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学　位　論　文　題　名

Mechanism of Heme-Dependent Protein Regulation for Intracellular Heme Metabolism
（細胞内ヘム代謝におけるヘム依存的な蛋白質の機能制御機構）

本論文では，これまで蛋白質の活性中心として機能していると考えられていた鉄-ポルフィリン錯体で
あるヘムが、細胞内の鉄代謝の制御因子となりうることを示し、さらに、このような制御因子として
のヘムが細胞内で遊離した場合には、その細胞毒となる活性酸素能を抑制する新たな機構を見出して
いる。
第一章では本学位論文の背景として、生体反応に不可欠な鉄－ポルフィリン錯体ヘムの細胞内代謝と
その制御機構の問題点について述べている。特に、細胞質に放出されたヘムは、補欠分子族としての
機能と細胞毒性といった相反する性質を示すことから、その動態の制御は生物学的にも医学的にも注
目されているにも関わらず、十分に検討されてこなかった点を詳細に説明し、本論文での研究の方向
性を示している。
第二章では、細胞質に放出されたヘムの細胞毒性を抑制する機構について検討し、ヘムをリガンドと
した免疫沈降による網羅的解析を行ったところ、Peroxiredoxin-1 (PRX1)がヘム結合蛋白質として
同定された。この PRX1はその紫外可視吸収スペクトルと変異体の実験から、Cys52にヘムが結合す
ること、またヘムの酸化活性は PRX1に結合することにより抑制されることが示され、細胞質で遊離
ヘムの細胞毒性を抑制する初めての蛋白質として PRX1を同定した。
次いで、第三章ではこのようなヘムを制御因子とする蛋白質として、細胞内の鉄代謝に関連した蛋白
質の mRNAの特定領域に結合することで、その翻訳を制御する鉄代謝制御蛋白質 (IRP1)を取り上
げている。この章では IRP1におけるヘム配位環境について検討し,、そのヘムを結合するアミノ酸残
基として Cys300と Cys118を同定した。さらにヘム結合による標的 RNA領域に対する結合能への
影響を調べるため、蛍光標識した標的 RNAへの IRP1の結合による蛍光異方性の変化を追跡したと
ころ、ヘム存在下では IRP1添加による蛍光異方性の変化は小さく、IRP1の標的 RNAへの結合に
おけるヘムによる制御機構を提唱している。
第三章の結果より、IRP1はヘム結合によって標的 RNA結合能が制御されることが明らかとなった
が、このような制御が細胞内でも起こっていることを確認するため、第四章では細胞内で IRP1と標
的 RNAとの相互作用を細胞内環境で検出できるレポーターアッセイ系を構築している。ここでは、
レポーター遺伝子としてβ-ガラクトシダーゼ (β-gal)をコードする lacZを用い、この lacZの上流に
標的 RNA配列を挿入することで、IRP1が標的 RNAに結合することによってβ-galの発現が制御
される系を構築した。ヒト胎児腎細胞由来 293T細胞にこのレポーター遺伝子を導入し、IRP1を発
現させると、ヘムの添加によりβ-gal の発現量は増大し、IRP1へのヘム結合によって、IRP1の標的
RNAからの解離が確認できた。一方、鉄のみを添加した細胞ではβ-galの発現量は変化しなかった
ことから、細胞内においても IRP1は鉄ではなくヘムを制御因子として用いることで、標的 RNAと
の結合を調節していることが示された。
最後の第五章では、本学位論文において明らかになった点や今後の展望をまとめており、本学位論文
での知見は、ヘム自身を蛋白質の活性制御因子として用いるヘム代謝制御の分子機構解明の端緒とな
り、遊離ヘムにより引き起こされる酸化ストレスが関与する様々な疾患の予防への応用が期待される
ことを示している。以上のような内容の一部は，査読付欧文誌である Biophysical and Biochemical
Research Communication誌に掲載されており，本論文において得られた結果は，細胞内鉄代謝機構
における新たな制御機構の提案につながり、学術的にも意義があるばかりではなく，その成果は鉄代
謝異常による種々の疾病に対する根本的な治療方法の指針にも資すると考えられる。以上の所見から
本学位論文の内容は，博士（理学）の授与に値すると判断する。


