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研究成果の概要（和文）：ヘムは様々なタンパク質の補欠分子として機能する生体には必須の小分子で、全ての細胞で
合成されている。一方で過剰なヘムは酸化ストレスの誘因となる事から、その生合成は厳密に制御される。本研究にお
いてはヘム生合成系の律速酵素である非特異型アミノレブリン酸合成酵素　(ALAS1)の翻訳後修飾機構が厳密なヘム産
生の制御にどの様に関わるかについて検討を行なった。その結果、ALAS1がミトコンドリア内で特定のタンパク質分解
酵素とヘム依存性に分解されている可能性が高い事などを見出し、その発現制御において新たな翻訳後修飾機構が関与
する可能性が高い事を明らかにする事ができた。

研究成果の概要（英文）：Heme is an essential prosthetic group of several proteins, and is synthesized in a
ll living cells. On the other hand, production of heme was strictly regulated in each cells, since excess 
amount of heme produces reactive oxygen spices. It has been well known that the expression of non-specific
 5-aminolevulinate synthase (ALAS1), which is the first and the rate limiting enzyme of heme biosynthetic 
pathway in non-erythroid cells, is regulated at transcriptional, as well as at several post-transcriptiona
l levels for the strict regulation of heme biosynthesis. In the present project, we have challenged to det
ermine the novel mechanisms, which is involved in the precise and quick response of ALAS1 expression to th
e change of heme contents in the cells.As a result, we have successfully identified novel mechanisms for p
ost-translational regulation of ALAS1 protein in mitochondria.
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１． 研究開始当初の背景 
 
 ヘムは脊椎動物ではほぼ全ての細胞で
合成される補欠分子で、酸素の運搬と貯
蔵、酵素活性の調節や電子伝達系の一部
として機能する事が知られている。さら
に最近では、転写や概日リズムの調節、
そして miRNA の前駆体のプロセシングの
調節にもヘムが関与する事が報告され、
細胞内におけるその機能はますます広が
りを見せている。一方、タンパク質に結
合していないヘムは活性酸素の発生源と
なりうるため、過不足のないようにある
一定の範囲内に維持されると推定されて
おり、これを調節性へムプールと呼ぶ。
すなわち、ヘムの増加がヘム生合成を直
接 的 に 抑 制 す る と い う negative 
feedback 機構が作動するきっかけは調
節制へムプールの増加であると考えられ
ている。このヘムによる negative 
feedback 機構の中心となっているのは
ヘム生合成系の律速酵素であるアミノレ
ブリン酸合成酵素(ALAS)で、細胞質で合
成された後ミトコンドリア内のマトリク
スに移行しミトコンドリア内でホモ２量
体として機能するミトコンドリアタンパ
ク質である。ALAS には全ての細胞で発現
している ALAS1(または ALAS-N)と赤芽球
でのみ発現する ALAS2(または ALAS-E)の
2 種類のアイソザイムが存在し、赤芽球
系細胞以外の細胞では ALAS1 のみが発現
している。疾患との関連では、ALAS2 遺
伝子は遺伝性鉄芽球性貧血や一部の遺伝
性赤芽球性ポルフィリン症の原因遺伝子
として知られており、ALAS1 の発現調節
の異常は急性間欠性ポルフィリン症の発
症と深く関わる。ALAS1 の発現は、細胞
内の調節性ヘムプールの増加に際して、
転写、翻訳、翻訳後修飾のいずれの段階
においても抑制される事が知られている
が、酵素タンパク質を直接制御する翻訳
後修飾が迅速な発現調節においては重要
な役割をはたすと考えられる。申請者ら
は従来、ALAS2 の翻訳後調節と鉄芽球性
貧血の発症機構との関連について研究を
進めてきたが、培養細胞中で ALAS2 タン
パク質を発現させた際に、予想される大
きさの分子に加えてそのほぼ２倍の大き
さの分子が SDS-PAGE/Western blot 法で
検出される事を見出した。この予想より
大きな分子は、発現細胞をヘム生合成の
阻害剤で処理すると検出できなくなり、
ヘムの誘導体であるヘミンで処理すると
ヘミンの濃度依存性に増加することから、
細胞内の調節性へムプールの増減に応じ
て変化すると考えられた。さらに、異な
る tag を付与した ALAS2 タンパク質を同
時に発現させ、一方の tag に対する抗体
で免疫沈降を行ったところ、その免疫複
合体中にも前述の大きな分子が存在し、

かつ、免疫沈降に用いた抗体ではないもう
一方の tag に対する抗体でも同じ位置に検
出できる事から、この大きな分子には
ALAS2 タンパク質のホモ２量体が共有結合
し た も の (ALAS2 covalent-homodimer; 
ALAS2c-h と記す)が含まれていると考えら
れた。さらに、ALAS2c-h の細胞内での局在
を調べたところ、主としてミトコンドリア
外膜に集積していることが明らかとなった。
ALASの基質の一つであるスクシニルCoAは
ミトコンドリアのマトリクスにのみ存在す
るため ALAS2c-h は酵素活性を発現できな
い可能性が高い。これらの結果は、ALAS2c-h
の形成は調節性ヘムプールの増加による
negative- feedback 調節機構の一部を担う
可能性を示唆すると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
申請者は ALAS2 のみならず ALAS1 において
もヘムがミトコンドリア外におけるホモ２
量体の共有結合を迅速に促進することを確
認した。本研究では、これらの結果をさら
に発展させ、ALAS1 の発現調節における共
有 結 合 ホ モ ２ 量 体 (ALAS1 covalent- 
homodimer; ALAS1c-h)の形成と分解機構の
詳細を明らかにする事、さらには細胞内ヘ
ム量に応じたヘム依存性の未知の ALAS1 発
現制御機構を明らかにすることにより、ヘ
ム生合成の調節機構の詳細を明らかにする
事を主な目的として開始された。本研究に
より得られる結果は、ヘム生合成の異常が
発症に関与しているポルフィリン症などの
病態の詳細を明らかにし、新たな治療法を
開発する上でも重要な情報を提供しうるも
のと期待される。 
 
 
３．研究の方法 
 
 まず、ALAS1 を FLAG-tag との組換えタン
パク質として発現誘導できる培養細胞を樹
立する。その後、ALAS1c-h の合成機構を明
らかにするために、発現させた ALAS1 タン
パク質を免疫沈降法により精製し、様々な
翻訳後修飾に対応した特異抗体等を用いた
Western blot 法や質量分析法などを用いて
ALAS1c-h が受けている修飾を明らかにす
る。また、ヘムが結合すると予想される部
位の変異体や欠失変異体等を用いて、共有
結合の形成に関わる領域を明らかにする。
以上の実験と並行して、ALAS1c-h の分解機
構を明らかにするために、ユビキチン化等
の修飾を受けるか否かを明らかにし、さら
に免疫染色法などを用いてオートファジー
との関連についても検討する。また、ALAS1
と複合体を形成するタンパク質を質量分析
装置を用いて網羅的に同定し、ALAS1c-h の
形成や、ALAS1 の未知の翻訳後修飾に関わ



る分子を同定する。 
 
 
４．研究成果 
 
 再現性よく，かつ効率的に研究を進め
る事を目的に、まず精製・検出用に
FLAG-tag を付与した ALAS1 を安定的に、
かつ誘導性に発現させることのできる細
胞株の樹立を試みた。その結果、ALAS1
のカルボキシル末端に FLAG-tag を付与
した組換えタンパク質をテトラサイクリ
ンの添加により誘導性に発現させること
ができる HEK293 細胞（ヒト胎児腎臓由来
の繊維芽細胞株）を樹立する事に成功し
た。次に、FLAG-tag に対する抗体を用い
た免疫沈降により ALAS1c−h も含めて精
製できる事を確認した後、ヘムの添加に
より ALAS タンパク質が非特異的な酸化
を受けるかどうかの検討を、カルボニル
化タンパク質検出キットを用いて行なっ
た。すなわち、過剰なヘムが ALAS1 タン
パク質を酸化し、その結果 ALAS1c-h の形
成が促進されるのではないかと考えたが、
ALAS1c-h の形成における ALAS タンパク
質の酸化の関与は明らかではなかった。
また、既知の ALAS1 のヘム結合領域に変
異を導入した場合にも、ALAS1c-h の形成
に大きな変化は認められなかった。 
 次に、ALAS1c-h の形成に関与している
ALAS1 以外のタンパク質を同定する事を
目的に、強制発現させた ALAS1-FLAG タン
パク質を免疫沈降法により生成した後に
SDS-PAGE を行い、クーマジーブリリアン
ト ブ ル ー を 用 い て 染 色 し た 後 に
ALAS1c-h と思われる部分を抽出し、質量
分析装置を用いてどのようなタンパク質
が含まれるかの解析を行なった。しかし
ながら、ALAS1c-h の形成を促進する可能
性が高そうなタンパク質は同定されなか
った。一方で、同様の方法により、質量
分析装置を用いて ALAS1 タンパク質と複
合体を形成するタンパク質について網羅
的な探索を行なったところ、ALAS1 は
様々なタンパク質と複合体を形成する可
能性が高い事が明らかになった。それ等
の複合体を形成する分子の中には既に報
告されているものも含まれていたが、ほ
とんどは現在までに未だ ALAS1 と複合体
を形成する事が報告されていない分子で
あった。そのうちのいくつかの分子につ
いて、ALAS1 との複合体の形成を確認す
るために、強制発現させた ALAS1-FLAG
タンパク質を免疫沈降して精製し、免疫
沈降物の中に当該タンパク質が含まれる
かどうかをWestern blot法により解析し
たところ、いくつかのタンパク質につい
ては再現性よく複合体の形成が確認でき
る事が明らかとなった。そのようにして
複合体の形成が確認できたタンパク質の

中にはミトコンドリア内における ALAS1 の
分解に関わる可能性があるタンパク質分解
酵素が含まれていたので、それらについて
ヘムの有無と複合体の形成との関連につい
て検討を行なった。その結果、当該タンパ
ク質分解酵素と ALAS1 との複合体の形成は
ヘム存在下で増強され、反対に細胞内での
ヘム生合成を抑制すると複合体を形成しに
くくなる事が明らかとなった。以上の結果
は ALAS1 タンパク質が特定のタンパク質分
解酵素によりミトコンドリア内においてヘ
ム依存性に分解される可能性が高い事を示
すものと考えられた。 
 今後は、ALAS1 のミトコンドリア内にお
けるヘム依存性分解がどの様に制御されて
いるのか、などについて、さらに検討を重
ねる事により、ヘム生合成系の調節機構の
詳細を明らかにし、理解する事が重要であ
ると考える。また、これらの結果は、ALAS1
タンパク質の過剰な発現が発症の原因とな
る遺伝性ポルフィリン症の新たな治療薬の
開発にもつながるものと期待される。 
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