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研究成果の概要（和文）：SoxRはセンサー部位に[2Fe-2S]を持つ酸化ストレスに応答する転写因子である。活性な酸化
状態ではプロモーター領域のDNAがひずんだ構造を持ち、転写活性を持つが、それに対して還元型については不明であ
る。本研究では、蛍光プローブとしてアデニン を2-Aminopurine(2Ap)に置き換えたプロモーターDNAに組み込み、SoxR
の酸化還元による構造変化を検討した。プロモーター配列の中心部 に2Apを導入したDNAにおいて、還元剤を加えると
蛍光強度は減少した。[2Fe-2S]の酸化還元されることにより、SoxRの構造が変化し、それに伴って結合したDNAの構造
が変化していることが示された。

研究成果の概要（英文）：The [2Fe-2S] transcriptional factor SoxR functions as a sensor of oxidative stress
 in Escherichia coli. In the oxidized state, transcription is activated by distorting the target DNA promo
ter region to initiate transcription by RNA polymerase, while the inactive reduced state of the protein re
mains uncharacterized. The redox-dependent conformational change of the promoter DNA was directly observed
 by site-specifically replacing the adenine  and cytosine bases of the promoter oligonucleotide with the f
luorescent probes 2-aminopurine (2Ap) and pyrrolo-dC, respectively. Reduction of the [2Fe-2S] cluster in S
oxR-DNA complex dramatically weakened the fluorescence intensity of the 2Ap moieties incorporated into the
 central part of the DNA. These results strongly suggested that the redox change caused a large conformati
onal change within the region confined to the central A-T base pairs in the promoter region of the DNA.
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１．研究開始当初の背景 
バクテリアには、外部からの環境に応答し

て一連の解毒過程に働くシステムを誘導す
る鍵となるセンサー蛋白質が存在する。水銀
耐性のバクテリアにおいて、水銀イオンに応
答する転写因子として MerR が発見され、そ
の後ゲノムプロジェクトの進行にともなっ
て、同様の機能を持つタンパク質が次々見つ
かった。MerR と同様の機能・構造を持つタ
ンパク質(MerR family)には、重金属イオン解
毒の際に働く MerR(水銀)、CueR(銅)、ZntR(亜
鉛)、薬物や抗生物質に応答し、薬物を細胞外
に輸送するトランスポーター等、薬物を解毒
化に働くタンパク質を誘導する BmrR、BltR、
Mta、TipAl、そして酸素ストレスに応答する
転写因子である SoxR が存在する。これら
MerR family である BmrR、MtaN、CueR の立
体構造が明らかにされた。また我々は SoxR 
およびその DNA 複合体の構造を明らかにし
(図 1) (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2008)、その詳
細な原子レベルでの SoxR の転写制御機構の
議論が可能になった。これらの構造解析の結
果より、共通する機構で活性化されることが

分かった。すなわち、重金属イオンや薬物が
制御部位に結合することにより、タンパク質
の構造が変化し、転写因子に結合していたプ
ロモーター領域の DNA が構造変化を引き起
こす。その結果、局部的に相補的塩基対が解
離し、19 塩基離れていたプロモーター領域が
接近し、RNA ポリメラーゼが認識できる 17
塩基離れている効率的な転写に適した位置
になることが分かった。一方それに対して、
転写活性 off 状態である、重金属イオンや薬
物が結合していない状態、あるいは SoxR 鉄
イオウクラスター還元状態において、いずれ
も X 線結晶構造解析はいまだに成功してい
ない。これまでの研究によると、タンパク質
が不活性状態においてもプロモーター領域
に結合しており、単なる DNA 結合・解離で
は説明できない。この off 状態における DNA
は結合様式は相補的塩基対が解離している
のかどうかについては全く不明である。 

SoxR は、センサー部位に [2Fe-2S] クラス
ターを持ち、その可逆的な酸化還元によって
転写制御されている。SoxR は種々のグラム
陰性菌に存在するが、その生理的役割は菌種
によって大きく異なる。例えば E. coli 内では、

酸化ストレスに応答して転写活性を持ち、ス
ーパーオキサイドディスムターゼ (SOD) を
含む酸化ストレス防御タンパクの発現を制
御している。それに対して Pseudomonas 
aeruginosa (P. aeruginosa) においてはピオシ
アニンに応答し、抗生物質輸送タンパクやモ
ノオキシゲナーゼの発現に関わると報告さ
れている。それぞれはアミノ配列が  62% 
identity とよく保存されているが、生体内で
の役割はこのように大きく異なる。  
SoxR の興味あるもうひとつの生理機能とし
て、一酸化窒素(NO)に応答することである。
NO は血管弛緩作用、脳における情報伝達、
免疫応答等、多様な生理機能を持つことが知
られている。一方 NO は生体にとって有毒で
あり、NO の産生に応答して解毒化するシス
テムが存在しており、NO センサータンパク
質が注目されている。 そのセンサーの多く
が鉄イオウクラスターと NO との反応により
応答している。E.coli において、酸化ストレ
スのセンサーとして働く転写因子 SoxR が in 
vivo で NO により SoxR が活性化されており、
その際[2Fe-2S]クラスターの鉄に NO が配位
して生成するジニトロシル鉄錯体 (DNICs) 
の存在が ESR により確認されている。しかし
ながら DNIC のの生成過程についてはモデル
分子で検討されているが、いまだその全貌は
明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究ではMerR family である SoxRをとり
あげ、以下に述べる点を明らかにした。 
(1) E. coli SoxR において O2

-が酸化ストレス
のシグナルとなっているのかどうか、また
P. aeruginosa SoxR との生理的役割の違いに
よって O2

- との反応性に違いが見られるか
をパルスラジオリシス法により検討した。
また、その反応性の違いを決める因子につ
いて、変異体を用いた実験を行った。 

(2) パルスラジオリシス法を用いて、NO と
SoxR との反応を観察した。さらに反応性の
差を代表的な鉄イオウタンパク質であるフ
ェレドキシン(Fd)と比較検討した。 

(3) SoxR の[2Fe-2S]の酸化還元にともなうプ
ロモ-ター領域の構造変化を蛍光プローブ法
を用いて明らかにした。 

 
３．研究の方法 
(1) SoxR の発現と精製 

E. coli および P. aeruginosa SoxR は発現プ
ラスミドを，鉄イオウクラスター合成オペロ
ンを含むプラスミドと共に 鉄コハク酸を含
む培地にて E. coli C41 (DE3) 中で大量発現
を行い，P-セルロースカラムとゲルろ過カラ
ムにより精製した．  
(2)パルスラジオリシス法 
○1 O2

-の反応 
KCl (0.5 M)，酒石酸ナトリウム (10 mM) , 

OH ラジカルスカベンジャーとしてギ酸ナ
トリウム 0.1 M を含むリン酸緩衝液 (10 

図 1 E. coli SoxR-soxS 複合体のX線構造解
析 (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 105, 
4121-4126 (2008)) 



図 2 パルスラジオリシス法により観測される
酸化過程の E. coli (○)、および P.aeruginosa 
SoxR(●)の SOD 添加効果 J. Biol. Chem. 287, 
35702-35708 (2012) 

 

mM pH7.0) を用いた．酸素飽和の緩衝液に 
SoxR (70M) を加え，サンプルを調製した。 
○2 亜硝酸イオンは水和電子(eaq

-)との反応で
NO が生成する。この手法を用いて、50 mM
亜硝酸ナトリウム存在下、ナノ秒~秒時間領
域で測定した。電子線照射は阪大産研 
L-band ライナックで行った． 
(3)蛍光プローブを用いた研究 
相補鎖との水素結合により蛍光消光され

る蛍光プローブとしてアデニン  (A) を
2-Aminopurine (2AP) 、シトシン  (C) を
Pyrrolo-C とそれぞれ置き換えたプロモータ
ーDNA に組み込み、SoxR の酸化還元によ蛍
光スペクトルの変化により DNA プロモータ
ー領域の構造変化を検討した。 
４．研究成果 
1) O2

-と SoxR との反応 
E.coli SoxR を含むサンプルへパルスを照

射すると、420 nm における吸収がナノ秒領域
で減少し，その後ミリ秒領域で再び増加する
ことが分かった。この初期に見られる吸収変
化は SoxR の酸化型と還元型の差スペクトル
とほぼ一致しており、SoxR は eaq

-により還元
され、その後再酸化することが分かった。こ
の系に O2

-スカベンジャーであるヒト SOD を
11 M 加えると還元過程には変化がないが、
再酸化の過程が完全に消失した。このことか
ら再酸化は以下の式で示すようにO2

- によっ
て起こっていることがわかった。 
 

[2Fe-2S]+ + O2
- + 2H+      

→[2Fe-2S]2+ + H2O2 

 
ヒト SOD の濃度変えて酸化過程の阻害の割
合を調べた（図 2）。その結果 SOD 1 M で半

分阻害され、この値より O2
- と E.coli SoxR と

の反応速度を 5 × 108 M-1 s-1求めることがで
きた。この値は E. coli SOD と同程度であり、
この反応が SoxR の酸化ストレスシグナルに
なっている可能性を示唆している。 

同様の実験を P. aeruginosa SoxR で比較し
た。その結果、SOD 0.5 M で完全に阻害さ
れ(図 2)、P. aeruginosa SoxR が 3.5 × 107 M-1 
s-1 と大きく異なる結果となった。この差異は
SoxR による遺伝子制御と直接関係しており、
E.coli では O2

-が SoxR の酸化ストレス応答の
直接のシグナルになっているのに対して、
P.aeruginosa では別の分子がことを示してい
る。 
さらにこの E.coli と P. aeruginosa SoxR の

O2
-の違いを検討するため、P. aeruginosa と E. 

coli とで異なるアミノ酸をそれぞれに対応す
るアミノ酸に置換した変異体を作製し、O2

-

との反応速度を検討した。E. coli SoxR におけ
る鉄イオウクラスター周辺のアミノ酸残基
であるリジン、アスパラギン酸に注目し、変
異体 K89A、K92A、D129A を作成し実験を行
った結果、K89A、D129A では差が見られえ
なかったのに対して、K92A において、O2

-と
の反応速度が 2.7 × 108 M-1 s-1 と速度が小さ
くなっていることが分かった。 
2) SoxR と NO との反応 

SoxR に NO 発 生 剤 と し て
1-hydroxyl-2oxo-3-(N-metyl-3-aminopropyl)-3- 
metyl-triazene NOC7 を加えた際の吸収変化を
調べた。嫌気下 SoxR の非ヘム鉄は NO と反
応して DNIC を与え、その生成は ESR スペク
トルからも確かめることができた。なおこの
反応の結果、[2Fe-2S] 1 当量あたり 2 当量の
S0 の生成を確認した。それに対して, ホウレ
ンソウの Fd では 5-8％しか DNIC 生成せず、
SoxR と NO の反応が効率良く進行すること
が確かめられた。 
亜硝酸イオンは eaq

-との反応で NO が生成
する。この手法を用いて、SoxR と NO との反
応を調べた。亜硝酸ナトリウム 50 mM と
SoxR を含むサンプルにパルスを照射すると、
ミリ秒領域での吸収変化が得られた。420 nm
における吸収変化は速い一相性の変化に対
して、480 nm の変化は速い成分と遅い成分か
らなることが分かった。このことは少なくと
も 2 種以上の反応が起こっていることが示さ
れた。さらに NO の濃度を 52 M の条件で
SoxRの濃度を変えて 480 nm における 2相変
化を調べた。[SoxR]の濃度の増加とともに遅
い相の割合が減少し、[NO]/[SoxR] の値が 2
で一定になることが分かった。このことは
[2Fe-2S]1当量あたり 2当量のNOが反応して
いることを示しており、NO と SoxR の反応は
まず[2Fe-2S] クラスターと一分子の NO が反
応し、続く 2 つ以上の過程を経て最終的に
DNICs が形成されていることが確かめられ
た。このことは、パルスラジオリシス法で観
測される中間体は DNIC とは異なっているこ
とと矛盾しない。  
以上の結果に基づいて、図 2 の反応機構を

提唱した。すなわちモノニトロシル錯体を経
由してジニトシル錯体を生成し、NO 付加に
ともなって S0が生成する。一方 Fd も同様に
パルスラジオリシスの実験を行った。その結



 

図 3 SoxR と NO との反応機構 
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果、速い過程は見られるものの、その吸収変
化が小さかった。さらに興味あることに SoxR
で見られた遅い過程が観測されず、図 3 で示
す式(ii)の反応が Fd では起こりにくいことが
分かった。 

 
 

3)蛍光プローブ法を用いた DNA の構造変化 
プロモーター

として 20塩基の
オリゴヌクレオ
チドを用い、蛍
光プローブとし
て ア デ ニ ン を
2Ap にシトシン
を pyrrolo-dC に
導入した(図 4)。
配 列 の 中 心 部 
(Ade1、Ade1’) に
2AP を導入した
DNAにおいて実
験を行ったとこ
ろ、還元剤であ
るジチオナイトを加えると蛍光強度は大き
く減少し、さらに 362 nm から 370 nm へピー
クシフトが見られた。同サンプルを空気にさ
らすと蛍光強度は徐々に戻り、最終的にほぼ
最初と同じスペクトルを示した。それに対し
て [2Fe-2S]クラスター結合ドメインを持た
ずプロモーターDNA への結合能は変わらな
い SoxR の変異体 (37) を用いて同様の実験
を行ったところ、ジチオナイトを添加しても
蛍光スペクトルには変化が見られなかった。
このことより、蛍光スペクトルの変化は、
SoxR の鉄イオウクラスターの酸化還元され
ることにより、SoxR の構造が変化し、それ
に伴って結合した DNA の構造が大きく変化
していることが示された。一方プロモーター
配列中の、外側に位置する Ade5、Ade5’に 2AP
を導入した DNA、あるいは Cyt3、Cyt3’に
Pyrrolo-C を導入した DNA 用いたところ、ジ
チオナイトを添加しても蛍光スペクトルに
は変化が見られなかった。以上の結果より、
SoxR の鉄イオウクラスターの酸化還元によ
って、プロモーターDNA の中心部のみの大き
な構造変化が、SoxR の転写活性の制御にお
いて重要であるということが示唆された。 
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