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研究成果の概要：ヘムオキシゲナーゼ（HO）はヘム代謝系の律速酵素で、NADPH-シトクロム P450

還元酵素から電子の供給を受け、ヘムを３段階からなる酸素依存性の反応によって分解し、ビ

リベルジン、一酸化炭素および鉄イオンを生成する。ビリベルジンは、ビリベルジン還元酵素

によって直ちにビリルビンに還元される。本研究では、HO の触媒作用機序の解明と、ヘム代謝

酵素および関連タンパク質の相互作用の探求を総合的に展開し、HO 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った。 
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研究分野：生化学 
科研費の分科・細目：複合化学・生体関連化学 
キーワード：酵素反応、蛋白質、ヘム、構造解析、シグナル伝達 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）ヘムオキシゲナーゼ（HO）はヘム代謝
系の律速酵素で、NADPH-シトクロム P450
還元酵素（CPR）から電子の供給を受け、ヘ
ムを３段階からなる酸素依存性の反応によ
って分解し、ビリベルジン、一酸化炭素（CO）
および鉄イオンを生成する。ビリベルジンは、
ビリベルジン還元酵素（BVR）によって直ち
にビリルビンに還元される。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。 
（２）HO によるヘム分解反応は、基質ヘム
が補酵素として作用し自己触媒的に分解す
るという特殊性から、中間過程、特に CO 発
生を伴う第２ステップ以降については不明
な点が多く残されている。また、ヘム分解系
酵素（HO-1、CPR、BVR）の個々の立体構造
は既に決定されているが、基質結合や電子の



授受、生成物遊離に応じて、３者がいかに会
合・解離するのか、それを解明するタンパク
質－タンパク質間相互作用の研究は緒に就
いたばかりである。さらに、HO は様々なシ
グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 と の 共 局 在
（colocalization）が免疫組織化学的に指摘さ
れているが、具体的な相互作用の様式はわか
っていない。 
 
２．研究の目的 
（１）HO 反応機構全容の解明：HO 反応の酸
素活性種 Fe3+-OOH の生成とαメソ位水酸化
（第１ステップ）については、ヘムポケット
内の水分子を介した水素結合ネットワーク
の寄与が明らかになっている。この水分子の
一部がビリベルジン生成にも関与している
ことが、我々の結晶構造解析から示唆されて
おり、今回はこのネットワークの役割を中心
に、第２、第３ステップの機構を ESR 分光学
的解析および X 線結晶構造解析などを用い
て明らかにする。また、我々は、第２ステッ
プには２つの経路が存在し、その一つに新し
い中間体を見いだしており、これについても
詳細に検討する。さらに、HO-1 を用いてヘ
ム結合や酵素反応をカロリメトリー解析し、
フォールディングを含む酵素ダイナミクス
を熱力学的に検討し、HO 反応全体の理解に
努める。 
（２）ヘム分解系マシーナリーの解明：既に
我々は、HO-1 と CPR との会合には、ヘムお
よび NADP(H)結合に惹起するそれぞれの構
造変化を認識しあう動的な機構が存在する
ことを見いだしている。そこで、HO-1/CPR
複合体の構造を X 線結晶構造解析、あるいは
電子顕微鏡を用いて解析し、先に提唱したド
ッキングモデルを検証し、CPR からの電子伝
達系路を特定する。また、ビリベルジンの授
受に着目し、HO-1 と BVR の相互作用を表面
プラズモン共鳴法やカロリメトリー法で解
析し、ヘム分解酵素間ネットワークを明らか
にする。さらに、酵素学的知見の乏しい HO-2
について結晶構造解析を行うとともに、HO-2
と CPR および BVR との相互作用を検討し、
HO-1 との相違点を明らかにする。HO-2 は
Cys-Pro からなる heme regulatory motif (HRM)
部位を C 末端に２つもつが、その機能はまだ
不明であり、今回はタンパク質間相互作用に
おける機能について調べる。 
 
３．研究の方法 
（１）HOとその関連タンパク質の発現と精
製：HO-1, HO-2, CPR, BVR の可溶性酵素を大
腸菌で大量発現させ、各種クロマトグラフィ
ーによって精製した。また、電子顕微鏡観察
およびSNP解析に用いたHO-1変異体は、GST
を利用した融合タンパク質系での発現を試み、
アフィニティークロマトグラフィーによって

精製した。HO-1の野生型および変異酵素に、
CPR、BVR、ヘムを加え、37℃でインキュベ
ートし、その後、電子供与体NADPHを加え、
HO反応によるビリルビン形成を467 nmで測
定し、酵素活性[nmol bilirubin/mg]を求めた。 
（２）カロリメトリー解析：等温滴定型熱量
計（isothermal titration calorimeter, ITC）を用い
て測定した。ヘム結合による滴定曲線の最小
二乗法カーブフィッティングにより、エンタ
ルピー変化ΔH、結合定数K、ストイキオメト
リーNを求めた。また、得られた各パラメータ
を用いて、ΔG = －RT ln Kからギブスの自由
エネルギー変化ΔGを、ΔG = ΔH – TΔSからエ
ントロピー変化ΔSを求めた。 
（３）電子顕微鏡解析：急速凍結法で氷包埋
することで電子顕微鏡観察試料を作製し、電
子分光クライオ電子顕微鏡で観察、撮影した。
取得した画像に対し、位相補正を行い、
GST-HO-1、CPR・GST-HO-1複合体、CPR・
HO-1複合体と認識できる分子を単粒子で切
り出し、結晶構造および複合体シミュレーシ
ョンモデルと比較した。その後、切り出した
画像の投影角を決定し、逆投射を行うことで
各３次元複合体像を取得した。 
（４）ペプチド合成：HRMを2つ含むペプチ
ド及びそのCys残基のAla置換アナログペプ
チドをFmoc法を用いた固相ペプチド合成法
により合成し、逆相HPLCにより精製した。
CDスペクトルを測定するとともに、ヘム溶液
にペプチド溶液を滴定し、その紫外可視吸収
スペクトルを測定した。 
（５）HOとその関連タンパク質との相互作用
解析：HO-1とCPR, BVRとの相互作用を表面
プラズモン共鳴法（SPR）を用いて検討した。
センサーグラムから結合速度定数 (ka)、解離
速度定数 (kd)、及び解離定数 (KD)を求めた。 
 
４．研究成果 
（１）ヘム結合のカロリメトリー解析：ラッ
ト HO-1 にヘムを滴定し、紫外可視吸収スペ
クトルおよび等温滴定型熱量計によって測
定した。その結果、ヘムの解離定数（Kd）は
10-8 M オーダーで、温度変化（8～37 ℃）に
対して ΔG は-39～-43 kJ/mol とほとんど変化
せず、温度上昇に伴う ΔH の減少（-6～-28 
kJ/mol）と-TΔS の増加（-32～-15 kJ/mol）に
よって相殺されていた（図１）。ヘム蛋白質
の成熟過程では、ヘム結合により大きな構造
変化が起こるが、HO-1 の ΔH は比較的小さく、
ΔS > 0 であることから、HO-1 のヘム結合によ
る構造変化は小さく、ヘムポケット周辺に限
定されると考えられ、先に我々の提唱した誘
導適合モデルを支持する結果が得られた。ま
た、H25A は野生型に比べて、結合能が 300
倍低下しており、His25 のヘムポケット形成
時における重要性が示唆された。 
 



 

図１．HO-1 のヘム結合における熱力
学的パラメータの温度依存性． 

 
（２）SNP によるアミノ酸置換の与える影
響：現在ヒト HO-1 の SNPs によるアミノ酸
置換として、D7H、P106L、R113H、Q152H
の 4 つが報告されている。そこで、ヒト HO-1
の野生体と変異体の酵素活性を測定し、SNPs
と酵素機能の関連性について検討したとこ
ろ、P106L 変異体は野生体の 1 割程度の活性
しか示さなかった。一方、アスコルビン酸を
用いた場合には、どの変異体についても酵素
活性の低下は見られなかった。Pro106 は CPR
結合部位近傍に位置するため Leu の置換によ
り CPR からの電子供与が機能していない可
能性が示唆された。また、P106L 変異体の解
離定数（Kd）は野生体の 15 倍となり、ヘム
分解の single turnover反応とCDスペクトル測
定では野生体と大きな違いが見られた。 
（３）CPR・HO-1 複合体の電子顕微鏡観察：
投影画像の位相補正を行い、CPR・GST-HO-1
複合体と認識できる分子を 1 分子ずつ切り出
し、CPR および HO-1 の結晶構造、複合体シ
ミュレーションモデルと比較した。さらに、 
 

 
 

図２．クライオ電子顕微鏡法から求め
た GST-HO-1・CPR 複合体の３次元
再構成像．リボンはシミュレーション

モデル． 
 
1 分子画像の投影角を決定し、3 次元複合体
像を取得した。電子顕微鏡による観察、撮影
により得られた CPR・GST-HO-1 複合体 1 分
子画像を、CPR・HO-1 複合体シミュレーショ
ンモデルと比較したところ、モデルと類似の
結合様式をとることが確認できた（図２）。
さらに詳細な比較のため、単粒子解析法によ
り 3 次元像を再構成したところ、HO-1 の CPR
に対する結合角がモデルとは若干異なるこ
とが分かった。3次元モデリングにより、HO-1
が CPR の FMN ドメインにより接近するよう
に複合体を形成していることが示唆された。 
（４）ヘム分解系酵素の相互作用解析：構成
型アイソザイム HO-2 と CPR の相互作用を
SPR 法により解析し、基質ヘムおよび
NADP(H)が両酵素の相互作用に与える影響
を検討した。可溶性ラット HO-2 と可溶性ラ
ット CPR をそれぞれ大腸菌中で過剰発現さ
せ、各種クロマトグラフィーによって精製し
た。精製したアポ型 HO-2 に過剰のヘムを添
加し、ゲルろ過によってホロ型 HO-2 を単離
した。CPR を SPR 装置のセンサーチップ上に
固定化し、溶液中のアポ型またはホロ型HO-2
との結合を観測した。さらに、溶液中に
NADP(H)を添加し、その影響を調べた。ただ
し、ヘム分解を防ぐため、酸化型の NADP+

を用いた。ヘムの影響を調べるため、アポ型
およびホロ型 HO-2 と CPR との相互作用を測
定したところ、アポ型は結合せず、ホロ型の
み CPR と結合した。これより、CPR はホロ
型 HO-2 を認識して結合することが示唆され
た。また、ホロ型 HO-2 と CPR の結合親和性
は、NADP+の添加により増強された。これよ
り、CPR は NADP+との結合によって、ホロ
型 HO-2 に対してより親和性の高いコンホメ
ーションに変化することが示唆された。 
（５）HRM ペプチドのヘム結合性：ラット
由来 HO-2 のヘム調節モチーフ（HRM）を 2
つ含む 30 残基のペプチド（WT）及び Cys 残
基の Ala 置換アナログ（C264A、C281A、
C264A/C281A）について、ヘムとの相互作用
を解析した。4 種のペプチドについて CD ス
ペクトルをリン酸緩衝液中と TFE 中で測定
した結果、HRM 近傍の二次構造はランダム
構造であることが予測された。次に、ペプチ
ドに対してヘムの滴定を行い、その吸収スペ
クトルを測定したところ、WT 及び C264A、
C281A では、ヘム滴定により可視部で特有な
吸 収 の 増 大 が 観 測 さ れ た 。 一 方 、
C264A/C281A では有意の吸収が観測されな
かった。さらに、ヘムを添加した状態で
MALDI-TOF-MS による質量分析を行った。
ペプチド由来のピークの他、WT ではヘム結
合型と思われる２つのピークが得られ、
C264A、C281A では１つ得られた。一方、



C264A/C281A ではペプチド由来のみが得ら
れた。これより、HRM とヘムが相互作用し
ていることが示唆された。 
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