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研究成果の概要（和文）：緑膿菌は，多剤耐性菌の出現による院内感染が社会問題となっているグラム陰性細菌
で，多剤耐性緑膿菌に対する治療法の確立が急がれている．緑膿菌は鉄が不足した状態に陥ると鉄ポルフィリン
錯体（ヘム鉄）を鉄分として獲得することを目的として，ヘム鉄獲得蛋白質（HasA）を分泌する。本研究では、
HasAがヘムとは異なる形状の合成金属錯体であっても捕捉可能であることを明らかにした。鉄-フタロシアニン
や鉄-ジフェニルポルフィリンを結合したHasAが緑膿菌の増殖を阻害することを見出した。また、ガリウムフタ
ロシアニンを結合させたHasAを用いると光照射によって緑膿菌を殺菌できることも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：HasA (Heme acquisition system A) is a hemophore secreted by some pathogenic 
bacteria having a heme acquisition system (Has system) such as Pseudomonas aeruginosa. We have found
 that HasA can capture several synthetic metal complexes other than heme such as iron-salophen and 
iron-phthalocyanine. The crystal structures of HasA harboring iron-salophen and iron-phthalocyanine 
showed only small structural perturbations compared with that of HasA with heme. We also found that 
HasA bound to iron-phthalocyanine strongly inhibited HasA-mediated heme acquisition. Furthermore, we
 have demonstrated that Pseudomonas aeruginosa can be eliminated by photo-irradiation at 680 nm in 
the presence of HasA bound to gallium-phthalocyanine due to generation of singlet oxygen.

研究分野： 生物無機化学
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１．研究開始当初の背景 
緑膿菌は，日和見感染を引き起こすグラム陰
性菌で，強い薬剤抵抗性を持ち，多剤耐性菌
になりやすいために，院内感染の主な原因菌
となっている．緑膿菌は，鉄欠乏状態になる
とヘム（鉄ポルフィリン錯体）獲得蛋白質
(HasA)を分泌し，鉄源としてのヘムを宿主か
ら獲得するシステムを作動させる．HasAは，
菌体外でヘモグロビンなどのヘム蛋白質か
らヘムを獲得し，緑膿菌外膜の特異的受容体
の HasR にヘムを受け渡す役割を持つ．HasA
に合成金属錯体を取り込ませることにより
HasR のヘムの獲得を阻害することができれ
ば，緑膿菌の鉄獲得経路の一つを遮断するこ
とができると考えられる．  
２．研究の目的 
緑膿菌が分泌するヘム獲得蛋白質を改変す
ることにより，緑膿菌の鉄獲得プロセスを阻
害し，併せて光線力学的反応を併用する高選
択的な緑膿菌殺菌システムを開発すること
を研究目的とする．緑膿菌が鉄欠乏状態にな
ると分泌するヘム（鉄ポルフィリン錯体）獲
得蛋白質(HasA)が，様々な合成金属錯体を結
合可能であることを利用して，HasA の特異
的受容体である HasR のヘム取り込みを阻害
するとともに，可視光領域に強い吸収を有す
る蛍光性金属錯体を緑膿菌に高選択的に取
り込ませることで，可視光照射により緑膿菌
のみを選択的に殺菌するシステムを構築す
る． 
３．研究の方法 
緑膿菌が鉄欠乏状態になると分泌するヘム
獲得蛋白質 HasA に，一重項酸素を生成可能
な蛍光性金属錯体を結合させ，さらに緑膿菌
に取り込ませることにより，可視光を照射す
ることで選択的に緑膿菌を殺菌できるシス
テムを開発する．そのために「合成金属錯体
を結合させた改変 HasA」と HasA の特異的受
容体である HasR の相互作用および合成金属
錯体の受け渡しを，大腸菌にて発現・精製し
た HasR を用いて調べる．同時に，緑膿菌へ
の金属錯体の移動を蛍光プローブを修飾し
た HasA を用いて評価する．「合成金属錯体を
結合させた改変 HasA」と HasR の相互作用や
金属錯体の移動に関する知見を基に，緑膿菌
の光殺菌における光増感剤の局在部位，殺菌
の効率や機構を蛍光顕微鏡にて観察し統計
的に評価する．ヘム獲得システムを有する他
の細菌へ光殺菌システムの拡張を試みる． 
４．研究成果 
鉄-サロフェンと鉄-フタロシアニンを結合し
た HasA の構造は，ヘムを結合した HasA と
ほぼ同じであり，これらの HasA は，特異的
レセプターの HasR と相互作用し得るのでは
ないかと考えられた．鉄-フタロシアニンを結
合した HasA を培地に添加すると，ヘムを捕
捉した HasA が存在しても，緑膿菌は増殖し
ないことを見出した．鉄-フタロシアニンを結
合した「偽の HasA」が Has システムを介し
た緑膿菌のヘム獲得を阻害し，緑膿菌の増殖

を抑制していることを示唆した．緑膿菌の外
膜に存在する HasA 特異的な受容体蛋白質の
HasR は，鉄-フタロシアニンを結合した「偽
の HasA」と，本来の標的であるヘム鉄を結
合した「本物の HasA」を区別することがで
きず，誤って「偽の HasA」を受容したと推
察される．「偽の HasA」によりヘムの取り込
み口を塞がれた HasR は，ヘムを結合した
HasA からヘム鉄を受容する本来の機能を失
い，鉄分の供給が遮断された緑膿菌は増殖で
きなくなったと考えられる．ガリウム-フタロ
シアニンを HasA に捕捉させた場合には，光
照射によって緑膿菌を殺菌できることも明
らかにした．鉄-ジフェニルポルフィリン錯体
とその誘導体を合成し，それぞれの錯体と
HasA を複合化した「偽の HasA」を作成する
ことで，「合成金属錯体の構造」と「緑膿菌
に対する増殖抑制効果」の関連性を調べた．
X 線結晶構造解析によってそれぞれの複合体
の構造解析に成功した．構造が得られた 5 種
類の「偽の HasA」の全体構造は，ヘムを捕
捉した HasA とほぼ同一であったことから，
HasAに結合した合成金属錯体はHasAの全体
構造に影響を与えないことが示された．鉄-
ジフェニルポルフィリン誘導体を捕捉した
全ての「偽の HasA」が，緑膿菌の増殖抑制
剤として機能することに加え，HasA が捕捉
する合成金属錯体の構造によって，異なる増
殖抑制効果を示すことが判明した．鉄-ジアザ
ジフェニルポルフィリンを捕捉した HasA は，
鉄-ジフェニルポルフィリン誘導体の中で最
も高い増殖抑制効果を示した．  
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