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研究成果の概要（和文）：病原性細菌の中には、鉄が枯渇した環境においても生存していくため
に、感染先の組織からヘムを捕捉し、細菌内へと取り込み、分解して鉄源として利用するシステ
ムを持つものがある。本研究では、こうしたヘム捕捉タンパクが感染組織に存在する遊離のヘム
を掴まえ、しっかりと保持する上でヘム鉄と酸素原子との結合が重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Iron is involved in a wide range of essential functions in various 
metabolic pathways; therefore, most bacteria have some form of iron-scavenging system in 
order to survive. Heme acquisition system A (HasA), secreted by various gram-negative 
pathogens, uses a unique histidine-iron-tyrosine (His-Fe-Tyr) or an iron-tyrosine (Fe-Tyr) 
coordination to scavenge heme. Our results suggest that the binding of heme in apoprotein 
is initiated by interactions between heme and hydrophobic residues in the heme binding 
pocket. Subsequent coordination of Tyr to the heme iron complete holoprotein formation. 
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１．研究開始当初の背景
 ヘムタンパクは、(1)ヘモグロビンやミオグ
ロビン等酸素分子の運搬・保存を行うもの 
(2)チトクロム bや c等電子伝達に関わるもの
(3)P450、カタラーゼ、ペルオキシダーゼな
ど酸化—還元反応を触媒するもの (4)CooA
や FixLなどCOやO2といった小分子のセン
サーとして働くものなどに大別できる。これ

までの「ヘムタンパク質の機能とヘム近傍構
造に関する研究」の結果、(1)に属するヘムタ
ンパクは Fe-His５配位 (2)に属するヘムタ
ンパクはHis-Fe-His６配位 (3)に属するヘム
タンパクは Cys-Fe、Tyr-Fe、あるいは His-Fe
５配位 (4)に属するヘムタンパクでは、His、
Cys の配位 を用いてそれぞれ独自の機能を
果たしていることが明らかにされてきた。
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 研究開始当初、病原性細菌であるセラチア
菌には、His-Fe-Tyrというユニークな配位構
造を持つものがあり、このタンパクが細菌の
生存にとって必須の鉄をヘムから獲得する
上で重要な役割をしている可能性があるこ
とが示唆された。そこで、「His-Fe-Tyr 配位
は、ヘム獲得に関与するタンパクに普遍的な
ものなのか」また「こうしたタンパクは、His
並びに Tyrを如何に活用してヘムの獲得・保
持を行っているのか」を検証することとした。

２．研究の目的
 上記の研究背景・動向を踏まえて、「病原
性細菌の生存に必須の鉄をヘムから獲得・保
持するタンパクが、どんな配位子をどのよう
に活用しているのかを解明すること」を目的
とした。
 ヘム獲得の際には、感染先の組織において
ヘムを奪い取る役割を担うヘモフォアのみ
ならず、ヘモフォアを菌体外へと分泌する役
割を担うタンパク、ヘモフォアが捕獲・保持
したヘムを受け取り、菌体内へと取り込む役
割を担う受容体など多くのタンパクが協同
的に作用している。本研究では、ヘモフォア
と受容体に的を絞って実験を行うこととし
た。具体的には、
(1) 緑膿菌、エルシニア菌などにおいてヘム
獲得に関与している可能性のあるタンパ
クを発現・精製する方法の確立

(2) 各種分光法、結晶構造解析法などによる
配位構造の確定

(3) 生化学的手法などを駆使した機能解析
を実施した。

３．研究の方法
(1) クローニング：PCRにより増幅したヘモ
フォア(HasA)ならびにヘム受容体(HasR)の
遺伝子を pQEや pBADなどのベクターへ導
入し、それを大腸菌へと形質転換してタンパ
クの発現・精製に使用した。
(2) タンパクの発現・精製：HasA遺伝子を
含む大腸菌を培養・集菌し、溶菌液に溶解し
ているヘモフォアをニッケルイオンを固定
化したアフィニティーカラムと陰イオン交
換カラムを用いて精製した。HasRは膜画分
を準備し、それを可溶化した後、アフィニテ
ィーカラムや陰イオン交換カラムで精製を
試みた。
(3) 解析方法：①スペクトル解析：ヘムと結
合したホロタンパクについて、吸収、ESR、
共鳴ラマンスペクトルを測定した。
②ヘム獲得速度の測定：ヘムと結合していな
いアポ HasAは、1% HClを含むアセトンと
ホロ HasA溶液を混合することで調製した。
そして、アポ HasAと遊離のへムあるいはヘ
モグロビンとを混合し、吸収スペクトル変化
を観測することでHasAへのヘムの取り込み

速度を決定した。高速プロセスの測定には、
ストップトフローを使用した。
③タンパクの解析：HasAの質量分析は
TOF-MSで行った。会合状態に関しては、ゲ
ルろ過カラム、ゲルろ過 HPLC、Native-、
Blue Native- PAGEで解析した。

４．研究成果 
(1) 緑膿菌、エルシニア菌、歯周病菌などに
おいてヘム獲得に関与している可能性のタ
ンパクを発現・精製する方法の確立

BLAST, FASTサーチなどによりアミノ酸
配列を比較し、Pseudomonas aeruginosa, 
Yersinia pseudotuberculosis などにおいて
ヘムの獲得に関与する可能性のあるタンパ
ク、具体的には、ヘモフォア HasA並びに受
容体HasRをコードしている遺伝子のクロー
ニングした。遺伝子は His-tagを付け、大腸
菌による発現系で発現させた。ヘモフォア
HasA については、発現量も充分であり、ニ
ッケルイオンを固定化したアフィニティー
カラムでタンパクを単離・精製することに成
功した。アフィにティーカラム後、陰イオン
交換カラムをかけることでより純度の高い
タンパクを得ることができた。一方、受容体
HasR は、発現量が低く、ニッケルイオンを
固定化したアフィにティーカラムを用いた
精製では、各種実験に充分な量のタンパクを
得ることはできなかった。しかし、遺伝子の
末端に flag-tag を付けて発現させ、flag-tag
に対する１次抗体を用いてウェスタンブロ
ットを行ったところ、膜画分に HasRが確認
された。

(2) 各種分光法、結晶構造解析法などによる
配位構造の確定
①Pseudomonas aeruginosa由来 HasAのス
ペクトル
＜野生型＞吸収スペクトルを pH 7.3 の緩衝
水溶液中（PBS）で測定したところ、ヘム鉄
が３価の時、407nmにヘム由来の最大吸収が
観測された。ESRでは、g = 2.78, 2.19, 1.75
に低スピンのヘムに起因するシグナルが観
測された。こうしたスペクトルは、HasA 野
生型のホロタンパクが His-Fe(III)-Tyr 配位
をしているという結晶構造解析の結果と矛
盾するものではなかった。
＜H32A 変異体＞鉄に対する配位子の一つ
His-32 を Ala に置換した変異体の吸収スペ
クトルを pH 7.3 の緩衝水溶液中で測定した
ところ、ヘム鉄が３価の時、404nmにヘム由
来の最大吸収が観測された。ESRでは g = 6, 
2 の位置に高スピンのヘム鉄によるシグナル
が観測された。共鳴ラマンでは、ν3 バンド
が 1483cm-1に現れた。この位置は、Tyrを配
位子とするカタラーゼのν3 バンドの位置と
類似していた。こうした結果を総合して、



H32A 変異体は Tyr-75 のみを用いてヘムを
保持できることが明らかになった。
＜Y75A 変異体＞鉄に対する配位子の一つ
Tyr-75 を Ala に置換した変異体の吸収スペ
クトルを pH 7.3 の緩衝水溶液中で測定した
ところ、ヘム鉄が３価の時、405nmにヘム由
来の最大吸収が観測された。また、ESR、共
鳴ラマンの結果は低、高スピンの混合状態で
あった。一方、CO体の吸収スペクトルでは、
His-Fe(II)-CO 配位に特徴的な吸収バンドが
419 nm に観測された。以上を総合して、
Y75A変異体では、His-32がヘム鉄に配位し
ているのではないかと判断した。
＜H32A/Y75A 変異体＞興味深いことに、本
来の配位子２つを共に持たない H32A/Y75A
変異体にヘムを添加したところ、遊離のヘム
とは異なる吸収スペクトルを示した。このこ
とから、このダブル変異体は、ヘムと結合す
る能力を保持していると判断した。ヘム結合
部位には、代替配位子として働くアミノ酸残
基が存在しているように思われる。また、鉄
を持たないプロトポルフィリンをヘムポケ
ットに保持できることもわかった。このこと
は、ヘモフォアへのヘム取り込みには、配位
子ばかりでなく、ポルフィリンと結合部位と
の間の疎水的相互作用も重要な役割を担っ
ていることを示唆する結果であった。
②Yersinia pseudotuberculosis由来HasAの
スペクトル
＜野生型＞アミノ酸配列を比較した結果、
Yersinia pseudotuberculosis由来HasAには、
Pseudomonas aeruginosa由来 HasAで配位
子の一つとして働く His-32 に対応する His
残基が存在しない。しかし、ヘム滴定の結果、
Yersinia pseudotuberculosis由来 HasAは、
タンパクに対して１当量のヘムと結合する
ことができることがわかった。ヘムと結合し
たホロタンパクは、403nmに最大吸収を持ち、
ESR ならびに共鳴ラマンスペクトル解析に
よりTyrを配位子とする５配位高スピン状態
であることがわかった。こうしたスペクトル
の特徴は、Pseudomonas aeruginosa 由来
HasAの H32A変異体が持つスペクトルの特
徴と類似していた。
＜Y75A変異体＞アミノ酸配列の解析により
Yersinia pseudotuberculosis由来HasAの配
位子として働いていると推測される Tyr-75
を Alaに置換し、ヘムと結合する能力を検証
したところ、この変異体はタンパクと当量の
ヘムと結合できることがわかった。また、鉄
を持たないプロトポルフィリンをヘムポケ
ットに保持できることもわかった。このこと
は、ヘモフォアへのヘム取り込みには、配位
子ばかりでなく、ポルフィリンと結合部位と
の間の疎水的相互作用も重要な役割を担っ
ていることを示唆する結果であった。
 そこで、Yersinia pseudotuberculosis由来

HasAの野生型ならびに Y75A変異体におけ
る配位子を確定するために結晶化を行い、結
晶化条件の絞り込みを行っているところで
ある。

(3) 生化学的手法などを駆使した機能解析 
①Pseudomonas aeruginosa由来 HasAの機
能 
＜遊離のヘムとアポタンパクとの結合＞ 野
生型 HasA のアポタンパクとヘムを混合し、
遊離のヘムがヘモフォアに取り込まれるプ
ロセスをラピッドスキャン検出器を備えた
ストップトフローで追跡したところ、150±17 
s-1の速いステップとそれよりも遅い 3.8±0.6 
s-1のステップの２段階を経て Tyr-Fe-His 配
位のホロタンパクへと変換されていること
がわかった。
 また、変異体についても同様の実験を実施
し、ヘムとの結合速度を測定した結果、H32A
変異体では 190±7.6 s-1、Y75A 変異体では
5.6±0.3 s-1という結果が得られた。さらに、
H32A/Y75A 変異体もヘムと結合する能力を
保持していること、野生型 HasAは鉄を持た
ないプロトポルフィリン IX と結合する能力
を持っていることなども明らかになった。
 こ れ ら の 結 果 か ら 、 Pseudomonas 
aeruginosa 由来 HasA のアポタンパクによ
る遊離のヘムの取り込みは、疎水性相互作用
により結合部位へと取り込まれたヘムがま
ず Fe-Tyr 配位を素早く作り、その後、ゆっ
くりと Fe-His 配位が形成されることによっ
て、Tyr-Fe-His配位を完成させているという
ことがわかった。
＜ヘモグロビンからHasAへのヘムの移動＞
「HasA はヘモグロビンと相互作用をして
ヘムを積極的に引き抜いているのか」を検証
するために、HasA のアポタンパクとヘモグ
ロビンとを混合し、吸収スペクトル変化をモ
ニターし、ヘムの移動速度を測定した。その
結果、ヘモグロビンから HasAへのヘムの移
動速度は 1.5 h-1で、ヘモグロビンからヘムが
遊離する速度と類似していた。こうした観察
結果は、ヘモグロビンから遊離したヘムがア
ポ型ヘモグロビンによって再び掴まえられ
るよりも先にアポ型 HasAがヘムを捉え、離
さないでいることを示唆していると考えら
れた。

②Yersinia pseudotuberculosis由来HasAの
機能  

Yersinia pseudotuberculosis由来HasAは、
Pseudomonas aeruginosa由来 HasAで配位
子の一つとして働く His-32 に対応する His
残 基 が 存 在 し な い が 、 Pseudomonas 
aeruginosa 由来 HasA とほぼ同等の速度で
遊離のヘムと結合する能力を持っているこ
とが確認された。また、ヘモグロビンからの



ヘムの移動速度は 1.5 h-1で、ヘモグロビンか
らヘムが遊離する速度と類似していた。以上
より、HasA はヘムタンパクから遊離したヘ
ムを Tyrを用いて、素早く、がっちりと掴む
役割を担っていることが示唆された。
 さらに、異なる２つの細菌から単離された
HasAの特徴を比較する中で、Pseudomonas 
aeruginosa 由来 HasA のホロタンパクは主
として単量体として存在しているのに対し、
Yersinia pseudotuberculosis由来HasAのホ
ロタンパクは、単量体のみならず、二量体、
多量体が混在していおり、平衡を保っている
ことが、ゲルろ過カラム、Native-、Blue 
Native-PAGE による解析の結果から示唆さ
れた。 Yersinia pseudotuberculosis 由来
HasA のホロタンパクは５配位状態であるた
め、このようにいくつかの状態を取り得るの
ではないかと推測される。

(4) 総括と今後の展望
HasA は、ヘムタンパクから遊離したヘム

を素早く奪い取り、保持して、HasR へと渡
す役割を担っている。今回、Pseudomonas 
aeruginosa と Yersinia pseudotuberculosis
由来の HasAについて調べた結果、こうした
プロセスに、ヘムとタンパク結合部位との疎
水性相互作用、ならびに、Tyr とヘム鉄との
配位が重要であることが明らかになった（図
１）。今後、ヘム受容体である HasR の発現
量を向上させ、精製方法を確立することで、
HasAから HasRへとヘムが移動する仕組み
がタンパクレベルで解明され、こうした研究
が、細菌の生存において必須の鉄源としての
ヘム獲得に関わるタンパクを標的とした抗
菌剤の探索に広い意味で役立つことが期待
される。
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