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研究成果の概要（和文）：通性嫌気性細菌で歯周病の原因菌でもあるEikenella corrodensが嫌気下で生育する
際に、生存に必須の鉄源として菌体内に取り込んだヘムを如何に開環分解して鉄を抽出しているかについて検証
した。そして、E. corrodensでは鉄-硫黄クラスターを持つHmuWと呼ばれる酵素がS-adenosylmethionine (SAM) 
依存的にヘムを分解すること、また、この反応にはNADPH などの電子供与体が必要であることなどを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Some Gram-negative bacteria including Eikenella corrodens, a facultative 
anaerobic bacterium that causes periodontal disease, import heme into the cytoplasm and utilize it 
as an iron source for their survival. Under aerobic condition, heme is degraded by canonical 
hemeoxygenase (HO); however, the enzyme which is responsible for heme degradation under anaerobic 
condition remains to be identified. We revealed that the anaerobic porphyrin ring-opening reaction 
is catalyzed by HmuW, an iron-sulfur cluster containing enzyme, in the presence of 
S-adenosylmethionine (SAM) and NADPH.

研究分野： 生物無機化学

キーワード： ヘム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
E. corrodensのHmuWによる嫌気的なヘムの開環分解は、①ヘムのmeso炭素原子へのSAM由来メチル基の付加　②
ヘムのαピロール炭素原子上でのラジカル生成　が引金になる。これは、E. corrodensが好気下でヘムオキシゲ
ナーゼ (HO) が ①ヘムのmeso炭素原子への酸素分子由来の酸素原子の付加　②ヘムのαピロール炭素原子上で
のラジカル生成　を経てヘムを開環分解するのと類似しておりポルフィリンの開環反応における普遍的な経路が
示唆された。中間体であるラジカルをトラップする化合物は本酵素の阻害剤として、また、E. corrodensの生育
抑制剤として機能することが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ−１９、Ｆ−１９−１、Ｚ−１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
鉄は呼吸によるエネルギー⽣産に必須の⾦属イオンであるため、⽣物は様々な鉄獲得機構を進

化させてきた。病原性細菌において主たる鉄源は感染宿主の⾚⾎球に含まれるヘモグロビン(Hb)

である。⼀般的に、グラム陰性細菌は、① 溶⾎後 Hb から遊離したヘムをヘモフォア HasA に
よって外膜受容体 HasR まで輸送し ② 外膜・内膜を通し ③ 細胞質で分解することで⽣存
に必須の鉄を抽出する。 

私達はこれまで、Pseudomonas aeruginosa（グラム陰性好気性細菌 ⽇和⾒感染の原因菌の⼀種
で、⽪膚、肺・気管⽀の炎症の原因細菌）Yersinia pseudotuberculosis（グラム陰性通性嫌気性細
菌 胃腸炎の原因細菌）Eikenella corrodens（グラム陰性通性嫌気性細菌 ⻭周病の原因細菌）
Porphyromonas gingivalis（グラム陰性偏性嫌気性細菌 ⻭周病の原因細菌）を研究材料にして「ヘ
ムの細菌内への輸送」や「ヘムを分解して鉄の抽出」を⾏うタンパク・酵素の機能解析を実施し
てきた。そして、細菌は⽣育環境に応じて実に多様な鉄獲得のための仕組みを構築していること
を明らかにした。さらに、ヘムの輸送を阻害することで病原性細菌の⽣育を阻害できることも実
証した。具体的には、 

(1) P. aeruginosa（好気性）と Y. pseudotuberculosis（通性嫌気性）では、ヘムの輸送を担う HasA
によるヘムの掴み⽅が異なること 

(2) P. aeruginosa の HasA にフタロシアニン鉄錯体を運ばせて外膜受容体 HasR のヘム通路に蓋
をすると P. aeruginosa が⽣育しなくなること 

(3) 好気的条件において、P. aeruginosa や E. corrodens はヘム分解酵素ヘムオキシゲナーゼ(HO)
を⽤いてヘムを biliverdin へと分解するのに対し、Y. pseudotuberculosis は HmuS と呼ばれる
典型的な HO とは全く異なる酵素によって同様のヘム分解反応を⾏なっていること 

などを明らかにした。ヘム分解酵素が HO のみではないことは極めて興味深く、また、重要な発
⾒であったが、通性嫌気性細菌（Y. pseudotuberculosis, E. corrodens）が嫌気条件で酸素分⼦を使
わずに如何にヘムを分解して鉄を抽出しているかは未だ⼗分に解明されていなかった。 
 
２．研究の⽬的 
以上の経緯を踏まえ、病原性細菌内の嫌気的条件下での鉄イオン動態を理解し、そのプロセス

を阻害することで細菌の⽣育を抑制する⽅法を提⽰するという観点から、通性嫌気性細菌（Y. 

pseudotuberculosis, E. corrodens）における嫌気的ヘム分解経路を解明し、その知⾒から阻害剤を
デザイン・合成して細菌の⽣育抑制に寄与する知⾒を得ることを本研究の⽬的とした。 
 
３．研究の⽅法 
 既に公表されているゲノム情報と偏性嫌気性菌のヘム分解酵素の遺伝⼦情報などから Y. 

pseudotuberculosis, E. corrodens における嫌気的ヘム分解遺伝⼦の候補を選び出し、コードされ
ている酵素を発現、精製し、反応を⾏った後、⽣成物を LC/MS、LC/MS/MS などで同定した。
酵素の構造、基質都合様式などをモデリング、ドッキングシミュレーションした。得られた知
⾒をもとに反応機構を考察した。 
 



４．研究成果 
 (1) 酵素の発現・精製と特徴 

(a) HmuW(yp)ならびに HmuW(ec)の好気下での発現・精製 

 Y. pseudotuberculosis と E. corrodens から嫌気的なヘム分解に寄与している可能性のある酵素を
コードしている遺伝⼦を選び、それぞれ hmuW(yp)と hmuW(ec)と名付け、N末端に His-tag を付
与して⼤腸菌の発現系を⽤いて発現させることに成功した。発現したタンパク HmuW(yp)と
HmuW(ec)を Ni-NTA アフィニティカラムで精製し、プロテアーゼで His-tag を切断することで⽬
的の酵素を精製することができた。HmuW(yp)は無⾊、タンパク精製・保存の過程で懸濁がみら
れた。⼀⽅、HmuW(ec)は 4Fe-4S クラスターに由来する⻩⾊、タンパク精製・保存の過程で懸濁
は⾒られなかったが、タンパク精製・保存の過程で脱⾊が観察された。 

HmuW は 4Fe-4S クラスターを有するタンパクであることから、活性型 HmuW(yp)は精製できて
いない。⼀⽅、活性型 HmuW(ec)は精製できたが、好気下での精製では Fe-S クラスターが徐々
に壊れていることがわかった。 

(b) HmuW(ec)の好気下での発現・精製 

 4Fe-4S クラスターを有する活性型 HmuW(ec)をキャラクタリゼーションに充分な量を得るため
に ①培養時に鉄(Fe)源と硫⻩(S)源を培地に添加すること ②溶菌後のタンパク精製プロセス
を嫌気ボックス内で⾏い、可能な限りタンパクを酸素にさらさないこと などの⼯夫をするこ
とで、4Fe-4S クラスターを有するタンパク特有の吸収スペクトルを⽰す活性型 HmuW(ec)を獲得
することに成功した。 

 

(2) 精製した HmuW(ec)を⽤いた S-adenosylmethionine (SAM) 依存嫌気的ヘム分解反応 

脱酸素化した緩衝⽔溶液にヘム、SAM、NADPH あるいはクエン酸チタン(III)と活性型
HmuW(ec)を混合して嫌気ボックス内で反応させ、⽣成物を抽出し、LC/MS ならびに LC/MS/MS

分析を⾏なったところ、下記に⽰す嫌気的にポルフィリン環が開裂したヘム分解物と考えられ
る化合物を同定することができた（図１product A,B） 。この分解物は SAM由来の炭素原⼦が 1

つ付加したもので（図１⻘の炭素原⼦）、鉄が遊離した（鉄と錯形成していない）分解物であっ
た。また、このヘムの嫌気的分解によって SAM から⽣じたと考えられる S-adenosylhomocysteine 

(SAH) 5’-デオキシアデノシン (5’-dA)も LC/MS 分析で確認した。 

電⼦供与体としての NADPH あるいはクエン酸チタン(III)のいずれかが存在しない場合には、
ヘムの分解は進⾏しなかった。同様に、SAM あるいは酵素が存在しない場合も分解物は得られ
なかった。また、好気下ではヘム、SAM、NADPH あるいはクエン酸チタン(III)と HmuW(ec)を
混合しても嫌気的なヘム分解物は得られなかった。こうした結果を総合して、嫌気的なヘムの分
解では SAM のメチル基がヘムの meso 炭素原⼦（図１⻘⽮印）に付加し、その後、αピロール
炭素原⼦にラジカルが⽣じ（図１⾚⽮印）、ポルフリン環が開環するという反応機構を提案する。
嫌気下ならびに好気下でのヘムの分解機構の⽐較を図１に記す。 



 

図１嫌気的ならびに好気的ヘムの分解経路 

(3) 酵素の構造予測 

 HmuW の結晶構造は未だ明らかではないのでモデル構造を構築したところ、HmuW(ec)も
HmuW(yp)も全体構造は類似していたが、HmuW(ec)は HmuW(yp)と⽐較してサイズが⼤きく N末
端に約 150 のアミノ酸残基が付与されており、その部分構造が HmuW(ec)の 4Fe-4S クラスター
の維持、安定性に寄与して
いる可能性が⽰唆された。
また、モデル構造に基質で
あるヘムと SAM をドッキ
ン グ さ せ た と こ ろ 、
HmuW(ec)の 4Fe-4S クラス
ター付近に両基質が結合し
うる予想モデルを構築する
ことができた（図２） 。 

 

(4) 他の SAM依存酵素による反応との⽐較など 

これまでに報告されている嫌気⽣細菌が持つ SAM依存嫌気的ヘム分解酵素には、NADPH から
の電⼦を仲介するフラボドキシン様タンパクを必要とするものと、必要としないものに分類さ
れるが、本研究で扱った HmuW(ec)は電⼦仲介のタンパクを必要としないものであった。 

また、我々が別に扱っているフラボン、スチルベン、フェニルプロパノール⾻格を持つ化合物
のヒドロキシ基に SAM由来のメチル基を付加する O-メチルトランスフェラーゼ(OMT)と SAM

依存的に嫌気下でヘム分解を⾏う HmuW(ec)とを⽐較しところ、いずれの SAM依存酵素も SAM

のメチル基由来の炭素原⼦が基質に付加されるという共通点がある⼀⽅で、HmuW(ec)による反
応には電⼦供与体が必要であること、また、SAM 分解物として OMT には⾒られない 5’-dA が
検出されることなどの違いがあることがわかった。 
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最後に、ヒトにおいてはヘムの分解物はグリコシルトランスフェラーゼ(GT)によって配糖体
へ変換後に体外に排出されることが知られているが、我々が扱っている GT では本研究で得られ
た嫌気的ヘムの分解物は配糖化されなかった。開環したヘムの分解物の菌体外への排出機構に
ついては未だ不明で今後の課題である。 

 

まとめ 

①HmuW(ec)は E. corrodens が嫌気的に⽣育する際にヘムを開環して鉄を取り出す役割を担う
酵素であること、②分解反応にメチル基ドナーの SAM、電⼦供与体（NADPH あるいはクエン
酸チタン(III)）が必須であること、がわかった。反応中間体と考えられるラジカルをトラップす
る化合物はヘムの分解を阻害し、⽣存に必須の鉄獲得を妨げることから、病原性細菌の⽣育抑制
に寄与する可能性があるのではないかと期待される。 
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