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研究成果の概要：生物が利用するポルフィリン類が非対称な分子であることを決定づける、生

合成過程４段階目のウロポルフィリノーゲンⅢ合成酵素（UROS）の性質を検討した。先天性

骨髄性ポルフィリン症患者では UROS の機能が劣っているが、ヒト UROS の場合には酵素の

内部に存在するシステインが機能低下と関係していることが判った。アミノ酸変異酵素の性質

から基質の結合や反応に関わるアミノ酸を同定し、酵素と基質の結合状態を推定した。
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１．研究開始当初の背景

（１）ヘム、クロロフィル、ビタミン B12 等

の生合成に利用されるポルフィリンは４つ

のピロール環側鎖の配置が分子の中心に対

して対称にはなっていない。生物が非対称

なポルフィリンしか利用しないのは理由が

あると考えられ、生合成過程及びポルフィ

リン類を利用する酵素に認識される配向を

決めていることは容易に想像される。しか

しポルフィリンの主な機能である中心に配

位した金属の活性化に関してならば側鎖の

配置は重要な意味を持たないにも関わらず、

生合成過程でわざわざ対称性を低くする意

義や機構に関しての具体的な研究はほとん

どない。ヘムの生合成経路は８段階からな

り、側鎖の配置が非対称になるのは４段階

目のウロポルフィリノーゲンⅢ合成酵素

（UROS）によるウロポルフィリノーゲンⅢ

の生成でＤ環が逆向きになることによって

為される。ウロポルフィリノーゲンⅢまで
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の生合成過程はヘムだけでなく全てのポル

フィリン類に共通であり、しかもここで生

じた非対称性は続く過程でも解消されるこ

とがないので、生理的に利用される全ての

ポルフィリンが対称性の低い異性体である

のは UROS による反応で決定されている。

（２）初期の研究に於いて特定の炭素を同

位体標識した化合物を用いた酵素反応の生

成物の解析からＤ環が逆向きなのはピロー

ル環の修飾ではなく、 H M B 合成酵素

（HMBS）によって作られた鎖状テトラピロ

ールであるハイドロキシメチルビラン

（HMB）から、UROS によって環状のウロ

ポルフィリノーゲンⅢを生成する際に、Ｄ

環を反転させることによってピロール環側

鎖のカルボキシメチル基（Ａ）とカルボキ

シエチル基（Ｐ）の位置が入れ替わること

で行われることが判っている（図１）。その

図１ ウロポルフィリノーゲンの生合成過程

後イギリスのグループが、化学合成した基

質及び想定される中間体アナログを用い、

酵素との結合及び阻害の研究を長年に渡り

膨大に行った結果、スピロ化合物を経るこ

とによるＤ環の分子内再配置機構が提唱さ

れている。これはこの中間体と殆ど同じ構

造を持つスピロラクタム化合物が UROS 活

性を阻害したことによっているが、酵素内

でこの中間体を生じることが証明されてい

る訳ではない。

（３）UROS の研究を困難にしている理由の

１つは、基質である HMB が水溶液中では極

めて不安定で、アルカリ性では数分の寿命

があるものの中性〜酸性では直ちに非酵素

的に環化してウロポルフィリノーゲンⅠに

変換してしまうことである。つまり HMB が

環化するのは自発的な反応であり、実際

UROS による反応ではピロール環の回転と云

う大きな変化があるが、ATP など外部から

のエネルギーを必要としない。UROS の作用

は反応の立体特異性を決定づけることにあ

ると考えられるが、その機構はまだ解明さ

れていない。UROS 研究が進まないもう１つ

の理由は、組織から抽出、精製した酵素が

不安定で、特に熱に対する安定性が低いこ

とにあると考えられ、本研究の前段階では、

ヒト UROS を大腸菌で発現し、精製する方

法を確立することで今までに精製された標

品に比べて熱に対する安定性が極めて高い

酵素標品を得ている。

２．研究の目的

（１）UROS が存在しない場合には HMB は

非酵素的に環化するが、この際にはＤ環は

反転せずに側鎖が順序通りに配置したウロ

ポルフィリノーゲンⅠとなるので、環化す

る為の反応性は基質に内在している。酵素

としての UROS の役割は、基質が中間体の

生成に適した配向になるよう 1 位にあるハ

イドロキシメチル基のメチル炭素とＤ環 16
位の炭素を近づけることと、その後で想定

されているスピロ中間体はウロポルフィリ

ノーゲンⅠにもウロポルフィリノーゲンⅢ

にもなり得るので、回転の方向がウロポル

フィリノーゲンⅢの生成に向かうような立

体障害を中間体に与えることにあると考え

られる。本研究では溶液中における動的構

造と結晶中における静的構造の両面からこ

の作業仮説を証明することにより、UROS に

よるＤ環反転機構を明らかにし、ポルフィ

リンの代謝においてポルフィリンの非対称

性が果たす役割の研究に寄与することを目

的とする。

（２）ヘムは生体にとって必須な為に、生

合成経路の酵素が一部でも欠損していると

致死となるが、活性が低い場合には生存し

てもその前駆物質が蓄積する。ヒトの先天

性骨髄性ポルフィリン症（CEP）の場合には

UROS 活性が先天的に劣っており、CEP 患

者では HMB からウロポルフィリノーゲンⅢ

への変換が充分でない為に HMB は非酵素的

に環化しウロポルフィリノーゲンⅠが生成

する。ヘムの生合成で続く反応を触媒する

ウロポルフィリノーゲン脱炭酸酵素は基質

特異性が低い為に、ウロポルフィリノーゲ

ンⅠも基質として４つのカルボキシメチル

基が脱炭酸されメチル基となったコプロポ

ルフィリノーゲンⅠを生じるが、その次の

段階を触媒するコプロポルフィリノーゲン

Ⅲ酸化酵素は側鎖の位置と反応の特異性が



高くコプロポルフィリノーゲンⅢのみを基

質とし、コプロポルフィリノーゲンⅠは利

用されない。その結果としてコプロポルフ

ィリノーゲンⅠが蓄積し、ポルフィリンの

光感受性の為に皮膚に重篤な光過敏症を呈

するようになる。ヒト UROS の酵素的性質

や HMB からウロポルフィリノーゲンⅢへの

変換の機構を明らかにすることによって、

活性を回復させる或いは補う為の治療や創

薬に応用させる。

３．研究の方法

（１）ヒト UROS を未修飾の状態で大腸菌

で発現させるベクターは既に作成してあっ

たが、精製には３段階のカラムを用いる為

に操作が煩雑なので、アミノ酸を点変異さ

せた酵素を容易に精製する為に GST 融合タ

ンパク質として発現させるベクターを構築

した。市販の GST 融合タンパク質発現ベク

ター（Amersham Biosciences pGEX-6P）をそ

のまま用いたのでは、GST 部分をプロテア

ーゼで除去した後でＮ末端に天然タンパク

質には存在しないアミノ酸残基が多く残る。

そこでマルチクローニング部位を変異させ

ることで Nde I 認識配列を導入し、GST 部分

を切断した後のＮ末端 Met の上流には

Gly–Pro–His–のみが残るよう改良して用いた。

アミ ノ酸 変異 酵 素は 、 QuikChange Site-
Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)を用い、

常法により作成した。発現したタンパク質

は溶菌後、グルタチオン固定化カラムに吸

着させ、カラム上でのプロテアーゼ処理に

より１段階で精製した。

（２）UROS の基質である HMB は水溶液中

では不安定な為に定量的に反応系に加える

ことが困難であり、UROS 活性の測定は、前

段階の酵素である HMBS とその基質である

ポルフォビリノーゲンを反応系に共存させ

て UROS の基質を供給することによって行

う。この場合にも生成した HMB は非酵素的

にウロポルフィリノーゲンⅠへ変換するが、

この反応は UROS によるウロポルフィリノ

ーゲンⅢへの変換に比べると遅いので、反

応を弱アルカリ性で短時間（３分）行い UROS
非存在下でのコントロールを正しく設定す

ることで UROS 活性を知ることができる。

また、HMB は直接定量することができず、

酸性状態でウロポルフィリノーゲンⅠへ変

換させた後に生じたウロポルフィリンⅠと

して定量する。Km の測定に際しては、１点

のデータに対して、UROS 添加時に存在して

いた総ウロポルフィリン量、HMB から非酵

素的に生じたウロポルフィリンⅠ量、UROS
反応後の総ウロポルフィリン量、UROS 非存

在下で生じたウロポルフィリンⅠ量の４者

から基質濃度と反応速度を求めた。

（３）精製酵素を DTNB で修飾し吸光度か

らチオール数を測定した。DTNB 修飾は SDS
の非存在下と存在下で行い、前者からタン

パク質分子表面に露出したチオール数と後

者からタンパク質の総チオール数を測定し

た。

（４）ヒト UROS の活性が熱処理により速

やかに低下し、その際に分子内部に埋もれ

た Cys 残基が他の Cys 残基に先だって変化

することが判っていた。Cys 残基がどのよう

な分子種へ変化するのか確かめる為に、熱

処理で活性の低下した酵素を常法によりト

リプシンで部分分解し、MALDI–TOF マスス

ペクトルを測定した。

４．研究成果

（１）ヒト UROS の結晶構造を空間充填モ

デルで見ると分子表面から全く見えない Cys
残基は唯一 Cys73 であった。このことが溶

液中で保持されているか確認する為に、各

Cys 残基を Ser へ変異させた酵素を作成し、

SDS の有無で総チオール数と酵素表面に露

出したチオール数を測定した（表１）。野生

表１ 変異 UROS のチオール数

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
SDS チオール数

有 無 の差
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

WT 7.1 6.2 0.9
C14S 5.9 4.9 1.0
C73S 6.1 6.0 0.1
C119S 6.0 5.0 1.0
C130S 5.5 4.5 1.0
C143S 6.1 5.4 0.7
C241S 5.8 5.0 0.8

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

型の総チオール数は７、酵素表面で DTNB
によって修飾されるチオール数は６であり、

溶液中でも１Cys 残基が酵素分子内部に埋も

れていることが判った。Ｃ-末端に存在する

ものを除く各 Cys を Ser へ変異させた酵素で

は、唯一 Cys73Ser が SDS の有無でチオール

数が変化せず、Cys73 がヒト UROS の活性

に関わる埋もれた Cys であることが確かめ

られた。熱処理した酵素のマススペクトル

では Cys73 を含む断片の分子量が変化する

ことが確かめられたが、変化した分子種を

決定するには至らなかった。既知 UROS の

アミノ酸配列の比較では Cys73 に相当する



位置が保存されているのはヒト、マウス及

び C. albicans 等一部に限られ、多くの生物

種で Cys ではないが、UROS 活性の損失が

主因である CEP 患者に共通して最も多く見

られる SNPs が Cys73Arg であること及び、

Cys73 を Arg に変異させたヒト UROS の活

性が野生型の２％以下しかない事実から、

ヒト UROS の Cys73 が持つ酵素学的意義に

ついて更なる検討を行うことによって CEP
患者の UROS 活性を回復させる或いは補う

為の治療へつながることが期待される。

（２）UROS の基質である HMB には多くの

カルボキシル基があり基質結合には塩基性

アミノ酸残基の関与が大きいと考えられ、

また反応にはプロトンの供給が必要である。

基質を結合した状態での UROS の結晶構造

は明らかになっていないが、ヒト UROS の

結晶構造を元に、活性中心と推測される部

位近傍に存在する塩基性アミノ酸残基と水

酸基を持つアミノ酸残基の点変異酵素を作

成し、UROS 活性及び Km、kcat を測定した

表２ アミノ酸点変異酵素の活性

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
変異 活性 Km kcat kcat/Km

(%) (µM) (min–1)
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
WT 100 1.16 2100 1820
K7A 3 55.2 570 10
  R 95 1.19 1810 1520
  E 0.2 18.8 3.5 0.2
K10A 67 3.74 2120 570
   R 83 0.68 1520 2220
R65A 1 63.5 100 1.6
   K 4 6.38 131 21
   E 0.2 64.4 1.1 0.02
K109A 94 1.42 2330 1640
K147A 102 1.06 2180 2060
R148A 74 1.57 1740 1110
    K 43 2.37 2120 900
K153A 101 1.12 2120 1890
H173A 76 1.46 1770 1220
    E 70 1.87 1550 830

Y19F 66 3.87 040 530
   A 9 42.0 1570 37
T62A 2 3.40 73 22
S63A 22 4.56 724 160
T103A 1 6.31 39 6.2
Y168F 1 6.18 15 2.3
    A 0.2 6.95 13 1.9
    S 0.5 4.51 16 3.5
    T 0.4
S197A 47 2.25 1120 500
T227A 26 6.19 1240 200
T228A 6 20.4 576 28
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

（表２）。塩基性アミノ酸置換酵素の結果で

は、Lys7 と Arg65 を変異させた場合に顕著

に活性が低下し、これらは UROS の結晶構

造で基質結合部位と推測される溝の上下に

存在しているので、基質は Lys7 と Arg65 に

よって両面を固定されていると考えられる。

しかし、両者のアミノ酸置換による影響は

異なり、65 番目は Lys ではなく Arg でなけ

ればならないのに対して 7 番目は Ala や Glu
では活性がないが Lys でも Arg でも活性は

変わらなかった。つまり上下の一方はアミ

ノ酸側鎖のアミノ基が適切な位置になけれ

ばならないが、他方にはアミノ基があれば

側鎖の鎖長には依存しない。この特徴によ

り、基質の HMB はポルフィリンのように平

面に固定された化合物と違って緩い構造を

していてスピロ中間体への変換などに伴う

酵素のコンフォメーション変化に対しても

柔軟に対応できることが示唆される。Lys10、
Arg148、His173 は Lys7 と Arg65 に挟まれた

空間の周囲に存在しており、基質を側面か

ら支えていると考えられる。水酸基を持つ

アミノ酸残基を置換した場合には活性が低

下することが多いが、本研究で立体構造か

ら着目したのは Tyr168 である。Tyr19 の場

合には Phe へ置換すると活性の低下が少な

いので芳香環が重要であることが判るが、

Tyr168 は Phe へ置換しても活性が消失する。

Ser や Thr へ変異しても活性が無いことから、

この部位には Tyr の水酸基が必要である。Tyr
は優れたプロトンドナーではないが、UROS
反応では Tyr168 がプロトンを供給すると考

えている。このことを検証する為に、結晶

構造で Tyr168 に近接して存在する Ser63、
Gly144 をそれぞれ Tyr へ置換し、Tyr168 を

Ala 或いは Phe へ置換した２変異酵素を作成

したが、活性が回復することはなく、Tyr168
をプロトン供給源とすることは現時点では

仮説の域を出ない。

（３）以上の結果を踏まえた分子モデリン

グにより、ヒト UROS 単体の結晶構造（Ａ）

の基質結合モデル（Ｂ）を構築した。2008

図２ 基質結合による UROS の構造変化



年に好熱菌 UROS と生成物複合体の結晶構

造（Ｃ）が明らかになり、各ドメインの構

造は生物種を超えて似ていたが、２つのド

メインをつなぐヒンジ部分が酵素単体では

伸びているのに対して、生成物複合体では

曲がって生成物を挟んで２つのドメインが

近づいていた。本研究で提唱した基質結合

モデルは、ドメインが開いた状態の酵素に

基質が結合し、酵素が閉じた状態へ変化す

ることで反応の特異性が決定づけられる過

程を表していると考えられ、今後必要なこ

とは酵素と基質或いは中間体の複合体結晶

構造を明らかにすることである。
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