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研究成果の概要（和文）：ヘムオキシゲナーゼは、シトクロムP450還元酵素やビリベルジン還元酵素など複数のタンパ
ク質と相互作用し、基質ヘムをビリベルジン、次いでビリルビンへと変換するヘム分解系で働く酵素である。本研究課
題では、ヘムオキシゲナーゼに関わる酵素群との相互作用機構を明らかとすることを目的としている。また研究の一環
として、新しい手法であるNMR緩和分散測定法が、タンパク質の未知機能探索に有効であることを実証していく。

研究成果の概要（英文）：Heme oxygenase catalyzes the degradation of heme. Heme oxygenase has been well 
characterized and revealed its heme binding mode in detail. In this study, we elucidated dynamics of Heme 
oxygenase by relaxation dispersion NMR spectroscopy, and detected structural fluctuation of a loop 
between C- and D-helices located on the surface. Thus far, the loop region has not been paid attention 
to, because it is located on the protein surface and far from the heme-binding site. Hence, we analyzed 
and characterized Leu77 and Phe79 which were the fluctuated amino acid residues in the loop.

研究分野： 分子生物学/生化学
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１．研究開始当初の背景 
ヘムオキシゲナーゼ(HO)は生理的に重要

なヘム分解酵素であり、シトクロム P450 還
元酵素(CPR)からの電子と、O2 を利用してヘ
ムをビリベルジンに変換する(図 1)。その後、
ビリベルジンはビリベルジン還元酵素(BVR)
によってビリルビンとなる。この代謝系は、
HO、CPRおよびBVRが連携しつつ進行する。
一方、HO はヘム分解反応の際に、鉄に加え
てガス状分子である CO を副産物として放出
する。HO は哺乳類の体内で唯一 CO を産生
する酵素であり、近年この CO の生理機能に
ついての報告が数多くなされている。その多
くは細胞内調節機構に関わり、例として CO
がセカンドメッセンジャーである環状グア
ノシン一リン酸の合成制御に関与している
可能性が挙げられる。CO は O2と比較し、ヘ
ムタンパク質に対して遙かに高い親和性を
示すので、過剰な CO 生成は生体毒となる。
そのため、HO は発生した CO を周囲に逃が
さないように、受容タンパク質と接触して直
接受け渡している可能性がある。もしそうで
あれば、HO は CPR や BVR などのタンパク
と共同してヘム分解活性を示しつつ、一方で
は CO 受容体に CO を直接転送する極めてユ
ニークな酵素であると言える。これは、それ
ぞれの HO 関連タンパク質は独自の役割を果
たしながらも、HO を中心とした離合集散を
伴った共同的な機能を示すことにより、ヘム
代謝系の制御を含めた細胞内機能調節ネッ
トワークが組まれていると考えられる。この
ようなヘム代謝を中心とした機構の解明は、
広い分野に魅力的な研究テーマを多く提供
するものであり、非常に重要な課題である。 

 
２．研究の目的 
本研究では、HO と協調的に機能するタン

パク質との相互作用機構の解明に加え、CO
の生理機能を明らかにすることを目的とし
ている。そのために中心となる HO に着目し、
まずは同じくヘム分解で連動して働く CPR
および DVR との相互作用について調べる。
また、新しい実験手法である NMR 緩和分散
測定法を HO の研究に用い、これまでに注目
されてこなかったアミノ酸残基に、上記の相
互作用に関わるものが無いかを調べた。この
ことにより、NMR 緩和分散測定法が、タン
パク質の未知機能探索に有効であり、今後の
タンパク質解析の強力なツールとなること
を示していく。 
 

３．研究の方法 
1) HO の NMR 緩和分散測定法により見出さ

れたアミノ酸残基の変異体解析 
 HO に NMR の新しい測定法である緩和分
散測定を行い、HO が基質ヘムを結合する時
に動的変化を示すアミノ酸残基を観測した。
その中で、これまで注目されてこなかったア
ミノ酸に関し、Ala 置換変異体を作製し、HO
活性への影響を調べた。活性に大きな違いが
見られた変異体については、さらに詳しく解
析を行った。 
2) HO と CPR の複合体の X 線結晶解析によ

る立体構造の解明 
 HO と安定に複合体を形成する CPR の変異
体を作製し、HO-変異 CPR 複合体の精製を行
った。X 線結晶構造解析を用い、立体構造の
解明を行った。 
 
４．研究成果 
1) HO の NMR 緩和分散測定 
これまでに HO の反応機構については、膨

大な生化学的・構造生物学的研究がなされて
きたが、CPR と HO の間での電子の授受や
HO 分子内の電子伝達径路、および、その他
のタンパク質との相互作用等についてはな
お知見に乏しい。そこで我々は、これまでに
機能が見出されてこなかった HO のアミノ酸
残基に着目するため、この酵素の NMR 緩和
分散測定を行った。その結果、HO がヘム結
合時に動的変化を示すと考えられるいくつ
かのアミノ酸領域が観測された。その領域の
うち、HO の C-へリックスと D-へリックスの
間のループ(CD-ループ)領域はヘム結合部位
より離れた HO 分子表面に位置し、これまで
機能が見出されてこなかった(図 2)。 

その CD-ループ領域には、ヘム結合時に動
的変化を示す 7 つアミノ酸残基が存在してい
た。よって、それぞれのアミノ酸について、
Ala 置換変異体を作製し、ヘム分解活性への
影響を調べた(図 3)。その結果、どの変異体も
野生型 HO とは異なる活性を示したことから、
全てについて酵素機能に関わると考えられ
た(雑誌論文[2], [4])。そこで、それらの変異
体の中で、最も活性が低下していた Phe79Ala
変異体(約 16%)と、それとは対照的に HO 活
性が野生型よりも上昇した Leu77Ala 変異体
(130%)に着目し、それぞれのアミノ酸の機能
を詳しく調べることにした。 



 
2) HO の Phe79 の機能解析 
 HO の Phe79 の Ala 置換変異体に著しい活
性低下が見られた原因を調べるために、新た
に Phe79Leu 変異体も作製し、ともに実験を
行った。HO の野生型と両変異体の single 
turnover 解析ならびに酵素活性測定の結果を
比較すると、Phe79Ala 変異体のみ野生型より
もヘム分解活性の低下が見られ、その原因が
電子伝達系の異常にあると考えられた。また
両変異体の X 線結晶構造解析を行ったとこ
ろ、Phe79Ala 変異体のみに、CPR との相互作
用に重要な Arg185 への影響が見られ、その
側鎖であるグアニジニノ基の配向が野生型
と異なっていた。そこで、表面プラズモン共
鳴法解析によって CPR と変異体の相互作用
を調べたところ、Phe79Ala 変異体のみ CPR
との親和性が低下していた。よって、Phe79Ala
は変異によって Arg185 の機能に影響が出て
おり、その結果活性低下を示したのだと考え
られた。Phe79 自身の機能をさらに調べるた
めに、両変異体のヘム結合速度を調べてみた
ところ、Phe79Ala と Phe79Leu の両方におい
て野生型よりも速度の低下が見られた。よっ
て Phe79 自体は基質ヘムの取り込みに関与し
ており、基質結合部位よりも離れた場所で動
的変化を示すことで、基質結合時のヘムの受
け入れにおける遠位的な調節を行っている
と考えられた(投稿準備中)。 
 
3) HO の Leu77 の機能解析 

HO のヘム結合時に動的変化が観測された
Leu77 の Ala 置換変異体に、野生型よりも高
いヘム分解活性が見られた原因を調べるた
めに、Leu77をAla以外のアミノ酸に置換し、
活性への影響を調べた。その結果、疎水性ア
ミノ酸への置換変異体においては野生型 HO
よりも高い活性が見られ、酸性・塩基性アミ
ノ酸に置換したものには活性が著しく低下
する傾向が見られた。また Leu77Ala 変異体
と、それ以上に高い活性を示す Leu77Ile 変異
体(それぞれ約 130 と 140%)の single turnover
測定を行ったところ、どちらの変異体も野生
型との変化は見られなかった。このことから、
Leu77 の変異は HO のヘム分解速度に影響を

与えるものではないと判断された。これは
Leu77Ile 変異体の結晶構造に、野生型との違
いが見られなかったことからも支持された。
そこで、Leu77 の変異は、生成物のビリベル
ジンの放出に影響があるのではないかと考
えて、Leu77Ala とビリベルジンとの親和性を
調べた。その結果、Leu77Ala は野生型よりも
ビリベルジンとの親和性が低下しているこ
とが分かった。このことから、変異体は生成
ビリベルジンを速くリリースすることで、酵
素活性を上昇させていることが示唆された。
また、この変異体は基質ヘムの結合速度も低
下していたことから、Leu77 は基質・生成物
の両方の結合に関与し、そられの取り込み・
放出時における結合部位の調節を、遠隔的に
行っていると考えられた(投稿準備中)。 

 
4) HO と CPR との複合体の立体構造の解明 
一方で、HO と CPR との相互作用機構を明

らかとするために、両タンパク質の複合体の
X 線結晶構造に取り組んだ。これまでに
HO-CPR 複合体の調製は、互いの結合力が低
いことから困難であった。しかし、CPR のド
メイン間連結部位を短縮させた変異体を作
製したところ、HO との高い親和性を示し、
安定した複合体を形成した。この HO-CPR 複
合体の結晶化に成功し、構造解明に至った(図
4)。その結果、両タンパク質間でのユニーク
な電子の授受法が明らかとなった。CPR は
FAD を含むドメインと FMN を含むドメイン
とから構成され(それぞれ図のオレンジと黄
色の構造)、HO は FMN から電子を受け取る
ことがこれまでに報告されていたが、複合体
の構造はHOの基質ヘムとFMNとの距離が 6 
Å 近かったことからこれを支持した。一方で
FMN は FAD より電子を受け取ることが生化
学的に調べられているが、複合体の構造では
22 Å とその距離は離れていた。これまでに
CPR 単体での立体構造が明らかになってお
り、FMN ドメインと FAD ドメインとが、今
回 HO を受け入れていたスペースを閉じた状
態 (close 構造 )で近づいていた。よって、
HO-CPR 複合体の構造と合わせて考察すると、
CPR は HO と結合する前に各ドメイン間が近



づいた close 構造をとることで、FAD と FMN
間で電子移動が起こり、FMN が電子をもった
状態では、相手のタンパク質を受け入れるよ
うに両ドメインが離れた open な構造となり、
HO と複合体を形成していると考えられた。
CPR は HO 以外にも、薬物代謝などに関与す
るシトクロム P450 をはじめとした多くの酵
素の電子供与体としても働く。よって、本研
究の複合体の構造解明から考察された電子
伝達機構は、それら様々なタンパク質におけ
る重要なモデルとなった(雑誌論文[8])。 
 
5) まとめ 
 本研究では HO の緩和分散測定を行い、こ
れまでに機能が未知であったアミノ酸につ
いて調べた。HO の CD-ループは基質結合部
位から離れたタンパク質分子表面に位置し、
その領域にはヘム結合時に動的変化を示す 7
つのアミノ酸が存在していた。全てのアミノ
酸が過去の研究では調べられていなかった
ので、これらのうちの Phe79 と Leu77 につい
て詳しく機能解析を行った。その結果、両ア
ミノ酸残基は、基質結合および生成物放出に
関わっていることが分かった。その様な役割
をもつアミノ酸が、基質結合部位から離れた
分子表面に位置していたことは興味深いが、
さらに CPR と結合に重要な Arg185 の近縁に
あることにも注目したい。CD-ループと
Arg185 を含む領域は、HO-CPR 複合体の構造
から、CPR と接触していることが明らかとな
っており、HO と CPR との相互作用と、HO
の基質結合および生成物の放出が、連動して
行われる仕組みが存在することが予想され
た。この様に、未知の機能性アミノ酸の探索
に NMR 緩和分散測定法は有効であることが、
本研究課題によって示された。 
今後の課題としては、HO が放出する CO

の生理機能に HO 自身がどの様に関わってい
るかを調べていくことが挙げられる。NMR
緩和分散測定では、本課題研究期間では詳細
に調べることが出来なかった HO 活性に関わ
る他のアミノ酸も観測されている。それらの
アミノ酸の詳細な解析を行っていくこと、そ
して、CPR だけでなく BVR や他のタンパク
質との相互作用を調べることによって、その
解明に近づけると考えている。 
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