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研究成果の概要（和文）：フェリチンチャネルの3回対称性を活かし、天然に存在する強力な鉄3価キレート分子（エン
テロバクチン）模倣の鉄-トリスカテコール錯体をチャネル入り口に構築することに成功した。結晶構造から、この錯
体がチャネルキャップとして機能することが期待されたが、当初の目的である抗血栓生分子のフェリチンへの封入には
至らなかった。一方、申請者らが最近開発した光感受性一酸化炭素放出鉄錯体（[Fe-CO]）は、内部空間に取り込み可
能なことがわかった。近年、生体適合性に優れたCO放出分子の開発が求められている。今後は本研究で得られたフェリ
チン内包型[Fe-CO]をもとに、生体で光によるCO放出が可能な分子の開発を目指す。

研究成果の概要（英文）：A ferric iron-tris catechol complex, which is a mimicry of enterobactin, a strong 
chelator for iron(III) ion found in nature was successfully prepared on the entrance of the 3-fold axis 
channel of ferritin. The X-ray crystal structure of the complex appeared to plug the ferritin channel and 
confine penetrated molecules into the ferritin cavity, while experimental data revealed that our original 
target molecules, antithrombotics passed through the channel, irrespective of formation or deformation of 
the iron catechol complex.
 By contrast, the ferritin with the iron catechol complex was competent to capture an iron carbonyl 
complex, which we recently developed as a photo-dependent CO release molecule ([Fe-CO]). Bio-compatible 
CO releasers adaptable to organisms have been focused as an important tool to study signal transduction 
mechanism in the cells. We will develop a novel bio-compatible CO releaser based on the newly obtained 
composite, ferritin-[Fe-CO].

研究分野： 生物無機化学
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１．研究開始当初の背景 
 ドラッグデリバリーシステム（DDS）に

おける薬剤キャリアとは、i) 標的部位へ
の選択的な薬剤輸送、ii) 標的部位での
効果的な薬剤放出、あるいは、iii) 標的
部位による薬剤の吸収促進、を実現する
分子である。DDS が必要な薬剤療法は
数多い。しかし、現在主流の中空脂質膜
（リポソーム）や化学修飾した金属ナノ
粒子を用いる研究では、多くの場合、腫
瘍細胞を標的としている。その理由の一
つに、腫瘍細胞の EPR 効果（腫瘍細胞
は正常組織に比べて血管透過性が高く、
高分子や微粒子が血管から細胞内へ流
入しやすい。一方、リンパ系が未発達な
ため、細胞に到達した物質は蓄積されや
すい）によって、上述 i、iii をある程度
達成できるため、超分子系キャリア分子
の設計に新規なアイデアを導入しやす
いことが挙げられる。他方、EPR 効果
のない標的に対する DDS 研究は立ち遅
れている。例えば、血栓（心筋梗塞など
の原因）を溶かす抗血栓剤は、DDS の
重要な対象と考えられるが、これまでほ
とんど研究例がない。現在の抗血栓剤は、
生体全体に拡散・滞留し、血液の凝固作
用（止血作用）を長時間低下させ、出血
症の原因となる。血栓には EPR 効果が
ないため、この副作用を抑制するには、
キャリア分子が血栓を認識し、抗血栓剤
を血栓周辺に放出する仕組みが必要で
ある。血栓生成の主因は、トロンビンと
呼ばれるタンパク質分解酵素（プロテア
ーゼ）の過剰発現であるため、この酵素
の活性を利用してキャリア分子からの
抗血栓剤放出ができれば、血栓応答性の
薬剤放出機構として有効なはずである。
しかし、超分子系キャリア分子でこれを
実現するには、高価なペプチド鎖を大量
に用いて、リポソーム構成分子やナノ粒
子の修飾分子を合成する必要があり、費
用と労力の点で将来の展開に不安があ
る。そのため、プロテアーゼを直接の標
的とする DDS では、従来の超分子系の
発想に縛られない、タンパク質を基盤と
するキャリア分子の開発が有利といえ
る。 

  大きな内部空間（直径 8nm）を有する
球状タンパク質、フェリチン（図 1）は、
「生体の状況に応じた鉄イオンの貯蔵
と放出」が、生理的機能であるが、「タ
ンパク質外部と内部を結ぶチャネルを
介して、様々な小型有機分子の内部空間
への取り込みと放出が可能である」こと
が近年報告されている。タンパク質のア
ミノ酸配列を遺伝子操作によって変更
し、プロテアーゼ認識部位を導入する手
法は、以前から知られており、フェリチ
ンに対しても同様のことが可能であっ
た。したがって、これらの知見を組み合

わせ、トロンビンによって分解可能なフ
ェリチンを調製し、その内部空間に抗血
栓剤分子を封入することで、血栓生成部
位特異的に作用する DDS が可能になる
と考の着想に至った。 

２．研究の目的 
 本研究の目的は、フェリチンをトロンビ

ンによって分解可能なものへと変換し、
同時に抗血栓性薬剤分子の封入を実現
することである。特定プロテアーゼの過
剰発現は、病変部位でしばしばみられる
現象であり、本研究で提案するプロテア
ーゼ依存的な薬剤放出機構は、EPR 効
果が望めない広範な病変の DDS 標的化
に有効なはずである。このように、本研
究で目指したフェリチンキャリア分子
は、設計思想、標的対象が従来の超分子
系とは全く異なる。本研究の成功は、新
たな設計思想（プロテアーゼ標的型）を
有するキャリア素材として中空タンパ
ク質をアピールし、DDS の応用範囲を
拡大する。本研究の着想が従来研究の刺
激となり、これまでに蓄積された知見か
らは想像もつかない新たな DDS の開発
につなげることも本研究の目的である。 

３．研究の方法 
 フェリチンへのイオンや小分子の取込

みには、フェリチン内部表面に存在する
金属イオン配位性や有機分子との疎水
性相互作用能を有するアミノ酸残基側
鎖との相互作用が機能している。上市さ
れている抗血栓性分子は、芳香環を有す
るクマリン誘導体であるため、この分子
についてもアミノ酸側鎖との疎水性相
互作用による取込みが可能と考えた。し
かし、抗血栓性分子は、チャネルを通過
するものの、内部空間にとどまることな
く、外部との濃度平衡に達することが分
かった。そこで、本研究では、第一に抗
血栓性分子をフェリチン内部空間に封
込めるため、外部刺激によってチャネル
孔を閉じる仕組み（チャネルゲート）づ
くりを目指した。ゲートの構造は、チャ
ネルが三つのフェリチンサブユニット
の対称配置で形成されることに着目し、
三回対称性の分子構造を有するシデロ
フォア（エンテロバクチン、図 2）を模

 
図 1. フェリチンの(a) 全体構造、(b) 断面構
造。直径 4Å 程度のチャネル（(a) 四角囲み）
を介して、イオンや有機分子の取込み／放出
が可能。 



倣し、鉄（III）イオンの添加、錯形成で
チャネル孔を塞ぐこと（図 3）を目標と
した。 

４．研究成果 
4-1. フェリチン三回軸チャネル孔へのゲー

ト機構の取り付け エンテロバクチン
の鉄配位子部分を模したカテコールマ
レイミド分子（a-Cat、図 4）を合成し、
チャネル孔近傍だけが修飾されるよう
アミノ酸置換したウマ心筋フェリチン
変異体（A119C/C126A）と反応させ、
a-Cat で修飾された A119C/C126A 変異
体（a-Cat-Fr）を得た。a-Cat-Fr は鉄
（III）に対し、エンテロバクチンの錯
安定度定数（~1045 M-1）に迫る（1.2 × 
1040 M-1）を示した。また pH7 における
鉄（III）イオンの錯体からの解離定数
は~10-23 M であり、生理的 pH において
も、チャネル孔をブロックために十分に
安定な錯体を形成することが分かった。
a-Cat-Fr が鉄（III）イオンと錯形成し
た際の結晶構造を図 5 に示す。鉄錯体は、
エンテロバクチンと同様に 3 つのカテ
コール基からキレート配位を受けた、ト

リス－カテコール六配位、八面体構造を
有し、さらにチャネル孔をふさぐような

配向をとっていることがわかった。この
構造は、分子やイオンがフェリチン内部
空間と外部間をチャネルを介して移動
することを効果的に抑制するようにみ
えた。 

4-2. 抗血栓性分子類縁体の a-Cat-Fr への封
入実験 3 回軸チャネルに対するゲート
機構が完成したので、改めてフェリチン
への抗血栓剤封入を調査した。初期の研
究と同様に、今回もクマリン誘導体を抗
血栓剤類似分子として用いた。結果、
a-Cat-Fr チャネルゲートが閉じている
（鉄（III）トリス－カテコールが形成し
ている）状態でもクマリン誘導体は、チ
ャネルを通過し、カテコール鉄（III）錯
体は、チャネルゲートとして機能しない
ことが分かった。環数の異なる多環芳香
族分子に対してゲート効果を検証した
ところ、いずれもチャネルゲートの開閉
状態とは関係なく、環数 3 のアントラセ
ン誘導体はチャネルを通過し、環数 4 の
ピレン誘導体はチャネルを通過しなか
った。この結果は、多環芳香族の 3 回軸
チャネル通過は、チャネル径にのみ依存
しており、錯形成がゲート機構として機
能しないことを示唆している。今後、こ
の原因を解明し、クマリン誘導体のフェ
リチン内部空間への封込めを実現する。 

4-3. a-Cat-Fr への光感応型一酸化炭素放出錯
体の封入 クマリン誘導体封入実験の
過程で、我々が最近開発した光感応型一
酸化炭素（CO）放出鉄錯体（[Fe-CO]、
図 6）が、a-Cat-Fr に取り込み可能であ
ることを見出した。CO は近年、細胞内
シグナル伝達物質として注目されてお
り、細胞レベルの基礎的な研究、臨床へ
の応用研究ともに盛んである。研究には

 

図 3. チャネルは、同一サブユニット 3 つに

よる 3 回軸構造で構成されている。これをエ

ンテロバクチンのマクロサイクル部（図 2 参

照）に見立て、Fe3+-エンテロバクチン錯体を

模した Fe3+-トリスカテコール錯体をチャネ

ル孔の真上で再現、チャネル孔を塞ぐ。 

 

 
図 5. （a-c）Fe(III)と錯形成した a-Cat-Fr の
結晶構造（三回対称軸チャネル付近）

（PDB:5CZU）。（d）チャネルゲートのない元

のフェリチンの三回軸チャネル近傍

（PDB:1DAT）。チャネル孔が見える。 
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図 4. a-Cat 

(a) (b) 

(c) (d) 

 

O

O O O

O

O

N
H

HN

NH

O

O

O

OH
OH

HO

HO

OH
OH

 
図 2. エンテロバクチン。末端のカテコール基

と Fe3+-トリスカテコール錯体を形成する。Fe3+

に対する錯安定度定数は 1045 M-1
。 

 



任意のタイミングで任意の量のCOを放
出可能な CO 放出分子が必要であり、細
胞レベルで利用可能なものが数多く報
告されている。一方、臨床応用を最終的
な目標とする生体利用可能なCO放出分
子は、細胞毒性が問題となって開発が遅
れている。我々が開発した[Fe-CO]は、
蛍光灯程度の光でCO解離が生じるため、
光による CO 放出の制御が可能である。
また生体が利用する鉄イオンを中心金
属に用いているため、細胞毒性の抑制が
期待できる。一方、[Fe-CO]は、生理的
条件の水溶液中では不安定で、数時間で
加水分解し、また CO 放出後にも錯体が
分解する。その際、Fe2+の生成→空気酸
化が進行し、最終的に Fe(OH)3 の析出す
ることが課題であった。本研究で、
a-Cat-Fr に封入することで[Fe-CO]を水
溶液中で数日間安定に存在させること
に成功し（図 7）、課題であった水溶液
中での安定性の問題を解決することが

できた。冒頭で述べたようにフェリチン
の生理的機能は、鉄イオンの蓄積と放出
であり、蓄積の際には、内部空間で酸化
鉄のクラスタを生成する。この仕組みを

利用すれば、[Fe-CO]が CO 放出後の分
解で生成する Fe2+を酸化鉄のクラスタ
としてフェリチン内部に蓄積すること
が可能となり、課題であった Fe(OH)3の
析出を抑制できると考えている。 

  以上のように、生体を対象とした研究
に CO 放出剤として[Fe-CO]を用いる際
の課題は、[Fe-CO]を a-Cat-Fr へ封入する
こと解決可能であるように思える。ただ
し、これまでの研究で a-Cat-Fr 一分子に
封入できた[Fe-CO]の数は、ICP-AES お
よびタンパク質定量、紫外‐可視スペク
トルの結果から 2-3 分子程度と見積もっ
ている。内部空間の体積から概算される
封入可能な[Fe-CO]の分子数は、200 程度
であり、実験結果と差が大きく、改善の
余地がある。封入される[Fe-CO]分子数
を増大させ、a-Cat-Fr 一分子あたりの CO
放出能を向上させることが目下の課題
である。 

  本研究の成果の一部は、イギリス化学
会速報誌 Chem. Commun. に掲載され、
当該雑誌の Inside from cover にて紹介さ
れた（図 8）。  
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