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研究成果の概要（和文）：ヘムを異常に歪めて結合する新型ヘム分解酵素（結核菌MhuD・黄色ブドウ球菌IsdG）
について、その特殊な反応機構を解明した。MhuDについては反応の全貌解明にほぼ成功し、同一活性中心で１原
子／２原子酸素添加反応を融合する初めての酵素であることを示した。IsdGについても、反応条件によっては
MhuDと同様の反応が支配的となることを示した。しかし、還元速度などに応じてHCHOの遊離が促進され、細菌に
おける生合成の制御機構の１つと提案された。さらに、新規ヘム代謝物を色素とする蛍光蛋白質の開発にも取り
組み、通常生成物に対する選択性の向上など、有望な結果を得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have elucidated unique reaction mechanisms of new-type 
heme-degrading enzymes, MhuD from Mycobacterium tuberculosis and IsdG from Staphylococcus aureus, 
both of which bind heme in highly distorted conformation.  MhuD successively catalyzes mono- and 
di-oxygenation reactions in a single active site.  This is the first discovery of the enzyme that 
fuses the two distinct reactions, leading to the produce the unique heme catabolites of MhuD.  
Reaction analysis on IsdG reveals, contrary to previous reports, that the MhuD-type reaction becomes
 dominant under normal reaction conditions.  The HCHO release reported is enhanced by increasing 
reduction rates.  This mechanism may be biologically relevant to regulate the HCHO biosynthesis in 
S. aureus.  Furthermore, fluorogenic proteins that bind new heme catabolites as pigments have been 
developed mainly for their detection with high sensitivity.  

研究分野：生物無機化学
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１．研究開始当初の背景 
ヘム（鉄−ポルフィリン錯体）は様々な生

理機能を持つ色素分子であり、その分解反応
もシグナル伝達や O2 センシングなどに重要
である。ほ乳類ではヘムオキシゲナーゼ（HO）
が「鉄・CO・ビリベルジン（BV）」への分解
を担っており（図１①）、HO反応は基質のヘ
ム自身が O2 を活性化する自己分解機構で進
行する。近年、病原性細菌などから新しいタ
イプのヘム分解酵素（宿主ヘムからの鉄獲得
に重要）も発見されていたが、その機構は
HO と同等と考えられてきた。しかし我々は
「ヘムを異常に歪めて結合する」結核菌の新
型ヘム分解酵素MhuDに注目し、MhuDが CO
を放出せずにヘムを分解し、新たなヘム代謝
産物（マイコビリン、図１②）を与えるとい
う驚くべき発見をした。立体的な歪みを利用
して酵素の新たな機能を引き出す機構は興
味深く、その詳細の解明が望まれる。特に CO
を遊離しないヘム分解はこれまでに例がな
く、反応機構の特殊性を明示している。生成
物の違いは結核菌の生存にも重要と考えら
れ、生物学的な重要性も示唆されている。
MhuD の特殊な反応性はヘムの歪みに起因す
ると予想され、類似構造を持つ黄色ブドウ球
菌の IsdGでもCOは発生しない。しかし、IsdG
反応では HCHO を遊離したスタフィロビリ
ン（SB）が生成すると報告されており（図１
③）、両反応の類似性は明確ではなく、立体
的な歪みが実際にはどのような効果を持つ
のか不明なままであった。 
上記の新規ヘム分解反応については、実際

の生体内での進行を確認することも非常に
重要な研究課題である。新反応では特殊な色
素が生じるため、これらの蛍光検出が有用と
考えられる。BV などの通常生成物について
は、その結合によって蛍光を発する蛋白質が
知られている。これらの蛋白質をベースとし
て構造を最適化すれば、新規色素の選択的検
出を実現する蛍光蛋白質の創出も可能と考
えられる。さらに、種々の色素を利用するこ
とで、様々な分光特性の蛍光蛋白質を開発で
き、新たな研究ツールの開発にも繋がると期
待される。 
以上の観点から、特殊なヘム分解の反応解

析と生成物の検出・利用を進める本研究に着
手した。 

 

 
図１	 種々のヘム分解反応 

 

２．研究の目的 
本研究では基質の強い歪みが誘起する特

殊なヘム分解反応の機構を解明し、そのエッ
センスの抽出と理解を第１の目的とする。似
て非なる２つの酵素（MhuD, IsdG）の反応を
解明することで、歪みが引き起こす一般的な
効果を抽出し、新たな反応制御機構の本質解
明を目指す。また、各酵素での精密制御も解
明することで、各生物種でヘム代謝物が微妙
に異なることの生理的意義に関する知見を
得る。さらに、新規ヘム代謝物を色素として
用いる蛍光蛋白質の開発にも取り組む。選択
的なプローブ開発により、新規代謝物の生体
内検出を目指しつつ、新たな分光特性を有す
る有用な研究ツールの創出にも挑む。特に注
目すべきは下記の３点である。 
 
(1) 結核菌 MhuD の新反応について、その新
奇な反応機構を解明する。特に特殊な反応性
を有すると予想される中間体について、その
生成と反応を直接検討し、従来型 HOとの違
いを明らかにする。 
 
(2) 黄色ブドウ球菌 IsdGについても同様の反
応解析を進める。MhuD との対比により、両
者の共通点を明確化し、歪んだヘムの分解機
構のエッセンスを抽出する。さらに、両者の
相違点の要因を探り、各酵素における精密制
御とその生理的意義を考察する。 
 
(3) 特殊なヘム代謝物を色素として用いる蛍
光蛋白質を開発する。MhuDや IsdGの特殊な
生成物に加え、独自に発見した含硫黄代謝物
の蛍光検出を目指し、種々の蛋白質との複合
化、および、構造改変による高輝度化や特異
性向上を目指す。 
 
以上の情報から、生体における多様なヘム

代謝反応の解明を目指す。さらに新反応を発
見することで、ヘム分解の新たな生理機能の
提案なども目標とする。 
 
３．研究の方法 
(1) ヘム分解酵素およびその反応解析用酵素
（MhuD, IsdG, HO-1, CPR, BVRなど）につい
ては、既に確立した手法で大腸菌での発現・
精製を行う。ヘム分解反応は主に吸収スペク
トル測定で追跡し、生成物は固相抽出後、
HPLCおよび ESI-MSの測定により解析する。
新規生成物の構造決定に向けて、大スケール
での酵素反応を検討し、大量精製法を確立す
る。得られた生成物の構造は、NMRやMS/MS
などの情報を合わせて決定する。 
 
(2) 水酸化ヘム中間体は既報に従って化学合
成する。嫌気グローブボックス内で酵素との
複合体を調製し、ゲルろ過（またはイオン交
換）カラムにより精製する。グローブボック
ス内に設置した分光器を用い、O2との反応を
検討する。酸素源の決定には 18O2を用い、そ
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の取り込みを ESI-MSの測定で検証する。 
 
(3) 蛍光検出には比較的小さい蛋白質を用い
る予定であり（10-20kDa）、人工遺伝子合成
により発現系を構築し、His-tagなどを利用す
ることで簡便に精製する。精製蛋白質に各色
素を添加し、吸収および蛍光スペクトルの変
化から結合特性や蛍光特性を検討する。有望
な蛋白質については基質結合部位などに変
異を導入し、各特性の改変・最適化を試みる。
多数の変異体から有用なものを選別し、新規
色素の選択的検出や特異な分光特性の付与
を試みる。 
	
４．研究成果	
(1) MhuDの機構解明 
結核菌MhuDの特殊なヘム分解機構の解明

を進めた。まず、従来型 HOとの反応分岐点
と予想される“水酸化ヘム”中間体（図２）が
酵素反応中に生成するかを検討した。嫌気条
件でヘム-MhuD 複合体と過酸化水素の反応
を行ったところ、主生成物は鉄４価錯体（不
活性中間体）であった。しかし、還元剤の存
在下で過酸化水素との反応を繰り返すと水
酸化ヘムの蓄積が確認された。よって、MhuD
の初反応は HOと同じ自己水酸化反応（１原
子酸素添加）であるが、水酸化ヘムの生成効
率はあまり高くないと考えられる。 

 

図２	 MhuDの反応機構 

 
次いで水酸化ヘムの開環機構を検討した。

通常、ポルフィリン環の開裂にはO2と還元剤
が必要であるが、MhuD反応ではO2のみで開環
が進行した。また、O2の必要量は水酸化ヘム
に対して１モル当量であったため、２原子酸
素添加機構が示唆された（図２）。実際、O2

との反応で生じる中間体について同位体ラベ
ル実験を行ったところ、１分子のO2から２つ
の酸素原子が基質に取り込まれていることが
示され、２原子添加機構が証明された。さら
に反応解析を進めた結果、O2は水酸化部位の
近傍ではなく、隣のメソ位を直接攻撃し、ジ
オキセタン中間体を経由して開環すると提案
された。O2との反応で観測された中間体は、

各種分光測定や質量分析の結果、鉄-マイコビ
リン錯体と示唆された。以上の結果から、
MhuD反応は図２に示した機構で進行するこ
とが強く示唆された。 
同一の活性中心で１原子／２原子酸素添加

反応を行う酵素はMhuDが初めてである。初段
階（１原子添加）の効率の低さは、同じ活性
中心で２原子酸素添加も実現するためには必
要なことと推察される。MhuDは２種の酸素添
加モードを機能的に融合させ、自身の生存に
適した特殊な代謝反応を実現していると考え
られる。異種機能の融合は酵素機能の可能性
を広げる設計戦略として、生物的にも重要と
提案される。 

 
(2) IsdGの反応解明 
黄色ブドウ球菌 IsdGについても、MhuDと

同様の反応解析を行った。従来、IsdGの生成
物はスタフィロビリン（SB）とホルムアルデ
ヒド（HCHO）と報告されていた（図３）。し
かし、種々の反応条件の検討の結果、HCHO
遊離は限定的な条件でのみ支配的であり、特
に生体内に近い触媒条件では HCHO の遊離
はほとんど見られなかった。代わりに検出さ
れる新規生成物は"ホルミル基が結合した
SB"（SB-CHO）と予想され、近年、同様の生
成物が他の研究グループからも報告された。
しかし、HPLC 及び ESI-MS による詳細な解
析の結果、この生成物には反応に用いた還元
剤（アスコルビン酸）が付加していることが
確認された。アスコルビン酸は生理的な還元
剤とは考えにくく、その付加体はアッセイ条
件に依存するアーティファクトと考えられ
る。実際、還元酵素（CPR）や低濃度アスコ
ルビン酸によるヘム分解ではアスコルビン
酸が付加していない新規生成物が得られ、
IsdG本来の生成物と考えられた。これらの生
成物を大量調製し、ESI-MSおよび NMRによ
って構造を検証した結果、SB-CHOの２つの
異性体と同定された。 

 
図３	 MhuDと IsdG反応の比較 

 
SB-CHO はマイコビリン（MhuD 生成物）

の位置異性体にあたり、その生成はMhuD型
の反応機構（図２）で説明できる。そこで水
酸化ヘム-IsdG 複合体の反応を検討したとこ
ろ、やはり O2 のみとの反応で２原子酸素添
加が進行し、SB-CHOが選択的に生成した。
SB-CHOに導入された３つの酸素原子は全て
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O2由来であり、IsdGにおいても１原子／２原
子酸素添加の融合によって特殊な生成物が
得られることを見いだした。これらの機構変
化はヘムの歪みに共通する効果と考えられ
る。 
一方、水酸化ヘム-IsdG複合体と O2の反応

に還元剤が共存すると、HCHO遊離を伴う SB
の生成が観測された。HCHOの遊離量は還元
速度に応じて増加したため、細菌における
HCHO 合成の調節機構とも考えられる。SB
に取り込まれた３つの酸素原子は全て O2 由
来であり、それぞれ異なる O2 分子に由来し
ていた。この結果、加水分解による脱ホルミ
ル機構は否定され、（少なくとも）３度の O2

活性化によって SB が生成することが示され
た。なお、水酸化ヘム自体は非常に還元され
にくいため、O2との反応後に生じる開環中間
体の還元によって HCHO が遊離すると考え
られる。以上の結果から、IsdGでは１原子／
２原子酸素添加による開環の後、中間体の鉄
イオンが遊離する前に還元され、O2ともう一
度反応することで HCHO を脱離させると予
想される。よって、鉄イオンの遊離・還元の
されやすさの違いが、IsdGとMhuDの挙動の
違いを生み出す要因と考えられる。 
 
(3) 新規ヘム代謝物の高感度検出 
特殊なヘム分解産物の生体内検出を目指

し、新たな蛍光タンパク質の開発も試みた。
これまでの研究で、ほ乳類型ヘム分解酵素が
特定の反応条件下では硫黄原子を取り込ん
だビリルビン（S-BR）を与えることを見いだ
した。そこで、ビリルビン（BR）結合型蛍光
タンパク質 UnaGをベースとし、S-BRを選択
的に検出するシステムの構築を試みた（図
４）。S-BR と UnaG 複合体の蛍光強度は BR
結合型より弱いものの、蛍光波長が 70 nm近
くも長波長シフトし、選択的検出は可能と考
えられた。また、(S-)BR結合部位に系統的な
変異を導入した結果、SBR 蛍光の増強や BR
蛍光の低減にも成功し、UnaG ベースの検出
が有用であると考えられた。また、ビリベル
ジン（BV）を色素とする蛍光タンパク質
（smURFP）の検討も進めた。smURFPとS-BV
の結合は BVより数倍速い場合があり、比較
的強い蛍光も観測された。今後、これらの蛍
光タンパク質群を活用することで、種々のビ
リン類を検出するプローブや、有用な蛍光特
性を有するタンパク質の開発が期待される。 

 

図４	  (S)BR-UnaG複合体の蛍光スペクトル 
 

(4) 総括 
以上の研究により、ヘムの歪みを利用した

特殊なヘム分解反応の機構を明らかにし、そ
のエッセンスの抽出・理解に成功した。また、
各酵素での違いから、生理的意義に関する知
見も得られた。また、新たな色素分子の発見
にも成功し、これらの検出プローブや新規研
究ツールの開発の可能性も見いだした。今後、
特殊なヘム代謝生成物と蛍光蛋白質を融合
した研究が進展すると期待される。 
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