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研究成果の概要（和文）：本研究では、高感度な環境汚染物質検出システム構築のために必須となる、環境汚染物質を
センシングするセンサータンパク質調製のための構造基盤解明を行った。具体的には、鉄錯体の一種であるヘム（鉄ポ
ルフィリン錯体）をセンシングするための構造基盤を明らかにするため、ヘムセンシング能を有する二種のヘム輸送タ
ンパク質（Listeria monocytogenes由来のHupDおよびCorynebacterium glutamicum由来のHmuT）を対象とし、X線結晶
構造解析、および各種分光学的手法を用い、これらヘム輸送タンパク質によるヘム分子のセンシング、ならびにヘム結
合反応の分子機構解明を行った。

研究成果の概要（英文）：In this work, the structural basis of sensor proteins was elucidated for the 
construction of sensitive sensing systems of environmental pollutions. Especially, the structural and 
functional relationships of two heme transport proteins, HupD from Listeria monocytogenes and HmuT from 
Corynebacterium glutamicum, that have heme sensing ability was elucidated by X-ray crystallography and 
spectroscopic studies to understand the molecular mechanisms of heme sensing and binding.

研究分野：生体機能関連化学

キーワード： センサータンパク質　ヘムセンサー
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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、外部
環境シグナルを感知した後、そのシグナルに
応答した遺伝子発現、細胞内代謝系、および
運動性等制御に関与するセンサータンパク
質に関する研究に取り組んできた。これらの
センサータンパク質が感知する外部環境シ
グナルとしては、酸素、一酸化炭素、一酸化
窒素などの気体分子、重金属イオンなどの化
学物質、光刺激などの物理的シグナルがある。
申請者は、これらの中でも特に、気体分子を
センシングするためのセンサー活性中心と
してヘムを利用している、ヘム含有型気体分
子センサータンパク質を主な研究対象とし、
それらの構造機能相関の解明を目指して研
究を進めてきた。また、亜鉛イオン、ヘム（鉄
ポルフィリン錯体）などをシグナル分子とす
る転写調節因子の構造機能相関解明に関す
る研究にも取り組んできた。これらの研究を
進めるなかで、センサータンパク質を基盤と
して、重金属イオンや重金属含有化合物のよ
うな環境汚染物質を高感度に検出可能なシ
ステムを構築できるのではないかとの着想
を得て、本研究を開始することとした。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、高感度な環境汚染物質検出シ
ステム構築のために必須となる、環境汚染物
質センサーの開発を目的とし、環境汚染物質
をセンシングするセンサータンパク質調製
のための構造基盤の解明を行う。 
	
 重金属イオンや重金属含有化合物のよう
な環境汚染物質をセンシング可能なセンサ
ータンパク質を調製するためには、それらセ
ンサータンパク質の作動原理の解明が必要
不可欠である。そこで本研究では、遷移金属
イオン、あるいは遷移金属含有化合物のセン
サーとして機能する可能性のあるタンパク
質の幾つかを対象とし、これらセンサータン
パク質の作動原理の解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
	
 本研究で研究対象としたタンパク質はい
ずれも、大腸菌 BL21(DE3)株を発現用宿主、
T7 プロモータを有する pET ベクターを発現
用プラスミドとして使用して、組換えタンパ
ク質として発現させた。等温滴定型カロリメ
トリー（ITC）測定には、MicroCal iTC200を用
いた。電子スピン共鳴（EPR）スペクトルは、
Bruker E680を用いて測定した。 
 
４．研究成果 
	
 代表的な鉄錯体の一つであるヘム（鉄ポル
フィリン錯体）をセンシングするための構造
的基盤を明らかにするため、下記に示す二種
のヘムセンシング（ヘム結合）能を有するヘ
ム輸送タンパク質を対象とし、これらヘム輸
送タンパク質によるヘム分子のセンシング、
ならびにヘム結合反応の分子機構解明を行
った。 

 
（１）グラム陽性細菌 Listeria monocytogenes 
由来 HupDは、本菌の細胞表層に存在し、ヘ
ムトランスポーターである HupCG にヘム分
子を輸送するヘム輸送タンパク質である。本
研究では、大腸菌における HupD発現系の構
築を行った。HupDの N末部分に存在するシ
グナルペプチドと推定される 20 残基を削除
したもの（tHupD）を大腸菌で発現させたと
ころ、tHupDは可溶性画分に発現し、均一な
状態にまで精製することができた。精製した
tHupDは、SDS-PAGEおよびゲルろ過クロマ
トグラフィーを用いた分子量測定の結果、モ
ノマーとして精製されていることが分かっ
た。 
	
 HupD によるヘムセンシング能を明らかに
するため、アポ型 tHupDを用いたヘム滴定反
応を行った。その結果、tHupDとヘム分子は、
1:1 の結合比で複合体（ヘム結合型 tHupD）
を形成することを明らかにした。ITC 測定の
結果（図１）からも、tHupDとヘムの結合比
が 1:1 であることが支持された。ITC 測定の
結果、tHupDのヘム分子に対する解離平衡定
数（Kd）は、6.45 x 10-9 Mと、非常に高いヘ
ム結合親和性を示し、tHupDが高感度なヘム
センシング能を有していることが分かった。 
	
 酸化型（Fe3+）ヘム結合型 tHupDは、412、

 

図１	
 (a) ヘム添加に伴う熱シグナル、(b) 

解析データ 



575、538 nm に、還元型（Fe2+）ヘム結合型
tHupDは、425、530、561 nmに、それぞれ吸
収極大をもつ uv/visスペクトルを与えた。還
元型 tHupDを COガスと反応させると、ヘム
鉄に CO が結合した CO 結合型 tHupD（420、
538、567 nmに吸収極大を示す）が生成した。
酸化型 tHupDは、図２に示すような電子スピ

ン共鳴（EPR）スペクトルを与えた。tHupD
の EPRスペクトルは、二つのヒスチジン残基
を軸配位子とするヘムタンパク質（例えば、
チトクローム b558）のものと類似していた。
また、tHupDの共鳴ラマンスペクトル解析か
らも、ヘム結合型 tHupD中のヘムは、二つの
ヒスチジンを軸配位子としていることを示

唆する結果が得られた。（図３） 
	
 ヘム結合型 tHupD におけるヘム軸配位子
を同定するため、 tHupD 中のヒスチジン
（tHupD 中には、105、259、290 番目の位置
に、三つのヒスチジンが存在している）をア
ラニンに置換した三種の変異体（H105A-、
H259A-、H290A-変異体）を調製し、それら
の分光学的特性を野生型のものと比較検討
した。その結果、H290A-変異体は野生型と同
じ特性を示したのに対し、H105A-、および
H259A-変異体は、下記に示すように、野生型
とは異なる特性を示した。野生型 tHupDを大
腸菌で発現させた際には、tHupDはヘム結合
型とアポ型の混じりとして発現するのに対
し、H105A-、および H259A-変異体は、完全
なアポ型として発現した。このことは、
H105A-、および H259A-変異体では、ヘム結
合能が野生型に比べて低下していることを
示唆している。H105A-変異体は、結合親和性
は低下しているものの、ヘム結合型を形成し
た。その uv/visスペクトル、および共鳴ラマ
ンスペクトルを測定した結果、ヘム結合型
H105A-変異体中のヘムは、５配位高スピン状
態と６配位高スピン状態が混合した状態に
あることが分かった。このことから、H105A-
変異体中のヘムは、His259が第５配位子とし
て軸配位しており、第６配位座に水分子が配
位した状態（６配位高スピン状態）と、第６
配位座が空配位座となっている状態（５配位
高スピン状態）の二つの状態を取っているも
のと推定される。一方、H259A-変異体は、特
異的ヘム結合能を完全に失っていることが
分かった。これらの結果より、tHupDによる
ヘム結合には、二つのヒスチジン（His105と
His259）が関与しているが、両者の役割は等
価ではないことが分かった。すなわち、His105
が欠損しても、結合親和性は低下するものの、
tHupDのヘム結合能は保持されているのに対
して、His259が欠損すると tHupDのヘム結合
能は完全に失われてします。したがって、
tHupDによるヘムセンシング、ヘム結合には、
His259が必要不可欠であることが分かった。 
 
（２）グラム陽性細菌 Corynebacterium 
glutamicum 中に存在する HmuTUV は、
Listeria monocytogenes	
 HupDGC と類似のヘ
ム輸送システムである。HmuUV は、ヘムを
輸送基質とする ABC トランスポーターとし
て、HmuT はトランスポータである HmuUV
へとヘムを輸送する基質（ヘム）結合タンパ
ク質として機能する。本研究では、
Corynebacterium glutamicum 由来の HmuT 
(CgHmuT) のシグナル配列を除き、その C末
端に 6xHistidine tagを付加したコンストラク
トを作製し、大腸菌組換え系を用いて大量発
現した。大腸菌で発現した HmuTは、ヘムを
結合したホロ型HmuTとして精製することが
できた。精製したHmuT中に含まれるヘムは、
酸化型として存在していた。精製した酸化型
HmuT を用いて結晶化スクリーリングを行い、

 

図２	
 tHupDの EPRスペクトル 

 

図３	
 tHupDの共鳴ラマンスペクトル 

（上段、中段、下段は、それぞれ CO結合

型、還元型、酸化型 tHupDのスペクトル） 



硫酸アンモニ
ウムを沈殿剤
とする条件で
結晶構造解析
に 適 し た
HmuT 単結晶
（図４）を得
た。大型放射
光 施 設
SPring-8 のビ
ー ム ラ イ ン

BL44XUを用いて、回折強度データを収集し
た。Yersinia pestis由来の HmuT （YpHmuT）
の結晶構造を使って初期モデルを作成し、
Phaser-MR を用いた分子置換法により位相決
定した。AutoBuildと Cootを用いて立体構造
を構築・修正した後、phenix.refine による構
造の精密化を行った。 
	
  CgHmuT 結晶は空間群 P41212 に属し、格
子定数は a= b= 73.4、 c= 146.7、非対称単位
中に CgHmuTを 1分子含んでいた。CgHmuT
はN末端ドメインとC末端ドメインから構成
されており、２つのドメイン間に形成された
クレフトにヘム 1分子が結合していた (図５)。 

	
 ヘムは N末端ドメイン中の His141と C末
端ドメイン中の Tyr240 を軸配位子とする６
配位構造をとっていた。CgHmuTに結合した
ヘムは、ヘムのα-γメソ炭素軸回りに互いに
180 度回転した二種類の配向が混在していた 
(図６)。CgHmuT のヘム結合クレフトには疎
水性アミノ酸側鎖が存在しているが、いずれ
の結合様式においても、ヘムの側鎖と相互作
用している残基は存在しない。また、ヘムプ
ロピオン酸基と相互作用している残基も存
在しなかった。これらの結果より、ヘム軸配

位子として機能する His141 と Tyr240 が、
CgHmuTによるヘム分子の認識・捕捉に中心
的な役割を果たしていると考えられる。 
	
 CgHmuT と YpHmuT のアミノ酸配列の相
同性は低いにも関わらず、両者の結晶構造は
類似していた。アミノ酸配列を比較すると、
CgHmuTは YpHmuTに比較して N末端が 50
アミノ酸程度長い。CgHmuT の N 末部分は、
N末端ドメインから C末端ドメインへタンパ
ク質全体を巻くように伸びていた。この点を
除けば、両者の間に全体構造の大きな違いは
見られなかった。しかしながら、ヘム結合部
位には顕著な違いが見られた。YpHmuTがタ
ンパク質１分子中に 2分子のヘムを結合する
のに対し、CgHmuTは 1分子のみ結合してい
る。 
	
 YpHmuTでは、クレフト中に２分子のヘム
がスタックした状態で取込まれており、一方
のヘムには Tyr70 が、もう一方のヘムには
His167 が軸配位している。これに対して、
CgHmuTは１分子のヘムを取込み、His140と
Tyr240がヘムに軸配位している。アミノ酸配
列のアライメント上では、ヘムの軸配位子は
保存されていないが、ヘムに配位するアミノ
酸残基の種類としては保存されていた。
CgHmuT中でヘム軸配位子として機能してい
る Tyr240は、近傍に存在する Arg242と水素
結合を形成していると考えられる。YpHmuT
中の Tyr70と Arg72との間にも、同様な水素
結合が存在している。この水素結合が、HmuT
のヘム結合親和性を制御している可能性が
考えられるが、その詳細については現在検討
中である。 
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