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研究成果の概要（和文）：放射性セシウムの効率的な除去は急務な課題である。タンパク質がセシウムイオンと
結合する性質を利用した除去剤の開発例は未だにない。申請者が構造解析したウエルシュ菌毒素（CPE）の構造
は、３量体の中心に２つの金属イオン結合部位を持つ。立体構造解明により、３量体の分子中央に負の電荷をも
つグルタミン酸が３個ずつ集まってできたグルタミン酸クラスターが２つあることを見出した。このクラスター
に金属イオンがそれぞれ配位することがわかった。本研究では、この毒素の特徴を利用して、セシウムイオンを
捕捉する分子ピンセットの作製を目的とした。

研究成果の概要（英文）：The effective removal of the radio cesium is the problem that is urgent 
issues. There is not yet the development example of the remover using the property that protein 
couples with a cesium ion. The structure of the bacteria toxin (CPE) that an applicant analyzed 
structure has two metal ions binding sites in the center of the trimer. It was found that there were
 two glutamate clusters which have negative electric charge gathered in the molecular center of the 
trimer by 3D structure determination. It was revealed that these clusters have ability of various 
metal ions binding. It was suggested that this glutamate cluster is available to removing the cesium
 ion, and in this study, by using quick change methods of PCR, it was succeeded to make various 
mutant proteins for increasing the cesium binding property, and it was proved that some mutants can 
bind the cesium ion in this cluster. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
データ測定の結果、いずれの変異体CPEにおいても約2.3 Å 分解能の回折データを収集出来た。今回、９種類の
変異体帯を作成し、すべての変異体について結晶化を行い、構造決定し、構造精密化を行った。CPE-E94D(不活
型含む)及びCPE-D48A-E110D(不活型のみ)については、結晶構造解析ならびにXAFS解析の両方でセシウムの結合
を確認できた。XAFS解析の結果、結合している分子がセシウムであると確認できた。また、クラスター部分のア
ミノ酸が結合する金属イオンが、変異体の種類によって変化する可能性があることが示唆された



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 東京電力福島第一原子力発電所事故によって放出された放射性セシウムを分離し、汚染水を

軽減することは社会的に重要で急務なテーマである。また学術的に放射性セシウムの生物への

影響を究明するために、タンパク質とセシウムイオンの原子レベルでの相互作用を解明するこ

とは必須である。 

 申請者らは食中毒の病原因子であるウエルシュ菌腸管毒素の立体構造を世界で初めて解明し

た。(Crystal Structure of Clostridium perfringens Enterotoxin Displays Features of 

{beta}-Pore-forming Toxins. Kitadokoro K. et al., J. Biol. Chem., 286, 19549, (2011))。 

 この毒素は４℃では３量体として存在する。立体構造解明により、３量体の分子中央に負の

電荷をもつグルタミン酸が３個ずつ集まってできたグルタミン酸クラスターが２つあることを

見出した。このクラスターに金属イオンがそれぞれ配位することがわかった。 

  食中毒の原因菌であるウェルシュ菌は、人や動物の腸管、土壌、水中など自然界に広く

分布している。この細菌が産生する食中毒病原因子がウェルシュ菌エンテロトキシン

（Clostridium perfringens enterotoxin : CPE）である。CPEは、アミノ酸 319残基、分子量約

35 kDaのタンパク質で、N末端側の細胞障害領域と C末端側の受容体結合領域からなる。

CPEの全長の立体構造は、本研究室で構造解析により既に解明されており、結晶中で三量

体構造を形成している。三量体中心には２つの金属結合サイトがあり、それぞれ三つのグ

ルタミン酸で構成されたグルタミン酸クラスターであり、種々の金属イオンが結合するこ

とを確認している。本研究では、PCRを用いたクイックチェンジ法により、部位特異的変

異を導入し、クラスター部分の Glu94 と Glu110を Aspや Glyに置換した変異体、また毒

素活性に最も重要な残基であることが知られている Asp48を Alaに置換した不活型変異体

を作製した。この不活型変異体 CPEの内、クラスター部位の Asp変異体が、セシウムイオ

ンと特異的に結合することを、X線結晶構造解析及び XAFS (X線吸収微細構造)解析で確

認した。これにより、不活型毒素を使ったセシウムイオン捕捉剤の創製を研究の目的とし

た。 

 
２．研究の目的 
放射性セシウムの効率的な除去は急務な課題である。タンパク質がセシウムイオンと結合する

性質を利用した除去剤の開発例は未だにない。申請者は、世界で初めてウエルシュ菌由来腸管

毒素の立体構造を決定した。この毒素は４℃で３量体を形成し、その構造から３量体の中心に

２つの金属イオン結合部位を持つことを発見した。本研究では、この毒素の特徴を利用して、

セシウムイオンを捕捉する分子ピンセットの作製を目的とする。このためウエルシュ菌毒素と

セシウムイオンの結合様式を、X 線構造解析並びに X 線吸収微細構造(XAFS)の手法を用いて解

明する。更にこの毒素タンパク質にアミノ酸変異を導入することで、よりセシウム除去能が高

いセシウム結合タンパク質の創製を試みる。セシウムを選択的に取り込む分子ピンセットを作

製する。  

 
３．研究の方法 
この計画研究では、ウエルシュ菌毒素とセシウムイオンとの結合様式を明らかとするために、X

線構造解析と XAFS の手法を使って解明する。研究計画の進め方として、 

ウエルシュ菌毒素の結晶化を行い、浸透法によりセシウムイオンを結合させる。 

セシウムとの複合体の結晶の X線回折データを測定し、電子密度を確認する。 

SPring-8 で XAFS を測定する。波長が 0.35Å付近なので高エネルギーモードで測定する。 



ウエルシュ菌毒素変異体を作製し、よりセシウムイオン結合能の高い毒素を創製する。 

 
４．研究成果 

 本研究では、PCR を用いたクイックチェンジ法により、CPE に部位特異的変異を導入し、クラ

スター部分の Glu94 と Glu110 を Asp や Gly に置換した変異体、また毒素活性に最も重要な残基

であることが知られている Asp48 を Ala に置換した CPE の不活型変異体を作製した。この不活

型変異体 CPE の内、クラスター部位の Asp 変異体が、セシウムイオンと特異的に結合すること

を、X 線結晶構造解析及び XAFS(X 線吸収微細構造)解析で確認した。これにより、不活型毒素

を使ったセシウムイオン捕捉剤を創製することができた。データ測定の結果、いずれの変異体

CPE においても約 2.3 Å分解能の回折データを収集出来た。CPE-E94D(不活型含む)及び

CPE-D48A-E110D(不活型のみ)については、結晶構造解析ならびに XAFS 解析の両方でセシウムの

結合を確認できた。XAFS 解析の edge 部分を挟んで

左の peak 側と右の remote 側の両側の波長で、回折

データ測定をした結果、peak 側でセシウムの異常分

散ピークを確認でき、remote 側で異常分散ピークが

消えていることから、結合している分子がセシウム

であることを証明できた。また、クラスター部分の

アミノ酸が結合する金属イオンが、変異体の種類に

よって変化する可能性があることが示唆された。 
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