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研究成果の概要（和文）： 
ジフテリア病原菌がもつ chrS 遺伝子を大腸菌で発現させ、その細胞膜から ChrS タンパク質を
可溶化、精製した。次に、組み換え ChrS を人工リン脂質膜であるリポソームとナノディスクに
再構成した。再構成 ChrS はヘム依存的に自己リン酸化活性を亢進することを見出し、細菌がも
つヘムセンサーの機能を世界で初めて直接的に立証した。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 

It has been hitherto believed that Corynebacterium diphteriae conducts the sensor 
kinase, ChrS, and the response regulator, ChrA, of a two-component signal 
transduction system to utilize host heme iron.  Although ChrS is predicted to encode 
a heme sensor, the sensing mechanism remains uncharacterized.  ChrS expressed in 
Eshcherichia coli membranes was solubilized and purified in the presence of a 
non-ionic detergent.  ChrS protein incorporated into proteoliposomes and nanodiscs 
catalyzed heme-dependent autophosphorylation by ATP.  Other metalloporphyrins and 
iron did not stimulate kinase activity, suggesting that ChrS is a specific heme sensor.  
This is the first functional reconstitution of a bacterial heme-sensing protein. 
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１．研究開始当初の背景 
ほとんどの生物にとって鉄は必須の金属元

素でありタンパク質に結合しており、物質合

成、分解などの代謝、細胞内呼吸、酸素運搬

など重要な役割を担っている。ヒトを始め、

動物は鉄やヘムを食物から得て利用してい

るが、病原菌は、感染宿主の免疫、防御をか

いくぐり、細胞組織や血中の鉄を奪い増殖す

る。したがって、病原菌にとって、自身がも

つ鉄感知、取り込み機構は重要な戦略といえ

る。一方、医療の立場から、病原菌に鉄を奪

われないようにする投薬治療は感染症の予

防、治癒に直結するが現在までに有効な薬剤

の開発までは至っていない。ところで、ヘム

はヒトなどの生体に含まれる鉄の主要成分

であるが、病原菌がヘムを感知する機構は少

数の病原菌（ジフテリア菌、黄色ブドウ球菌）

においてのみ遺伝子レベルで推定されてき

たものの、その実体は長らく不明のままであ

った（図 1）。 
 

 
２．研究の目的 
病原菌のヘムセンサーのタンパク質として

の実体をとらえ、ヘム感知、細胞内情報伝達

の分子機構を理解することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
【大腸菌を用いた組み換え型 ChrS、ChrA タ

ンパク質の発現と精製】 

ジフテリア病原菌由来のヘムセンサー候補

遺伝子 chrS は膜タンパク質をコードすると

予測されている。この遺伝子にヒスタグを遺

伝子融合させたプラスミドを作成し、大腸菌

で発現させた。次に、界面活性剤を用いて細

胞膜から組み換え膜タンパク質を可溶化し、

精製した。また、ChrS タンパク質からリン酸

基を受け取る転写因子と考えられる ChrA タ

ンパク質もヒスタグを付加し、組み換え大腸

菌から精製した。 
 
【ChrS タンパク質の人工リン脂質膜への再

構成】 

得られた精製 ChrSタンパク質を人工リン脂

質膜であるリポソームやナノディスクに埋

め戻し、ヘムセンサーとしての機能を試験管

内で生化学的に解析した（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
【大腸菌 K-12 株への ChrS-ChrA によるヘム

感知の機能賦与】 

 グラム陰性菌である大腸菌の標準実験室

株である K-12 株は遺伝学的にヘムを透過さ

せる外膜チャンネルタンパク質を欠損して

おり、培地に加えたヘムは細胞膜の ChrS に

到達しない。そこで、病原性大腸菌 O-157 の

ChuA タンパク質の遺伝子をプラスミドに連

結した。また、転写因子 ChrA が作用する hmuO

遺伝子のプロモーター領域とベータガラク

トシダーゼの遺伝子 lacZ を連結したプラス

ミドを作製した。さらに ChrS と ChrA を共に

発現させるプラスミドを用意して、これら 3

つのプラスミドを lacZ 欠損株に移入した。

この組み換え大腸菌では培地中のヘムが

ChuA により外膜を透過し、細胞膜まで到達す

るはずである。次いで、ヘムは細胞膜の ChrS

によって感知され、その情報はリン酸基転移

反応により、ChrA に伝達され、活性化された

ChrA は hmuO プロモーターに作用し、ベータ

ガラクトシダーゼ活性の発現に反映される

と期待できる（図 3）。 
 

 
４．研究成果 
【ChrS タンパク質の可溶化、精製】 

組み換え ChrS タンパク質は大腸菌細胞膜



に存在しており、SDS ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動で全膜タンパク質の 10-15％を占

める主要成分となっていることが確認され

た。ChrS タンパク質は非イオン性界面活性剤

であるデシルマルトシド、ドデシルマルトシ

ドでは可溶化できたが、オクチルグルコシド

では不溶性画分に分画された。可溶化した

ChrS タンパク質はヒスタグ特異的吸着カラ

ム樹脂を用いて高純度に精製された。ChrA タ

ンパク質は水溶性なので界面活性剤を用い

ずに、細胞質画分から精製した。 

ChrS は既知の情報伝達系タンパク質のア

ミノ酸配列との比較により、ヒスチジンキー

ゼであることが推定されていたが、界面活性

剤を含む精製標品には ATPを基質とした自己

リン酸化活性はなかった。 

 

【人工リン脂質膜に再構成した ChrS のヘム

に依存した自己リン酸化】 

 ChrS は本来細胞膜に存在し、ヘムを感知し

自己リン酸化するセンサーである推定され

る。界面活性剤は膜タンパク質からリン脂質

を剥離させるとともに、タンパク質自身にも

結合するため、ChrS のリン酸化能を阻害した

と考えた。そこで、試験管内で大腸菌リン脂

質を用いた人工リン脂質膜であるリポソー

ム、ナノディスクに ChrS を埋め戻した。こ

れらの再構成した ChrS はヘムに依存した自

己リン酸化活性を有していた（図 4）。この自

己リン酸化の亢進はヘムに特有であり、コバ

ルトポルフィリンなど他の金属ポルフィリ

ンでは効果がなかった。また、ChrS から ChrA

へのヘム依存的リン酸基転移反応も確認さ

れた。これらの結果は ChrS がヘムを感知す

るリン酸化酵素であることを直接証明する

ものである。 

 

 
【大腸菌 K-12 株への ChrS-ChrA によるヘム

感知の機能賦与】 

 ChrS-ChrA のヘム感知を細胞レベルで評価

するために外膜ヘムチャンネルである ChuA、

レポーターである hmuO-lacZ、ChrS-ChrA の

発現プラスミドを作製し、大腸菌 K-12 株に

移入した。培地にヘムを加えた場合、3 つの

プラスミドを持つ菌体のみがベータガラク

トシダーゼ活性の亢進が認められた（図 5）。 

 
これらの結果は増殖中の大腸菌が外界のヘ

ムを感知し、細胞内リン酸化情報伝達によっ

て遺伝子発現を行っていることを示してい

る。したがって、細胞レベルでの ChrS-ChrA

のヘム感知の追跡を容易とし、これらのタン

パク質の変異体の機能解析を可能とする。 
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