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研究成果の概要（和文）：病原性細菌の中には生存に必須の鉄を感染宿主の血中ヘモグロビンのヘムから獲得す
る仕組みを活用しているものがある。ヘム鉄の獲得は、(1) ヘモグロビンから遊離したヘムを菌体外に分泌され
たヘモフォアがつかむ (2) 外膜、内膜を膜貫通タンパクを介してヘムが通り抜ける (3) 細胞質に到達したヘム
から鉄が引き抜かれる の３段階からなる。「胃腸炎の原因細菌の一種であり、通性嫌気性細菌に属するエルシ
ニア菌のヘムならびに鉄の抽出プロセスをバイオインフォマティクスと各種分光法や結晶構造解析の手法を駆使
して解明し、そのプロセスを人為的に狂わせて生育、感染を阻止すること」を目的として本研究を実施した。

研究成果の概要（英文）：Some Gram-negative pathogens import host heme into the cytoplasm and utilize
 it as an iron source for their survival. We report here that HmuS, encoded by the heme utilizing 
system (hmu) locus in Y. pseudotuberculosis, cleaves the protoporphyrin ring to release iron from 
heme. A liquid chromatography/mass spectrometry analysis revealed that the degradation products of 
this reaction are two biliverdin isomers that result from transformation of a verdoheme 
intermediate.  Although HmuS does not share amino acid sequence homology with heme oxygenase (HO), a
 well-known heme-degrading enzyme, absorption and resonance Raman spectral analyses suggest that the
 heme iron is coordinated with an axial histidine residue and a water molecule in both enzymes. The 
search for HmuS inhibitors is underway to prevent the proliferation of the enteric pathogenic 
bacteria.

研究分野：生体関連化学

キーワード： ヘム　鉄
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研究成果の学術的意義や社会的意義
様々な病気や細菌による感染リスクの高い高齢者が増える社会を迎え、病原性細菌の感染を抑えることは重要な
課題である。本研究から得られる知見は、こうした細菌の生育を抑えることに寄与するものである。本研究によ
り、グラム陰性病原性細菌であっても好気性細菌と通性嫌気性細菌ではヘムの菌内への取り込みやヘムからの鉄
の抽出プロセスが異なることが明らかになってきた。細菌が持つ鉄獲得戦略の多様性と普遍性を精緻に検証する
ことは学術的にも興味深い事項である。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
鉄は生命活動に必須の金属イオンであ
り、生物は生存のために様々な鉄獲得機構
を進化させてきた。人畜を宿主として感染
する病原性細菌も例外ではない。こうした
細菌は、宿主の血中ヘモグロビン（Hb）に
豊富に存在するヘムを鉄源として取り入
れ、ヘムから鉄を抽出する仕組みを活用し
ていることが知られている。グラム陰性病
原性細菌では、 
第１ Hb から遊離したヘムを分泌タンパ
クであるヘモフォアを用いて掴まえ、
外膜上の膜貫通タンパクにまで運ぶ過
程  
第２ 外膜ならびに内膜上の膜貫通タンパ 
クを介してヘムを細胞質にまで取り込む過程  
第３ 細胞質に達したヘムから鉄を抽出し、鉄含有タンパクと結合させて再利用する過程  
の大きく３段階からなる（Fig.1）。私達は、好気性である緑膿菌（皮膚、呼吸器疾患の原因菌の
一種）と通性嫌気性細菌であるエルシニア菌（胃腸炎の原因菌の一種）は、共にグラム陰性細菌
に属しているにも関わらずヘモフォアによるヘム分子の掴み方が異なることを明らかにし
(Fig.2 (a) 緑膿菌のヘモフォア, (b) エルシニア菌のヘモフォアの全体とヘム近傍構造)、それ故、
緑膿菌においてヘモフォアの機能を狂わせて生育を抑えることのできる阻害剤がエルシニア菌
では有効ではないことを知った。しかし、当時、エルシニア菌のヘモフォアを標的とした新たな
生育阻害剤を見つけるには至っていなかった。病原性細菌の鉄獲得機構に勝つためには、ヘモフ
ォアに偽基質を与え生育を阻害させるという手法のみでなく、ヘムの取り込み、ヘムからの鉄抽
出、さらには、獲得した鉄の再利用に至るまで、ヘム、鉄のトランスポート・代謝を包括的に理
解し、そうした役割を担う病原性細菌に特有の種々タンパクを標的にして検証を進める必要が
あった。 
 

Fig. 2 
２．研究の目的 
胃腸炎の原因菌の一つ、エルシニア菌において、ヘムを細菌内に取り込む役割を担うトランス
ポーター、ならびに、ヘムから鉄を引き抜く役割を担っているタンパクなどを同定し、それらが
働く仕組みを解明した上で、その仕組みを阻害する物質を見つけ、病原性細菌の生育抑制に寄与
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
エルシニア菌（Yersinia pseudotuberculosis）の Fur（Fe uptake regulator）結合領域の下流に存在す
る遺伝子群、即ち、鉄枯渇環境下で発現する遺伝子群、をクローニングして大腸菌に導入し、そ
れらにコードされているタンパク質群を大量発現させ、精製し、タンパクレベルの特性を、吸収、
共鳴ラマン、EPRなどの分光法、ならびに、結晶構造解析の手法などを用いて解析した。ヘムの
分解により鉄が抽出される仕組みの解析に際しては、ヘム代謝物の同定を LC/MSを用いて分析
した。また、胃腸炎の原因菌 Yersinia pseudotuberculosisの鉄獲得機構と比較対照するために、皮
膚や呼吸器疾患の原因菌として知られる緑膿菌(Pseudomonas aeruginosa)や歯周病の原因菌とし
て知られるオイコネラ菌 (Eikenella corrodens) の鉄獲得を担うタンパクの機能・構造解析にも取
り組んだ。生理的役割の検証ならびに生育抑制剤の検索は、Pseudomonas aeruginosa, Yersinia 
pseudotuberculosis, Eikenella corrodensの欠損株の作成、生育曲線のモニタリングなどにより検証
した。 
 
４．研究成果 
(1) Furの下流に存在する Hmu (heme utilization protein) 遺伝子群にコードされている種々のタ
ンパクを発現・精製し、その機能を検証して、意外にも HmuS が酸素分子と電子供与体を用い
てヘムを分解し、ポルフィリン環を開裂することで鉄を取り出す役割を担う酵素であることを

Fig. 1 



明らかにした。HmuSは、これまでに知られている典型的なヘム分解酵素、例えば、緑膿菌のヘ
ムオキシゲナーゼとは、タンパクの大きさもアミノ酸配列も全く異なる（Fig. 3）が、どちらも
ヘムをβ及びδビルベルジンへと酸素分子を用いて開環分解して鉄を遊離させる（Scheme 1）。
エルシニア菌において、ヘム分解を担う酵素がどの遺伝子にコードされているかは未知であっ
たが、我々の本研究で実験的に証明することができた。 

Fig. 3 

Scheme 1 
 
(2) HmuSによるヘムの分解には酸素分子とともに電子も必須である。そこで、細菌内で NAD(P)H
からの電子伝達のメディエーターとして一般的に活用されている ferredoxin NAD(P)+ reductase 
(FNR)をクローニング・発現・精製し、HmuS/FNR/NAD(P)Hを含む緩衝水溶液にヘムを加えて好
気的に（即ち、酸素分子存在下で）反応をしたところヘムの分解と鉄の遊離を確認した。FNRが
NAD(P)Hから HmuSのヘムへの電子伝達を媒介できることを示した。FNRによる電子伝達を阻
害する分子が、HmuSによるヘムの分解、さらには、エルシニア菌の生育を阻害できるかどうか
について、現在、検証を進めているところである。 
 
(3) HmuS の反応機構を検証する過程で、ヘム鉄の配位子であるヒスチジン(His-196)、ヘム上部
に存在するアルギニン(Arg-102)のプラス電荷がヘムの分解に必須であることがわかった。また、
反応過程をスペクトル変化で追跡し、ヘムの分解がヘム鉄に酸素分子が配位したオキシ中間体
やベルドヘム中間体を経由して進行することを突き止めた。さらに、チオール(-SH)構造を有す
る分子が HmuSの機能を阻害することも明らかにした。 
 
(4) HmuS遺伝子の近傍に存在する HmuXにコードされているタンパクは HmuSと類似するフォ
ールドのヘム結合タンパクであるが、酸素分子存在下でヘムを分解する能力はなかった。HmuS
はヘムが過剰な時に一時保存する役割を担っている可能性が示唆された。 
 
(5) エルシニア菌と同じ通性嫌気性であるオイコネラ菌によるヘムの分解を検証したところ、既
知のヘム分解酵素、ヘムオキシゲナーゼにより行われており、分解物はαビリベルジンであった。
さらに、ヘムの菌体への輸送もエルシニア菌のヘモフォア HasAとは異なるヘモグロビン結合タ
ンパクによって行われていることが明らかになった。Table 1 にまとめたように、ヘムの輸送、
ヘム鉄を取り出すためにヘム開環する酵素、そして、ヘム分解物は病原性細菌により実に多様で
あることがわかった。 
 
Table 1 

 緑膿菌 
（好気性） 

エルシニア菌 
（通性嫌気性） 

オイコネラ菌 
（通性嫌気性） 

ヘモフォア HasA 
（配位子: His, Tyr） 

HasA 
（配位子: Tyr） 

無 

ヘム分解酵素 
(分解物) 

HO 
（β&δビリベルジン） 

HmuS 
（β&δビリベルジン） 

HO 
（αビリベルジン） 

 



(6)ヒトではヘムオキシゲナーゼによるヘム代謝物のビリベルジンは、引き続き還元、配糖化さ
れて体外に排出される。細菌におけるビリベルジン以後の代謝経路や配糖化酵素に関する基礎
実験も現在進行中である。 
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