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研究成果の概要（和文）：8種の酵素が進める動物のヘム生合成経路のうち、第3段階で働く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に4分子の基質を順次縮合して生成物を合成する。本研究で
は、テトラピロールの構築について理解を深めるため、HMBSの反応機構について構造生物学的手法により検討し
た。ホロ型および補因子に1~4分子の基質を連結した反応中間体（ES1~ES4）を単離し、そのうちのホロ型と
ES2、またそれらと基質誘導体との複合体について結晶構造解析に成功した。得られた立体構造からHMBS反応の
分子機構を考察した。特にピロール鎖の構築は、単一の基質結合部位での縮合反応の繰り返しで進むと判明し
た。

研究成果の概要（英文）：In the animal heme biosynthesis pathway catalyzed by eight enzymes, 
hydroxymethylbilane synthase (HMBS) that catalyzes the third step forms a product by sequentially 
condensing four molecules of substrate with dipyrromethane cofactor. In this study, in order to 
well-understand the construction of tetrapyrrole, the reaction mechanism of HMBS was investigated by
 structural biology techniques. Holo-HMBS and reaction intermediates (ES1 ~ ES4), in which 1 to 4 
molecules of substrate are linked to the cofactor, were isolated, and crystal structures of 
holo-HMBS, ES2, and the complexes of them with a substrate derivative were analyzed. From the 
obtained crystal structures, the molecular mechanism of the HMBS reaction was considered. In 
particular, it was found that the construction of the pyrrole chain proceeds by repeating the 
condensation reaction at a single substrate-binding site.

研究分野： 酵素化学

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

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヘム生合成経路においてピロール環を含む基質4分子からテトラピロールを構築する酵素HMBSが、どのように基
質を捕らえて連結していくのかについて、基質誘導体との複合体の立体構造に基づいて示すことができた。この
HMBSの基質結合部位に基質誘導体が結合した複合体の立体構造は、本研究で初めて明らかになったものである。
研究成果は、ヘム生合成が遺伝的に障害されてポルフィリン前駆体が蓄積するポルフィリン症の原因の理解につ
ながるものと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
	 動物のヘム生合成経路は 8つの酵素が進める代替が利かない重要な代謝経路であり、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。ヘム生
合成経路の途中で 4分子のポルホビリノーゲン（PBG）から 1分子のヒドロキシメチルビラン
（HMB）を合成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
大腸菌やヒト、シロイヌナズナ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
HMB 合成機構が提唱されてきた（図１）。しかし、HMBS-基質複合体などの構造は研究開始
当初には報告がなく、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った。一方、
HMBを環状化するウロポルフィリノーゲン IIIシンターゼ（UROS）に関しては、ヒトや高度
好熱性細菌 T. thermophilusなどで酵素単独の結晶構造が報告されており、溶液中では 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
る活性部位マッピングでは、ドメイン間の溝に活性部位が存在する可能性が示されている。さ
らに、Leeper、 Battersbyら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、これまでに基質やそ
の類似体と結合した UROS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、酵素の非存在下でも自発的に環化してしまう不安定な HMBを、
HMBS から UROS へ安定に受け渡す機構についても未知である。このように、生物に必須な
ポルフィリン環がどのようにして構築されるのかについての理解は十分ではない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
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、側鎖の配置が対称的で
ない。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
ロールの HMBが、UROSによって環状化される際に、その D環ピロールの反転を伴うためで
ある。本研究では、HMBSによる 4分子の PBGから 1分子の HMBへの縮合過程と、UROS
による HMBの D環反転を伴う環化過程について、結晶構造と溶液中での反応の両面から検討
し、生物に必須なポルフィリンに特徴的である非対称な側鎖配置を生じる酵素反応メカニズム
の解明を目的とした。  
 
 



３．研究の方法 
	 おもにHMBSが触媒する PBG 4分子からHMB 1分子を合成する過程の解明に取り組んだ。
これまでに報告された補因子を結合したホロ型の立体構造や変異体の活性測定から、HMBSの
活性部位はドメイン間の溝にあると推定された。そこで、基質 PBG やその誘導体である 2-ヨ
ードポルホビリノーゲン（2-I-PBG）を用いて、反応中間体である ES1〜ES4型の各複合体を
調製し、X 線結晶構造解析を行った。また、早稲田大学先進理工学部の高野光則教授のご協力
を得て、ES2 の揺らぎを分子動力学（MD）シミュレーションによって解析した。得られた解
析結果から HMBSの基質結合部位を示し、4分子の PBGがどのように活性部位に結合し、ど
のアミノ酸残基が縮合反応に関わるのかを考察した。  
 
 
４．研究成果 
(1) HMBS反応中間体の単離 
	 ヒト HMBSは大腸菌で大量発現させ、リゾチーム処理、超音波破砕、硫安分画、4段階のカ
ラムクロマトグラフィーを経て、ホロ型として調製した。このホロ型 HMBS の希薄溶液に数
当量の基質 PBGを加えて monoQカラムクロマトグラフィーで精製することで、補因子に 1〜
4 分子の基質を連結した反応中間体（ES1〜ES4）を単離した。それぞれを結晶構造解析に用
いた。 
 
 
(2) ホロ型 HMBSとその基質誘導体複合体の構造解析 
	 ホロ型とその基質誘導体 2-I-PBG と
の複合体の結晶を調製し、それぞれ分解
能 1.84 Å、2.40 Åで結晶構造解析を行
った。HMBS に基質誘導体を結合させ
た複合体の立体構造の報告は、本研究が
初めてである。 
	 2-I-PBG は全体構造や補因子の位置
を変化させずに、ドメイン間の補因子近
傍に結合することが示された（図 2）。
2-I-PBG の結合には Arg26、Ser28、 
Gln34、Arg173、Asp99などのアミノ酸
残基側鎖が直接関与しており、ここが基
質結合部位であると考えられる。また、
ホロ型ではディスオーダーしていた lid
ループが、2-I-PBG存在下では基質結合
部位を覆うように観測された。 
 
 
(3) ES2とその基質誘導体複合体の構造解析 
	 2 分子の基質を連結した反応中間体 ES2、および ES2 と 2-I-PBG との複合体の結晶を調製
し、それぞれ分解能 1.79 Å、2.31 Åで結晶構造解析を実施した。HMBSの反応中間体と基質
誘導体との複合体について、立体構造の報告はこれが初めてである。 
	 ES2の全体構造はホロ型と変わらなかった。しかし、活性部位では基質 2分子に由来するジ
ピロール（A、B）が、ホロ型で補因子が元々存在していた位置に観測され、補因子部分（c1、 
c2）は補因子結合ループと共に奥側にずれた配置となっていた（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



	 ES2と 2-I-PBGとの複合体の活性部位では、2-I-PBGの結合に伴ってテトラピロール鎖は移
動せず、2-I-PBGはドメイン間でテトラピロール鎖の末端近傍に結合していた（図 4A）。この
結果から、ES2では 3番目の基質分子がドメイン間のテトラピロール鎖の末端近傍に結合して、
縮合反応が進行することが示唆された。また、基質誘導体の結合位置は、ホロ型に 2-I-PBGが
結合した場合とほぼ同じであった（図 4B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) ES2のMDシミュレーション 
	 高野光則教授（早稲田大学先進理工学部）のご協力により、ES2の揺らぎをMDシミュレー
ションで解析した。ES2 の基質結合部位を覆う lid ループとそれに協調したテトラピロール鎖
（特に c1ピロール）の揺らぎが観測され、連続する縮合反応に必要な外部からの基質の導入と
オリゴピロール鎖の移動に対する、HMBS分子全体のコンホメーション変化の重要性が示唆さ
れた（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) ES3と ES1、アポ型 HMBSの構造解析 
	 3分子の基質を連結した反応中間体 ES3の結晶化と構造解析にも取り組んできた。これまで
のところ、予想に反して ES2に相当する立体構造が観察されている。少なくとも結晶化前の溶
液試料の質量分析では ES3の存在が確認できていることから、結晶化途中での末端ピロールの
解離もしくは結晶内でのオリゴピロール鎖末端の揺らぎが原因と推測され、調製方法の改良な
どを試みている。 
	 一方、基質を 1分子だけ連結した反応中間体 ES1については、予備的な結果として補因子＋
基質 1 分子に相当する電子密度が観測されている。今後、より詳細に解析する予定である。	 	
また、尿素や塩酸を用いて補因子を除いたアポ型 HMBS の調製にも取り組んできたが、これ
までのところ結晶化に必要な量は得られていない。 



 
(6) HMBS反応機構の考察 
	 これまでに得られたホロ型と ES2、またそれらと基質誘導体との複合体の立体構造から、次
のような HMBS反応の分子機構が考えられる。まず基質 PBGが補因子近傍の基質結合部位に
結合し、補因子と基質のピロール環が架橋されて、オリゴピロール鎖がピロール環１単位分だ
け活性部位の奥側にずれる（図 6）。次に別の基質分子がオリゴピロール鎖末端の近傍の同じ基
質結合部位に結合し、架橋以降の過程を繰り返してヘキサピロール鎖まで伸長する。最後にこ
れの加水分解で HMBが解離する。特に、オリゴピロール鎖の構築は、単一の基質結合部位に
おける縮合反応の繰り返しによって進行するものと考察した。 
	 本研究の基質誘導体を用いた構造解析で明らかになった、基質（誘導体）の結合に関与する
アミノ酸残基（Arg26、Ser28、Gln34、Arg173、Asp99 など）については、活性低下を伴う
それぞれの変異体が急性間欠性ポルフィリン症患者で報告されていることからも、基質結合に
重要な役割を果たしていることが強く示唆される。 
	 今後、アポ型や他の反応中間体の立体構造についても解析を進めて、HMBSのより詳細な反
応機構について明らかにする予定である。 
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