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研究成果の概要（和文）：動物におけるヘム生合成経路の第3，第4段階を担うヒドロキシメチルビランシンターゼ（HM
BS）およびウロポルフィリノーゲンIIIシンターゼについて，酵素反応速度論解析や結晶構造解析に取り組み，詳細な
反応機構の解明を目指した。特にHMBSについては，基質類似体による酵素反応の非競合阻害が認められた。さらにHMBS
-基質類似体複合体の立体構造から，基質類似体が活性部位の補因子近傍に結合して，少なくとも補因子と１つ目の基
質分子との間での縮合反応を妨げうることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Hydroxymethylbilane synthase (HMBS) and uroporphyrinogen III synthase, 
respectively, is the third and fourth enzyme in the heme biosynthetic pathway in animals. HMBS has a 
dipyrromethane cofactor at its active site and catalyzes the sequential condensation of four 
porphobilinogen (PBG) molecules to form a linear tetrapyrrole, hydroxymethylbilane. To elucidate the 
catalytic mechanism of HMBS in detail, the enzyme kinetic study of HMBS was carried out with a certain 
substrate analog (X-PBG). The X-PBG inhibited the HMBS reaction in a noncompetitive manner with Ki of 5 
micro-M. Further, we determined the crystal structure of HMBS in complex with X-PBG, which revealed that 
X-PBG sits in the vicinity of the dipyrromethane cofactor. Especially, the aminomethyl group of X-PBG was 
found near the distal pyrrole ring of the cofactor. These results imply at least that X-PBG can prevent 
the condensation of the first PBG molecule with the distal pyrrole ring of the cofactor in HMBS.

研究分野： へム関連酵素の生化学
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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種類の酵素が関
与する代替の利かない重要な代謝経路であ
り，どの酵素が先天的に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。ヘム生合成の第 3 段階に
おいては，ヒドロキシメチルビランシンター
ゼ（HMBS）がモノピロールのポルホビリノー
ゲン（PBG）4 分子を順次縮合して，線形テト
ラピロールであるヒドロキシメチルビラン
（HMB）を合成する。これまでに大腸菌とヒ
トの HMBS について，ジピロメタン補因子が
システイン残基にチオエーテル結合してい
るホロ型酵素のみの結晶構造が決定されて
いる。それに基づいて一応の HMB 合成機構が
提案されてきたが，HMBS-基質複合体の立体
構造などは未知であるため，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。	 
	 
	 一方，ヘム生合成の第 4 段階では，ウロポ
ルフィリノーゲン III	 シンターゼ（UROS）が
D 環ピロールを反転しながら HMB を環状化し
て，ウロポルフィリノーゲン III（Uro'gen	 
III）を生成する。UROS に関しては，ヒトと
高度好熱性細菌 T.	 thermophilusで酵素単独
の結晶構造が報告されており，溶液中では 2
つのドメイン間で比較的柔軟に動く可能性
が示唆されている。そして，競合阻害剤を用
いた NMRによる活性部位のマッピング解析は，
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。また，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，これまでに基質やその類似体と UROS
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，自発的に環状化してし
まう HMB を，UROS が HMBS から安定に受け取
るメカニズムについても分かっていない。	 
	 
２．研究の目的	 
	 ヘム生合成経路の全容の解明が研究全体
の目標であるが，本研究課題では	 (1)	 HMBS
による PBG	 4 分子から HMB	 1 分子への縮合過
程と	 (2)	 UROS による HMB の D 環ピロールの
反転を伴う環状化過程についての詳細なメ
カニズムを，構造生物学的，酵素化学的，お
よび分光学的手法により明らかにすること
を目的とする。	 
	 
(1)	 HMBS による PBG	 4 分子から HMB	 1 分子へ
の縮合過程の解明：	 PBG 類似体を阻害剤とし
て用いて，反応中間体である ES1~ES4 の各
酵素-基質（類似体）複合体を調製し，それ
らの立体構造解析から一連の縮合反応に
よって進行するとされる HMBS 反応の各中間
体の構造をとらえ，より詳細な反応機構を検
討する。	 

	 
(2)	 UROS による HMB の D環反転を伴う環状化
過程の解明：生合成されたヘムでは，4 つの
ピロール環の側鎖が非対称に配置している。
その理由としては，UROS が線形テトラピロー
ルである HMB から環状の Uro'gen	 III を生成
する際に，D 環のピロールを反転させること
によって酢酸側鎖とプロピオン酸側鎖の位
置を入れ替えるためと考えられている。この
D 環反転の機構と役割を構造生物学的および
酵素化学的手法を用いて明らかにする。	 
	 
３．研究の方法	 
(1)	 ヒト HMBS の調製：HMBS は大腸菌によっ
て大量発現し，硫安分画と各種のカラムクロ
マトグラフィー法を組み合わせて精製した。
結晶構造解析に用いるために，高純度で充分
量の精製酵素を調製する必要があった。	 
	 
(2)	 HMBS の阻害実験：従来，基質類似体の
6-メチルポルホビリノーゲンや 9-フルオロ
ポルホビリノーゲン，生成物類似体のビリル
ビンなどが，HMBS 反応に対する阻害剤として
報告されていたことから，今回は新しい阻害
剤を探索した。結晶構造解析に用いることが
できるように，比較的安定な基質類似体を検
討した。	 
	 
(3)	 HMBS の結晶構造解析：反応を進行させな
い PBG 類似体を結合した酵素-基質類似体複
合体について結晶化をおこない，大型放射光
施設 SPring-8 で X 線結晶構造解析を実施し
た。得られた立体構造と変異体の活性解析か
ら HMBS の基質結合部位を明らかにし，4 分子
の PBGがどのように活性部位に結合していく
のか，どのアミノ酸残基がどのように縮合反
応を進めていくのかについて検討した。	 
	 
(4)	 ヒト UROS の調製：UROS は大腸菌によっ
て大量発現し，硫安分画と各種のカラムクロ
マトグラフィー法を組み合わせて精製した。
結晶構造解析に用いるために，高純度で充分
量の精製酵素が必要であった。	 
	 
(5)	 UROS の結晶構造解析：ヒト UROS の構造
は１対の逆平行なβストランドで結ばれた
２つのドメインからなっており，基質結合部
位はドメイン間に挟まれた溝にそって存在
すると推定されている。UROS の基質結合様式
を解明するため，反応の進行しない酵素-基
質類似体複合体の結晶構造解析を目指した。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 ヒト HMBS は，大腸菌で大量発現させ，
ゲルろ過，陰イオン交換，疎水性相互作用の
3 種類のカラムクロマトグラフィーにより精
製した。培地 3L から 15-20	 mg の精製 HMBS
を得た。得られた HMBS をさらに陰イオン交
換カラム（mono	 Q）で分離し，複数のピーク
として分取した。それぞれの画分について質



量分析をおこなったところ，各ピーク画分は
ホロ型もしくは基質が 1~3 個結合した ES1
~ES3型HMBSに対応していることが分かった。
この mono	 Q カラムを用いたカラムクロマト
グラフィーによって，	 PBG の結合数に応じて
HMBS を分取できることが確認できた。	 
	 
(2)	 ホロ型 HMBS を用いて，基質類似体によ
る阻害実験をおこなった。PBG のピロール環
上にヨウ素を導入した 2-ヨードポルホビリ
ノーゲン(2-I-PBG)を用いて酵素反応速度論
解析をしたところ，2-I-PBG は非競合阻害の
様式で HMBS 反応を阻害した。阻害定数 Kiは 5	 
μM であった（図 1）。	 
	 

	 

	 	 図 1：2-I-PBG による HMBS 反応の阻害	 
	 
(3)	 ホロ型 HMBS を 20	 ℃で結晶化し，	 
SPring-8 のビームライン BL44XU を用いて構
造解析をしたところ，文献ではディスオー
ダーしていた領域の主鎖の構造を決定でき
た。また，還元剤のジチオトレイトール（DTT）
を沈殿剤に添加しておくと，結晶化途中での
結晶の着色を防止でき，良好な回折像が得ら
れた。これは，DTT がジピロメタン補因子の
酸化を抑え，活性部位の構造変化を抑制した
ためと考えられる。	 
	 一方，ホロ型 HMBS の単結晶への 2-I-PBG
のソーキングによって酵素-阻害剤複合体の
結晶を調製し，分解能 2.4	 Å までの X 線回折
データを収集した。ホロ型 HMBS の立体構造
をモデルとした分子置換法による構造解析
の結果，酵素-阻害剤複合体の全体構造は，
ホロ型のものとほぼ同様であった（図 2）。ま
た，2-I-PBG がジピロメタン補因子の遠位側
ピロールの近傍に結合することが明らかと
なった（図 3）。これらの結果は，基質類似体
の 2-I-PBG が HMBS の補因子周辺に結合し，
活性部位において少なくとも補因子と 1つ目
の基質 PBGとの間での縮合反応を妨げうるこ
とを示唆している。さらに，活性部位への
2-I-PBG の保持に関与している Arg26 や
Asp99，Arg173 などは，急性間欠性ポルフィ
リン症の患者で見出されている HMBS 変異体
の変異残基に対応することから，これらのア
ミノ酸残基の酵素活性，特に基質結合に対す
る重要性も示唆された（図 3）。	 
	 今後，PBG が複数連結した ES2~ES4 型に対
応する HMBS-基質(類似体)複合体の立体構造
の解明に取り組み，HMBS に対する PBG の結合

機構について詳細を明らかにする予定であ
る。	 
	 

	 

図 2：ヒト HMBS-阻害剤複合体の全体構造	 
	 
	 

	 

図 3：HMBS-阻害剤複合体の活性部位周辺構造	 
	 
(4)ヒト UROS について，大腸菌で大量発現し，
硫安分画と陰イオン交換，疎水性相互作用，
ヒドロキシアパタイトの３種類のカラムク
ロマトグラフィーによって精製をおこなっ
た。10	 L の培養液から 10-15	 mg の精製 UROS
を得ることができた。	 
	 
(5)精製 UROS を用いて結晶化条件を変えなが
ら結晶調製を試み，得られた結晶について
SPring-8 のビームライン BL44XU を用いて回
折データ測定を行った。これまでに一定の回
折パターンは得られてきているものの，分解
能は 4	 Å程度と低く，構造解析までは達成で
きていない。今後，さらに結晶化条件の最適
化を進めて良質な単結晶を作成し，酵素-基
質類似体複合体の結晶構造を明らかにして，
UROS の反応機構の解明に活かしていきたい。	 
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