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研究成果の概要（和文）：病原菌が生存するために鉄は必須の元素である。感染源である人は鉄の大部分をヘモ
グロビン中にヘムとして、保有するため、病原菌の主な鉄源はヘムであり、ヘムを取り込み、分解し、鉄を取り
出す。そこで、これらに関するタンパク質の機能について検討した。その結果、ヘムを分解し、鉄を取り出す
HutZという酵素が活性中心に水素イオンが1個結合することで、活性型で変換することを見出し、その機構を明
らかにした。さらに、鉄の輸送タンパク質であるCyaY、ヘム合成酵素であるPBGD、フェロキラターゼにヘムが結
合し、いずれもそれぞれの機能を阻害することを発見した。

研究成果の概要（英文）：Iron is an essential element for bacterial growth because it is contained in
 proteins playing key roles in metabolic processes. Most irons in the human body are present as a 
heme iron. Therefore, heme is a dominant iron source for most pathogens. In this project the 
reaction mechanism of a heme-degrading enzyme HutZ from V. cholerae was solved. We found that iron 
chelators are able to inhibit HutZ by perturbing the proton transfer to heme intermediate. This 
mechanism suggests that iron chelators are candidates of antibiotics. We further found that heme 
binds to iron-carrier protein CyaY and PBGD that catalyzes the polymerization of porphobilinogen to 
form 1-hydroxymethylbilane. Heme binding to CyaY and  PBGD resulted in less activity, indicating the
 presence of heme-induced negative feedback. These were not observed in the corresponding human 
proteins. Therefore, we can propose that HutZ, CyaY and PBGD are good target for new medicine to 
repress pathogen growth without side reaction.

研究分野： 生物無機化学

キーワード： タンパク質　ヘムタンパク質　酵素　反応機構解析　構造解析　病原菌

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の発見の一つであるHutZの活性制御機構は、二量体の界面構造の変化を通じて行っているが、ヒトが保有す
るヘム分解酵素は単量体のタンパク質であり、コレラ菌由来HutZに特有な性質である。そのため、この界面構造
を抑制する分子が存在すれば、コレラ菌の鉄獲得機構をのみを選択的に抑制することが可能である。キレート能
をもつ小分子がHutZの反応を抑制するなど候補となる分子も発見した。それ以外にも今回発見した多くの事象は
コレラ菌などの病原菌がもつタンパク質に特有な性質である。今後は本研究課題により見出された多くの性質を
利用するこでで、従来型とは異なる新規な機構の阻害剤の開発につながることが期待される。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	 
１．研究開始当初の背景 
衛生環境の優れる日本に、おいて、ほとんど意識することはないが、世界的にはコレラや赤痢
といった病原菌の感染者はいまだに相当数に上り、毎年多くの犠牲者を出している。最近の例
としては、2010 年 1 月に大地震に見舞われたハイチでコレラ患者が激増し、感染者だけで 20
万人以上、死者は 5千人を超え、長期間に渡って感染に歯止めが掛からない状態が続いた。 
本研究課題では、このような病原菌の増殖に対応するため、細菌の生存に必須な元素である鉄
に注目した。エネルギーを生産する呼吸鎖タンパク質の多くがヘムや鉄–硫黄クラスター等を補
因子として有するため、病原菌が増殖する際に鉄を必要とする。人の体内に存在する鉄の約 70%
はヘモグロビン中にヘムとして存在するため、ヘムが病原菌の絶好の鉄源となる。そのため、
細菌の鉄の補給路を断つことは、細菌の増殖を抑え、人体への影響を軽減するための有効な手
段になると期待される。 
 
２．研究の目的 
病原菌は、ヘモリシンというタンパク質を分泌し、赤血球を破壊し、放出されたヘモグロビン
からヘムを取り出す。我々が研究している代表的な病原菌の一つであるコレラ菌では、遺伝子
配列から、外膜に存在する HutA というタンパク質がヘモグロビンからヘムを取り出し、ペリ
プラズム内に取り込み、HutB が内膜に存在する HutC/HutD 複合体にそのヘムを輸送し、細胞
質内部に取り込まれた後、HutZがヘムを分解し、鉄を取り出すと予測されている。この一連の
機構を阻害し、鉄の供給を断つことは病原菌の増殖の防止につながる可能性があり、特に、我々
が以前発見したヘムを分解する酵素である HutZ の阻害剤は新規な抗菌剤の候補として期待が
高い。HutZの酵素活性はヒトのヘム分解酵素と同様にシアン化物により抑制されるが、シアン
化物のようにヘムに直接作用する分子は、HutZの反応を阻害するだけではなく、ヘモグロビン
などのヒトのヘムタンパク質の機能も阻害するため、副作用が大きく実用的ではない。そこで、
病原菌のタンパク質がもつ固有の特徴を明らかにし、ヒトのタンパク質との違いを利用するこ
とで、これまでにはない新たな作用機序による抗菌剤の開発が期待できる。 
 
３．研究の方法 
病原菌は増殖に鉄イオンを必要とするため、鉄の獲得機構の阻害は効果的な抗菌剤の開発につ
ながることが期待される。病原菌の主な鉄源はヘムであり、細胞質内でヘムを分解し、鉄を取
り出す。ヘムを分解する酵素、それにヘムと電子を供与するタンパク質、生成物であるビリベ
ルジンや鉄を輸送するタンパク質を同定し、大腸菌での発現系を構築した。生成はヒスチジン
タグを利用し、ゲルろ過カラムと組み合わせて行った。構造解析のために紫外可視吸収、蛍光、
共鳴ラマン、円二色性など各種分光法や結晶構造解析を組み合わせ、多面的な角度から検討し
た。また、活性測定には吸収分光法を中心に時間分解ラマン分光法や嫌気下分光など不安定で、
短寿命な反応中間体の測定も試みた。	 
	 
４．研究成果	 
【HutZ】  
<ヘム分解反応機構の解明> 
我々はすでに、代表的な病原菌の一つであるコレラ菌由来の HutZ がヘムの分解酵素であるこ
とはすでに明らかにしてきたが、今回、不安定で観測が困難であった酸素付加体とメソ-ヒドロ
キシヘムの二つの中間体を観測し、反応機構の決定に成功した。酸素付加体は、還元状態の HutZ
と酸素分子を高速混合装置を用い混合し、混合後、10~350ミリ秒後の吸収スペクトルと共鳴ラ
マンスペクトルを測定することにより同定した（図 1）。また、メソ-ヒドロキシヘムは、酸素
分子存在すると直ちにベルドヘムに変換されることから、酸素濃度が 1 ppm以下の環境下で 1
当量の過酸化水素と反応させることにより観測に成功した。
さらに、HutZが生成するベルドヘムは中心金属の鉄が 3価で
あるため（ヒトのヘム分解酵素 HOでは 2価）、酸化活性を有
するという特徴をもつことがわかった。本研究により明らか
にされた病原菌のヘム分解機構は、新規な抗菌剤の開発への
有効な知見となることが期待される。 
 
<ヘムの近位側の水素結合の役割> 
西洋ワサビペルオキシダーゼ（HRP）のようなヘム酸化酵素
ではヘムに配位したヒスチジンがアスパラギン酸やグルタミ
ン酸と水素結合を形成し、イオン化することで、高い酸素活
性能を発揮することが知られている。我々が発見したコレラ
菌由来のヘム分解酵素である HutZ にはヘム分解酵素として
は例外的にこの水素結合が存在しており、これにより HutZの
ヘム分解活性が中性で抑制されていると予想された。そこで、
ヘム分解活性におけるこの水素結合の役割を知るため、ヒスチジンおよびアスパラギン酸の変
異体を作成し、それらの酵素活性を調べた。その結果、この水素結合を切断するとヘム分解活
性は消失し、ヘムの結合能も減少することがわかった。このことから、HutZはヒスチジンとア

 
図 1	 HutZの酸素結合体の時
間分解ラマンスペクトル 



スパラギン酸が形成する水素結合を切断することなく、その強度を微調整させることにより、
酵素活性を制御していることが示された。 
 
<二量体界面の相互作用による活性制御> 
HutZ のヘム分解活性は pH 依存的で、pH 6.0 で最大であり、pH を高くするにつれ、活性は減
少し、pH 8.0以上では 10%以下の活性しかない。今回、ヘムとヘムから 20 Å程度離れた位置
に存在する Trp109との距離変化を FRET (Förster resonance energy transfer)を用いて解析した結
果、pH 6では pH 8に比べ、約 1 Å長くなることがわかった。二量体界面に存在する Ala31を
Valに置換すると、この距離が 7–9 Å近く増大し、二量体の構造が崩れ、活性を失う。以上の
ことから、ヒトのヘム分解酵素と異なり二量体である HutZ はその二量体の相対配置を微小に
動かすことで、不活性型から活性型に変換することを明らかにした（図 2）。 

<ヘムのプロピオン酸の水素結合の役割> 
ヒトのヘム分解酵素はほぼ 100%の割合で、α位で開裂するのに対し、コレラ菌のヘム分解酵素
である HutZはヘムの β位と δ位をほぼ 1:1で開裂する。HOではヘムのプロピオン酸と水素結
合するアミノ酸残基が存在し、この残基を置換すると α 位以外でも開裂することが知られる。
HutZにおいてヘムのプロピオン酸近傍に唯一存在するHis63がヘムの開裂部位を決定している
のか検討した。 
その結果、His63を置換してもヘムの開裂部位は天然型と変わらなかったことから、HutZの

ヘムの開裂は特定のアミノ酸残基により決定するのではないことがわかった。この変異体はヘ
ムの親和性が低下し、ヘムの分解活性も消失した。FRET による距離変化の観測から、二量体
界面の間隔が広がり、二量体間の相互作用が変化していることが示された。ヒトのヘム分解酵
素と異なり二量体である HutZ はその二量体の相対配置を微小に動かすことで、不活性型から
活性型に変換することを明らかにしてきたが（図 2）、His63 はこの相対配置の変化に関与して
おり、ヘム分解反応の鍵となるアミノ酸であることが明らかになった。 
 
<HutZのヘム分解反応の阻害剤の発見> 
HutZ によるヘム分解反応を定量的に解析するため、ヘムの分解により放出された Fe2+量を測
定した。Fe2+の呈色試薬である ferrozine を添加し、アスコルビン酸による反応を観測したとこ
ろ、反応が大幅に抑制された。Fe2+として知られるデフェロキサミンやクエン酸でも同様に活
性の抑制が観測された。すでに明らかにした反応機構をもとに各素過程の反応速度を比較した
結果、キレート剤は鉄をキレートするのではなく、酸素結合体が還元され、H+が付加する過程
を阻害していることがわかった。さらに、変異体を用いた結果、この H+は Thr27付近に結合し
た水分子に由来することがわかった。キレート剤はこの水分子の構造に摂動を加えることで、
H+輸送を妨げ、ヘムの分解を抑制することを明らかにした。コレラの治療で利用される抗生物
質の一つであるテトラサイクリンは鉄のキレート能があり、HutZの反応は抑制されたが、キレ
ート能のない抗生物質であるクロラムフェニコールでは反応抑制されなかった。以上のことか
ら、キレート能を持つ化合物がコレラ菌を含む多くの病原菌の治療薬となる可能性が示された。 
 
【CyaY】  
<鉄輸送タンパク質へのヘムの結合> 
CyaY は生体分子の酸化還元中心である鉄-硫黄クラスターやヘムの生合成系に鉄を輸送するタ
ンパク質で、微生物からヒトまでほぼ全ての生物に共通に存在するタンパク質の一つである。
ヒトの相同タンパク質であるフラタキシンに異常が起こるとフリードライヒ運動失調症を発症
することが知られている。本研究では CyaY は鉄だけはなく、ヘム二分子とも結合し、それに
より単量体から三量体に変化し、鉄の親和性が低下することを発見した。このことから、鉄を
含む補因子の生合成は鉄だけではなく、ヘムの濃度にも依存し、調節されるというこれまで知
られていない制御機構が存在することが示された。 

 
図 2	 HutZの活性制御機構 



 
【PBGD】  
<ヘム合成のヘム結合による活性阻害> 
ポルフォビリノーゲンデアミナーゼ (PBGD) は、ポルフォビリノーゲンからヒドロキシメチル
ビランを合成する酵素で、ヘム合成の 3段階目（または 4段階目）の反応を触媒する。この段
階の生成物から環状に近い構造になることから、ヘ
ムによる酵素反応の阻害の可能性について注目した。
PBGDにヘムが結合するか調べたところ、Cys105に
ヘムが結合し、その結果、PBGDの酵素活性は約 20%
減少することがわかった。ただし、Cys105にヘムが
結合するだけでは活性に変化はなく、Cys105の近く
に存在する His227がさらにヘムに配位することで、
ドメイン間の相対配置が変化し、活性が減少するこ
とが変異体や結晶構造解析により示された。ヘムは
生体に必須の分子である一方、過剰に存在すると細
胞毒にもなることから、過剰にヘムが存在するとヘ
ム合成に関係するタンパク質に結合し、その合成を
抑制するような負のフィードバック機構が存在する
ことが明らかとなった（図 3）。 
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図 3	 PBGDのヘムに活性調節機構 
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