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研究成果の概要：細胞内のヘムを分解し、同時に生体内信号としての役割が注目されている一
酸化炭素を生成する酵素、ヘムオキシゲナーゼ(HO)の活性が、複数のタンパク質間ネットワー
クを介して厳密に制御されていることを複数の分光学的手法を用いて明らかにした。さらに
P450 還元酵素、ビリベルジン還元酵素との相互作用部位を同定し、新規シグナル伝達制御因子
カベオリンによって HO 活性が可逆的に阻害されることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
生体内において、一酸化窒素(NO)のみなら
ず一酸化炭素(CO)が、シグナル伝達分子とし
て働き、抗炎症作用や血管拡張作用など様々
な生物作用を有することが明らかになりつ
つある。ヘムオキシゲナーゼ(HO)は、生体内
で代謝的に COを生成する唯一の酵素であり、
内因性の CO の大部分は、HO 反応によって生
成される。HOにはストレス応答で誘導される
HO-1 と非誘導型の HO-2 の 2 つのアイソザイ
ムが知られており、特に脳や神経系で多く発
現している HO-2 は、シグナル伝達分子 CO の
発生源として注目されている。一方で、過剰

の CO 生成は生体毒となるため、CO の生成、
特に非誘導型の HO-2 の活性は厳密に制御さ
れていると考えられるが、その制御機構は不
明である。 
 
２．研究の目的 
ヘムオキシゲナーゼの活性制御は、基質結
合、生成物遊離にともなう複数のタンパク質
ネットワークを介して行われていると考え
られる。そこで今回、ヘム代謝系を構成する
2つの還元酵素（P450 還元酵素（CPR），ビリ
ベルジン還元酵素（BVR））との会合・解離の
他、シグナル伝達系を構成するタンパク質群
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との相互作用機構について検討することを
目的とした。特にカベオリンは、形質膜をは
じめ種々の生体膜上に存在する新規シグナ
ル伝達制御タンパク質として注目されてお
り、NO 合成酵素もカベオリンとの相互作用に
よって活性制御が行われていることに着目
し、HO とカベオリンとの相互作用及び結合部
位の同定を行い、HO 活性への影響について検
討した。 
 
３．研究の方法 
(1) HO とその関連タンパク質の発現と精製：
HO-1, HO-2, CPR, BVR の可溶性酵素を大腸菌
で大量発現させ、各種クロマトグラフィーに
よって精製した。カベオリンは会合性の高い
膜タンパク質であるため、GST 及び His タグ
を利用した融合タンパク質系での発現を試
み、アフィニティークロマトグラフィーによ
って精製した。 
(2) HOとその関連タンパク質との相互作用解
析：HO-1 と CPR, BVR, カベオリンとの相互
作用を表面プラズモン共鳴法を用いて検討
した。さらに HO と CPR, BVR との複合体の結
晶化を試みた。 
(3) 質量分析法によるペプチドマッピング： 
質量分析法により、HO と CPR, BVR, カベオ
リン間の相互作用部位の同定を試みた。さら
に、同定した結合部位の変異酵素を作成し、
ヘム分解活性、反応中間体の分光学的性質を
調べた。 
(4) CO新規受容体の探索：肝細胞、神経細胞、
内皮細胞をμMオーダーの CO を添加した培
養液で培養し、培養後の細胞抽出液を 2次元
電気泳動法によりマッピングした。コントロ
ール細胞と比較することにより、CO 処理によ
って発現量が増加（あるいは減少）したタン
パク質を、データベース処理及び質量分析法
を用いて同定することを検討した。 
 
４．研究成果 
(1) caveolin による HO の活性制御メカニズ
ムを検討するため、野生型 caveolin(1-178)
と膜結合部分を排除した caveoin(1-101)を
大腸菌により大量発現し、精製した。
caveolin存在下でHO-1と HO-2の活性を測定
した結果、HO-1, HO-2 ともに、カベオリンの
添加量に依存して、ビリルビンの生成量が低
下することが明らかになった。HO とカベオリ
ンの結合部位を詳細に同定する目的で、種々
の caveolin ペプチドを Fmoc 固相合成法によ
り合成した。その結果、caveolin(82-101)が
HO 活性を著しく阻害することが明らかにな
った。さらに、HO と caveolin との結合を表
面プラズモン共鳴法を用いて検討した結果、
caveolin(1-101)と apo 体の HO-1 は、10-6 M
オーダーの KD 値で結合することが明らかに
なった。また、apo体の HO-1 は、caveolin (82- 

101)に対しても同様の KD 値で結合すること
がわかった。さらに、HO とヘムとの結合性を
検討するため、カベオリン存在下、非存在下
で HO にヘムを滴定し、その間の吸収スペク
トルを測定した。その結果、カベオリンは、
基質ヘムと競合的に HO に結合することが明
らかになった。 
(2) HO と CPR, BVR との相互作用部位を質量
分析法によって検討した。まず、HO を無水酢
酸でアセチル化すると、NADPH と CPR を電子
供給系とした時、反応速度の著しい低下が観
測された。一方、CPR 存在下でアセチル化し
た HO は、その活性を維持していた。アセチ
ル化した HO をトリプシンで消化し、
MALDI-TOF MS によって、アセチル化部位の同
定を試みた。その結果、HO単独でアセチル化
した場合、HO の 14 個のリジン残基中、11 個
がアセチル化されることがわかった。CPR 存
在下で HO をアセチル化した場合、Lys-149 と
Lys-153 がアセチル化を受けず、保護されて
いることがわかった。これらの残基を変異さ
せた酵素では、HO 活性が著しく低下すること
から、この 2つのリジン残基は CPR との相互
作用に重要であることが示唆された。一方、
BVR 存在下で HO をアセチル化した場合、HO
中のリジン残基の保護は観測されなかった。 
(3) 質量分析法によって同定した CPRとの相
互作用に関与している HO 上の２つの Lys を
アラニンに置換した変異酵素を作成し、その
性質を検討した。精製した HO 変異体のヘム
代謝活性を測定した結果、NADPH と CPR を電
子供給系とした場合、K149A と K153A では、
その HO 活性が著しく低下することがわかっ
た。一方、非特異的な electron donor であ
るアスコルビン酸を電子供給系として用い
た場合、何れの変異酵素も野生型と同等の活
性を示した。これらのアミノ酸残基の役割を
詳細に検討するために、HO変異体と基質ヘム
との複合体を作成した。今回作成した HO 変
異体は何れも基質であるヘムと 1:1で結合し
た。ヘム結合型の吸収スペクトルは、何れも
野生型のそれと類似していたことから、これ
らの変異体は野生型と同様な構造を維持し
ていることが示唆された。作成した HO-ヘム
複合体を用いて、ヘムの分解速度を測定した。
CPR を電子供給系として用いた場合、K149A
と K153A では、同一条件下において、ソーレ
ー帯の減少及び、酸素化型の生成速度が著し
く遅くなることがわかった。数時間経過後も
ビリベルジンは生成せず、ヘムの分解が中間
過程で停止していることが示唆された。還元
剤としてアスコルビン酸を用いた場合は、す
べての変異酵素において野生型と同様にヘ
ムからビリベルジンへの代謝が速やかに進
行したことから、Lys-149 と Lys-153 が
NADPH-CPR 系でのヘム代謝活性に重要な役割
をしていることが明らかになった。そこで



CPR からの電子伝達におけるこれらのアミノ
酸の役割を探るため、HO-1 と CPR との相互作
用を表面プラズモン共鳴法を用いて検討し
た。その結果、K149A 及び K153A の変異酵素
では、CPR との結合が約 7 倍（KD = 17 µM）
低下していた。以上のことから、Lys-149, 
Lys-153 ともに CPR との相互作用に重要であ
ることが明らかになった。 
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