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研究成果の概要（和文）：翻訳開始因子キナーゼ HRI の分子レベルでの活性調節機構を明らか

にするために、ヘム結合部位・自己リン酸化部位の同定、及びプロテアソームによる分解を解

析した。1）マウスの他、ヒト、ラット、ゼブラフィッシュ HRI をクローニングした。ヘム結

合部位はCys-Pro配列からなるヘム制御モチーフと関係する。2）マウスHRIを用いてLC-MS/MS
解析により、33カ所のリン酸化部位を同定した。変異導入実験より、活性に重要なリン酸化部

位は、Tyr193, Thr485, Thr490である。3）培養細胞中の HRI の動態を分析すると、HRI は速や

かに分解されていた。試験管内実験において、HRI は 20Sプロテアソームによって分解された。 

 

研究成果の概要（英文）：Heme-regulated eukaryotic initiation factor 2α (eIF2α) kinase (HRI), 
functions in response to heme concentration. Under normal conditions, heme binds to HRI and 
blocks its function. However, during heme shortage, heme dissociates from the protein, and 
autophosphorylation subsequently occurs. The molecular mechanism of heme-binding, 
autophosphorylation, and degradation in HRI remained to be established. In the present study, 1) 
we demonstrate that His119/His120 and Cys411 are the axial ligands for heme in human HRI, as 
well as mouse HRI. 2) With the aid of mass spectroscopy we identified 33 phosphorylated sites in 
mouse HRI overexpressed in Escherichia coli. We further generated 30 enzymes with mutations at 
the phosphorylated residues and examined the catalytic activities. The activities of Y193F, T485A, 
and T490A mutants were significantly lower than that of wild-type protein. Accordingly, we 
suggest that Tyr193, Thr485, and Thr490 are essential residues in the catalysis. 3) Due to 
degradation of HRI in cultured cell, we show that HRI degradation is induced by 20S proteasome 
in vitro. 
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１．研究開始当初の背景 

 赤血球成熟の過程において、ヘモグロビン

の合成は熱ショック、ヘム不足などのストレ

スに応答して調節されている。特に、脱核後

の網状赤血球では、核による転写調節が不可

能となり、ヘモグロビン合成は翻訳レベルで
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調節を受けることになる。 
 ヘム調節インヒビター（HRI）は、真核生

物翻訳開始因子 2α（eIF2α）を基質とするセ

リン・スレオニンキナーゼであり、ミトコン

ドリアでのヘム生産量に応じてヘモグロビ

ンの生産量を調節する鍵酵素である。すなわ

ち、網状赤血球がヘム不足に陥ると、HRI は
自己リン酸化によって活性化し、eIF2α をリ

ン酸化することで、ヘモグロビンの合成を停

止させる。 
 HRI の役割については、標準的な生化学・

分子生物学の教科書にも記述されている。し

かし、30 年以上にわたる HRI の研究にも関

わらず、HRI の活性調節機構について分子レ

ベルでの理解は十分ではない。 
 私たちの研究グループでは、マウス HRI が
Cys409と His119/His120によってヘムと結合

することを明らかにした（J. Biol. Chem. 283: 
18782 (2008)）。また、ヘムを 1 等量結合し、

N 末端ドメインとキナーゼドメインに由来す

るアミノ酸残基と結合することを示した

（Biochemistry 45: 9894 (2006)）。一方、ヘム

に一酸化窒素（NO）が結合すると、タンパク

質とヘムとの配位結合が切れ、活性化するこ

とも解明した（J. Biol. Chem. 279: 15752 
(2004)）。 
 

２．研究の目的 

 分子レベルにおける HRI の活性調節機構

を詳細に検討するために、以下の 4 つのサブ

テーマを設定した。 
（1）HRI のヘム制御モチーフ（Cys-Pro）
の役割 
HRI のヘム結合部位として同定された

Cys-Pro配列は、哺乳動物（マウス、ヒト、

ラットなど）では保存されているが、ニワ

トリ、アフリカツメガエル及びゼブラフィ

ッシュでは保存されていない。そこで、こ

れらの HRI を単離精製し、ヘム結合能、酵

素活性を哺乳動物 HRI と比較検討する。 
（2）HRI のリン酸化・脱リン酸化 
大腸菌を用いて発現、精製を行った HRI は
既に自己リン酸化しており、リン酸化が

HRI に与える影響を評価できない。そこで、

活性・リン酸化型 HRI に対して脱リン酸化

酵素を使って、不活性・非リン酸化型 HRI
を調製する。非リン酸化型 HRI を用いて、

ヘムによる阻害機構、自己リン酸化反応の

解析を行う。また、自己リン酸化部位と考

えられるSer/ThrもしくはTyr残基の同定を

目指す。 
（3）HRI のタンパク質分解による不活性 
プロテアソーム阻害剤によってHRIの活性

が上昇するとの報告がある（Yerlikaya et al. 
Biochem. J. 412: 579 (2008)）。これは、ヘム

不足によって活性化したHRIはユビキチン

-プロテアソーム系を介して分解され、不活

性化される可能性を示すものである。そこ

で、培養細胞を用いてHRIのリン酸化状態、

HRI のユビキチン化、プロテアソームを介

した HRI の分解が行われるかを検討する。 
（4）HRI の立体構造解析 
4種類の eIF2αキナーゼの中、PKR, GCN2, 
PERKのキナーゼドメインは X 線結晶構造

解析によって立体構造が明らかにされた

（Dey et al. Cell 122: 901 (2005); Padyana et 
al. J. Biol. Chem. 280: 29289 (2005); Cui et al. 
Acta Crystallogr. D in press (2011)）。しかし、

HRI の立体構造は未だに解析されていない。

HRI の詳細な分子機構を明らかにする上で、

HRI の構造情報は必要不可欠である。そこ

で、HRI の立体構造解析を目指したタンパ

ク質の結晶化を行う。結晶化にはアポ型と

ヘム結合型と両方を用いて、ヘム結合によ

る構造変化の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 

 図 1 には現在提唱されている HRI の活性

化・不活性化機構についてモデルを示してい

る。 

（1）マウス HRI の他、ヒト、ラット、ゼブ

ラフィッシュ HRI の遺伝子を入手し、大腸菌

での発現ベクターを作製した。大腸菌を用い

て各種 HRI の大量発現を行い、精製を行った。

また、ヒト HRI については、ヘム結合に関与

すると考えられる Cys及び His 残基の変異体

種類の変異体を作製し、そのヘム結合性を吸

収スペクトルから測定した。 
（2）脱リン酸化 HRI の調整には λ ファージ

由来プロテインフォスファターゼ（New 
England Biolabs）を使用した。HRI の自己リ

ン酸化部位の同定は、HRI をトリプシンで消

化し、リン酸化ペプチドを Ga-IMAC カラム

を用いて濃縮し、LC-MS/MS解析を行った。 
（3）培養細胞にはマウス由来 MEL、NIH3T3

図 1：HRI のドメイン構造と活性化モデル 
ヘムが結合した不活性型（左）は、ヘムの

解離に伴い、自己リン酸化によって活性化

型（右）へと変化する。その後、HRI はタ

ンパク質分解によって不活性化すると考え

られる。赤、緑がそれぞれ N 末端ドメイン、

C末端キナーゼドメイン 



 

 

細胞を用いた。20Sプロテアソームは Enzo 
Life Sciencesより購入した。 
（4）ヘムの結合に伴う構造変化を明らかに

するために、アポ型、ヘム結合型 HRI の両方

に対して、市販のスクリーニングキットを用

いて結晶化条件を約 700種類検討した。 
 

４．研究成果 

（1）ヘムの濃度を感知する上で重要な役割

を果たす Cys-Pro配列（ヘム制御モチーフ）

はマウス、ヒト、ラットにおいて保存され

ている。しかし、ゼブラフィッシュでは

Pro-Cys配列となっている。マウス以外に、

ヒト及びゼブラフィッシュHRIを大腸菌内

で発現し、精製を行った。大腸菌で発現、

精製を行った HRI は、培地 1 L 当り約 1 mg
の収量で得られた。また、精製 HRI は既に自

己リン酸化した、活性型であった。ヘムを再

構成した HRI の吸収スペクトルは、ヒトでは

マウスと比較して差はほとんど見られなか

ったが、ゼブラフィッシュではマウスと異な

る結果を得た。ヒト HRI については Cys411
と His119または His120がヘムの軸配位子で

ある可能性が部位特異的変異体の解析から

示唆された。 
 
（2）λプロテインフォスファターゼを用い

て、脱リン酸化した HRI を調製した。ATP
を加えて再び自己リン酸化する反応、及び

ヘムによる eIF2αキナーゼ活性の阻害を調

べた。ヘムは eIF2αリン酸化だけでなく、

HRI の自己リン酸化にも阻害作用を及ぼす

ことが明らかになった（図 2）。 
 
 

 
 
 

 
 

 
 

LC-MS/MS解析の結果、33カ所のリン酸化部

位を同定した。Ser, Thrのみならず Tyr のリン

酸化も確認された。また、これらのリン酸化

部位の役割について、個々の Ser, Thrを Ala

へ、Tyr を Pheへと置換した変異体を作製し、

活性測定を行ったところ、活性化ループ内の

Thr485, Thr490、及び二量体界面に位置すると

予想される Tyr193のリン酸化が HRI の活性

に必須であることがわかった（図 3）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（3）培養細胞中の HRI の動態を調べるた

めに、MEL 細胞を用いて、内在性 HRI の
検出を試みたが、低レベルの発現しか検出

できなかった。また、NIH3T3 細胞を用い

て、HRI の発現を行ったが、HRI がタンパ

ク質分解を受けている可能性が示唆された。

次に、HRI の不活性化について、タンパク

質分解の可能性を検討するために、組換え

HRI を基質として用い、プロテアソームに

よる分解反応を測定した。その結果、HRI
はユビキチン非依存的に 20Sプロテアソー

ムによって分解されることがわかった。 
 
（4）HRI の立体構造を明らかにするために、

ヒト、マウス、ラット及びゼブラフィッシ

ュの HRI を用い、ヘムを含まないアポ型酵

素について、700種類の条件探索を行ったと

ころ、ヒット条件が得られた（図 4）。 
回折データを

収集したもの

の、低分解能

のため構造解

析は難しく、

分解能向上の

ため結晶化条

件の最適化を

行っている。 
 

 

 

図 2：脱リン酸化型 HRI の自己リン酸化と基

質 eIF2αリン酸化 
ヘム非存在下では、HRI の自己リン酸化に続

き eIF2α のリン酸化が起こる（左）。一方、

ヘム存在下では、自己リン酸化・eIF2αリン

酸化が阻害される（右）。上段は HRI の自己

リン酸化を HRI 抗体で検出、下段は Phos-tag
アクリルアミドゲルを用い、eIF2αのリン酸

化に伴うバンドシフトを検出した。 

図 3：HRI キナーゼドメインのホモロジー

モデル 
活性調節に重要な自己リン酸化部位

（Tyr193, Thr485, Thr490）をシアン、ヘム

結合に重要な Cys409はマゼンタで示した。 

図 4：全長型 HRI の結晶 
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