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研究成果の概要（和文）：微生物が産生するヒスチジン連続タンパク質は、ヒト細胞に対して細胞膜透過性を示
し、さらに疾患に関与する挙動を示す。本研究では、ヒト血中から類似のヒスチジン連続タンパク質を網羅的に
探索したところ、Histidine-rich glycoprotein（HRGP）が細胞膜透過性ヒスチジン連続タンパク質として見出
された。さらに、HRGPは亜鉛イオンと結合した状態でヒト細胞内に取り込まれ、細胞内亜鉛イオン濃度を増加さ
せるとともに、ミトコンドリア呼吸鎖複合体の遺伝子発現を抑制することが明らかとなった。すなわち、ヒトの
細胞膜透過性ヒスチジン連続タンパク質も同様に疾患に関与する挙動を示すことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Histidine-rich proteins produced by microorganisms exhibit cell membrane 
permeability towards human cells and demonstrate behaviors associated with diseases. In this study, 
a comprehensive search for similar histidine-rich proteins in human blood identified Histidine-rich 
glycoprotein (HRGP) as a cell membrane-permeable histidine-rich protein. Furthermore, this study 
showed that HRGP, when bound to zinc ions, is internalized in human cells, increasing intracellular 
zinc ion concentration and suppressing the gene expression of mitochondrial respiratory chain 
complexes. The results suggest that cell membrane-permeable histidine-rich proteins in humans also 
exhibit behaviors associated with diseases.

研究分野：生物有機化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、ヒト血中に多量に存在するHRGPが細胞膜透過性ヒスチジン連続タンパク質としてふるまい、さらに
亜鉛イオンを細胞内へ輸送することで、好気呼吸（ATP合成）の重要因子であるミトコンドリアの呼吸鎖複合体
の発現量を低下させることが明らかになった。すなわち、HRGPはミトコンドリア機能障害に起因する神経変性疾
患、代謝症候群、老化関連疾患などさまざまな疾患のリスク因子となりうる可能性が示唆された。今後は、HRGP
を新たな切り口とした関連疾患の予防・改善法の開発につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
我々はこれまでの研究から、ヒスチジンのみが連続した人工の細胞膜透過ペプチド「ポリヒス
チジンペプチド」を開発し、ポリヒスチジンペプチドを融合した人工の組換えタンパク質も同様
に、高い細胞膜透過性を示すことを発見した[1]。さらに、一次構造中にヒスチジン連続配列を有
する天然タンパク質｛例：熱帯熱マラリア原虫 Plasmodium falciparum Histidine-rich protein 
II （マラリア HRP）、ピロリ菌 Helicobacter pylori Histidine rich protein（ピロリ菌 HRP）｝
についても、それぞれ細胞膜を透過することを明らかにした。非常に興味深いことに、これらマ
ラリア HRP やピロリ菌 HRP は細胞膜を透過した後に、疾患に関与する挙動（例：細胞毒性やアミ
ロイド様線維形成）を示すことが明らかになった[2,3]。すなわち、ヒスチジン連続配列を有した
天然タンパク質（ヒスチジン連続タンパク質と呼称する）は細胞膜透過性に加えて、細胞内機能
を有した新たな機能性タンパク質ファミリーであると考えられる。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究では、一次構造中にヒスチジンが連続したタンパク質のみを解析対象として
きた。そこで本研究では、立体構造中にヒスチジンが連続するタンパク質を解析対象とすること
で、新しいヒスチジン連続タンパク質の探索・同定・機能解析を目指す。これにより、ヒスチジ
ン連続タンパク質ファミリーの一端を解明するとともに、新たな生命現象の発見に挑む。 
具体的には、「ヒスチジン連続タンパク質は生体内・細胞内で一体何をしているのか？」とい
う疑問を明らかにするため、ヒトに存在する新たなヒスチジン連続タンパク質を探索・同定し、
その細胞膜透過性と機能を調べるとともに、未知なる生命現象の発見を目指す。従来は、バイオ
インフォマティクス解析により「一次構造中にヒスチジン連続配列を有するタンパク質のみ」に
着目してきたが、本研究では生化学的な解析手法を駆使することで「立体構造中にヒスチジン連
続配列を有するタンパク質」を探索・同定し、その生理機能を明らかにすることを目指す。 
天然分子の構造をヒントにして人工の機能性分子を創生するバイオミメティクス研究が近年
盛んであるが、本研究ではその真逆のリバースバイオミメティクス研究（人工分子の構造をヒン
トに機能性の天然分子を探索する研究）により、新しい機能を有したヒト由来ヒスチジン連続タ
ンパク質の発見を試みる。 

 

３．研究の方法 
 本研究では、ヒト血中に含まれる「立体構造中にヒスチジン連続配列を有するタンパク質」を
探索し、細胞膜透過性を解析するとともに、その生理機能を明らかにすることを目指した。具体
的な研究方法を以下に記載する。 
 
(1) ヒスチジン連続タンパク質の探索・精製 
 正常ヒト血清プール（年齢：20 代～60 代、性別：男性・女性、血液型：A・B・O・AB 型）（コ
ージンバイオ株式会社から購入）を Ni 固定化カラムへロードし、立体構造中にヒスチジンが連
続したヒスチジン連続タンパク質を結合させた。次いで、イミダゾール濃度勾配により、Ni 固
定化カラムに結合したヒスチジン連続タンパク質の中から、立体構造中のヒスチジン連続性の
低い順にタンパク質を溶出させた。これにより、ヒスチジン連続性の異なるヒスチジン連続タン
パク質画分を得た。さらに、イオン交換カラムにて細分化することで、ヒスチジン連続性と表面
電荷の異なるヒスチジン連続タンパク質画分（合計 91 画分）を得た。 
 
(2) ヒスチジン連続タンパク質の細胞膜透過性の解析 
 上記(1)にて得られたヒスチジン連続タンパク質画分の一部を蛍光色素 Fluorescein により蛍
光修飾した（ヒスチジン連続タンパク質の N末端またはリジン残基の NH2基を Fluorescein 標識
した）。蛍光標識したヒスチジン連続タンパク質画分を、ヒスチジン連続配列をよく取り込むこ
とが分かっているヒト繊維肉腫細胞株（HT1080 細胞）に添加処理し、フローサイトメーターに
て細胞膜透過性を定量評価した。 
 
(3) 細胞膜透過性ヒスチジン連続タンパク質の候補の同定 
上記(2)にて高い細胞膜透過性を示したヒスチジン連続タンパク質画分（蛍光未標識画分）を、
LC-MS/MS 質量分析に供し、細胞膜透過性のヒスチジン連続タンパク質画分に含まれるタンパク
質配列を解析した。これにより、細胞膜透過性ヒスチジン連続タンパク質の候補を複数種同定し
た。 
 
(4) 細胞膜透過性ヒスチジン連続タンパク質の機能解析 
上記(3)にて同定された細胞膜透過性ヒスチジン連続タンパク質候補を、ヒト血清から精製・
単離した。次いで、精製した細胞膜透過性ヒスチジン連続タンパク質を蛍光標識し、フローサイ
トメーターおよび共焦点レーザー走査型顕微鏡を用いて、ヒト HT1080 細胞に対する細胞膜透過



メカニズムを調べた。また、細胞膜透過性ヒスチジン連続タンパク質を処理したヒト HT1080 細
胞から mRNA を抽出し、RNA-Seq 解析により細胞内の遺伝子発現変動を調べた。これにより、細
胞膜透過性ヒスチジン連続タンパク質が細胞に与える影響を解析し、ヒスチジン連続タンパク
質の生体内・細胞内における機能解明を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞膜透過性ヒスチジン連続タンパク質の探索 
本研究では、ヒト血清中に存在するヒスチジン連続タンパク質の探索ならびに細胞膜透過性
の評価と細胞に与える機能解析を実施した。まず、アフィニティー精製クロマトグラフィーおよ
びイオン交換クロマトグラフィーにより得られた 91 種類のヒスチジン連続タンパク質画分の細
胞膜透過性を評価したところ、細胞膜透過をすることが分かっているポリヒスチジンペプチド
融合タンパク質よりも高い細胞膜透過性を示す画分が 27 画分存在することが明らかになった
（図１）。これら 27 画分に含まれる細胞膜透過性ヒスチジン連続タンパク質について、LC-MS/MS
質量分析を用いたアミノ酸配列解析を実施した。その結果、細胞膜透過性ヒスチジン連続タンパ
ク質の候補タンパク質が 221 種同定された。さらに、Gene ontology 解析結果を参照してエンド
ソームに存在が確認されているタンパク質（エンドサイトーシスにより細胞膜透過を示す可能
性があるタンパク質）に絞り込んだ結果、7種類の候補タンパク質が示唆された（表１）。この 7
種類の候補タンパク質の中で、もっともヒスチジン含有率が高いタンパク質として Histidine-
rich glycoprotein（HRGP）に着目した。HRGP はヒト血中に多量に存在する糖タンパク質であり、
生体内で様々な機能を示す多機能タンパク質として知られている[4]。また、HRGP の中にはヒス
チジンに富むヒスチジンリッチ領域が存在しており、立体構造予測（AlphaFold Protein 
Structure Database: AF-P04196-F1）からこのヒスチジンリッチ領域はタンパク質表面に露出し
ていることが示唆されたため、HRGP は細胞膜透過性ヒスチジンリッチタンパク質である可能性
が強く示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) HRGP の細胞膜透過 
上記(1)の結果から、ヒト血清中に存在する HRGP が細胞膜透過性ヒスチジン連続タンパク質
である可能性が強く示唆された。そこで、ヒト血清から HRGP を精製し、蛍光標識した HRGP を調
製してヒト細胞に対する細胞膜透過を再検証した結果、予想した通り、HRGP はヒト HT1080 細胞
に対して高い細胞膜透過を示すことが確認された。また、二価金属イオン（Co2+、Ni2+、Cu2+、Zn2+

図１．細胞膜透過性ヒスチジン連続タンパク質の探索 
ヒト血清中に存在するタンパク質を Ni イオン固定化カラムにて精製した際のイミダゾール溶出濃度
と、陽イオン交換カラム（SP Sepharose）または陽イオン交換カラム（Q Sepharose）にて精製した
際の NaCl溶出濃度にて、各画分を示す。細胞膜透過をすることが分かっているポリヒスチジンペプチ
ド融合タンパク質（MBP-H16）の膜透過を 1.0とした場合の相対値で示す。MBP-H16よりも高い細胞
膜透過性を示した Middle画分および High画分を、以降の LC-MS/MS質量分析に供した。 

表１．細胞膜透過性ヒスチジン連続タンパク質の候補 



イオン）が HRGP の細胞膜透過に与える影響を調べたところ、Zn2+イオン存在下において HRGP の
細胞膜透過が顕著に促進されることが明らかとなった（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) HRGP が細胞に与える影響の解析 
上記(2)の結果から、HRGPの細胞膜透過はZn2+イオンにより促進されることが明らかになった。
また、先行研究よりZn2+イオンはHRGPの相互作用因子の一つとして報告されていることから[4]、
HRGP は Zn2+イオンと相互作用することで高い細胞膜透過を示している可能性が示唆された。そ
こで、HRGP と Zn2+イオンの結合、細胞膜透過、ならびに細胞内濃度の関係性を調べたところ、
HRGP は Zn2+イオンと結合した状態で細胞膜透過をすることで、Zn2+イオンを細胞内へ輸送してい
ることが分かった（図３）。すなわち、HRGP は Zn2+イオンのトランスポーターとして機能してい
る可能性が示唆された。 
上記のように、新しい機能的側面が示唆された HRGP であるが、このような HRGP が細胞膜透過
した後に、細胞内でどのような機能を示すのかについては未だ不明であった。そこで、HRGP の
細胞内機能の解明を目指し、RNA-Seq 解析を実施した。Zn2+イオンの存在／非存在下にて HRGP を
ヒト HT1080 細胞に細胞膜透過させた後、RNA-Seq 解析により遺伝子発現変動を調べたところ、
Zn2+イオン単独や HRGP 単独処理では発現変動が見られなかった遺伝子群が、Zn2+イオンと HRGP
の共処理によって顕著に発現変動することが明らかになった。GO enrichment 解析の結果、Zn2+

イオンと HRGP の共処理によって、ミトコンドリアの ATP 合成（電子伝達系）に関与する呼吸鎖
複合体をコードする遺伝子群の発現量が顕著に低下することが示された（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

図２．HRGPの細胞膜透過 
（A）ヒト血清プールから Niイオン固定化カラムを用いてアフィニティー精製した HRGP画分（イミ
ダゾール 500 mM溶出画分）の SDS-PAGE泳動写真、（B）Western Blottingの写真（一次抗体 Anti-
HRGP pAb from rabbit 5,000倍希釈、二次抗体 Anti-Rabbit pAb from goat 10,000倍希釈）を示す。矢
頭は精製 HRGPのバンドを示す。（C）ヒト細胞（HT1080細胞）に対する蛍光標識 HRGPの細胞膜透
過を示す。比較対象として、非膜透過性の MBP-FLAG と膜透過性の MBP-H16 を用いた。n.t.は未処
理、異符号間は有意差有（Tukey test p<0.05）を示す。（D）異なる種類、濃度の二価金属イオン存在
下における、蛍光標識 HRGPの細胞膜透過を示す。異符号間は有意差有（Tukey test p<0.05）を示す。 

図３．HRGPによる Zn2+イオンの細胞内輸送 
（A）異なる濃度の Zn2+イオンと HRGP（1 μM）を混合した際の、HRGPの細胞膜透過、ならびに Zn2+

イオンと HRGPの結合を示す。異符号間は有意差有（Tukey test p<0.01）を示す。（B）異なる濃度の
Zn2+イオンと HRGP（1 μM）で細胞を処理した際の細胞内 Zn2+イオン濃度を示す。細胞内の Zn2+イオ
ン濃度は Zn2+イオン特異的蛍光プローブである ZnAF-2 DA（五稜化薬株式会社）を用いて定量した。
n.t.は未処理、異符号間は有意差有（Tukey test p<0.05）を示す。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) ヒト血清中における HRGP の機能に関する考察 
 上記(1)から(3)までの結果を総括すると、ヒト血清中に多量に存在する HRGP は細胞膜透過性
ヒスチジン連続タンパク質であると同時に、HRGP は Zn2+イオンと結合して Zn2+イオンを細胞内
へ輸送することで、ミトコンドリアの呼吸鎖複合体の発現量を低下させることが明らかになっ
た。 
 ミトコンドリアの呼吸鎖複合体は、ミトコンドリア内膜における電子伝達系の担い手であり、
好気呼吸（ATP 合成）に必須のタンパク質複合体である。このようなミトコンドリア呼吸鎖複合
体の発現量が低下すると、細胞内のエネルギー産生が減少し、ミトコンドリア機能障害に端を発
した神経変性疾患、代謝症候群、老化関連疾患など様々な疾患の原因になることが予想される。
すなわち、HRGP は Zn2+イオンと共に細胞膜透過をすることで、ミトコンドリア機能障害に起因
する疾患のリスク因子としてはたらく可能性が示唆された。 
 また、正常なヒト血中の Zn2+イオン濃度は 10～20 μM の範囲であるが[5]、糖尿病や心血管疾
患では血中 Zn2+イオン濃度が大きく上昇することが知られている[6]。このような血中 Zn2+イオン
濃度の上昇を伴う疾患においては、HRGP がミトコンドリア機能障害を引き起こすリスクがより
高まると予想される。さらに、ミトコンドリア機能障害に起因する神経変性疾患（パーキンソン
病やアルツハイマー病）についても、亜鉛の過剰摂取と関連していることが報告されているが[7]、
本研究の成果を考慮すると、亜鉛の過剰摂取とミトコンドリア機能障害をつなぐ因子として
HRGP が働いている可能性が示唆された。 
 今後は、さまざまなヒト組織由来の細胞株を用いて、HRGP と Zn2+イオンの細胞膜透過や、それ
に続くミトコンドリア機能障害を検証する必要がある。また、HRGP をノックアウトした際に、
種々の疾患に与える影響についても表現型解析が求められる。現時点では、本研究成果は HRGP
の機能の一側面を明らかにしたに過ぎない。しかしながら、先行研究で示された天然ヒスチジン
リッチタンパク質（マラリア HRP やピロリ菌 HRP）と同様に、ヒトの天然ヒスチジンリッチタン
パク質である HRGP についても細胞膜透過性と疾患に関与する挙動を明らかにすることができた
ことは、ヒスチジン連続タンパク質ファミリーの全容解明において重要な知見であると言える。 
 
５．引用文献 
[1] Iwasaki et al. (2015) J. Control. Release, 210: 115-124. 
[2] Iwasaki et al. (2022) Biosci. Biotechnol. Biochem., 86: 321-330. 
[3] Iwasaki et al. (2021) bioRxiv, doi.org/10.1101/2021.11.19.469193. 
[4] Poon et al. (2011) Blood, 117: 2093–2101. 
[5] Walsh et al. (1994) Environ. Health Perspect., 102: 5–46. 
[6] Qu et al. (2020) Bioact. Mater., 5: 410–422. 
[7] Ringgit et al. (2022) Sci. Rep., 12: 2574. 

図４．Zn2+イオンと HRGPにより発現変動するミトコンドリア呼吸鎖複合体の遺伝子群 
ヒト細胞（HT1080細胞）を Zn2イオン（100 μM）と HRGP（1 μM）で単独または共処理した際の遺
伝子発現変動を RNA-Seq により解析した。Zn2+イオンと HRGP の共処理によって選択的かつ顕著に
発現量が低下するミトコンドリアの呼吸鎖複合体の遺伝子群を示す。 
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