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研究成果の概要（和文）： 

核酸分子は金属など存在する環境に応答して、多様な構造形態を形成する。リポソーム様

構造の鉄貯蔵タンパク質に核酸分子を標的部位への薬物送達の可能性を見出し、新規な機能

を持ったこの蛋白質担体に着目した。新規の結晶格子を用いた鉄、亜鉛、カドニウムイオン

などをドーピングした６結晶構造を高い分解能で構造解析した。高含水率の結晶格子を形成

しており、これを用いて金属の取り込み経路などの結晶学的研究を行った。 

 
研究成果の概要（英文）： 

The nucleic acid molecule responds to the existing environment like the metal 
concentration and forms the various structures. The iron storage protein adopts the 
shell structure like to liposome and becomes a novel drug carrier to deliver nucleic 
acid and to release it at the target cell. The new crystal lattice structure of 
the candidate protein has been determined in six forms, in which the metal ions 
such as ferric, zinc and cadmium ions are doped. The highly solvated packing of 
the dodecamer shell is suitable for the crystallographic study of the metal ion 
uptake pathway.   
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１．研究開始当初の背景 
(1) 核酸は薬物または創薬ターゲットであ
る。特に、制がん剤の分野では代謝拮抗の概
念から開発・展開されてきており、最近は、
遺伝子治療のみならずウイルス増殖の阻止
や細胞増殖の抑制、免疫系および炎症の調節

などの働きをするサイトカインであるイン 
 
ターフェロン誘導においても注目されてい
る。 
 
(2) 核酸分子は金属、温度、pＨ、濃度など
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存在する環境に応答して、多様な構造形態を
形成する。二重らせん構造での塩基対形成の
構造基盤は、プリンーピリミジンの水素結合
による相互認識能とこの塩基対のらせん構
造への形態的適合の普遍性にある。しかも、
このゆるやかならせんを形成する糖－リン
酸骨格は剛直性と柔軟性を併せ持っており、
これが遺伝情報の厳密性と冗長性の発現で
もある。金属イオンと核酸との反応・相互作
用は多様である。金属イオンはリン酸基のカ
ウンターイオンとしての構造安定化の役割
以外に、塩基間または塩基対間に組み込むこ
とにより多様な構造を誘導・導入できること
が知られている。金属イオンを介した Wooble
塩基対もこの多様性発現で、その生物学意義
も認められている。この塩基対様式などが金
属イオンによって多様な改変・スイッチが可
能となると、医療および DNA コンピュータな
どのナノテクノロジー素材への応用が期待
される。 
 
(3) ピロリ菌由来の好中球活性蛋白質
（HP-NAP:Helicobacter pylori  neutrophil 
activating  protein）は, 4 本のα-helix
のバンドルサブユニットからなる殻状の 12
量体構造を形成して、その中腔の溶媒域に多
量の鉄イオンを取り込み、貯蔵し、かつ放出
する。また、核酸を活性酸素種から保護する
抗酸化作用も有する。この殻状のリポソーム
様構造に核酸分子、金属イオンを標的部位へ
のＤＤＳ（Drug Delivery System、薬物送達）
の可能性を見出し、リポソームにはない新規
な機能を持った蛋白質担体に着目した。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 核酸分子を薬物または創薬ターゲット
として応用展開をするために、新規な構造ス
イッチパーツの構築と新規な薬物送達系（Ｄ
ＤＳ）の構築を目指し、金属、pＨ感受性に
よる多様性の導入とその制御の構造基盤を
検討する。グアニン塩基特異のＧ-カルテッ
ト構造では K+, Na+イオンがＧ-カルテット間
中央に組み込まれている。そして塩基種認識
能の改変のトリガーとして、金属を用いた研
究も活発である。制がん剤開発ターゲットと
してテロメアに着目し、このＧ-カルテット
構造を金属イオンで制御する可能性を探っ
た。鉄やマグネシウムをはじめとする多くの
元素と安定な錯体を形成するポルフィリン
に着目した。そのπスタッキング力は核酸分
子との超分子構造を安定化し、関連酵素には
金属イオン結合サイトがあることから、機能
の制御素子となることが期待できる。その核
酸複合体での会合様式をⅩ線結晶構造解析
によって明らかにする。 
 

(2) 核酸分子は塩基のスタッキング力が核
となり、温度などの環境に応答したらせん構
造となる。このらせん構造のバンドル外側は、
帯状のポリアニオンと糖環の疎水面の構造
である。この構造特性により多重らせん、ル
ープ、ヘヤ―ピンなどの多様なバンドル
（bundle）様式が形成される。これらが環境
に応答するものであれば、天然にはない付加
価値の高い機能制御になると考えられる。こ
の視点に立って、制がんとしての核酸分子を
標的部位に薬物送達し、pＨおよび金属イオ
ン環境に応答する核酸分子高次構造のスイ
ッチパーツ導入を実現する。このＤＤＳの構
築を目指し、遺伝子工学、蛋白質工学、高次
構造解析などにより、構造基盤の基礎研究を
行う。 
 
(3) ＤＤＳキャリヤー分子は、リポソーム様
の多量体構造を形成する HP-NAPを利用する。
HP-NAP はバンドルサブユニットからなる殻
状の 12 量体構造を形成して、その中腔の溶
媒域に多量の鉄イオンを貯蔵し、放出する。
鉄イオンを酸化・無毒化、金属塊として貯蔵
する。また、核酸を保護する抗酸化作用を有
する。がん細胞などの標的部位で鉄などの金
属イオン環境に応答する新規なＤＤＳ蛋白
担体に着目した。このリポソーム状多量体内
部に核酸分子の効率よいドーピングおよび
標的部位での放出機能の創製を目的に、結晶
化および多量体形成の安定化に寄与してい
る高濃度グルタミン酸と沈殿剤 MPDの役割と
多量体形成機構の結晶学的解明を行う。まず
高分解能の高含水領域をもつ結晶の作製技
法を確立する。これを用いて、鉄イオンのな
い状態(apo 結晶)、共結晶法および浸潤法の
異なる金属ドーピングによる Fe（三価）イオ
ンの結合様式および多量体構造変化、さらに、
金属種として生体内金属である鉄イオンと
亜鉛イオンを念頭に、鉄だけでなく、亜鉛 Zn2+

および Cd2+などの二価イオンについても apo
結晶を利用した金属イオン挿入結晶を得て
解析する。その構造基盤のⅩ線結晶学的アプ
ローチを進める。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ポルフィリンと核酸複合体結晶の作成
のために、試料の化学合成と会合検索を行う。
会合能が高い誘導体を得るために、ピロール
間のメソ炭素原子上におよびピロール環ベ
ータ位に様々な置換基の導入を計画した。し
かしながら、多くのピロール重合体が生成す
るため、収率および同定が困難であった。年
度内に候補誘導体を得ることが出来ていな
い。ＤＮＡオリゴマーと金属イオンの共結晶
化を行った。ＤＮＡ, ＲＮＡ分子の結晶化は
困難である。ポリアニオン体であること、さ



らに高い溶解性にその起因を求めることが
できる。また、混在する陰イオンによって金
属と沈殿を起こさないように配慮したが、試
料調製、精製（回収）が困難であったために、
年度内に候補複合体結晶を得ることが出来
ていない。 
 
(2) ２つの HP-NAP の H. pylori YS29 株と
YS39 株（ともに日本臨床分離株であり、アミ
ノ酸配列が１ヶ所異なっている。）由来に
His-Tag を融合させて発現、精製して調製し
た。精製の過程で HP-NAP の凝集・沈殿を抑
えるために、多量体形成を含めた蛋白質フォ
ールディングに寄与すると考え、L-arginine
を添加し精製を達成した。 また、結晶化に
もこの L-arginine の添加が必須であった。 
 
(3) 放射光施設KEK Photon Factory (Tsukuba, 
Japan)のビームライン NW12A and BL6A で回
折データを収録し、解析を行った。金属を含
まない Apo 結晶は、空間群 F432 と対称性が
高く、また、大きな溶媒領域を持つ含水率が
非常に高い結晶であった。この結晶化系を金
属イオンの取り込み実験およびその構造変
化の構造化学的解明に利用することにした。
金属イオンを 2 種類の方法（共結晶化と浸潤
法）で導入(ドーピング)した。金属種は Fe2+

（FeSO4）, Zn2+（ZnSO4)、Cd2+ (CdSO4)で、
内在性のFe３+がApo結晶などに存在しないこ
とを蛍光Ｘ線スキャン法で確かめ、それぞれ
の金属種に適した波長で測定した回折デー
タを用いて、金属配位部位を同定した。分解
能は 2.5Åから 2.1Åで構造精密化を行い、
ＰＤＢ登録した。ＰＤＢ-ID は,3T9J (YS39  
apo), 3TA8(YS39  Fe), 4evb (YS39 Zn),  
4evc  (YS39  Cd),  4evd  (YS29  Cd), 
4eve(YS29 apo）である。 
 
 
４．研究成果 
(1) HP-NAP の新規結晶格子を用いて、金属イ
オンの取り込み、排出機構について構造化学
的知見を得た。精製の過程で HP-NAP の凝集・
沈殿を抑えるため、多量体形成を含む蛋白質
フォールディングに寄与すると考えられる
L-arginine を添加し、精製を達成した。 ま
た、結晶化にも L-arginine の添加が必須で
あり、これは、L-arginine が結晶格子形成に
寄与し結晶化溶液中の蛋白質高次構造の均
一化に寄与していることを示唆している。 
Apo 体結晶は、空間群 F432 と対称性が高く、
また、大きな溶媒領域を持つ、含水率が高い
結晶であった。 この 12 量体間のパッキング
は 4 組の lysine 側鎖が架橋し、狭い領域で
強固な相互作用を形成した興味深いもので
あり、この高い含水率の結晶格子を安定化し
ていることが明らかになった。下図は高含水

結晶格子形成に寄与している 4組のサブユニ
ット(色分けしている)間相互作用様式で、強
固な橋渡し構造である。また、多くの固定水
も観測出来た。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

次図で、この橋渡し構造での lys 残基が水素
結合と疎水結合で安定化している様子を示
している。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2) HP-NAPと同様に鉄貯蔵タンパク質である
ferritin および酸化ストレスからＤＮＡを
保護するDps (DNA-protecting protein under 
starved conditions)タンパク質との構造比
較を比較を行い、機能との相関を考察した。 
HP-NAP は 12 量体を形成し 3 回回転軸上に 2
種類の孔構造(pore I, pore II)を持つのに
対し、ferritin は 24 量体を形成し 3 回回転
軸上に 8 個、4 回回転軸上に 6 個の孔構造を
持つ。 この構造の差異は、ferrtin で 4 回回
転軸に関係する相互作用を形成していた C末
端のへリックスが HP-NAP では存在しないた
めであると考えられる。 また、構造を用い
た静電ポテンシャル計算では、Dps や
ferritin に比べ HP-NAP の多量体表面で広範
囲の正電荷分布が明らかになり、lysine など、
塩基性残基の好中球活性化機能への寄与様
式が示唆された。 
 
(3) 金属を含まない Apo 結晶と 2種類の方法
で金属をドーピングした Fe-load 体の結晶構
造解析により、構造比較を行った。Fe-load
体では、12 量体全体で 16 ヶ所の鉄結合部位
が同定され、そのうち 1ヶ所は HP-NAP 26695
でも報告され、鉄イオン酸化部位として知ら



れる ferroxidase center であった。 Apo 体
の ferroxidase center と比較すると、金属
配位に関わる残基および近傍のいくつかの
残基で側鎖の配向変化が見られ、また、金属
配位により ferroxidase center を形成する
α-ヘリックスが相対的に平行移動している
ことが見出された。さらに pore I で鉄イオ
ンの特異的結合部位を同定し、pore I が鉄イ
オンの流入に関わることが示唆された。図に
示すように、pore II においても、孔周辺の
金属の出入りに関係すると考えられるアミ
ノ酸側鎖の配向の変化を認めた。 

 
(4) 浸潤法により亜鉛イオンを導入した
Zn-soak 体では、 亜鉛イオンは 2 価イオン
であり、第一鉄イオンの結合様式を反映する
ことが期待できる。 Zn-soak 体では 7 ヶ所
の 亜 鉛 イ オ ン 結 合 部 位 が 観 察 さ れ 、
ferroxidase center においては Fe-load 体
とは異なり 2 個の亜鉛イオンが観察された。 
また、この結晶は Apo 体に比べ格子定数の格
子長が 3.9Åも短くなっており、検討した結
果 12量体の径が小さくなっていた。 特に、
ferroxidase center を形成するα-ヘリック
ス領域に大きな構造変化が見られ、12 量体の
縮小は金属結合能と深く関わっている可能
性がある。また、この Zn-soak 体では、次図
に示すように pore（孔）Ⅱに Zn2+イオンが見
出され、この孔も金属取り込み機構として働
いていることが明らかになった。更に、Cd2+

においても、Fe-load 体との金属配位様式の

差異などの構造知見を得た。 
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