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研究成果の概要（和文）：本研究では、重金属結合モチーフとして HRM（heme regulatory motif）、

あるいは重金属結合タンパク質 SmtA を利用した、重金属センシング機能をもった FRET 型蛍光

プローブ分子の合成を試みた。さらに、遷移金属イオンが関与する走化性シグナルトランスデ

ューサーの構造機能相関の解明を行い、重金属イオンに対する自発集積能を有するホーミング

セル作成のための基礎的知見を得た。 

 
研究成果の概要（英文）：In this work, the construction of FRET-type fluorescence probes 
using HRM（heme regulatory motif）or transition metal ions binding protein SmtA was tried. 
Structural and functional characterization of the transition metal ion-containing 
chemotaxis signal transducer protein was carried out to obtain basic information for the 
construction of homing cells that can swarm spontaneously toward transition metal ions. 
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１．研究開始当初の背景 
 土壌および水圏におけるカドミウム、水銀、
鉛、六価クロムなどの重金属汚染は、生物に
対して深刻な障害をもたらすため、重金属汚
染が判明した場合には、迅速な対応が必要と
なる。そのためには、重金属汚染の有無を簡
便かつ高感度に判定するシステムが必要不
可欠である。従来、蛍光 X線法、ボルタンメ
トリー法、および吸光光度法などが、重金属
汚染の有無を判定するための分析法として
利用されている。しかしながら、これらの分
析法では試料の前処理が必要であり、分析結
果がでるまでに長い時間が必要であるとい
う欠点がある。 

 申請者は、これまでの研究において、各種
細菌中に含まれ、各種外部環境因子に対する
センサーとして機能する遷移金属含有型セ
ンサータンパク質の構造機能相関解明に関
する研究に取組んできた。さらに、各種外部
環境因子に対する細菌の走化性制御に関す
る研究も行ってきた。これらの研究をもとに、
タンパク質を利用した高感度な重金属イオ
ンセンサータンパク質、ならびに細菌の走化
性制御を利用したホーミングセル（対象とす
る重金属イオンに対して自発的に集積する
性質を付与した細菌）の創製に関する研究を
着想するに至った。 
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２．研究の目的 
 本研究では、重金属イオン結合能を有する
ことが知られているメタロチオネイン、亜鉛
フィンガータンパク質などに存在する重金
属イオン結合モチーフと、緑色蛍光タンパク
質（GFP）に代表される蛍光タンパク質を構
成要素として利用し、重金属イオンを高感度
で検出可能な FRET（蛍光共鳴エネルギー移
動）型蛍光プローブ分子の設計・合成を行う。
さらに、遺伝子工学的手法を適用することに
より、重金属イオンセンシング能を獲得した
外部環境因子結合タンパク質（各種細菌の走
化性制御系において外部環境因子のセンサ
ーとして機能している蛋白質）を調製し、こ
れを大腸菌に導入することにより、重金属イ
オンに対する自発集積能を有するホーミン
グセルの創製を試みる。 
 重金属イオンセンシング能を有する外部
環境因子結合タンパク質の調製のためには、
走化性制御系において外部環境因子のセン
サーとして機能している蛋白質の作動原理
の理解が必要不可欠である。そこで本研究で
は、細菌の走化性制御系において外部環境因
子のセンサーとして機能しているシグナル
トランスデューサータンパク質の中からい
くつかの例を取り上げ、それらの作動原理解
明に関する研究も合わせて行う。 
 
３．研究の方法 
（１）本研究は、「自発的に重金属汚染域に
移動・集積し、重金属汚染を高感度に検出可
能なシステムの構築」という、これまでの全
く例の無いチャレンジングなテーマに挑む
ものである。このようなシステムを構築する
ためには、次の二点の要求を解決する必要が
ある。①重金属に対する自発的移動・集積能
を如何にしてシステムに付与するか。②如何
にして高感度な重金属検出系を構築するか。 
 そこで本研究では、各種細菌が有している
走化性（様々な外部環境因子に対して寄って
いく、あるいは遠ざかる、という性質）に着
目し、対象とする重金属イオンに対する走化
性を付与した細菌を、重金属に対する自発的
移動・集積システムとして利用することを着
想した。細菌の走化性制御系は、外部環境因
子を感知するためのセンサーとして機能す
る外部環境因子結合タンパク質、シグナルト
ランスデューサータンパク質、シグナルトラ
ンスデューサータンパク質からのシグナル
を伝達する一連のシグナル伝達タンパク質
から構成される。ここで伝達されたシグナル
が、最終的にべん毛モーターの回転方向を制
御することにより、細菌の運動性が制御され
る。本研究では、センサーとして機能する外
部環境因子結合タンパク質、あるいはシグナ
ルトランスデューサータンパク質に、重金属
イオンセンサー能を付与することにより、

「走化性を利用して、重金属に対して自発的
に移動・集積する細菌」を創製し、上記①の
システムとして利用することを考えた。 
 
（２）重金属検出用高感度蛍光プローブの設
計・合成、およびその機能解析を行うため、
下記に述べるような研究を行う。 
 重金属が存在する場合にのみ選択的に何
らかのシグナルが発生するプローブ分子が
あれば、重金属の存在を選択的に検出するこ
とが可能である。そこで本研究では、メタロ
チオネインおよび亜鉛フィンガータンパク
質中に存在する重金属結合モチーフと、蛍光
タンパク質（緑色蛍光タンパク質 (GFP)、黄
色蛍光タンパク質 (YFP)）を構成要素とする
新規なプローブ分子を、次のような設計方針
に従って作成する。蛍光タンパク質からの蛍
光によるシグナル検出を考えた場合、オン・
オフ型、レシオ型、FRET（蛍光共鳴エネルギ
ー移動）型など、異なる原理のプローブ設計
が考えられる。本研究では、これらの中でバ
ックグラウンドシグナルが最も小さいこと
が期待される FRET 型プローブを、GFP と YFP
（あるいは、それらの誘導体）の組み合わせ
により作成する。（図１） 
 FRET 型蛍光プローブでは、二つの蛍光発色

団がある一定距離以下に近づいた場合にの
み、両者の間でネネルギー移動が進行し、
FRET シグナルが観測される。したがって、重
金属が存在する場合にのみ、GFP と YFP が
FRET シグナルを与える距離に近づくような
プローブを設計すれば、重金属検出用 FRET
型蛍光プローブが作成可能であると考えら
れる。 
 重金属イオン結合能を有するメタロチオ
ネイン、亜鉛フィンガータンパク質は、重金
属イオンの有無により大きくコンフォメー
ション変化すると考えられている。この性質
を利用し、本研究では、メタロチオネイン、
亜鉛フィンガータンパク質中の重金属結合
モチーフ部分の両端に二種の蛍光タンパク
質を連結することにより重金属検出用蛍光
プローブを作成する。作成にあたっては、該
当する金属結合モチーフ部分の遺伝子を PCR
法により調製し、その 5’-末端、3’-末端に
GFP および YFP 遺伝子を連結する。このよう

   図１ 



 

 

にして調製した重金属検出用蛍光プローブ
の遺伝子断片を、発現用プラスミドに組み込
んだ後、大腸菌を用いて発現させることによ
り、設計した重金属検出用蛍光プローブを組
換えタンパク質として調製する。重金属結合
モチーフ部分と GFP、YFP 間の連結部分の長
さ（ペプチド鎖長）を系統的に変化させた、
一連の変異型プローブ分子を調製する。フレ
キシブルなランダムコイル構造を取ること
が判明しているアミノ酸配列をもとにして
人工合成した DNA 断片を、重金属検出用蛍光
プローブ遺伝子の該当部分に挿入すること
により、連結部分の長さを変化させる。調製
した一連のプローブ分子について、FRET 効率
の測定を行い、重金属イオン存在下において
最大の FRET 効率を示すプローブ分子を選抜
する。FRET 効率は、プローブ分子を GFP の励
起波長で励起した際に観測される YFP と GFP
の蛍光強度比から算出する。 
 
（３）細菌の走化性制御系において外部環境
因子のセンサーとして機能しているシグナ
ルトランスデューサータンパク質として、鉄
錯体の一種であるヘムが関与するシグナル
トランスデューサータンパク質である緑膿
菌（Pseudomonas aeruginosa）由来の Aer2
タンパク質を対象として、X線結晶構造解析、
および共鳴ラマン分光法を始めとする各種
分光学的解析により、Aer2 の作動原理解明を
行う。 
 
４．研究成果 
（１）本研究では、重金属汚染の有無を簡便
かつ高感度に判定するシステムの開発を目
的とし、重金属が存在する場合にのみ選択的
に何らかのシグナルが発生するプローブ分
子の設計、開発を行った。本研究では、重金
属結合モチーフとして HRM（heme regulatory 
motif、CP モチーフとも呼ばれる）を利用し、
HRM を含むポリペプチドの両端に、蛍光共鳴
エネルギー移動（FRET）が可能な二種の異な
る蛍光タンパク質を連結したプローブ分子
の合成を行った。HRM を含むポリペプチドと
しては、ラット由来のアミノレブリン酸合成
酵素のプレ配列部分（N 末端～120 残基 
(ALAS-120) 、 お よ び N 末 端 ～ 56 残 基 
(ALAS-56)）を利用した。それぞれのアミノ
酸配列を図２に示す。 
 ALAS-120、および ALAS-56 の両端に、蛍光
タンパク質として KO1（吸収極大：548 nm、
蛍光極大：559 nm）および MiCy1（吸収極大：
470 nm、蛍光極大：496 nm）を連結したプロ
ーブの発現ベクターを構築し、大腸菌におけ
る発現を行った。いずれの系においてもタン
パク質の発現は認められたが、精製直後のサ
ンプルにおいては、ALAS ペプチドの C末端側
に連結した蛍光タンパク質の蛍光発色団の

形成が観測されなかった。これは、対応する
蛍光タンパク質のフォールディングが進行
しなかったためであると考えられる。ALAS ペ
プチドの N末端側のみに蛍光タンパク質を連
結したプローブ分子を大腸菌中で発現させ
た場合には、蛍光発色団が形成されたプロー
ブ分子が発現した。このプローブ分子を精製
し、in vitro においてヘミンを添加すると、
蛍光タンパク質による蛍光が消光されるこ
とが分かった。このことから、調製したプロ
ーブ分子中に存在する HRMにヘミンが結合す
ることにより、蛍光の消光反応が進行したも
のと考えられる。 
 
（２）本研究では、重金属結合モチーフとし
て ALAS1-56、ALAS1-120 の他に、シアノバク
テリア由来の SmtA タンパク質を用いた新た
なプローブ分子の合成も試みた。SmtA は、56
アミノ酸残基から構成されており（図３）、
その分子中に 9つのシステイン残基を有して
いる事から、銅、亜鉛、カドミウム等の重金
属を効率よく結合することが可能である。本
研究では、Synechococcus elongatus PCC 7942
由来の SmtA を用い、その両端に KO1 と MiCy1
をそれぞれ結合したプローブ遺伝子を調製
し、大腸菌中での発現を行った。その結果、
大腸菌中において本プローブタンパク質の
発現は、ほとんど観測されなかった。そこで、
SmtA 部分に金属イオンが結合した状態にす
れば発現効率が上昇することを期待し、銅イ
オン、あるいは亜鉛イオンを添加した培地を
用いて発現を行ったが、金属イオン添加の効
果は観測されなかった。今後は、金属結合モ
チーフ部分の配列を最適化する必要がある

ALAS-56 
METVVRRCPFLSRVPQAFLQKAGKSLLFYAQNCPKMMEV
GAKPAPRTLSTSAVHCQ 
 
ALAS-120 
METVVRRCPFLSRVPQAFLQKAGKSLLFYAQNCPKMMEV
GAKPAPRTLSTSAVHCQQVKETPPANEKEKTAKAAVQQA
PDESQMAQTPDGTQLPSGHPSPATSQGSGSKCPFLAAQL
SQT 
 
図２ ALAS1-56 および ALAS1-120 のアミノ
酸配列 

SmtA 
MTSTTLVKCACEPCLCNVDPSKAIDRNGLYYC
SEACADGHTGGSKGCGHTGCNCHG 

 
図３ SmtA のアミノ酸配列 

 



 

 

と考えられる。 
 
（３）本研究では、緑膿菌由来の Aer2 がヘ
ム含有 PASドメインを有する新規な酸素セン
サータンパク質であることを見出した。また、
共鳴ラマン分光法によるヘム近傍構造の解
析を行い、Aer2 による酸素センシング機構の
解明を試みた。Aer2 の発現系は、次のように
して調製した。緑膿菌のゲノム配列情報を基
に、aer2 遺伝子を人工合成した。その際、大
腸菌中での発現効率上昇を期待して、大腸菌
のコドン使用頻度に合わせて塩基配列を変
更した aer2 遺伝子を合成した。発現ベクタ
ーとしては pKK223-3 を使用し、tac プロモー
ター下流に、C 末端に 6 x His タグを付加す
るよう設計した aer2 遺伝子を挿入した。発
現用宿主には大腸菌 DH5αを使用した。培養は、
0.5 mM δ-アミノレブリン酸を添加して行っ
た。 
 精製したAer2の電子吸収スペクトルを図4
に示す。Aer2 はヘムタンパク質に特徴的な吸
収（Soret 帯ピークが 419 nm、Q 帯のピーク
が 543 および 578 nm）を示した。このことか
ら Aer2 は、フラビンタンパク質である大腸
菌 Aer とは異なり、ヘムタンパク質であるこ
とが分かった。Aer2 精製標品の共鳴ラマンス
ペクトル、および電子吸収スペクトルは、酸
素化型ヘムに特徴的なものであった。これら
のことから、Aer2 は酸素化型として精製され
ていることが分かる。ヘム含有 PAS ドメイン
を有するセンサータンパク質は、これまでに
いくつか報告されている。代表的なものとし
て、FixL、EcDOS などがある。これらのヘム
含有 PAS ドメインと Aer2 の PAS ドメインの
アミノ酸配列を比較すると、Aer2 のアミノ酸
配列中で、FixL、EcDOS においてヘム近位側
軸配位子として機能している Hisに対応する
位置に His（His234）が保存されている。
His234 を Ala に置換した H234A 変異体は、ヘ
ムをほとんど含まないアポ体として発現す
ることが分かった（図４）。これらの結果よ
り、Aer2 では His234 がヘム近位側軸配位子
として機能していると考えられる。 

 ヘム含有型PASドメインを含むFixL、EcDOS
では、酸素分子のヘムへの配位にともない、
遠位側ヘムポケットに位置している FG ルー
プ上に存在するアミノ酸残基（Bj FixL の場
合 Arg220、EcDOS の場合 Met95 および Arg97）
と、ヘムプロピオン酸基、およびヘムに配位
した酸素分子間の水素結合ネットワークの
組換え、ならびに FG ループのコンフォメー
ション変化が誘起される。これらの変化が、
酸素センシングならびに酸素センシングに
引き続く分子内シグナル伝達に重要な役割
を果たしているものと推定されている。FixL、
EcDOS においてヘムあるいはヘムに配位した
酸素と相互作用することが報告されている
Arg や Met は、Aer2 においては保存されてい
ない。そこで、Aer2 の配列中でこれらの残基
に対応する位置近傍に存在するアミノ酸
（His251、Lys252、Glu254、Asn256）に変異
を導入した４種類の変異体を作成し、これら
変異体の性質を調べることにより、Aer2 にお
いても FG ループ部分のコンフォメーション
変化等が機能発現に重要な役割を果たして
いるかどうか検討した。その結果、Lys252、
Glu254、あるいは Asn256 を Ala に置換した
３種の変異体は、いずれも野生型と同様な性
質を示した。一方、His251 を Ala に置換した
H251A 変異体は、野生型に比べて酸素親和性
が低下していることが分かった。また、酸素
化型の自動酸化反応の速度も野生型に比べ、
H251A 変異体の方が速くなっていた。これら
の結果より、Aer2 においては、His251 が酸
素化型の安定化に重要な役割を果たしてい
るものと推定される。 
 Aer2 の作動原理の詳細を明らかにするた
め、Aer2 の X線結晶構造解析を行った。Aer2
は、679 アミノ酸残基よりなる可溶性タンパ
ク質であり、N末端より poly HAMP ドメイン、
PAS ドメイン、di HAMP ドメイン、MCP ドメイ
ンの４つのドメインから構成されると考え
られている。本研究では、poly HAMP ドメイ
ン、PAS ドメイン、di HAMP ドメインからな
る HPH-Aer2（1 ‒ 384 残基）、および PAS ド
メイン、di HAMP ドメインからなる PH-Aer2
（173 ‒ 384 残基）の結晶構造解析を試み、
HPH-Aer2 については分解能 3.2 Å で、PH-Aer2
については分解能 2.4 Å で構造決定を行った。
HPH-Aer2、PH-Aer2 いずれの場合も、KCN 存
在下において酸化型 Aer2 を用いて結晶化を
行った。 
 本研究で決定した PH-Aer2の構造を図５に
示す。173～306 残基目までの領域は、はっき
りとした電子密度が観測されたものの、307
残基目以降（di HAMP ドメイン）は明瞭な電
子密度が観測されなかった。PH-Aer2中の PAS
ドメインは、これまでに報告されている FixL
および EcDos 中のヘム含有 PAS ドメインと類
似の構造を有しているが、いくつかの点で図４ Aer2 の電子吸収スペクトル 



 

 

FixL、EcDos とは異なる特徴を有している。
すなわち、FixL および EcDos の場合は、ヘム
軸配位子である Hisがヘム近位側に存在する
α3 ヘリックス上に存在しているのに対し、
Aer2 においてはα3 ヘリックス上流に存在す
る３10 ヘリックス（η1）上にヘム軸配位子と
して機能する His234 が存在していることが
分かった。ヘム鉄上には、CN-に帰属される電
子密度が観測されたことから、本研究で得ら
れた構造は、シアン結合型 PH-Aer2 の構造で

あると考えられる。 
 ヘムに結合した CN-の窒素原子と、ヘム遠
位側ポケットに存在する Trp283 側鎖中の窒
素原子間の距離は 3.0 Å であることから、ヘ
ムに結合したCN-と Trp283側鎖間で水素結合
が形成されているものと推定される。現時点
では、酸素結合型 Aer2 の構造は得られては
いないが、酸素結合型 Aer2 においてもシア
ン結合型の場合と同様、ヘムに結合した酸素
分子と Trp283 間で水素結合が形成されるも
のと推定される。 
 FixL および EcDos では、FG ループ上に存
在する Arg 残基が、ヘムに結合した酸素分子
と水素結合を形成すること、および、酸素が
結合することにより FG ループのコンフォメ
ーション変化が誘起され、このコンフォメー
ション変化が酸素センシング後の分子内シ
グナル伝達に重要な役割を果たすと考えら
れることが報告されている。一方、Aer2 にお
いてヘムに結合した酸素と水素結合を形成
すると考えられる Trp283 は、PAS ドメインの
C末端に存在するβ5ストランドに存在してお
り、FG ループ（α3 とβ3 間のループ）上には
酸素と水素結合を形成可能なアミノ酸残基
は存在しない。β5 ストランドは、 PAS ドメ
インと隣接した di HAMP ドメイン（PH-Aer2
の構造中で観測されているα4 ヘリックスは、
di HAMP ドメインの一部である）に直接連結
している。これらのことを総合すると、Aer2
中のヘムに酸素が結合し、酸素と Trp283 の
水素結合が形成されることにより、Trp283 付
近のコンフォメーション変化が誘起され、そ
のコンフォメーション変化が di HAMP ならび
に MCPドメインのコンフォメーション変化を
引き起しているものと推定される。これまで、

ヘム含有 PASドメインのシグナル伝達機構と
しては、ヘムにリガンドが結合することによ
り誘起される FG ループのコンフォメーショ
ン変化が重要であると考えられていたが、
Aer2 における分子内シグナル伝達反応は、こ
れまでのヘム含有 PASドメインとは異なる分
子機構で駆動されていることが分かった。 
 HPH-Aer2 は、ホモダイマー構造を有してい
ることが分かった。N末に存在する poly HAMP
ドメインは、特徴的なヘリックスバンドル構
造を有している。N 末 poly HAMP ドメインを
欠損した PH-Aer2 は、モノマーとして存在す
ることから、N末 poly HAMP ドメインは、Aer2
の二量化に重要な役割を果たしているもの
と推定される。 
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