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研究成果の概要（和文）：ヒトの十二指腸の細胞の刷子縁膜に発現している非ヘム鉄の輸送に関与する膜タンパク質の
大量調製方法を確立し、機能・構造解析を行った。鉄還元酵素の反応の初期段階となるアスコルビン酸による酵素分子
内のヘムの還元反応について、ストップドフロー装置を用いて反応速度論的解析を行い、野生型と変異体の解析の比較
によってアスコルビン酸結合部位を同定した。また、鉄還元酵素を脂質キュービック相（LCP）法によって結晶化を行
い、X線結晶構造解析に成功した。

研究成果の概要（英文）：We performed the structural and functional analysis of transmembrane 
ferrireductase expressed in human duodenal brush border membrane. This enzyme contains two hemes as a 
cofactor to mediate the electron transfer from intracellular ascorbic acid (Asc) to ferric iron in the 
intestinal lumen. Our stopped-flow kinetic analysis of the ferrireductase and its mutants in the 
detergent solution suggested that the conserved positively charged residues are involved in Asc-binding. 
We obtained the crystals by the lipidic cubic phase method and determined the structure of 
ferrireductase.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 金属タンパク質　鉄イオン

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
 
人体では鉄が欠乏すると貧血や爪の変形な
ど様々な臨床症状を引き起こすが、過剰な鉄
も活性酸素の生成を介して肝臓、心臓、中枢
神経などの障害を引き起こす。このため、生
体内の鉄は厳密にコントロールされなけれ
ばならない。我が国に多い慢性 C 型肝炎や肝
臓がんは臓器に鉄の異常な蓄積が認められ
る。また、生体の鉄代謝制御機構の破綻によ
る鉄過剰症は白人に高頻度 (400 人に１人) 
にみられる。ヒトの腸管上皮細胞では鉄の吸
収と恒常性を維持するシステムが存在する。 
図 1 に示すように、ヒトでは食物からの鉄

イオンの吸収は十二指腸で行われる。鉄はま
ず、腸管の上皮細胞膜内にいる duodenal 
cytochrome b (Dcytb)というヘム酵素によって
Fe3+から Fe2+に還元される  (McKie et al., 
Science 2001)。還元された鉄は、膜内の二価
金属輸送タンパク質  divalent metal iron 
transporter-1 (DMT-1)を介して腸管上皮細胞
内に取り込まれる  (Gunshin et al., Nature 
1997)。還元に必要な電子は細胞内のビタミン
C（アスコルビン酸）から供給される。本課
題は、腸管上皮細胞で機能する膜タンパク質
の機能構造解析により、生命が発達させてき
た「鉄の取扱い方」の分子メカニズムに迫る
ものである。 
 

 
 
図 1  Dcytb によって還元された鉄イオ
ンが DMT-1 によって膜輸送される 

 
 
２．研究の目的 
 
ヒトでは血清中の鉄イオン濃度を維持す

るために中心的役割を果たしているのが、生
体への入り口（腸管の上皮細胞膜）で食餌か
ら鉄を取り込むインポーターと、細胞から血
液に放出するエクスポーターである。奇妙な
ことに、鉄イオンはこの「取り込み→蓄積→
放出」の過程でその価数を二価と三価の間で
何度も変換しているが、その理由は不明であ
る。本研究は、ヒトの鉄の輸送と酸化制御を
担う膜タンパク質の結晶構造から鉄獲得の
分子メカニズムを解明する。ヒトの鉄代謝の
最初のステップは、Dcytb が細胞内のビタミ
ン C（アスコルビン酸）を使って食餌中の鉄
イオンを三価から二価に還元することであ

る。このような鉄の取り込みに関与するタン
パク質の立体構造を決定し、他には見られな
い「膜タンパク質を縦断する電子移動」と鉄
イオンの結合／解離のしくみを明らかにす
る。さらに、電子移動反応の解析を行う事で、
複合体形成時に秩序ある電子の受け渡しが
どのような酸化還元電位の制御でなされて
いるのかなど、その構造的基盤を原子レベル
で説明することを目指した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) タンパク質発現方法 
組換え体の調製は大腸菌の大量発現シス

テムを用いた。コドンを大腸菌用に最適化し
た人工合成遺伝子を発現用ベクターに挿入
した。発現するタンパク質に His-tag とプロテ
アーゼ切断部位が付加するように設計を行
った。このプラスミドでタンパク質発現用大
腸菌を形質転換し、IPTG によって発現誘導
を行った。大量培養後の菌体をプレンチプレ
スによって破壊し、超遠心分離を用いて細胞
膜画分を回収した。 
 
(2) 精製 

Dcytb は膜画分に含まれるため、界面活性
剤を用いて脂質膜からの可溶化を行った。可
溶化処理した溶液から不溶性成分を超遠心
分離装置で沈殿させ、上清を界面活性剤存在
下で Ni アフィニティー樹脂に結合させた。
低濃度のイミダゾールを含む緩衝液で洗浄
後、高濃度のイミダゾールを含む緩衝液で目
的タンパク質を溶出した。プロテアーゼを添
加して約 12 時間反応させてタグを切断した。
その後のタンパク質を再度 Ni アフィニティ
ー樹脂にかけて素通り画分を回収した。タン
パク質溶液を濃縮してゲル濾過カラムによ
る精製を行った。回収した各フラクションを
再度濃縮して紫外可視吸収スペクトルを測
定してタンパク質濃度の定量を行い、機能・
構造解析のための標品とした。 
 
(3) モノクローナル抗体との複合体調製 

Dcytb とそのモノクローナル抗体フラグメ
ントが結合した状態で結晶化する方法を検
討した。膜タンパク質である Dcytb を可溶化
するために加えている界面活性剤のミセル
が結晶化の際に分子の相互作用を邪魔して
いることから、目的タンパク質と抗体フラグ
メントを結合させて親水性領域の表面積が
広げることで結晶内のタンパク質分子間の
相互作用を安定化し、X 線回折分解能の向上
が期待された。Anti-Dcytb IgG を含むマウス
腹水からの抗体フラグメントの調製をプロ
テイン A カラムによるアフィニティークロ
マトグラフィー、プロテアーゼによる抗体フ
ラグメント化、陰イオン交換クロマトグラフ
ィーの順でおこなった。その結果、純度の高
い精製試料を得た。精製した Dcytb と抗体フ
ラグメントを混合してゲルろ過クロマトグ



ラフィーによって抗体結合能の評価を行っ
た結果、両者が複合体を形成した状態で溶出
されたことから、高い親和性があることが確
認できた。 
 
(4) 速度論的解析 

Dcytb の 吸 収 ス ペ ク ト ル 変 化 を
Stopped-Flow 装置（UNISOKU 製）を用いて
計測した。試料の嫌気状態を保持するため、
リザーバーの表面に N2 ガスを吹き付けなが
ら測定を 20 ℃で行い、スペクトルは
Pseudo-Log sampling 機能を使って、反応開始
直後の点を多く取れるようにし、60 秒間測定
した。そして 5 回の測定の積算で得られたデ
ータについて解析を行った。 
 
(5) 結晶化と X 線回折データ収集 
結晶形成時の分子パッキングに有利となる
ように、安定な構造を形成するタンパク質と
融合して発現させたタンパク質や、モノクロ
ーナル抗体との複合体を調製して結晶化実
験に利用した。また、結晶化は蒸気拡散法に
加え、Lipidic cubic phase (LCP) 法を用いた。
得られた結晶の X 線回折実験は SPring-8 の
BL41XU および BL32XU で行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) ヒト由来膜内在型タンパク質の試料調製
方法の確立 
図 1 に示したように、Dcytb は 6 回膜貫通

型のタンパク質（286 残基）で、電子伝達を
行うためのコファクターとして 2 つのヘムを
結合していると予想されている。機能や構造
の解析を行うためには大量の試料が必要で
あるが、従来報告されているような昆虫細胞
を用いた発現方法では十分な量が得られな
い。本研究では遺伝子コドンの最適化、His
タグの位置、発現用プラスミド、発現用大腸
菌の種類、培養温度などの様々な条件の最適
化を行うことで大量発現に成功した。界面活
性剤による可溶化の条件や精製方法につい
ても検討を重ねた結果、高い純度で精製する
ことが可能となった。解析上有利な点は、
Dcytb の酸化還元状態は、可視吸収スペクト
ルを測定することで簡便に評価できること
である。この方法により本研究で用いた試料
は昆虫細胞で発現させて精製した試料と同
一の吸収スペクトルを示した事から、活性を
保持していると考えられた。 

Dcytb に加えてヒトの鉄イオンインポータ
ー (DMT-1)が認識する金属イオンの配位子
や周りの環境から二価イオン特異性の要因
を明らかにすることを目的として、DMT-1 の
試料調製方法の確立を試みたが、組換え体の
調製実験が不調だったため、当初の計画どお
り順調に実験が進んだ Dcytb の解析を優先し
て行った。 
 

(2) 鉄還元酵素の速度論的解析 
Dcytb の分子機能を解析するため、

Stopped-Flow 装置を用いて Asc による Dcytb
の還元反応を追跡して反応速度論的解析を
行った。吸収スペクトルの時間変化を解析し
た結果、Dcytb の還元速度を４つの指数関数
で近似できた。４つの速度定数のうち最も早
い反応は明瞭な Asc 濃度依存性を示したこと
から Asc の結合がこの反応の律速となってい
ると考えられた（図 2）。さらに、同じファミ
リーに属する植物由来の cytochrome b561の立
体構造とアミノ酸配列の保存性から Dcytb で
の Asc 結合に関わる残基を予測し、3 種類の
変異体 (K79S, K83S, R152E)を作製した。そ
れらの変異体の還元反応の測定の結果、解離
定数および最大反応速度は変異によって大
きく影響を受けたことから（図 2）、保存され
たアミノ酸残基は Dcytb においても Asc 結合
部位であることが示唆された。 
野生型の Dcytb を円盤状の脂質二重膜であ

るナノディスクに再構成した状態でのヘム
の酸化還元反応の速度を測定して速度定数
を求めたところ、界面活性剤中での値とほぼ
同じ値であった。この結果は界面活性剤中で
も脂質中での活性を保持していることが推
察される。 

 

図 2 アスコルビン酸による Dcytb 分子内
のヘムの還元反応の速度論的解析 

 
(3) X 線結晶構造解析 
ヒト由来の鉄還元酵素 Dcytb の構造解析を

目的として、タンパク質の精製・結晶化・デ
ータ収集を行った。蒸気拡散法によって得ら
れた結晶（図 3）は、分解能 11 Å 程度の反射
しか得られなかった。そこで、回折分解能の
向上のために、T4ファージ由来リゾチームあ
るいは BRIL タンパク質との融合タンパク質
を発現・精製し、結晶化作業を行ったが、蒸
気拡散法では結晶は得られなかった。モノク
ローナル抗体フラグメントを利用した結晶
化を実施したが期待した効果は得られなか
った。しかし、脂質キュービックフェーズ法
による結晶化を行った結果、5~10 ミクロンの
サイズの微小結晶が得られた（図 3）。 
 



 

図 3. Dcytb の結晶 (a) 蒸気拡散法 (b) 
LCP 法によって得られた結晶の写真 

 
 
放射光施設での実験において回折データ

の収集を行い、分解能 3.5 Å のデータセット
の取得に成功した。結晶の非対称単位中には
モノマーが 1 分子含まれており、結晶学的な
対称によって 2 量体を形成していた（図 4）。
モノマーあたり２分子のヘムが Dcytb 分子内
部に結合しており、電子伝達の経路になって
いると考えられる周辺の残基の立体配置を
明らかにすることができた。Asc 結合部位と
して予測して変異体解析の対象とした残基
は予測通り分子表面に露出している。 
 

 
図 4. Dcytb の構造解析によって得られた電
子密度 (a) 結晶中の分子全体の電子密度 
と主鎖構造 (b) ヘム周辺の電子密度 

 
 

Dcytb の結晶構造に基づいて補因子であるヘ
ムを介した鉄イオンへの電子移動反応のメ
カニズムを明らかにするためには、基質との
複合体の構造決定や分解能 2.5Å 以上での解
析が必要であると考えており、引き続き高分
解能データを取得するために結晶の品質の
向上を進めていく必要がある。しかしながら、
本研究課題でおこなった機能・構造解析によ
り Dcytb の分子構造解析が飛躍的に進展した
とともに、補因子であるヘムを介した鉄イオ
ンへの電子移動反応のメカニズムの一端を
明らかにした。 
 
(4) ヒトと病原菌の鉄の奪い合いの分子機構 
病原微生物とその宿主であるヒトとの間

には必須栄養元素である鉄の争奪戦がくり
ひろげられている。その際の鍵となっている
鉄の取り込みに関るタンパク質を分子レベ
ルで理解するため、病原菌であるジフテリア
でヘム鉄を感知する二成分情報伝達系のタ
ンパク質や緑膿菌が細胞外のヘムを奪い取
るために必要なタンパク質の解析も行い、結
晶構造の報告を行った（文献 1, 2）。 
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