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研究成果の概要（和文）： 重金属公害の原因の一つであるカドミウムの植物細胞内での毒性の

鍵となる細胞内鉄・カドミウムイオントランスポーターの立体構造を決定し、その分子機構を

解明するために、植物由来の二つの膜タンパク質 AtNRAMP3および AtNRAMP４の X線結晶

構造解析実験を行った。大腸菌の発現系を利用することによって二つのタンパク質の異種発現

に成功したが、X線結晶構造解析を行えるような良質な結晶は得られなかった。 

 
研究成果の概要（英文）：To reveal the Iron/Cadmium transport mechanisms of two plant 

membrane protein, AtNRAMP3 and AtNRAMP4, which are thought to be key proteins for 

the cadmium toxicity in plant, we tried to determine the crystal structure of these proteins. 

We have succeeded overexpression of these membrane proteins using E.coli protein over 

expression system, but we couldn’t obtain the crystals of these proteins. 
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2010年度 １，７００，０００ ５１０，０００ ２，２１０，０００ 

2011年度 １，６００，０００ ４８０，０００ ２，０８０，０００ 

年度    

年度    

  年度    

総 計 ３，３００，０００ ９９０，０００ ４，２９０，０００ 

 
 

研究分野：生物学 

科研費の分科・細目：生物科学・構造生物化学 

キーワード：蛋白質、植物、環境、X線結晶構造解析 

 
 
１．研究開始当初の背景 

 

生育のための栄養を他の生物から取得す
る動物とは異なり、植物は生育に必須な栄養
の多くを、光合成による炭素固定と生育土壌
中からの養分の吸収によって調達する。鉄、
マンガン、銅、亜鉛といった細胞機能の維持
に必須な微量金属原子も土壌中から根を通
して吸収するが、その際、生育に必要のない
有害な重金属も同時に吸収してしまうため、

有害な重金属によって汚染された土壌で育
った植物は、高い濃度でそれらを蓄積してし
まう。有害重金属の代表として、カドミウム
がある。一般的に、カドミウムは生物の生育
に必要のない遷移金属原子であり、その摂取
は人体に対して極めて有害であることが知
られている。植物による土壌からのカドミウ
ム吸収は以下の二つの点において重要視さ
れている。一つ目は、有害物質の食物連鎖へ
の導入という食糧生産上の問題点である。植
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物は、ある程度の量の有害重金属を無毒化す
る機構を有しており、カドミウム汚染土壌に
おいても、その汚染度合が軽度であれば生育
可能である。しかし、食物連鎖を考えると、
ヒトをはじめとする植物の消費者の段階で
は、致命的な濃度まで有害物質が濃縮されて
しまう可能性があり、生態系に悪影響を与え
てしまう。実際、カドミウムによって引き起
こされた公害であるイタイイタイ病も、カド
ミウムによって汚染された土壌によって生
産された農作物の摂取が原因の一つとされ
ており、近年でも汚染米の偽装流通問題と関
連して話題に挙げられている。二つ目の点と
して、植物の有害金属蓄積作用を利用した汚
染土壌の環境浄化(ファイトレメディエーシ
ョン)が挙げられる。植物を用いた金属汚染土
壌の浄化は通常の浄化方法と比較し安価で、
かつ環境に優しい手法であるため、その応用
のための研究が国内外において盛んに行わ
れている。このように植物の重金属吸収機構
は様々な観点から注目されており、植物細胞
内でのこれら重金属の挙動に関しても多数
の研究が報告されている（図１参照）。 

 

 

２．研究の目的 

 

植物細胞内で働く二つの金属トランスポ
ーターAtNRAMP3 及び AtNRAMP4 を対
象とし、構造学的な観点からその分子機構の

解明を目指す。これらのタンパク質は、鉄や
マンガンといった二価イオンをプロトンと
共役して透過する膜トランスポーターであ
る Naturalresistance-associated 

macrophage protein (NRAMP)ファミリー
に属し、互いに 76％のアミノ酸配列の相同性
を有する。AtNRAMP3 及び AtNRAMP4 は、
植物細胞内において液胞膜上に存在し、液胞
から細胞質基質への金属イオンの透過を行
うことが知られている。AtNRAMP3 および
AtNRAMP4 は鉄欠乏状態での種子の発芽
に関与しており、液胞に貯蓄していた鉄イオ
ンを細胞質基質に輸送することによって種
子の発芽を手助けする。その一方、植物のカ
ドミウムに対する感受性にも関与している
ことが知られており、シロイヌナズナにおい
ては AtNRAMP3 を欠失させた場合、カドミ
ウムに対する耐性が若干増加し、また、
AtNRAMP3 を大量発現させた場合はカド
ミウムに対して非常に感受的になることが
示されている。植物は、生育に必須な金属と
同じ経路で細胞内に侵入してしまった有害
な重金属を、細胞質基質から液胞に移動させ
ることにより無毒する機構を備えている。そ
のため、液胞から細胞質基質への鉄・カドミ
ウムの透過機構の詳細な分子機構の解明は、
発芽制御などに関連する植物細胞内におけ
る鉄イオンのホメオスタシスの理解だけで
なく、植物のカドミウムに対する感受性を理
解する上で極めて重要である。 

 

３．研究の方法 

 
（１）発現コンストラクトの作製 

X線結晶構造解析法による構造決定のため
には大量のタンパク質が必要であるため、大
腸菌の異種発現系を利用した AtNRAMP3およ
び AtNRAMP4の大量発現を試みた。X線結晶構
造解析のために必要な結晶の作製には安定
なタンパク質を利用することが好ましいた
め、好熱性古細菌 Sulfolobus tokodaii由来
のホモログタンパク質（ST1901下図２参照）
に関しても発現コンストラクトの作製を行
った。 

図２ ターゲット間のアミノ酸配列相動性。 



 

 

発現および精製段階での性状評価を簡便
に行うために、各タンパク質に関して蛍光タ
ンパク質 GFPと融合させる形で発現させるコ
ンストラクトを設計した（図３）。結晶化を
行う際に、GPFが融合したままだと、結晶化
を阻害する可能性があるため、目的膜タンパ
ク質および GFPの間には TEVプロテアーゼサ
イトが含まれるようにコンストラクトを設
計した。また、精製を簡便に行うために、N
末端側及び C末端側に Hisタグが融合するよ
うに設計した。 
 

  図３発現コンストラクトの概要図 
T7プロモーターの下流に目的膜タンパク質
‐TEVプロテアーゼ切断サイト‐GFPがタン
デムにつながるように設計している。Hisタ
グは N末端側または C末端側、もしくはその
両方に融合するようにコンストラクトを設

計した。 
 
（２）大腸菌を利用した異種発現 
 異種膜タンパク質の大量発現は、しばしば
発現宿主である大腸菌の生育を阻害するこ
とが知られているため、発現ストレスに強い
形質をもつことが知られている二つの大腸
菌株 C41(DE3)および C43(DE3)を利用して、
目的膜タンパク質の発現実験を行った。発現
条件を最適化するため、発現誘導条件や、発
現培地条件の検討を行った。 
 
（３）蛍光ゲル濾過法を利用した発現タンパ
ク質の性状解析 
異種発現系を利用して膜タンパク質を大

量発現させると、正しい形状（均一性）を持
ったタンパク質が得られない場合もあり、発
現させた膜タンパク質の性状を確認する必
要がある。確認は、蛍光ゲル濾過法によって
行った。発現させた膜タンパク質には蛍光タ
ンパク質である GFPが融合しているため、そ
の蛍光を検出することによって、クルードの
状態でも効率よく性状の解析が行える手法
である。 
 
（４）発現タンパク質の精製 
 適切な条件で発現させた膜タンパク質を、
結晶化を行える純度まで精製する必要があ
るため、カラムクロマトグラフィーによる目

的膜タンパク質の精製を行った。N末端側及
び C末端側に Hisタグを融合させて発現させ
ているため、Ni-NTAカラムによる精製等を行
った。 
 
４．研究成果 
 
（１）発現コンストラクトの作製 
三種類の膜タンパク質 AtNRAMP3、AtNRAMP4、

ST1901の遺伝子断片及び、蛍光タンパク質
GFPの遺伝子断片を PCR法によって増幅し、
In fusion HD Cloning kit（TAKARA）を利用
することによって、図３に示すような膜タン
パク質発現用ベクターを作製することに成
功した。また、Ni-NTAカラムでの精製度を上
げるため、PrimeSTAR Mutagenesis Basal Kit
（TAKARA）を利用して、His残基の数を増や
した Hisタグ（C末端 10×His）を持ったコ
ンストラクトも作製することに成功した。 
 
（２）大腸菌を利用した異種発現 
 目的膜タンパク質を大量発現させるため、
発現誘導に必要な IPTG濃度や発現時の温度
を検討した。発現誘導時における IPTG濃度
は、0.1 mM, 0.01 mM, 0.001 mMを検討し、
温度は 37℃および 25℃を検討した。培養後、
界面活性剤としてドデシルマルトシド（DDM）
を含む緩衝液条件下で、大腸菌からの膜タン
パク質抽出を行い、SDS-PAGEによって発現の
確認を行った。 
結果、下図４の通り、目的タンパク質の発現
が確認できた。 
 

図４ 各条件での目的膜タンパク質の発現 
o/n はオーバーナイトで培養したことを示す。
検出には GFPの蛍光を利用した。AtNRAMP4の
検出は、他のサンプルよりも長時間露光して
いるため、発現したタンパク質量としては少

ない。 
 
結果、AtNRAMP３は 25℃の条件で、ST1901

は 37℃の条件で好ましく発現させることが
示された。また、AtNRAMP4に関しては、どの
条件でも目的タンパク質の発現量にあまり
差がないことが示された。 
各膜タンパク質は、鉄・カドミウム輸送に

かかわるため、大腸菌での発現を行う際に培



 

 

地中に鉄の添加を試みた。鉄の挙動を安定化
させるため、培地中には炭酸ナトリウムと混
合してから添加した。その結果、培地中に
FeCl3を 0.1 mM添加することによって、目的
膜タンパク質の発現が向上することが示さ
れた。発現した膜タンパク質にうまく鉄イオ
ンが結合すれば、発現した膜タンパク質の挙
動が安定化することが期待されるため、その
ような機構によって、大量発現時の安定性が
向上したことが、発現量の増加につながった
ものと考えられる。 

 
 
（３）蛍光ゲル濾過法を利用した発現タンパ
ク質の性状解析 
 発現させた膜タンパク質の性状を確認す
るために、蛍光ゲル濾過法による分子量およ
び分散度の確認を行った。大量発現させた膜
タンパク質を DDMによって可溶化し、ゲル濾
過カラムによって分離を行ったところ、下図
５のような結果が得られた。 
 

 図５ 蛍光ゲル濾過法による解析結果 
枠内が、凝集していない膜タンパク質画分で
ある。AtNRAMP３および ST1901は二つのピー
ク（図中矢印）に分離した。 
 

GFPの蛍光を検出しながらゲル濾過を行っ
たところ、どのコンストラクトにおいても、
適切な分子量を持って溶出されることが示
された。また、AtNRAMP4では、均一な分子量
として溶出される一方、AtNRAMP3および
ST1901に関しては、単量体および二量体と思
われる位置に溶出ピークが観察され、これら
の膜タンパク質は多量体を形成する可能性
が示唆された。 
 
（４）発現タンパク質の精製 
 目的膜タンパク質を大量調製し、結晶化実
験を行うために、発現させた膜タンパク質を
Ni-NTAカラムを用いて精製を行った。その結

果、吸着力はあまり強くないものの、Ni-NTA
カラムへの吸着が観察された。 
（下図） 
 
 
 
 
 
 
 

図５ ST1901-GFP 融合タンパク質の Ni-NTA
カラムによる精製。 
 
Ni-NTA カラムによる精製が可能であること
が示されたが、目的膜タンパク質の発現が十
分ではなく、結晶化を行えるような純度まで
目的膜タンパク質を精製し結晶化する条件
を現在引き続き検討を行っている。 
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