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研究成果の概要（和文）：  

病原性のバクテリアは、感染した宿主のヘムを取り込み鉄源として利用している。ヘムの取

り込みを行っているのがヘムトランスポーターという膜タンパク質である。ヘムトランスポー

ターによるヘム輸送機構の分子レベルでの理解を目指して、ヘムトランスポーターの結晶構造

解析に挑戦した。最終的に分解能 3.5 Å のヘムトランスポーターの結晶を得ることに成功した。

またヘムが結合していると思われる色のついたヘムトランスポーターの結晶化にも成功した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Pathogenic bacteria sequester heme from the infected host as an iron source. Heme 

transporter is the membrane protein used to transport heme into the cytoplasm. To further 

understanding of the transport mechanism, I have pursued X-ray crystallographic analysis. 

Through trial and error, 3.5 Å resolution crystal of heme transporter was obtained. In 

addition, colored crystal thought to be heme-bound has been obtained. 
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１．研究開始当初の背景 

緑膿菌やペスト菌などの病原菌はヒトや家
畜等の宿主に感染する際、血液中にあるヘム 

(鉄-ポルフィリン錯体) を取り込み (奪い取
り) 鉄源として利用している。ヘムの取り込
みを行っているのが本研究対象であるヘム
トランスポーターという膜タンパク質であ
る。菌体内に取り込まれたヘムはヘム分解酵
素であるヘムオキシゲナーゼによってビリ
ベルジンと遊離の鉄に分解される。遊離した
鉄は様々な金属タンパク質の活性中心で利
用される (図 1)。一方、宿主側は病原菌の感
染を阻止するため、遊離のヘムを積極的に回
収していることが知られている。つまり病原
菌の観点からすれば、ヘムトランスポーター
がヘムを輸送できるか否かが感染の律速と
なっている。感染した病原菌の鉄獲得経路を
遮断して兵糧攻めにするという概念から、ヘ

ムトランスポーターは抗生物質のターゲッ
トとしても注目されており、詳細な輸送機構
の解明が望まれている。 

 ヘムトランスポーターは、細胞外のヘムを
捕獲する PP と、膜貫通領域である TM、
ATP 結合ドメインである  NBD が  1:2:2 

の  5 量体を形成した膜タンパク質であり 

(図 1)、ABC トランスポーターファミリーに
属する。PP が捕獲したヘムを TM が受け取
り、NBD による ATP 加水分解エネルギー
を利用してヘムを輸送すると考えられてい
るが肝心なヘムの認識と解離の機構が全く
分かっていない。これまで知られているヘム
タンパク質はヘムの鉄原子に  His や  Tyr 

などのアミノ酸側鎖を配位結合させること
によりヘムを活性中心に固定していた。この
ことから、ヘムトランスポーターにおいても
基質であるヘムの認識には His や Tyr に
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よる配位結合を用いていると予想される。実
際、最近構造解析に成功した PP は His や 

Tyr を用いた配位結合でヘムを認識してい
た。しかし配位結合は疎水性相互作用や水素
結合などに比べ強固な化学結合であり、どの
ような仕組みで一度認識 (結合) したヘムを
解離させるのか、その詳細は不明であると同
時に興味深い。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1: ヘムトランスポーターのサブユニット
構造と病原菌の鉄源獲得のストラテジー。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、ヘムトランスポーターによる
ヘムの認識と解離の詳細を分子レベルで明
らかにすることで病原菌によるヘムの輸送
機構及び鉄獲得能を理解することを目的と
した。そのための主な研究手法として X 線結
晶構造解析を用いた。 

 

 

３．研究の方法 

 本研究は結晶化に最適なヘムトランスポ
ーターを見つけるところから始まった。最初
に、ヒトに感染することが知られているグラ
ム陰性菌で、かつゲノム上で PP, TM, NBD 

がオペロンを形成しているヘムトランスポ
ーターすべてをデータベースから調べた。そ
の中の各属から 1 種ずつを選んで、12 種類
のヘムトランスポーターのコンストラクト
を準備した。PP と TM が強く相互作用する
ものは、結晶化の際に親水性領域が増えるた
め結晶化に有利であるという考えのもと、PP 

と TM が強く相互作用するコンストラクト
の選別を行った。選別方法には GFP を用い
た蛍光ゲルろ過法を用いた。まず  PP に 

GFP を付けたコンストラクトを作成し、そ
れを発現させた菌体の破砕液をゲルろ過に
流して、GFP 由来の蛍光を測定する。次に 

PP-GFP の発現菌体破砕液に TM-NBD を
発現して可溶化したモノを加えて再び蛍光

ゲルろ過を行う。PP と TM が強く相互作用
する場合は PP-TM-NBD 複合体を形成する
ため PP-GFP に由来する蛍光が高分子量側
にシフトする(図 2)。このような方法を経て 

12 種類のコンストラクトの中から病原菌 

Burkholderia cenocepacia 由来のヘムトラ
ンスポーターを選抜、結晶構造解析に用いた。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2: 蛍光ゲルろ過法を用いたヘムトランス
ポーターの選別のイメージ。横軸に溶出時間、
縦軸に GFP の蛍光強度をとっている。左側
は  PP-GFP のみのチャート、右側は 

PP-GFP に可溶化した TM-NBD を加えた
ときのチャート。 

 

選抜されたヘムトランスポーターをコー
ドするプラスミドを大腸菌 C41 (DE3) 株に
形質転換し、 LB 培地で大量培養を行った。
得られた菌に対しフレンチプレスと超遠心
機を用いて膜画分を得た。膜画分に界面活性
剤を加えてヘムトランスポーターを可溶化
後  Ni-NTA agarose とゲルろ過カラム 

Superdex 200 を用いて目的タンパク質を精
製した。精製したヘムトランスポーターを結
晶化に適した濃度にまで限外ろ過により濃
縮した。精製、濃縮したヘムトランスポータ
ーをシッティングドロップ蒸気拡散法によ
り結晶化した。沈殿剤の濃度、種類、pH 等、
結晶化スクリーニングで得られたパラメー
ターの最適化を行い、結晶化条件の精密化を
行った。得られた結晶に対し、SPring-8 ビ
ームライン BL41 XU を用いて結晶の回折
強度データを収集した。この時、回折データ
収集に適したクライオプロテクタントの条
件の検討も行った。 

ヘムトランスポーターの位相決定に向け
て、メチオニン要求の大腸菌株 B834 (DE3) 

と最小培地を用いて、温度 (16, 25, 30℃)、
IPTG 濃度 (0.3 mM, 1.0 mM) 等をパラメ
ーターにしてセレノメチオニン誘導体の培
養条件検討も行った (表 1, 図 5) 。 

 

 

４．研究成果 

(1)ヘムトランスポーターの結晶化について。
申請時に得られていたヘムトランスポータ
ーの結晶の分解能向上のため、ヘムトランス
ポーターをノニルグルコシド (以下 NG) と
いう界面活性剤で精製、シッティングドロッ



 

 

プ法による結晶化を行った。その結果、20℃, 

5% PEG 2K, 100 mM HEPES (pH 7.6)の条
件で分解能 3.5 Å の結晶を得ることに成功
した (図 2)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 :NG で精製したヘムトランスポーター
の結晶。 

 

 

得られたヘムトランスポーターの回折強
度データについて分子置換法による位相決
定を試みた結果、主鎖を認識できる程度の電
子密度を得ることができた (図 3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3: ヘムトランスポーターの電子密度図と
主鎖モデル。 

 

 

しかしヘムトランスポーターによるヘム
の認識と解離の機構を明らかにするために
は、側鎖の構造情報が必要であり、さらなる
結晶の分解能向上のためオクチルグルコシ
ド (以下 OG) という界面活性剤での精製を
試みた。試行錯誤の末、スクロースやグリセ

ロール等の添加材を加えることで OG を使
った精製に成功し、結晶化にも成功した。ま
た 20℃, 33% PEG400, 0.2 M MgCl2, 0.1 M 

KCl, 25 mM Sodium Citrate (pH4.0) の条
件でヘムが結合していると思われる色のつ
いた ヘムトランスポーターの結晶化にも成
功した (図 4)。これはヘムトランスポーター
がどのようにヘムを認識しているのかを明
らかにするために重要な結晶である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4: ヘムトランスポーターの有色結晶。 

 

 

(2)ヘムトランスポーターの位相決定に関し
て。前述した結晶の構造解析のためにはヘム
トランスポーターのセレノメチオニン誘導
体等が必須となる。メチオニン要求株である
大腸菌 B834 (DE3) 株においてヘムトラン
スポーターの最適な発現条件検討を行った。
誘導時の温度や IPTG 濃度の他に、コント
ロールとして、培地 (最小培地や LB 培地)、
発現菌株等もパラメーターとして加えた (表 

1)。 検出方法は TM についている His タグ
へのウェスタンブロッティングを用いた(図 

5)。その結果、最も発現量の多い条件は 16℃, 

0.3 mM IPTG であることが分かった。 

 

 

表 1: B834 における TM の発現条件検討 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

※ Min は最小培地、B834 は B834 (DE3) 

株、C41 は C41 (DE3) 株をそれぞれ意味す
る。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5: B834 (DE3) におけるヘムトランスポ
ーターの発現条件検討。TM についている 

His-tag へのウェスタンブロッティングの結
果。M は分子量マーカーを意味し、レーンの
上に書かれた各数字は表 1 の ID にそれぞ
れ対応している。TM-His の計算分子量は約 

38.8 kDa であり、レーン 1 の条件での発現
量が多いことが分かる(赤の破線) 。 

 

 

(3)ヘムトランスポーターの一部でヘムを捕
獲する可溶性のタンパク質 PP 単体での結
晶化も行った。その結果、4℃, 17% PEG3350, 

230 mM Calcium Acetate と 4℃, 2.0 M 

Ammonium Sulfate, 100 mM Acetic acid 

pH4.6 ～ 4.8 の条件でそれぞれ結晶が得ら
れた。それぞれの回折強度データを収集し、
現在解析中であるが、以下のことが分かった。
前者の結晶化条件では PP は 2 つのヘムと
結合しているのに対し、後者の結晶化条件で
は 1 つのヘムと結合していた。PP はヘムを 

2 つ結合する場合には、Tyr88 と His193 

を使うのに対し、ヘムを 1 つ結合する場合
には、Tyr88 のみを使っていることが分かっ
た (図 6 a-b)。このことは PP はヘムを結合
する際に、Tyr88 と His193 を等価に用い
ているのではなく最初に Tyr88 で 1 つ目の
ヘムを認識した後に  2 つめのヘムを 

His193 で認識している可能性を示唆してい
る。これらの結果をうけ、PP の  Y88F, 

H193A, Y88F と H193A のダブルミュータ
ントのコンストラクトを作成した。今後はこ
れら PP の変異体を用いたヘム輸送実験を
行い、PP に結合したヘムの数とヘム輸送機
構への影響について調べる必要がある。 

 最近、ヘムと結合していない Apo PP の結
晶を得ることにも成功した。結晶化条件は、
4℃, 8% v/v Tacsimate pH 5.0, 20% PEG 

3350 であった。 
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図 6: ヘムを 1 つ結合した状態の PP の結
晶構造。(a) が全体構造で、Tyr88 と His193 

とヘムのみ電子密度を表示してある。四角で
囲ってある部分を拡大したのが (b) となる。 
 

 

(4)ヘムトランスポーターの機能解析につい
て。精製したヘムトランスポーターをリポソ
ームに取り込み、プロテオリポソームの系の
確立に成功した。プロテオリポソーム中のヘ
ムトランスポーターに  ATP の加水分解活
性があることも確認できた。このとき、過剰
量のヘムはヘムトランスポーターの ATP 加
水分解活性を阻害することを発見した。 

さらにヘムトランスポーターからヘムを
受け取る細胞内タンパク質である  HmuS 

の発現と精製を試みた。HmuS の精製はヘ
ム輸送活性測定に必須である。GST 結合 

HmuS を発現させた大腸菌をフレンチプレ
スで破砕し、その上清を GS4B レジンに流
し、PreScission 処理して溶出してきたモノ
をゲルろ過カラム Superdex 200 に流した 

(図 7)。 ゲルろ過の後半のフラクションを採
り、精製 HmuS とした。SDS-PAGE を見
る限り、精製された HmuS のバンドは計算
分子量よりもやや低分子量側に位置してい
ると同時に、3 つくらいのバンドが重なって
見えていた。このことから、この HmuS は



 

 

末端側のいくつかのアミノ酸残基が分解さ
れていると考えられる。今後は質量分析等を
行い、分解されているアミノ酸残基を正確に
見積もり、HmuS コンストラクトを再設計
する必要があると思われる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7: HmuS の精製過程の SDS-PAGE。赤
の破線で囲った部分を採取し、精製 HmuS 

とした。 
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