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研究成果の概要（和文）：緑膿菌由来の走化性シグナルトランスデューサーであるAer2が、ヘムをセンサー部位とする
新規な酸素センサータンパク質であることを見出した。Aer2の結晶構造解析に成功し、センサードメイン中に存在する
ヘムに結合した酸素分子と遠位ヘムポケットに存在するTrp283との間で形成される水素結合が、Aer2による酸素分子セ
ンシング、ならびに分子内シグナル伝達に重要な役割を果たしていることを明らかにした。
また、ヘム分子センサータンパク質として機能する、新規な転写調節因子HrtRを見出し、その結晶構造を明らかにする
とともに、HrtRによるヘムセンシング、およびヘムによる機能制御の分子機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：A chemotaxis signal transducer protein Aer2 from Pseudomonas aeruginosa was found 
to be a novel heme-based oxygen sensor protein. The crystal structure of Aer2 was determined, which reveal
s that a hydrogen bonding interaction between heme-bound oxygen and Trp283 in the distal heme pocket plays
 an important role for oxygen sensing and signal transduction of Aer2.
A novel heme sensor protein HrtR was also found in this work. The molecular mechanisms of heme sensing by 
HrtR and of the heme-responsive functional regulation of HrtR were elucidated by determining its crystal s
tructure.
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様 式 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９、Ｚ‐１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 申請者は、これまでの研究において、光合
成細菌 Rhodospirillum rubrum中に含まれる
転写調節因子 CooA が、一酸化炭素（CO）に
より機能制御される、それまでに例の無い新
規な転写調節因子であることを世界に先駆
けて明らかにした。CO は呼吸毒としてよく知
られているが、申請者の研究以前においては、
CO がポジティブな生理作用を示すというこ
とは全く想定されていなかった。申請者の
CooA に関する研究は、遺伝子発現の制御とい
う生物にとって非常に重要なプロセスに CO
が関与していること、すなわち CO がポジテ
ィブな生理作用を示すことを、分子レベルで
明らかにした世界初の研究であった。CooA は、
CO センサーとして機能するヘム（鉄ポルフィ
リン錯体）を活性中心として有していた。申
請者は、ヘムが分光学的なプローブとして有
効であることを最大限に活用し、共鳴ラマン
分光、EPR、EXAFS 等の各種分光学的実験手法
と、遺伝子工学、および分子生物学的な実験
手法を駆使することにより、CooA による CO
センシングならびに遺伝子発現制御の分子
機構の解明を行った。 
 申請者の CooA に関する研究を契機とし、
新規な気体分子センサータンパク質の探索
と、その構造機能相関解明を目指した研究が、
国内外において勢力的に展開され始めた。そ
の結果、これまでに遺伝子発現制御、走化性
制御、バイオフィルム形成制御に関与するセ
カンドメッセンジャー分子（cyclic di-GMP）
の合成・分解反応の制御など、様々な生理機
能制御に関与する気体分子センサータンパ
ク質の存在が報告され始めている。申請者も、
走化性制御系において機能する新規な O2 セ
ンサータンパク質（Aer2）、酸素により機能
制御される（すなわち、酸素センサーとして
の機能を有する）cyclic di-GMP 合成酵素
（HemDGC）等が、分子中に遷移金属イオンを
含む新規な気体分子センサータンパク質で
あることを見出している。しかしながら、新
たに見出されたセンサータンパク質につい
ての研究は、世界的に見てもまだ始まったば
かりの状況であり、これらの詳細な構造機能
相関については不明な点が多く残されてい
る。 
 
２．研究の目的 
（１）バクテリアの走化性（Chemotaxis）制
御系においては、走化性シグナルトランスデ
ューサータンパク質（MCP: Methyl-accepting 
Chemotaxis Protein とも呼ばれる）が誘引物
質や忌避物質などの外部シグナルに対する
センサーとして機能している。MCP の N 末領
域には外部シグナルをセンシングするため
のセンサードメインが、C 末領域には外部シ
グナルを感知した後の細胞内シグナル伝達
に関与するシグナリングドメインが存在し
ている。 
 我々はこれまでに、枯草菌の酸素に対する

走化性制御系において酸素センサーとして
機能する MCP である HemAT を対象として研究
を行ってきた。HemAT はグロビンドメインを
センサードメインとする可溶性 MCP である。
HemAT では、グロビンドメイン中に含まれる
ヘムが酸素センサーの本体として機能して
いる。一方、大腸菌の酸素に対する走化性は、
フラビン含有 PAS ドメインをセンサードメイ
ンとする膜結合型 MCP である Aer により制御
されていることが報告されている。緑膿菌
（Pseudomonas aeruginosa）中には、大腸菌
Aer のホモログと推定される MCP が２種類
（Aer および Aer2）存在している。本研究で
は、新規に見出した酸素センサータンパク質
である緑膿菌由来の Aer2 の分光学的解析と
結晶構造解析を行い、得られた結果を基に、
Aer2 による酸素センシング・シグナル伝達の
分子機構解明を行う。 
 
（２）近年、気体分子等の小分子がシグナル
分子として機能することにより、遺伝子発現
制御を始めとする様々な生理機能制御に関
与していることが報告され、研究者の大きな
注目を集めている。本研究では、気体分子以
外にも、有機小分子であるヘム（鉄ポルフィ
リン錯体）のセンサータンパク質を研究対象
とし、これらセンサータンパク質によるエフ
ェクター分子の選択的センシングと、それに
引き続く分子内および分子間シグナル伝達、
およびエフェクター分子による生理機能発
現制御の分子機構解明を行う。特に、本研究
で見出した、ヘム分子をエフェクターとする
新規な転写調節因子 HrtR によるヘム分子セ
ンシング、ならびにヘムによる HrtR の機能
制御の分子機構解明に重点をおいて研究を
進める。 
 
３．研究の方法 
（１）Aer2 が酸素をセンシングした後に起こ
る分子内シグナル伝達反応においては、「エ
フェクター分子の結合によりタンパク質の
コンフォメーションが変化する」ことが重要
な役割を果たしていると考えられる。このこ
とを明らかにするためには、Aer2 の構造情報
が不可欠であるので、本研究において Aer2
の X線結晶構造解析を行うことにより上記仮
説の検証を行う。 
 
（２）HrtR の機能解析として、in vitro に
おける標的 DNA との結合実験を、蛍光偏光解
消度測定およびゲルシフト法により行う。一
連の変異体についても同様な解析を行い、
HrtR による標的 DNA の認識・結合能発現にお
いて、ヘムが果たす役割を明らかにする。 
 
（３）HrtR の結晶構造解析においては、ヘム
を結合していないアポ型 HrtR、ヘムを結合し
たホロ型 HrtR の結晶化条件の検討を行い、
高分解能での結晶構造解析に適した結晶を
取得し、構造解析を行う。得られたアポ型と



ホロ型の構造を詳細に比較し、HrtR によるヘ
ムセンシングに関与しているアミノ酸の同
定を行うとともに、ヘム結合によりどのよう
な構造変化が誘起されるか、その構造変化が
HrtR の機能制御にどのように関与している
か等についての知見を得る。 
 転写調節因子である HrtR の DNA 結合能が、
どのような分子機構により制御されている
かを明らかにするためには、標的 DNA と複合
体を形成した HrtR の構造解明が必要不可欠
である。そこで本研究では、DNA と HrtR との
複合体の結晶構造解析も行う。 
 
 
４．研究成果 
（１）Aer2 は、679 アミノ酸残基よりなる可
溶性タンパク質であり、N末端より poly HAMP
ドメイン、PAS ドメイン、di HAMP ドメイン、
MCP ドメインの４つのドメインから構成され
ると考えられている。本研究では、poly HAMP
ドメイン、PAS ドメイン、di HAMP ドメイン
からなる HPH-Aer2（1 ‒ 384 残基）、および
PAS ドメイン、di HAMP ドメインからなる
PH-Aer2（173 ‒ 384 残基）の結晶構造解析を
試み、HPH-Aer2 については分解能 3.2 Å で、
PH-Aer2 については分解能 2.4 Å で構造決定
を行った。HPH-Aer2、PH-Aer2 いずれの場合
も、KCN 存在下において酸化型 Aer2 を用いて
結晶化を行った。 
 本研究で決定した PH-Aer2 の構造を図１に
示す。173~306 残基目までの領域は、はっき
りとした電子密度が観測されたものの、307
残基目以降（di HAMP ドメイン）は明瞭な電

子密度が観測されなかった。PH-Aer2 中の PAS
ドメインは、これまでに報告されている FixL
および EcDos 中のヘム含有 PAS ドメインと類
似の構造を有しているが、いくつかの点で
FixL、EcDos とは異なる特徴を有している。
すなわち、FixL および EcDos の場合は、ヘム
軸配位子である His がヘム近位側に存在する
α3 ヘリックス上に存在しているのに対し、
Aer2 においては α3 ヘリックス上流に存在す
る３10 ヘリックス（η1）上にヘム軸配位子と
して機能する His234 が存在していることが
分かった。ヘム鉄上には、CN-に帰属される電
子密度が観測されたことから、本研究で得ら
れた構造は、シアン結合型 PH-Aer2 の構造で
あると考えられる。 
 ヘムに結合した CN-の窒素原子と、ヘム遠

位側ポケットに存在する Trp283 側鎖中の窒
素原子間の距離は 3.0 Å であることから、ヘ
ムに結合した CN-と Trp283 側鎖間で水素結合
が形成されているものと推定される（図２）。
現時点では、酸素結合型 Aer2 の構造は得ら
れてはいないが、酸素結合型 Aer2 において
もシアン結合型の場合と同様、ヘムに結合し
た酸素分子と Trp283 間で水素結合が形成さ
れるものと推定される。 

 FixL および EcDos では、FG ループ上に存
在する Arg 残基が、ヘムに結合した酸素分子
と水素結合を形成すること、および、酸素が
結合することにより FG ループのコンフォメ
ーション変化が誘起され、このコンフォメー
ション変化が酸素センシング後の分子内シ
グナル伝達に重要な役割を果たすと考えら
れることが報告されている。一方、Aer2 にお
いてヘムに結合した酸素と水素結合を形成
すると考えられる Trp283 は、PAS ドメインの
C末端に存在するβ5ストランドに存在してお
り、FG ループ（α3 とβ3間のループ）上には
酸素と水素結合を形成可能なアミノ酸残基
は存在しない。β5 ストランドは、 PAS ドメ
インと隣接した di HAMP ドメイン（PH-Aer2
の構造中で観測されているα4ヘリックスは、
di HAMP ドメインの一部である）に直接連結
している。これらのことを総合すると、Aer2
中のヘムに酸素が結合し、酸素と Trp283 の
水素結合が形成されることにより、Trp283 付
近のコンフォメーション変化が誘起され、そ
のコンフォメーション変化が di HAMP ならび
に MCP ドメインのコンフォメーション変化を
引き起しているものと推定される。これまで、
ヘム含有 PAS ドメインのシグナル伝達機構と
しては、ヘムにリガンドが結合することによ
り誘起される FG ループのコンフォメーショ
ン変化が重要であると考えられていたが、
Aer2 における分子内シグナル伝達反応は、こ
れまでのヘム含有 PAS ドメインとは異なる分
子機構で駆動されていることが分かった。 
 HPH-Aer2 は、図３に示すようなホモダイマ
ー構造を有していることが分かった。N 末に
存在する poly HAMP ドメインは、特徴的なヘ

 
図１ PH-Aer2 の結晶構造 

 
 

 
図２ Aer2 ヘム周辺の構造 

 
 



リックスバンドル構造を有している。N 末
poly HAMP ドメインを欠損した PH-Aer2 は、
モノマーとして存在することから、N末 poly 
HAMP ドメインは、Aer2 の二量化に重要な役
割を果たしているものと推定される。 
 
（２）HrtR の DNA 結合能は、HrtR タンパク
質へのヘム分子の結合解離により制御され
ていることが分かった。すなわち、ヘムを結
合していないアポ型 HrtR が標的 DNA に対す
る特異的結合能を有しており、HrtR にヘムが
結合することにより、その特異的 DNA 結合能
が失われ、標的 DNA から解離する。本研究で
は、まず、蛍光偏光解消法によりアポ HrtR
の DNA 結合親和性の解析を行った。その結果
を図４に示す。アポ型 HrtR と蛍光標識した
標的 DNA を混合した場合、アポ型 HrtR の濃
度上昇に伴い、蛍光偏光解消度の増加が観測
された。このことから確かに、アポ型 HrtR
が標的 DNA と複合体を形成していることが分
かる。この結果を解析した結果、標的 DNA・

アポ型 HrtR 複合体の解離定数 Kdは、0.2 nM
であることが分かった。アポ型 HrtR の代わ
りにホロ型 HrtR を用いた場合には、蛍光偏

光解消度は全く変化しなかった。この結果は、
ホロ型 HrtR が標的 DNA とは結合しないこと
を示しており、ゲルシフトアッセイの結果と
も一致した。 
 
（３）アポ型 HrtR による標的 DNA の認識機
構を明らかにするため、標的 DNA・アポ型 HrtR
複合体の結晶構造解析を行い、その構造決定
に成功した。本複合体の結晶には、15 塩基対
の DNA 断 片 （ セ ン ス 鎖 の 配 列 ：
5’-ATGACACAGTGTCAT-3’）を用いた。HrtR
はホモダイマー構造を有しており、その全体
構造は TetR ファミリーに属する転写調節因
子の構造と類似していた。N 末領域が、ヘリ
ックス・ターン・ヘリックス構造を DNA 結合
モチーフとする DNA 結合ドメインを構成して
いる。HrtR と標的 DNA との相互作用を調べた
ところ、Tyr50 の側鎖とチミン 12 との間で、
CH-π相互作用が、Arg46 の側鎖とグアニン 11
の間で水素結合が観測された。DNA 中の塩基
と相互作用しているのは、Tyr50 と Arg46 の
二残基のみであった。また、これら二つの側
鎖（Arg46 と Tyr50）間にも水素結合が観測
された。His37、Arg46、および Tyr50 の側鎖、
ならびに Ile35、Met36 の骨格アミド基は、
DNA 骨格のリン酸基との間で水素結合を形成
していることも分かった。Arg46 あるいは
Tyr50 に変異を導入した R46A、Y50F、Y50A 変
異体は、いずれも特異的な DNA 結合能を失っ
ていることが分かった。これらの結果より、
HrtR による標的 DNA 配列の認識、および特異
的 DNA 結合能発現には、Arg46 と Tyr50 の存
在が必須であることが分かった。 
 標的 DNA・アポ型 HrtR 複合体の結晶構造に
加え、ヘムを結合したホロ型 HrtR の結晶構
造決定にも成功した。HrtR はいずれの場合も
ホモダイマー構造を有しており、その構造は
TetR ファミリー転写調節因子と類似してい
た。HrtR では、N 末領域が、ヘリックス・タ
ーン・ヘリックス構造を DNA 結合モチーフと
する DNA 結合ドメインを構成している。エフ
ェクター分子であるヘムの結合サイトは、C
末領域に存在する疎水性キャビティー中に
存在しており、His72 と His149 が軸配位子と
してヘムに配位することが分かった。また、
ヘム結合に伴って HrtR 中のα4 ヘリックス部
分にコイル・ヘリックス転移が誘起され、そ
の結果 DNA 結合ドメインの相対配置が変化す
ることにより DNA 結合能を失うことが明らか
となった。 
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