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研究成果の概要（和文）：本研究では、anammox菌等がもつc型ヘムタンパク質（シトクロムc）成熟系SystemⅡ
の反応機構解明と応用を目指した。SystemⅡではResBとResCから成る膜タンパク質複合体（ResBC）がc型ヘムの
成熟を担っていると考えられている。anammox菌が有するResBCの発現・精製には至らなかったが、好熱菌由来
ResBCの発現・精製方法を確立した。さらに、ResBC発現系を応用したc型ヘムタンパク質発現系を構築すること
ができた。一方、ヘムに必要な鉄を貯蔵するナノ粒子状タンパク質についても生化学的研究を実施した。これら
よりSystem IIの生化学的詳細の一端を解明することが出来た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed the biochemical studies to investigae the 
reaction mechanism of c-type heme protein maturation system, System II, of anammox bacteria. In 
System II, a membrane protein complex (ResBC) is believed to be responsible for the maturation of 
c-type heme protein. Although expression and purification of ResBC of anammox bacteria were not 
achieved, an expression and purification method for ResBC of a thermophilic bacterium was 
established. Furthermore, it was possible to construct a c-type heme protein expression method using
 the ResBC system. In addition, we characterized nanoparticle protein which is thought to be 
involved in intracellular iron ion storage.

研究分野： 応用生物化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
c型ヘムタンパク質は、細菌や古細菌に代表される多様な微生物において多様な酵素反応や電子伝達反応を担っ
ており、ひいては地球上の多様な物質循環を担っている。c型ヘムタンパク質の成熟系はその礎となっている
が、特にSystem IIについては、その研究が遅れている。本研究において、System IIの異種発現系を確立し、そ
のc型ヘムタンパク質発現系への応用を達成できたため、これまでに異種発現が困難であったマルチc 型ヘムタ
ンパク質の発現や変異体の作成などについて新たな方法論を提供することが可能となり、広範な基礎的・応用的
研究分野への貢献が可能と考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
シトクロム cはミトコンドリアや細菌のペリプラズム等に存在し、シトクロム bc1 複合体か

らシトクロム c 酸化酵素への電子伝達、細菌においては多様な呼吸における電子伝達反応を担
っている。シトクロム c はその分子内に鉄ポルフィリン錯体であるヘムを有し、その酸化・還
元を利用して機能するヘムタンパク質であるが、タンパク質の一次構造上に CXXCH という共通
の配列を有し、この配列内の２つのシステイン側鎖がヘムの２つのビニル基と２つのチオエー
テル結合を形成することで（c 型ヘム）、ヘムを保持している。このような c型ヘムを持つタン
パク質は微生物から高等生物まで非常に様々な生物で機能しており、様々な系で電子伝達タン
パク質として機能しているほか、微生物では酵素の活性中心として機能している例も多い。こ
れら c 型ヘムにおけるチオエーテル結合は自発的には形成されず、ほとんど全ての生物は、こ
の結合形成のためのシトクロム c 成熟系を有しており、生物種によって異なるが、代表的なも
のとして SystemI～III の３つの系が知られている。これらの系は、（１）タンパク質のミトコ
ンドリアの膜間腔や細菌のペリプラズムなどの膜間領域への輸送、（２）ヘムの膜間領域への輸
送、（３）ヘムとタンパク質のチオエーテル結合形成（ヘムリアーゼ）、の過程に分けて考える
ことができ、それぞれを担うタンパク質群が明らかとされてきた。シトクロム c の正常な成熟
は電子伝達系の維持に必須であり、エネルギー代謝に関与する非常に重要な系であるが、その
詳細については依然未解明な点が多い。特に（３）ヘムリアーゼは、ヘムを受け取り、標的タ
ンパク質に結合させる働きを担っているが、標的タンパク質の認識機構、チオエーテル結合形
成の反応機構、チオエーテル結合形成の際のヘムの立体選択の機構、など生化学的に重要な点
が未解明である。特に、ゲノム解析から多用な微生物が保有すると考えられている System II に
ついては、ほとんど研究が進展していない。 
これまで申請者が所属する研究グループでは、嫌気性アンモニア酸化（anammox）菌 KSU-1

株が優占種である anammox 汚泥から、本菌に特有のタンパク質・酵素を複数種類単離・精製し、
それらの生化学的詳細を明らかにしてきた。精製した特有のタンパク質・酵素の多くはシトク
ロムcであり、anammox 菌は複数種のシトクロムcを大量発現することが明らかとなってきた。
また、複数のゲノム解析結果より、これまで知られている anammox 菌は全てシトクロム c成熟
系 System II を有することが報告されている。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究では、anammox 菌 KSU-1 株由来のシトクロム c 成熟系 System II を対象とし、
その生化学的詳細を解明することを第一の目的とした。第二の目的は System II の応用による
マルチ c 型ヘムタンパク質発現系の実現である。シトクロム c の異種発現系としては、大腸菌
の成熟系 System I を利用する発現系がよく使用される。一方、anammox 菌が発現するシトクロ
ム c の多くは、分子内に複数の c 型ヘムを有するマルチ c 型ヘムタンパク質である。一般的
にマルチ c 型ヘムタンパク質の場合、その成熟過程で複数回の c 型ヘムの結合が必要であり、
成熟過程がより複雑化するため、大腸菌を用いる系では成功例はほとんどない。つまり、本研
究によりシトクロム c 成熟系 System II の生化学的詳細を明らかにするとともに、異種発現系
へと利用することが出来れば、これまで成功例が限られているマルチ c 型ヘムタンパク質の異
種発現系を構築することが可能となる。 
（２）また、ヘムに含まれる鉄原子は、その反応性が高く毒性を示すことから、細胞中ではそ
の濃度が制御される必要がある。即ち、細胞内に鉄の貯蔵システムが必要とされ、anammox 菌
は非常に多量の c型ヘムを発現しているため、鉄イオンも多量に貯蔵する必要があると思われ
るが、その詳細については、ほとんど研究が進んでいない。代表的な鉄貯蔵タンパク質として、
フェリチンが一般に知られている。一方、anammox 菌においては、フェリチンとは異なるナノ
粒子タンパク質 Encapsulin が鉄貯蔵タンパク質として機能していると推定されている。本研究
では、このナノ粒子タンパク質 Encapsulin についても、生化学的研究および構造生物学的研究
を進展させるために、大腸菌発現系を構築することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）シトクロム c成熟系 System II では ResB と ResC から成る膜タンパク質複合体（ResBC）
がヘムの膜間領域への輸送とヘムリアーゼの２つの機能を担っていると考えられているが、
ResBC の単離・精製の報告がなく、その立体構造も不明であった。そこで、ResBC に着目し、そ
の生化学的性質を解明すべく、以下の研究を実施した。 
①ResBC の発現・精製法の確立：anammox 菌 KSU-1 株がもつ System II 遺伝子 ResBC を PCR 増幅
し、大腸菌発現用プラスミド pET28 に組込み、ResBC 発現用プラスミドを構築した。発現用プ
ラスミドと大腸菌 BL21(DE3)株等の複数株を用いて、ResBC を発現させた。培養した菌体を破砕
し、 SDS-PAGE とヘム染色により ResBC の 発現量 を確認した 。さらに 、好熱菌
Thermodesulfobacterium geofontis 由来の ResBC 遺伝子についても同様な大腸菌発現系を構築
し、その発現および精製を試みた。 
②ResBC 発現系を応用した c 型ヘムタンパク質発現系の構築：最適化した ResBC 発現系に対し
て、別途 anammox 菌 KSU-1 株由来の c型ヘムタンパク質の遺伝子を導入し、その成熟について
検証した。 
（２）代表的な細胞内の鉄貯蔵タンパク質としてフェリチンが知られているが、これまでにゲ



ノムが解読された anammox 菌全てにおいて、フェリチンとは異なるナノ粒子タンパク質
Encapsulin の遺伝子が見出されており、鉄貯蔵タンパク質として機能していると推定されてい
る。Encapsulin はいくつかの細菌および古細菌のタンパク質で研究が進められており、ホモ 60
量体もしくは 180 量体を形成するナノ粒子タンパク質である。その内部に別のタンパク質を内
包することが明らかにされている。また、その内包されたタンパク質が鉄を結合する性質を有
しており、全体として鉄貯蔵の機能を有していると推定されている。しかし、anammox 菌が有
する Encapsulin については、その生化学的研究は全く実施されていない。そこで本研究では、
このナノ粒子タンパク質 Encapsulin についても、生化学的研究および構造生物学的研究を進展
させるために、大腸菌発現系およびその精製手法の確立を目指した。anammox 菌 KSU-1 株由来
および好熱菌 Geobacillus kaustophilus 由来の Encapsulin 遺伝子を大腸菌発現用プラスミド
pET20b に組込み、発現用プラスミドを構築した。得られたプラスミドで大腸菌 BL21(DE3)株を
形質転換し、Encapsulin を発現させた。 
 
４．研究成果 
（１）①複数の培養条件を検討したが、おそらく ResBC が膜タンパク質のため、残念ながら活
性を有する anammox 菌 KSU-1 株 ResBC の発現は確認できなかった。そこで、対象の ResBC 遺伝
子を、anammox 菌 KSU-1 株 ResBC と高い相同性を有する好熱菌 Thermodesulfobacterium 
geofontis 由来のものに変更し、同
様の発現系を構築し発現を試みた。
その結果、膜画分にヘムを有する発
現タンパク質が得られ、この発現系
を用いることで、ResBC タンパク質
の調製に成功した。さらに、界面活
性剤 Triton X-100 もしくは CHAPS
によって可溶化し、Niカラムによっ
て部分精製することが出来た。現在、
ResBC の大量調製と結晶化を試行中
である。 
②好熱菌 Thermodesulfobacterium 
geofontis 由来の ResBC の大腸菌発
現系を構築することが出来たため、
この大腸菌 BL21(DE3, ResBC)株の
コンピテントセルを調製した。さら
に、anammox 菌 KSU-1 株の c型ヘム
タンパク質遺伝子 b428 をプラスミ
ド pET20b に組込み、この BL21(DE3, ResBC)株で発現させた。通常の大腸菌株を用いた場合に
は、c 型ヘムタンパク質を発現・精製することは出来ない。BL21(DE3, ResBC)株を用いること
で、anammox 菌 KSU-1 株の c 型ヘムタンパク質 b428
を発現・精製することが出来た。吸収スペクトルお
よび質量分析によって、発現した b428 の成熟に問題
無いことが確認出来た（図１）。このことから、今後
大腸菌発現系としての条件最適化を行う必要はある
が、ResBC 発現系を応用した c 型ヘムタンパク質の
発現系構築が可能と考えられた。 
 
（２）anammox 菌 KSU-1 株の鉄貯蔵に関わると推定
されているナノ粒子状タンパク質 Encapsulin につ
いて、大腸菌発現系の構築および精製手法の確立を
試みたところ、検討したプラスミドおよび大腸菌株
においては、Encapsulin が大腸菌内で封入体を形成
し、精製に至らなかった。そこで、anammox 菌 KSU-1
株のEncapsulinと 50%程度の相同性を有する好熱菌
Geobacillus kaustophilus 由来の Encapsulin 遺伝
子を用いて、同様の発現系構築を試みた。これによ
り、Encapsulin を可溶性画分に発現することが出来、
Ni カラムによって高度に精製することも可能とな
った（図２）。 
現在、精製試料について、電子顕微鏡観察やその粒
子内部へのタンパク質の取り込みについて調べてい
る。 
 以上により、anammox 菌等が有するシトクロム c
成熟系 System II の生化学的詳細の一端を解明する
ことが出来た。c 型ヘムタンパク質は、細菌や古細
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菌に代表される多様な微生物において多様な酵素反応や電子伝達反応を担っており、ひいては
地球上の多様な物質循環を担っている。c型ヘムタンパク質の成熟系はその礎となっているが、
特に System II については、その研究が遅れている。本研究において、System II の異種発現
系を確立し、その c型ヘムタンパク質発現系への応用を達成できたため、これまでに異種発現
が困難であったマルチ c 型ヘムタンパク質の発現や変異体の作成などについて新たな方法論
を提供することが可能となり、広範な基礎的・応用的研究分野への貢献が可能と考えられる。 
 また、細胞内における金属イオンの貯蔵、その濃度調節については、これまでにもさかんに
研究が進められてきた。しかし、anammox 菌のように特に多量の金属イオンを要求する微生物
が、高濃度の金属イオンをどのように鉄貯蔵しているか、未だ不明な点も多い。鉄貯蔵タンパ
ク質としてはフェリチンが一般に知られているが、細菌や古細菌において鉄貯蔵の機能を有す
ると推定されているナノ粒子タンパク質 Encapsulin について、今後の生化学的研究を進展させ
るための基礎的な知見を得ることができた。 
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