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研究成果の概要（和文）：ヘモグロビン等に含まれるヘムは、ほとんどの生物に必須の物質であり、ヒトの場合
にその生合成経路に異常があると、ポルフィリン症とよばれる病気になる。ポルフィリン症の種類によっては、
患者は日光に対する皮膚の感受性が高くなり、昼間に屋外に出ることができない。本研究では、ポルフィリン症
患者の治療や創薬に貢献することを目的として、ヘム生合成に関わる酵素の詳しい反応機構を、化学的に合成し
た基質類似体や機能を少し改変した酵素を用いることで検討した。

研究成果の概要（英文）：Heme contained in hemoglobin and others is an essential substance for most 
organisms. In the case of human, defect in its biosynthetic pathway enzyme causes a disease called 
porphyria. The patients of porphyria can not get outdoors on daytime in some cases due the increased
 light sensitivity that is general symptom of porphyria. In order to contribute to the drug 
discovery for porphyria and the treatment of patients, a detailed reaction mechanism of enzymes 
involved in heme biosynthesis was studied by using chemically synthesized analogs of substrate and 
slightly modified enzymes of function.

研究分野：酵素反応学

キーワード： ポルフィリン生合成　ポルフィリン症　ウロポルフィリノーゲンIII合成酵素　ヒドロキシメチルビラン
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 ヘム、クロロフィル、ビタミン B12等を構
成するポルフィリンは、4 つのピロール環か
らなるが、その側鎖の配置は分子の中心に対
して対称になっていない。生物が非対称なポ
ルフィリンしか利用しないことには理由が
あると考えられるが、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
なされていない。側鎖の配置が非対称なのは、
生合成過程において鎖状テトラピロールで
あるヒドロキシメチルビラン（HMB）を環化
し、全てのポルフィリン類に共通の前駆体で
あるウロポルフィリノーゲン III（uro' III）を
生成する際に、ウロポルフィリノーゲン III
合成酵素（UROS）がＤ環を反転させること
に因り、中間体としてスピロ化合物を経る機
構①が提唱されているが、詳細な反応機構は
明らかになっていない。 
 HMB は UROS が存在しなくとも非酵素的
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（uro' I）となり、生理的に利用さ
れない。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ヒ
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及び、スピロ中間体の
回転の方向が uro' III の生成に向かうような
立体特異性を与えることにあると考えられ
る。 
 タンパク質としての UROSの特徴は、膜タ
ンパク質ではないにも関わらず溶解性が悪
く、酵素としては熱に不安定であり、これら
のことがポルフィリン生合成過程の他の酵
素に比べてUROSの研究が進まない一因とな
っている。 
 ポルフィリンは全ての生物に必須な化合
物であるため、生合成経路の一部の酵素でも
欠損していると生存できない。ヒトの場合に
は、ポルフィリン及びヘム合成経路の８酵素
の中に活性の劣る酵素があると種々のポル
フィリン症の原因となる。UROS の活性が劣
っていると先天性赤芽球性ポルフィリン症
（CEP）となり、CEP 患者では HMB はほと
んどが uro' Iとなる。uro' Iが利用されずに蓄
積することで光に対する皮膚の感受性が著
しく高くなり、日光による炎症や重度のびら
んを伴う重篤な皮膚ポリフィリン症を起こ
すため、CEP患者は昼間に屋外へ出ることが
できない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、CEPの治療法の開発及び創薬
へ寄与することを目的としてUROSによるポ
ルフィリン環化反応機構を、Ｘ線結晶解析に
よる静的構造と、部位特異的変異酵素及び好
熱菌由来酵素と比較した反応解析による動
的構造の両面から解明する。 
(1) UROSの結晶構造は、酵素単独②と生成物
との複合体③について知られているが、ピロ
ール環が連なった基質と環化した生成物で

は自由度がかなり異なるため、基質-酵素複
合体の結晶構造を解明するために必要な基
質アナログを化学合成する。 
(2) UROSの基質アナログの供給方法として、
一段階前の酵素であるヒドロキシメチルビ
ラン合成酵素（HMBS）に修飾した基質を反
応させることで、UROSの修飾基質を得る。 
(3) UROSの活性に Tyr168が重要であること
を既に明らかにしたが、その周辺アミノ酸残
基を変異させた酵素を作製し、それらの酵素
の活性を検討する。 
(4) 熱に対するUROSの不安定性を考えるた
めに、好熱菌由来の酵素をクローニング、発
現、精製し、性質をヒト UROSと比較する。 
 
３．研究の方法 
(1) UROS は、基質である HMB を取り込む
と直ちに環化反応を起こし、Ｄ環が反転した
uro' III を与える。本研究の目的である基質-
酵素複合体の結晶を得るために、UROS 阻害
活性④を持つHMBのアナログ化合物Aの合成
を計画した。化合物 Aは、環化反応が起こら
ないよう、ヒドロキシメチル基をアルデヒド
基に誘導した構造を有している。 

 

 化合物 Aの合成は、以下の 2通りの方法で
アプローチした。 
 第一法は、生合成ルートに基づき、ポルホ
ビリノーゲン（PBG）を出発原料とし、HMBS
を用いて HMB を合成したのち、化学的修飾
（温和な条件で酸化反応）を行う半合成であ
る。HMBは非酵素的に uro' Iへと環化反応を
起こすが、酵素反応中の適切なタイミングで
強アルカリ性条件にできれば HMB を単離す
ることが可能である。 
 第二法は、精密有機化学合成により化合物
Aの全合成を行う。化合物 Aは、側鎖の長さ
が異なった 4つのピロール環（Ａ～Ｄ環）を
順次連結して合成できるが、保護・脱保護な
どの官能基変換の工程数が多い。文献既知の
合成方法⑤では、Ａ環部となる三置換ピロー
ル 1とＢ環部となる四置換ピロール 2を連結
してジピロメタンとした後、得られた生成物
3 の半量をＣ、Ｄ環部 4 へと導き、両者をカ
ップリングさせることで目的の化合物Aを合
成しており、この方法を参考に合成した。 
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(2) ヒトHMBSは大腸菌を用いて大量発現し、
硫安分画と各種のカラムクロマトグラフィ
ーを組み合わせて精製した。さらに、monoQ
カラムを用いたクロマトグラフィーにより、
基質を含まないホロ型HMBSを充分量かつ高
純度で調製し、以下の実験に用いた。これま
でに基質アナログの 9-フルオロポルホビリ
ノーゲン⑥や 6-メチルポルホビリノーゲン⑦

等が、HMBS反応に対する阻害剤として報告
されていたことから、今回は新しい阻害剤の
候補として、PBGのピロール環にヨウ素原子
を導入した 2-ヨードポルホビリノーゲン
（2-I-PBG）を用いて酵素反応速度論解析を
行った。また、2-I-PBGを結合した酵素-基質
アナログ複合体の結晶を調製し、大型放射光
施設 SPring-8のビームラインBL44XUを用い
てＸ線結晶構造解析を実施した。得られた立
体構造とアナログを用いた活性の変化から
HMBSの基質結合部位について検討した。 
 (3) ヒト UROSは市販の GST融合タンパク
質発現ベクターを、GST部分の切断後に残る
アミノ酸残基が少なくなるように改良して
用い、大腸菌で発現した。アミノ酸変異酵素
は、テンプレートとして野生型 UROS遺伝子
を含むベクターと、変異を含むプライマーを
用いた PCRにより増幅した。Dpn Iでテンプ
レート DNAを切断した後に大腸菌に導入し、
シークエンスで変異を確認して用いた。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。 
(4) 好熱菌由来の酵素は、Thermoplasma 
volcanium ゲノム DNA をテンプレートに、
UROSをコードする hemD、HMBSをコードす
る hemC及びPBGを生成するポルホビリノー
ゲン合成酵素（PBGS）をコードする hemB遺
伝子を、PCRにより増幅し、pGEM-T (Easy)
でクローニングした。Nde I-Sal I で切断後、
改良した pGEX-6P にライゲーションし、大
腸菌に導入してタンパク質を発現、精製した。 
 
４．研究成果 
(1) 第一法（化合物 A の半合成）として、
HMBS を用いた酵素反応を NMR サンプルチ
ューブ中で行い、反応の時間経過を詳細に解
析したところ、HMBのシグナルは一切観測さ
れずに、HMBが非酵素的に環化した uro' Iの
シグナルが徐々に増えて行き、18 時間後に
PBGと uro' Iが 1：1 の混合物となり、32 時
間後には、全てのシグナルが uro' Iのシグナ
ルに収束した。すなわち、HMBを半合成する
第一法では、HMBが最大量となる時点で酵素
反応を中断する必要があるが、HMBSの酵素
反応が遅く、一方で中間体である HMB が非
酵素的に環化する反応が著しく早いため、反
応を止める適切なタイミングがなく、本法に
よって目的化合物Aを得ることが困難である
ことが分かった。 
 そこで第二法の化合物Aの全合成の検討を
以下のように行った。 

 三置換ピロール 1 の合成は、3 種のビルデ
ィングブロック 6、7、11から合成した。1,3-
プロパンジオールの片側のヒドロキシ基を
THPで選択的に保護した後、1つ目のアルデ
ヒド 6を得た。 

 

 アクリル酸メチルを DBU 存在下、ニトロ
メタンを溶媒兼試薬として作用させ、収率良
くニトロ化合物 7を得た。ただし、本反応は
文献通りの方法では 7が再度アクリル酸メチ
ルと反応した生成物を与えたため、反応条件
の検討を行い最適化した。得られた 2つ目の
ビルディングブロック 7は前述のアルデヒド
6 とニトロアルドール反応を行い、化合物 8
とし、次いでアセチル化を行い、アセテート
9へと導いた。 

 
 3 つ目のビルディングブロック 11は、グリ
シン tert-ブチルエステル塩酸塩から出発し、
ギ酸メチルを用いてホルミル体 10 とし、塩
化ホスホリルを用いてイソシアニド 11 を得
た。ここで合成した 11 は、不安定な化合物
であったため、速やかに次の反応に用いた。 

 

 ニトロ化合物 9とイソシアニド 11を THF
中、DBU を用いて Barton-Zard ピロール合成
反応を行ったところ三置換ピロール 12 を得
た。次いで 3位の側鎖の THP基を脱保護し、
ピロール 13を得た。 

 

 ピロール 13の 1H-NMR、13C-NMRスペクト
ルは文献値と一致しており、一級アルコール
をカルボン酸まで酸化後、メチルエステルと
することでＡ環部に相当する三置換ピロー
ル 1を得ることができる。 
 四置換ピロール 2は、以下のように合成し
た。 
 アセト酢酸 tert-ブチルと4-クロロ-4-オキ
ソブタン酸メチルを、NaH を用いて Claisen
縮合した後、p-トルエンスルホン酸で酸性条
件下、tert-ブチルエステルの脱保護と脱炭酸
を行い、一工程で 2反応進んだジケトンエス
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好熱菌由来酵素の活性測定法を確立するた
めに、これらを大腸菌で発現させ、精製酵素
の性質を検討した。 
 UROS は比活性が高く、活性測定には微量
の酵素しか用いない。反応溶液には酵素の希
釈による失活を防ぐためにウシ血清アルブ
ミン（BSA）を添加するが、好熱菌酵素の活性
は高温で測定することになり、その温度で
BSA の添加が測定に影響しないか調べた。
BSA は 55℃付近から変性して反応溶液が白
濁したが、反応後に適切に除去することで活
性の測定には影響しないことが分かった。 
 混合反応系によるUROSの活性測定に先立
って、HMBの供給源となる好熱菌由来の精製
HMBSの活性を測定した。好熱菌酵素の活性
測定はヒト酵素より高温で行うことが理由
なのか明らかでないが、同じ方法では測定値
が安定しなかった。そのために、緩衝液を Tris
から温度による pH変化の少ないHEPESに変
え、基質として加える PBGは、使用の直前に
改良エールリッヒ試薬により定量し、反応後
に生じポルホビリノーゲンを安定なポルフ
ィリンに変化させる際には、ヒト酵素で用い
ている光酸化ではなく、ヨードによる酸化へ
変えたところ、安定した活性測定を行えるよ
うになった。 
 ここで確立した活性測定法を用いて各温
度での好熱菌 HMBS活性を測定した結果、温
度の上昇に伴って 75℃まで活性が上昇し、そ
れより高温では急速に活性が低下した。 

 
 二相性を示す曲線は、酵素反応の温度依存
性と高温でのタンパク質の変性を的確に表
していると思われ、好熱菌酵素の性質は今後
のヒト酵素の性質を解析するうえでのモデ
ルとなりうる。 
 反応の至適温度は、T. volcanium の至適生
育温度である 65℃より若干高温であった。
73℃での Kmは 84μM、kcatは 6.9min-1と見積
もられた。 
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