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研究成果の概要（和文）：ヘムオキシゲナーゼ(HO)は、細胞内のヘムを分解し、シグナル伝達物質としても注目されて
いる一酸化炭素を生体内で生成する唯一の酵素である。本研究では、HO活性のタンパク質レベルでの制御機構を解明す
ることを目的とし、その細胞寿命とそれを決定する因子の探索を試みた。その結果、１）HEK293細胞をプロテアソーム
阻害剤で処理すると、HOの分解が抑制され細胞内寿命が延びること、２）HEK293細胞にHOとユビキチンを強発現させる
とHOが高度にユビキチン化されることを見出し、３）質量分析法、酵母Two-hybrid法、cDNAアレイ法により、HOと特異
的に結合するユビキチンリガーゼTRC8を同定した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the cellular mechanism underlying the degradation of heme 
oxygenase-1 (HO-1). 1) The turnover of HO-1 induced in HEK293 was significantly attenuated by proteasome 
inhibitors, suggesting the involvement of a proteasome-mediated pathway. 2) High molecular weight 
ubiquitin conjugates were co-immunoprecipitated with HO-1 from HEK293 after proteasome inhibition. 3) 
HO-1 ubiquitination in HEK293 cells was enhanced by zinc chloride, but suppressed with a zinc chelator, 
suggesting the involvement of a RING-E3 ligase in this process. 4) We identified TRC8 as the E3 ligase 
responsible for HO ubiquitination and degradation using mass spectrometry, yeast two-hybrid assay and 
cDNA array.

研究分野：生化学

キーワード： ヘムオキシゲナーゼ　翻訳後修飾
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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、生体内で不要に
なったヘムを分解し、鉄イオン、ビリベルジ
ン、一酸化炭素を生成するミクロソーム酵素
である。多様な病態と HO の細胞保護作用と
の関係が注目される一方で、過度の HO 発現
はむしろ炎症を助長し、細胞障害を引き起こ
すことや、慢性骨髄性白血病など一部の腫瘍
細胞では異常発現した HO が腫瘍増殖機構の
一役を担っていることが報告されるように
なった。しかしながら HO の活性調節のメカ
ニズムの詳細は不明である。 
 
２．研究の目的 
これまで HOは特異的抑制転写因子 Bach-1 に
よって mRNA レベルで主に制御されていると
考えられてきたが、その機能はむしろ、ユビ
キチン分解などによる量的制御や、リン酸化、
蛋白質間相互作用による質的制御によって
厳密にコントロールされている可能性があ
る。本研究では、HO 活性のタンパク質レベル
での制御機構を解明することを目的とし、そ
の細胞寿命とそれを決定する因子の探索を
試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) HO の細胞内寿命を検証する目的で、HO
を強発現させたHEK293細胞とHO誘導剤であ
るコバルトポルフィリン IX(CoPPIX)で処理
した HUVEC 細胞を用意し、それぞれタンパク
質合成阻害剤(CHX)で処理した後、6, 12, 18
時間後における HO タンパク質の量を
western blot 法で定量した。さらに、各細
胞をプロテアソーム阻害剤(MG132)で処理し
て、そのタンパク質寿命の変化を比較した。 

(2) HO のユビキチン化を検証する目的で、
HEK293 細胞に、His-tag を付加した HO と
HA-tag を付加したユビキチンとを共トラン
スフェクトし、MG132 存在下、非存在下で培
養した。その後、細胞を破砕し、サイトソル
画分とミクロソーム画分とに分離して
SDS-PAGE, western blot を行った。 

(3) HO と特異的に結合するユビキチンリガ
ーゼを同定する目的で、His-tag を付加した
HOを強発現させたHEK293およびHUVEC細胞
の細胞抽出液を抗 His 抗体で免疫沈降した
のち、SDS-PAGE 後に検出された HO 以外のバ
ンドを切り出し、質量分析にてタンパク質の
同定を行った。また、HO-1, HO-2 を bait と
した yeast two-hybrid 法による相互作用タ
ンパク質の同定を試みた。 

(4) 同定した TRC8 を大腸菌にて精製し、
biolayer interferometry 法を用いて HO と
の相互作用を検討した。また、TRC8 と HO を
HEK293 に強発現させた後、免疫沈降法によ
りその相互作用を確認した。さらに、TRC8
に特異的な shRNA を作成し、Hela 細胞中の
TRC8 をノックダウンした後、HO の細胞寿命

について検証を行った。 
 
４．研究成果 
(1) エキソジーニアスに発現させた HO と
CoPPIX によって発現誘導させたエンドジー
ニアスな HO ともに、CHX で処理後の細胞内寿
命は 8 時間程度と推定された。この結果は、
タンパク質局在阻害剤（brefeldin A）及び
各種リソソーム阻害剤（ chloroquine, 
leupeptin, NH4Cl）存在下では影響をうけな
いことが確認された。さらに、プロテアソー
ム阻害剤である MG132 で処理すると、12時間
後の HO タンパク質量が MG132 非存在下では
35％であるのに対し、MG132 存在下では 86％
にまで上昇することがわかった。 

(2) His-tag を付加した HO と HA-tag を付加
したユビキチンとを共発現させた細胞抽出
液を western blot した結果、高度にユビキ
チン化された HO タンパク質の存在を確認し
た。HO タンパク質の分子量 32kDa に対して、
メインのバンドは 47kDa に確認された。さら
にそのユビキチン化された HO は主としてミ
クロソーム画分で検出された。MG132 で処理
すると、ミクロソームだけでなく、サイトソ
ル画分にもユビキチン化 HO が蓄積している
ことがわかった。 

(3) 質量分析法、yeast two-hybrid 法、cDNA
アレイ法を併用することによって、HO タンパ
ク質と特異的に結合する 13 種類のタンパク
質を同定することに成功した。その中には、
ユビキチンリガーゼの１つである TRC8 が含
まれていることがわかった。TRC8 が HO と実
際に相互作用し、HO をターゲット基質として
いるかどうかを検証するため、リコンビナン
ト TRC8 を大腸菌より発現精製し、biolayer 
interferometry 法を用いて相互作用を検討
した。その結果、TRC8 は、HO と Kd=10-6M で
結合することが確認された。 

(4) TRC8, HO, ユビキチンを HEK293 細胞に
共発現させると、ユビキチン化された HO が
著しく増加した。さらに、TRC8 をノックダウ
ンした細胞では、HO の発現レベルが 5倍以上
増加することも確認された。 
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回日本化学会春季年会 2014 年 3月 14 日、名
古屋大学（愛知県名古屋市） 

⑳ 東元祐一郎、平順一「カベオリン１との
相互作用によるプロテインホスファターゼ
５の酵素活性の亢進」第 94 回日本化学会春
季年会 2014 年 3月 14 日、名古屋大学（愛知
県名古屋市） 

㉑ 原田二朗、佐藤秀明、杉島正一、原田英
里砂、東元祐一郎、以下 2名「ヘムオキシゲ
ナーゼの基質ポケットから離れた分子表面
のLeu77はビリベルジンとの親和性に関与す
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尿病性腎症の進展抑制効果」第 87 回日本薬
理学会年会 2014 年 3月 21 日、仙台国際セン
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㉓ 和田翔太、福島祐也、東元祐一郎、以下 4
名「Surface Plasmon Resonance Analysis of 
Interaction of Heme Oxygenase-2 and 
NADPH-Cytochrome P450 Reductase」第 50 回
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㉕ 東元祐一郎、平順一「カベオリン 1は PC-3
細胞中でプロテインホスファターゼ5と相互
作用し内在性の活性化因子として作用する」
第86回日本生化学会大会 2013年9月11日、
パシフィコ横浜（神奈川県横浜市） 

㉖ 小松英幸、奥田真孝、山本真平、東元祐
一郎、坂本寛「ヘムオキシゲナーゼ-1のヘム
結合のエネルギー論」第 86 回日本生化学会
大会 2013 年 9月 11 日、パシフィコ横浜（神
奈川県横浜市） 

㉗ 和田翔太、東元祐一郎、末田慎二、小松
英幸、坂本寛「ヘムオキシゲナーゼ-2とシト
クロム P450 還元酵素の相互作用におけるビ
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会 2013 年 9月 11 日、パシフィコ横浜（神奈
川県横浜市） 

㉘ 原田二朗、佐藤秀明、原田英里砂、東元
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ムオキシゲナーゼ活性が上昇するLeu77の機
能解析」第 86 回日本生化学会大会 2013 年 9
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