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研究成果の概要： 
本研究は、結核治療の新規標的蛋白質となりうる結核菌の銅イオンポンプに着目し、その立体

構造を決定するために結晶作成を試みた。そのためには、良質な蛋白質試料を大量に調製する

必要があるが、天然物から行うことは不可能である。よって、遺伝子組み換え技術で大腸菌な

どを利用し蛋白質を調製することを目指したが、系の確立には至っていない。一方、Feや Mn

を運ぶ蛋白質の調製系は確立し、同時に研究を進めている。 
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１．研究開始当初の背景 
 

 銅や亜鉛、鉄などの重金属イオンは、生体

に必須な微量元素であるが、過剰にあると毒

性を示す。重金属イオンポンプはATPの化学

エネルギーを利用して、余分な重金属イオン

を細胞外へ排出する膜蛋白質である（右図

１）。銅イオンポンプに代表される重金属イ

オンポンプは、バクテリアから人までの幅広

い種で保存されている。実際、人のウィルソ

ン病やメンケス病という疾患は、２種類の銅

イオンポンプの変異によって引き起こされ

る。このことから、この蛋白質の重要性が分

かる。 
図１ 銅イオンの恒常性維持に関わる蛋白
質 
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重金属イオンポンプの機能を理解する上

で役に立つ情報である立体構造は、未だ明ら

かにされていない。反応機構を理解するため、

世界中で複数の研究者が立体構造の決定に

向け、蛋白質の調製、結晶化を試みているの

が現状である。一方、同じくイオンポンプに

属するカルシウムポンプでは、複数の生理的

状態の立体構造が決定されており、その理解

に大きな情報を与えた（下図２）。 

 

図２ カルシウムポンプの中間体の結晶構

造。反応サイクル中のほとんどの状態の原子

構造が決定された。 

 

重金属イオンポンプの方は結晶構造解析

が進まない理由として考えられる事は、 

・蛋白質試料の調製が困難 

・複数の可溶性ドメインを持つ膜蛋白質 

 

などが、挙げられるだろう。研究の進展には、

それらを解決することが、最重要課題である。 

 

２．研究の目的 

 

 本研究では、結核菌由来の銅イオンポンプ

の立体構造を解明し、その性質を明らかにす

ることである。細菌から人まで広く存在する

銅イオンポンプの中から、結核菌の蛋白質を

対象に選んだ理由について説明する。 

人の疾患についての研究をするのであれ

ば、当然、疾患関連蛋白質である人の銅イオ

ンポンプであるATP7AやATP7Bを対象にすべ

きであろう。しかし、哺乳類の膜蛋白質試料

の調製は非常に困難である。そこで、発現系

による大量調製が比較的容易である原核生

物由来の銅イオンポンプ（CopA,CopB）の中

から結核菌(Mycobacterium属)由来のものを

ターゲットとして選んだ。なぜなら、銅イオ

ン恒常性が崩れれば細胞は死滅するのだか

ら、銅イオンポンプは結核治療薬の標的蛋白

質となり得ると考えたからだ。実際に、病原

菌に感染すると生体防御反応によって、貪食

細胞がファゴソームの重金属イオンを枯渇

させることによって、病原菌を殺そうとする。

さらに結核菌では、感染した際に活性化され

るゲノム領域に、銅イオンポンプの類似体で

あると予想されたCtpVという遺伝子が存在

している。つまり、結核菌が感染した後に生

育するためには、銅イオンポンプは重要な役

割を果たしていると考えてもよさそうだ。 

 

過去の病気とも考えられていた結核であ

るが、薬剤耐性菌の出現により世界で年間に

１６０万人以上の死者を出しており、その数

は依然として感染症の中で最も多い。新規の

結核治療薬の開発が早急に必要とされてい

る。新しいクラスの薬剤群であるジアリルキ

ノリン化合物が、結核菌のATP合成酵素のF0

サブユニットを標的とし、薬剤耐性菌の増殖

を阻害することが2005年Science誌に報告

された。 

  

 本計画が成功し結核菌の銅イオンポンプ

の立体構造が明らかになると、その阻害剤の

開発に向けた有用な情報を提供できると期

待される。 

 

３．研究の方法 

 

 結核菌の銅イオンポンプ（膜蛋白質）の結

晶化に向けた流れを示す。 

 

（１） 発現系の構築 

（２） 精製系の構築 

（３） 結晶化条件の検討 

 

 の順である。 

 

結晶構造解析において、膜蛋白質が対象で

ある場合は、どのステップも非常に困難であ

ることが知られている。今回の場合は、天然

物から試料を調製することが無理である。よ

って、遺伝子組み換え技術を利用して、大腸

菌などの異種バクテリアでの発現系を使い

組換え蛋白質を大量に生産することにした。 

 

 まずは、対象にする銅イオンポンプである

が、病原性の結核菌を用いることは、一般の

研究室では出来ない。そこで、病原性の弱い

ものや弱毒化した結核菌の仲間で、すでに遺

伝子情報が公開されており入手可能なもの

を対象とした。実際に使用した種を以下に示

す。 



 

 

・ Mycobacterium bovis (BCG株)の 3種の
銅イオンポンプ（CtpA,CtpB,CtpC） 

・ Mycobacterium leprae の銅イオンポン
プ 

・ Mycobacterium smegmatis の銅イオン
ポンプ類自体 

・ 銅イオンポンプに加え、上記の Mnや Fe

を輸送する蛋白質（Nramp１/MntH） 

 

を遺伝子クローニングした。病原性の結核菌

とBCG菌由来のものは、アミノ酸配列がほと

んど同じであるため、良い候補といえよう。

遺伝子クローニングはゲノムDNAを鋳型とし

て PCR法で行ったが、結核菌遺伝子は GCに

富むため、反応系やポリメラーゼの選択に関

して、若干の工夫を要した。得られた遺伝子

は、発現ベクターに組み込んだ。その際、ア

ミノあるいはカルボキシル末端側に、Hisタ

グを付加させ、発現の確認やアフィニティー

精製に利用した。 

 

 他の細菌(大腸菌や好熱菌など)由来の銅

イオンポンプの大量調製に成功した、大腸菌

を用いた発現系をまずは試した。しかし、結

核菌の膜蛋白質を大腸菌で大量に発現した

例は少ない。そのため、他の発現系も同時に

試すことにした。選んだのは、同じくグラム

陽性細菌に分類される、コリネバクテリアと

乳酸菌にした。 

 

４．研究成果 

 

 残念ながら、期間内で結核菌の銅イオンポ

ンプの結晶化は行なえなかった。その理由と

しては、大量調製系の構築が思いのほか困難

であったからだ。改善に向けて行った工夫と

しては、 

（１） 発現するDNA配列、プロモーター、

タグ等 

（２） 培養条件（ホスト大腸菌、誘導剤濃

度、温度、培地） 

 

という、一般的なものに加え 

（３） コリネバクテリアや乳酸菌の発現

系 

 

である。 

 

計画が上手く進まなかった理由について

は、遺伝子配列がGCに富む（＞７０％）か

らだと考えられた。そこで、ホストとしてGC

リッチな配列に対応したtRNAを含んだもの

や、低温での発現に有利な株を用いたが、改

善には至らなかった。発現ホストとして、結

核菌であるMycobacterium smegmatis を利

用すると上手くいくのかもしれない。これに

関しては、 専用の発現ベクターの選定など

問題もあるが、菌株は入手済みで試してみた

い。 

 

 一方、銅イオンポンプではないが、同時進

行していたその他のイオン輸送体の中でMn

やFeを輸送すると考えられているNramp 

(MntH)は、pTrcベクターで希なコドン対応ホ

ストを用いた時に膜画分への発現が認めら

れた。この蛋白質は結核菌などの細菌に感染

した際の抵抗性遺伝子として同定された

Nrampファミリーに属し、細菌から哺乳類ま

で広く保存されている。Nrampファミリーは

宿主がパラサイトを排除するためのみなら

ず、感染した結核菌にとっても自身のNramp

はその生存に大切な役割を果たしているら

しい（下図３）。 

 

 

 

図３ マクロファージに貪食された結核菌

は、Nramp蛋白質を使い、必須微量重金属を

取り込む。 

 

 

年度内で目的の達成は果たせなかった。し

かし、Nrampにも重点を置き研究を進めるこ

とは、結核菌の新たな治療薬開発に向けた立

体構造解析、という目的に合致している。今

後は、Mycobacterium smegmatis を利用し
た銅イオンポンプの発現系構築と同時に、

Nrampの精製そして結晶化スクリーニングを

進めたい。 
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