
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 22年 5月 14日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：酸素や一酸化炭素のような気体分子のセンサーとして機能し、さまざ

まな生理機能制御に関与する新規なセンサータンパク質を研究対象とし、これら気体分子セン

サータンパク質の構造機能相関の解明を行った。本研究では、気体分子がシグナル分子として

機能するという、これまでにほとんど例の無い、気体分子の新規な生理機能を明らかにすると

ともに、その作用メカニズムを分子レベルで解明することにも成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：I have studied gas sensor proteins using oxygen or carbon monoxide 
as their physiological effector molecules to elucidate their structure and function 
relationships. This study has revealed a novel biological function of gas molecules as signal 
molecules and the molecular mechanism of gas sensor proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
 シグナル伝達タンパク質に関する研究は
これまでにも行われてきたが、研究対象とな
っているのは大部分が単純タンパク質であ
る。ところが近年になり、単純タンパク質で
は応答不可能なシグナルに対する応答系の
存在が報告され始め、多くの研究者の注目を
集めている。代表的な例として、酸素（O2）、
一酸化窒素（NO）、一酸化炭素（CO）など

の気体分子が生理的なシグナル分子（リガン
ド）として機能するシグナル応答系が報告さ
れている。気体分子が酵素反応の基質あるい
は生成物となる系はこれまでに多数報告さ
れ、詳細な研究が展開されている。しかしな
がら、気体分子がシグナル分子として機能す
るこれらの系においては、気体分子が果たす
機能は、これまでの系とは全く異なったもの
である。さらに、CO、NOなどは生体毒とな
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ることは知られていたが、これらがポジティ
ブな生理機能を示すとは考えられてはいな
かった。したがって、上記システムは、気体
分子が示す新たな生理機能といった観点か
らも大きな注目を集めている。 
 気体分子がシグナル分子として機能する
ためには、気体分子とそのセンサーシステム
との間で特異的な相互作用が必要である。ア
ミノ酸のみから構成される単純タンパク質
は、基本的には気体分子と相互作用すること
はなく、そのため単純タンパク質が気体分子
のセンサーとして機能することはできない。
これまでに報告されている生体系における
気体分子センシングシステムにおいては、気
体分子と相互作用可能な遷移金属イオンを
含む金属タンパク質をセンサー分子として
利用している場合が多い。しかしながら、金
属イオン含有型気体分子センサータンパク
質の詳細な性質、構造機能相関等には不明な
点が多く残されている。 
 
２．研究の目的 
（１）HemAT は、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シ
グナルトランスデュ－サ－タンパク質である。
本研究では、HemAT による選択的酸素セン
シングならびにシグナル伝達機構の解明を
目的として研究を行う。 
 
（２）HemAT は、グロビンドメインを酸素
センサードメインとして利用している。本研
究では、グロビンドメインをセンサードメイ
ンとして利用している新規な酸素センサー
タンパク質の探索を行い、見出した新規酸素
センサータンパク質の構造機能相関の解明
を行う。 
 
（３）鉄硫黄クラスターをセンサー活性中心
として利用しているセンサータンパク質
VnfAを対象とし、VnfAによるエフェクター
分子センシング、ならびにエフェクター分子
による VnfA活性制御の分子機構の解明を行
う。 
 
３．研究の方法 
（１）各種細菌および古細菌中に存在する
HemAT ホモログのうち、枯草菌（Bacillus 
subtilis）、光合成細菌（ Rhodosprirum 
rubrum）、高度好塩性古細菌（Halobacterium 
salinarum）由来 HemAT の発現系構築および、
それらの精製法の確立を行う。 
 
（２）HemAT による酸素の選択的センシング
の分子機構を解明するためには、ヘム周辺構
造、およびヘムに配位した酸素分子とヘム周
辺アミノ酸残基間の特異的相互作用様式の
解明が必要不可欠である。そこで本研究では、

（１）で調製した各種 HemAT ホモログを対象
とし、共鳴ラマン分光法を用いてヘム周辺構
造の詳細な解析を行う。 
 
（３）HemAT による酸素のセンシングから、
一連のシグナル伝達が進行する分子機構を
明らかにするため、シグナル伝達に関与する
と考えられる一連のタンパク質をすべて精
製し、in vitroにおける再構成センシング・
シグナル伝達システムの構築を行う。シグナ
ルトランスデューサーとして機能する HemAT
の他、CheA、CheV、CheW、CheY から成る再構
成シグナル伝達系を構築する。本研究では、
野生型および一連のアミノ酸変異を導入し
た変異型 HemAT、CheA、CheD、CheV、CheW タ
ンパク質を用い、上記の再構成活性測定系に
よる機能解析を行い、シグナル伝達機構解明
のための知見を得る。 
 
（４）遺伝子データベースを検索することに
より、新規な酸素センサータンパク質の探索
を行う。その際、HemAT がグロビンドメイン
を酸素センサードメインとして利用してい
ることを参考に、グロビンドメインを有する
新規タンパク質の検索を行うことで、新規酸
素センサータンパク質を探索する。得られた
候補タンパク質の発現系を構築し、組換えタ
ンパク質として精製し、HemAT の場合と同様
な分光学的解析、機能解析を行うことで、得
られた新規センサータンパク質の詳細な解
析を行う。 
 
（５）鉄硫黄クラスターを活性中心とする新
規なセンサータンパク質として Azotobacter 
vinelandii由来の転写調節因子 VnfA を対象
として研究を行う。各種条件下において電子
スピン共鳴（EPR）スペクトル、電子吸収ス
ペクトルの測定を行い、VnfA 中に含まれる鉄
硫黄クラスターの骨格構造を決定する。また、
鉄硫黄クラスターの配位子として機能して
いると推定されるアミノ酸残基に系統的な
変異を導入した変異体の分光学的測定と機
能解析を行い、鉄硫黄クラスターの配位構造
を決定する。さらに、lacZ遺伝子をレポータ
ー遺伝子とする VnfA の in vivo活性測定系
の構築を行う。構築した活性測定系を用い、
各種条件下で活性測定を行うことにより
VnfA の機能解析を行う。 
 
４．研究成果 
（１）本研究では、気体分子を生理的なエフ
ェクター分子とする金属含有型センサータ
ンパク質の構造と機能の解明を目的とし研
究を行った。HemAT は、プロトヘムをセンサ
ーの本体として利用している酸素センサー
タンパク質であり、バクテリア、古細菌の酸
素に対する走化性制御系におけるシグナル



 

 

トランスデューサーとして機能している。本
研究では、高度好塩性古細菌 Halobacterium 
salinarum および光合成細菌 Rhodosprirum 
rubrum由来の HemAT を単離精製し、共鳴ラマ
ン分光法によりヘム周辺構造の詳細な解析
を行った。その結果、これら HemAT ホモログ
に結合した酸素と周辺アミノ酸残基との間
で形成される水素結合ネットワークは、ホモ
ログ毎に異なったパターンを示すことが分
かった。得られた結果を、先に詳細な性質を
解明した枯草菌由来の HemAT の場合と比較検
討することにより、HemAT ホモログにおける
選択的酸素センシング機構の解明を行った。 
 さらに本研究では、枯草菌由来の HemAT 中
のセンサードメインと、大腸菌中に含まれる
シグナルトランスデューサーTsr のシグナリ
ングドメインを融合したキメラタンパク質
を作成し、その性質を詳細に検討した。HemAT
による酸素センシング、ならびに酸素をセン
シングした後の分子内シグナル伝達反応の
分子機構解明を試みた。調製したキメラタン
パク質、CheA タンパク質および CheW タンパ
ク質より構成される in vitro アッセイ系を
用い、CheA タンパク質のリン酸化反応を指標
として調製したキメラタンパク質の活性を
観測した結果、ヘムに酸素が結合した場合に
のみ、CheA のリン酸反応が進行することが分
かった。 
 
（２）本研究では、グロビンドメインを酸素
センサードメインとして利用する新規な酸
素センサータンパク質の探索を行った。その
結果、新規な酸素センサータンパク質候補と
して、好冷性硫酸還元菌 Desulfotalea 
psychrophila ゲノム中にグロビンドメイン
とジグアニル酸シクラーゼドメインから構
成される hemDGC 遺伝子を見出した。HemDGC
発現系を構築し、HemDGC を精製したところ、
ドメイン構造から予想された通り、HemDGC は
ヘムタンパク質であり（図１）、下記で述べ

るように新規な酸素センサータンパク質で
あることが分かった。 

 部位特異的アミノ酸変異導入により調製
した各種変異型 HemDGC を用い、共鳴ラマン
分光法によるヘム近傍構造の解析と酵素活
性を指標として機能解析を行い、HemDGC によ
る酸素の選択的センシングの分子機構、なら
びに酸素による HemDGC の機能制御機構の解
明を行った。その結果、遠位側ヘムポケット
に存在する Tyr55 と Gln81 がヘムに結合した
酸素分子と特徴的な水素結合ネットワーク
を形成することが、HemDGC による選択的酸素
センシングに必須であることを明らかにし
た。HemDGC 中のヘムに一酸化炭素が結合した
場合には、酸素の場合に形成される特徴的水
素結合ネットワークは形成されず、Gln81 の
みがヘムに結合した一酸化炭素と相互作用
する。このような気体分子の種類に依存して、
遠位側ヘムポケットに存在するアミノ酸残
基が関与する水素結合ネットワークが組換
わることにより、遠位側ヘムポケットのコン
フォメーション変化が誘起されるものと推
定される。 
 HemDGC は、２分子の GTP から１分子の
cyclic di-GMP を生成する反応を触媒する酵
素活性を有していることも分かった。また、
図２に示すように、分子中のセンサードメイ
ン中に存在するヘムに酸素が結合した場合
にのみ、HemDGC は酵素活性を示すことが分か
った。この結果は、HemDGC がグロビンドメイ
ンをセンサードメインとして利用している
新規な酸素センサータンパク質であること
を示している。   

 HemDGC は、酸素の有無によらずホモダイマ
ー構造を有している。酸素による HemDGC 酵
素活性の制御には、酸素の結合に依存したサ
ブユニット間のコンフォメーション変化が
重要な役割を果たしていることが分かった。 
 
（３）本研究では、鉄硫黄クラスターを含む
センサータンパク質 VnfA に関する研究も行
った。VnfA は Azotobacter vinelandii 中に
含まれる転写調節因子であり、バナジウム含
有型ニトロゲナーゼの発現制御に関与して

 

 



 

 

いる。EPR スペクトル、および電子吸収スペ
クトルの解析から VnfA は、サブユニット一
分子あたり一分子の[Fe3S4]クラスターを含
んでいることが分かった。部位特異的変異導
入法により、VnfA 中に含まれる鉄硫黄クラス
ターに配位しているシステイン残基を特定
した。 
 lacZ 遺伝子をレポーター遺伝子とする
VnfA の in vivo活性測定系を構築し、各種条
件下で活性測定を行うことにより、VnfA の生
理的エフェクターの同定を試みた。VnfA 中の
鉄硫黄クラスターは酸素に対して非常に不
安定であり、嫌気条件下でのみクラスターの
骨格構造を保ち得る。この結果は酸素分子が
VnfA の生理的エフェクターとして機能して
いることを示唆する。しかしながら、in vivo
活性測定系を用いた検討の結果、VnfA は酸素
分子ではなく、活性酸素種を生理的エフェク
ターとしている可能性が高いことが分かっ
た。 
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