ンボリューションから，HMBS に 2 分子の
PBG が結合した ES2 複合体の形成を明らかに
した(図 3B)。これを結晶化し,SPring-8 の
放射光を用いて分解能 2.5	Å までのＸ線回
折データを収集した。構造解析の結果,ES2複
合体では補因子の先に 2 分子の PBG が連結

し,基質フリーの場合よりも補因子が活性部
位の奥側へ移動して,その元の位置を 2 つの
PBG 分子が占めていることが判明した(図 4)。
また，補因子と基質の側鎖のカルボキシ基
は，周辺の塩基性または極性のアミノ酸残
基と多数の非共有結合を形成していた。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
図 3.	PBG 添加後の HMBS のクロマトグラム
(A)と新ピーク 1 の質量分析(B)：新ピー
ク 1 が HMBS の ES2複合体(分子量の理論値
=40036)に対応。	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
図 4.	HMBS のホロ型(水色)と ES2複合体の活
性部位構造の重ね合わせ：ES2 複合体では
補因子(c1,	c2)が奥側に移動し，元の位
置に 2 分子の PBG(A,	B)が結合。	

	
(3)	ヒト由来 HMBS について，ビリルビンや
ビリベルジン，HMB のような鎖状テトラピロ
ールを結合させた ES4 型複合体の結晶調製と
構造解析を試みたが，良質な単結晶を得る
ことはできず，立体構造の解明には至らな
かった。ホロ型 HMBS の結晶をビリルビンや
ビリベルジンを含んだ抗凍結剤に浸した際
にあまり着色しなかったことから，結晶中
での複合体形成が十分ではなかったと考え



られる。さらに，溶液中で HMBS に対してビ
リルビンまたはビリベルジンを添加して紫
外-可視吸収スペクトルの変化を調べたが，
いずれも明確な吸収極大のシフト等は観測
されず，文献で報告されているほど親和性
は高くないことが推測された。	 	
	
(4)	HMBS-基質(類似体)複合体のＸ線結晶構
造解析でこれまでに得られた結果は，HMBS
が単一の活性部位で多段階のピロール連結
反応を進めることを示唆している。反応途
中の HMBS については，以下のような反応機
構が考えられる。まず基質 PBG がジピロメ
タン補因子の近傍に非共有結合で結合した
のち，基質と補因子のピロール環の間で脱
アミノ反応に伴ってメチレン架橋が構築さ
れる。この際にピロール環を単位として活
性部位内にオリゴピロール鎖が引き込まれ
る。次の PBG がピロール鎖末端の近傍に結
合すると，同様の反応が繰り返されてピロ
ール鎖が伸長する。補因子が 4 分子の PBG
と反応した後の HMB の解離段階については，	
今後 ES4 型複合体の立体構造を解明して明ら
かにしたい。	
		
(5)	UROS については，反応の進行しない基
質類似体として鎖状テトラピロールのビリ
ルビン等とヒト由来 UROS との複合体の共結
晶化を試みたが，これまでのところ構造解
析に用いることのできる良質な単結晶を得
ることはできていない。今後さらなる結晶
化条件の検討が必要である。	
	
(6)	HMBS と UROS の間の相互作用について，
ネイティブ PAGE(電気泳動)法で検討した。
両酵素だけの条件の他，PBG または PBG 類似
体をそれぞれ添加した条件で調べたが，複
合体に対応するような新しいバンドの検出
には至らなかった。両酵素間の相互作用が
明確に観測されるためには，基質 1 つ分(モ
ノピロール)の結合では不十分で，HMB に対
応する鎖状テトラピロールの結合が必要と
推察された。	 	
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