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凡例	

 

本論文中に以下の略語を用いた。	

 

ANS: 8-anilino-1-naphthalenesulfonic acid 

CCD: charge-coupled device 

CCMV: cowpea chlorotic mottle virus 

CD: circular dichroism 

CP: capsid protein 

Dps: DNA-binding protein from starved cells 

DMMA: 2,3-dimethylmaleic anhydride 

DTE: dithioerythritol 

DTT: dithiothreitol 

E.coli: Escherichia coli 

EDTA/2Na: disodium dihydrogen ethylenediaminetetraacetate 

ESI-MS: electrospray ionization mass spectrometry 

ESRF: European Synchrotron Research Facility 

FTH: human H ferritin 

FTL: human L ferritin 

Ftn: E.coli non-heme ferritin 

Gdn-HCl: guanidine hydrochloride 

HBV: hepatitis B virus 

HIV-1: human immunodeficiency virus type 1 

HPV: human papillomavirus 

HSF: horse spleen ferritin 

I(0): forward scattering intensity 

KEK:	高エネルギー加速器研究機構 

LC-MS: liquid chromatography mass spectrometry 

MS: mass spectrometry 

OLIGAMI: oligomer architecture and molecular interface 
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PAGE: polyacrylamide gel electrophoresis 

PDB: protein data bank 

Rg: radius of gyration 

RRV: ross river virus 

SAXS: small-angle X-ray scattering 

SCOP: structural classification of proteins 

SDS: sodium dodecyl sulfate 

SEC: size exclusion chromatography 

S/N: signal – noise ratio 

SP: scaffold protein 

TR-SAXS: time-resolved SAXS 

Tris: tris(hydroxymethyl)aminomethane 
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1 序論 
1.1 タンパク質の 4次構造 

	 タンパク質は 20 種類のアミノ酸が数珠状に結合してできたポチペプチド鎖である。

アミノ酸配列の並び方をタンパク質の 1 次構造という。タンパク質の 2 次構造は、ポ

リペプチド鎖の主鎖間が規則的に水素結合することで形成される。2 次構造の例とし

ては、螺旋構造を持つαヘリックス、シート構造を持つβ構造などがある。αヘリック

スは、i番目のアミノ酸残基のカルボニル酸素と i + 4番目のアミノ酸残基のアミド水

素が水素結合を形成し、その水素結合が最低 4つ連続することで形成される。βシート

構造は、隣接するストランド間のカルボニル酸素とアミド水素が水素結合を形成する

ことで形成される。2次構造によって好まれるアミノ酸は異なり、特にαヘリックスで

は位置にも依存することが分かっている。また、αヘリックスはペプチド結合の双極子

モーメントがヘリックスを軸にして一直線に並ぶため、大きな双極子モーメントを持

つ。ポリペプチド鎖はさらに、空間的に折りたたまれて 3 次構造を形成する。3 次構

造形成に関わる相互作用は、様々であり、共有結合であるジスルフィド結合、イオン

間相互作用である塩橋、電荷 – 双極子間相互作用、ファンデルワールス相互作用、水

素結合、疎水性相互作用などがある。ポリペプチド鎖が 2 次構造、3 次構造を形成す

ることをフォールディングという。タンパク質が固有の機能を発揮するためには、天

然構造へフォールディングする必要がある。 

	 フォールディングに関しては、2 つ重要な経験則が知られている。タンパク質の 3

次構造は１次構造によって決定されている、フォールディング反応は最小の自由エネ

ルギー構造を探索する過程であるといった 2 つの事柄である。この反応が迅速に起こ

ることは、大腸菌が 20 分という非常に短い倍加時間を持つことから明らかである 

(Watson et al., 1986)。しかしながら、100残基のポリペプチド鎖が取りうる全てのコン

フォメーションから、最小のエネルギー構造を見つけ出すために最低でも 1030年かか

ると計算されている。これにより、フォールディング反応には特定のパスウェイが存

在しているのではないかと考えられた。これは、フォールディング反応が特定のパス

ウェイを通っていくことで、構造探索数を劇的に減少させているという考えであった。

当初、パスウェイは変性状態→天然状態、変性状態→中間体→天然状態など非常にシ

ンプルなモデルが考えられていた。現在では、パスウェイではなく、非常に複雑なエ

ネルギー面を様々な方向から最小エネルギーを持った天然構造に滑り落ちていくとい
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うファネルモデルが考えられている (Pain, 2000; Nolting, 2006)。タンパク質を in vitro

で変性させてから、リフォールディングさせると天然構造を形成せずに凝集体を形成

してしまう場合がある。これらの凝集体の多くはシャペロンを加えることで抑制でき

ることが知られている (Niwa et al., 2009 and 2012)。これは、タンパク質の 3次構造が 1

次構造によって決められているという考えに反する現象だと思われるかもしれない。

しかしながら、凝集体形成は、もはや 1本のポリペプチド鎖のエネルギー面ではなく、

多分子反応のエネルギー面で考える必要がある。凝集体は多分子反応において、安定

構造であり、シャペロンがポリペプチド鎖に結合することでエネルギー面を多分子反

応から単分子反応に戻したと考えれば、経験則に矛盾しない。実際に、シャペロニン

は、未成熟なポリペプチド鎖を外界から隔離することで、フォールディングを助けて

いると考えられている。 

	 大きいタンパク質は長鎖のポリペプチド鎖から形成されるよりも、複数のポリペプ

チド鎖が集合して形成されることの方が多い。これは生合成におけるエラーの軽減や、

経路外の凝集を防ぐためといわれている。OLIGAMIデータベースは、タンパク質の立

体構造データベース PDBとタンパク質の構造を階層的に分類した SCOPの情報を統合

した、タンパク質の 4 次構造データベースである (Fujiwara and Ikeguchi, 2008)。

2016/2/11時点で、OLIGAMIデータベースには、96748のオリゴマー情報を含んだ、タ

ンパク質のエントリーが登録されている。そのうち、50 %以上の 51898エントリーが

2 量体以上のオリゴマーである。構造が解析されたデータに基づいてはいるが、生体

にはオリゴマーが多く存在していることを示唆している。複数のポリペプチド鎖が集

合してオリゴマーを形成するとき、ポリペプチド鎖の空間的配置をタンパク質の４次

構造といい、タンパク質が 4 次構造を形成することをアセンブリという。タンパク質

が 4次構造を形成しているとき、1本のポリペプチド鎖のことをサブユニットと呼ぶ。

オリゴマータンパク質が特異的な機能を発現するためには、個々のサブユニットがフ

ォールディングすることに加えて、サブユニットが正確にアセンブリする必要がある。

オリゴマーは大きくわけて 2 種類あり、同一のサブユニットから形成されるホモオリ

ゴマーと異種のサブユニットから形成されるヘテロオリゴマーである。ホモオリゴマ

ーのサブユニットは同一の電荷を持っているため、サブユニットの正味電荷間には反

発力が働いている。そのため、ホモオリゴマーのアセンブリの際には電荷の反発が障

壁になると考えられる。OLIGAMIに登録されているオリゴマーは 6量体以下の単純な
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エントリーが大部分を占めているが、中には 10量体以上の複雑な構造を形成するもの

もある。特に球殻状構造を形成するタンパク質は、その構造上、非常に多くのサブユ

ニットから形成されている。生体内には、球殻状超分子が数多く存在しており、例と

してフェリチン (Stillman et al., 2001)、エンキャプスリン (Sutter et al., 2008)、カルボキ

シソーム (Cannon et al., 2001; Tanaka et al., 2008)などがある。これらは生体内を区画化

する働きを持っている。生体内において区画化を行うことは、非常に重要である。真

核生物は細胞内をミトコンドリア、ペルオキシソームなどの細胞内小器官によって区

画化している。これらの区画化は、酵素の局所的な高濃度化、連続する反応の促進、

目的物質以外の締め出し、毒性物質の閉じ込めなどを行っている。しかしながら、原

核生物は細胞内小器官を持っておらず、区画化の手段が乏しい。そこで原核生物はタ

ンパク質による区画化を行っている。フェリチンは 24量体の球殻状タンパク質である。

生体に必須ではあるが、毒性を示す鉄をミネラル化することで球殻内に貯蔵する。エ

ンキャプスリンは、細菌や古細菌が持つ 3 次構造、4 次構造ともにウイルスに似てい

る球殻状タンパク質である。エンキャプスリンはフェリチン様タンパク質や色素脱色

型ペルオキシダーゼなどのタンパク質を球殻内に保持し、酸化的ストレスに対応して

いるといわれている。カルボキシソームは、シアノバクテリアに含まれていている 80 

– 140 nmの構造体である。ルビスコ、炭酸脱水酵素を含み、光合成のための炭酸固定

に関わっている。ルビスコの基質は二酸化炭素であるが、細胞内でガスを高濃度に保

持することはできない。そこで、細胞内で高濃度に濃縮された重炭酸イオンをカルボ

キシソームの炭酸脱水酵素が二酸化炭素に変換し、近傍にいるルビスコに供給するこ

とによって、炭酸固定を行っている。このようなタンパク質による区画化は、原核生

物のみならず真核生物でも見られる。そのため、これらの球殻状超分子は、全生物に

とって非常に重要な役割を果たしている。生体内では絶えず様々な種類のタンパク質

が合成されているため、ポリペプチド鎖間には望まれる相互作用と望まれない相互作

用が競合しているはずである。それにも関わらず、球殻状超分子のような複雑な構造

を正確に形成できる。それゆえ、これらのアセンブリメカニズムを研究することは、

それ自体が物理化学的に興味のある対象であることに加え、動的で秩序だった生体シ

ステムを明らかにするために重要である。 
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1.2 タンパク質のアセンブリ研究 

	 サブユニット間の相互作用は、タンパク質の 4次構造における安定性に重要である。

これらの相互作用は、タンパク質によって多様であるが、大きく分けて塩橋や双極子 – 

双極子相互作用を含む静電相互作用と疎水性相互作用の 2 種類がある。前者は、安定

性もさることながら、長距離まで相互作用が届くために、サブユニット間の接近や接

触面の特異性に関わるとされている。後者は、水分子が疎水性物質と水素結合を形成

できないために、その接触を最小限にするように、疎水性物質が集まり生じる効果で

ある。それゆえ、疎水性相互作用は引力として働かず、特異性もないため、主にサブ

ユニット間の安定性に寄与していると理解されている (Pain, 2000; Nolting, 2006)。これ

らの相互作用がアセンブリにとって重要であることは、塩橋、疎水性相互作用に関与

しているアミノ酸残基を Ala に置換した場合、オリゴマーが解離することからも明ら

かである (Zhang et al., 2010 and 2011)。ただし、変異を導入した接触面ではない、別の

接触面で解離が起こるなど、その安定性メカニズムは単純ではない (Khare et al., 2013; 

Zhang et al., 2015)。また、ホモダイマーの相互作用を破壊し、解離させたサブユニット

に新たな相互作用を組み込むことでヘテロダイマーを形成した研究も存在している 

(Sakurai and Goto, 2002)。 

	 サブユニット間の相互作用は、変異の導入だけでなく、pH、イオン強度などの外的

要因によっても変更することができる。フェリチンは、酸性 pHで 2量体に解離し、pH

を上昇させることで 24量体を再構成する (Crichton and Bryce, 1973; Ohtomo et al., 2015, 

砂戸 2011)。いくつかのウイルスは、解離した CP を適切な温度、pH、イオン強度の

緩衝液に置換することで、天然由来の構造と区別ができない、空のウイルス・キャプ

シドを形成することが可能である (Pfeiffer and Hirth, 1974; Fuller and King, 1982; 

Prevelige et al., 1988; Kenney et al., 1995, Chen et al., 2000)。CCMVは 180量体のキャプシ

ドを形成している。このキャプシドは高塩濃度、中性 pHで 2量体へと解離し、この 2

量体は適切な pH、イオン強度条件下でキャプシドを再構成することが可能である 

(Vega-Acosta et al., 2014)。しかしながら、条件よっては、奇形オリゴマーを形成するこ

とが知られている。この奇形構造は、キャプシドのまわりを 2 つ以上の殻が覆った多

層構造、2 つのキャプシドが融合したようなダンベル型の構造、もはや球殻状ではな

く、繊維状のチューブ構造など、様々である (Lavelle et al., 2009; Prinsen et al., 2010; 

Garmann et al., 2014)。適切な環境下における、自発的なサブユニットのアセンブリは、
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タンパク質の 4 次構造がサブユニットの 3 次構造により、決定されていることを示唆

している。前述したが、タンパク質の 3 次構造は、アミノ酸配列によって決まってい

ると考えられている。つまり、タンパク質の 4 次構造の決定には、間接的にサブユニ

ットのアミノ酸配列が関与している。 

	 タンパク質のアセンブリ研究における最終目的とは、アミノ酸配列を見ただけで 4

次構造が分かるようになること、望んだ通りの 4 次構造を持つ、機能的なタンパク質

を形成するためのアミノ酸配列をデザインできるようになることである。タンパク質

のアセンブリを自在に操作できるようになれば、人工的な機能を持たせた系を細胞内

に導入することが可能になると考えられる。Bakerのグループは、3量体のタンパク質

をビルディング・ブロックとして、3 量体間に新たな相互作用を導入することで新規

24量体タンパク質のデザインを行い、作製することに成功した (King et al., 2012)。こ

れは驚くべき成功であったが、デザインの成功率は 100 %ではなく、数十種の変異体

を作製し、その中で数種類が 24 量体へアセンブリしたというものである。そのため、

アセンブリ研究における最終目的は、未だに達成されていない。アセンブリメカニズ

ムを完全に明らかにするためには、平衡論的な実験だけなく、速度論的な実験が必要

になる。速度論的な実験、つまりアセンブリ反応を追跡するためには、解離したタン

パク質をアセンブリさせる実験系が必要となる。前述した通りに、これは pH、イオン

強度、変性剤濃度、温度を調整することで行われる。また、稀ではあるがタンパク質

を希釈するだけで、解離させることが可能な例も存在する (Zondlo et al., 1995)。タン

パク質のアセンブリは、3量体以下の単純なオリゴマーにおいて広く研究されている。

これらの結合速度定数は、103から 108 M-1s-1程度の範囲になっている (Pain, 2000)。タ

ンパク質のアセンブリの第 1 の駆動力は、モノマー同士のランダムな衝突、つまりブ

ラウン運動に起因すると考えられている。2分子反応における速度定数は、約 109 M-1s-1

が上限だとされている。ただし、オリゴマーを形成するためには特異的な接触面で結

合する必要があるため、この値よりも小さい速度定数になると考えられる。これは、3

量体以下のタンパク質のアセンブリで観測された速度定数と矛盾しない。タンパク質

のアセンブリにおける駆動力がランダムな衝突であることを考えれば、一度にいくつ

ものサブユニットが適切な接触面を持って会合する、高次反応は起こりにくいはずで

ある。それゆえ、タンパク質のアセンブリは低い次数の結合反応が連続して達成され

ると考えられる。多くのサブユニットから形成されている超分子構造体のアセンブリ
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研究は、主にウイルスで行われている。ウイルスでは、低オリゴマーでは見られない

高次反応からアセンブリがスタートすることが知られている。例えば、HBVは CPの

3量体が形成され、それを核として他の CPが次々に結合していくモデルが提唱されて

いる (Zlotnick et al., 1999)。これは、高次反応である核形成段階と、連続する低次反応

で構成される伸長段階の 2 つの段階で、アセンブリが進行していることを意味してい

る。このようなメカニズムの場合、アセンブリの初期にラグ・フェイズが観測される。

アセンブリの理論的な研究から、多くのサブユニットから形成される構造体は、核形

成を導入したほうが、速度論的なトラップが形成されにくいことが分かっている 

(Zlotnick et al., 1999)。つまり、アセンブリ初期の核形成は大きい構造体で見られるも

のだと考えられる。もし、アセンブリのメカニズムがサブユニット数で決まるのであ

れば、いったい何量体から核形成になるのか、という疑問が生じる。そこで私は、ウ

イルスほどは大きくない 24 量体フェリチンのアセンブリメカニズムについて研究す

ることにした。 

 

 

1.3 フェリチン 

	 鉄は、酸素の運搬、貯蔵を行うヘモグロビン、ミオグロビン、エネルギー産生に関

わるシトクローム、活性酸素を分解するスーパーオキシドジムスターゼなどに含まれ

ているため、生体にとって必須元素である (Lasocki 2014)。鉄は通常、二価と三価のイ

オン状態をとる。二価鉄は可溶性であるが、三価鉄は不溶性であるため、生体へは二

価鉄の状態で取り込まれる。しかしながら、二価鉄はフェントン反応を介して、生体

高分子を攻撃するヒドロキシラジカルを発生させる (Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH- + 

OH．)。フェリチンは原核生物、古細菌、植物、高等真核生物など、ほとんどの生物が

所有する鉄貯蔵タンパク質である (Arosio et al., 2009)。このタンパク質は、4/3/2回転

対称を持った球殻状構造を構成している (図 1 – 1)。可溶性二価鉄を無害な三価鉄に変

換し、それを球殻の内側に貯蔵することで、フェントン反応を介したヒドロキシラジ

カルの発生を防いでいる。球殻の体積を考えると約 4000個の鉄原子を貯蔵できると考

えられている。フェリチンのサブユニットは 4 ヘリックスバンドルを形成している A

から Dのヘリックス、Bヘリックスと Cヘリックスの間にある長いループ、C末端に

存在する Eヘリックスから構成されている (図 1 – 2)。Eヘリックスは 4回転対称軸上
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で、分子間ヘリックスバンドルを形成している (図 1 – 3)。フェリチンの熱安定性は非

常に高く、生物種間で差はあるが、70 ºC程度の熱処理に耐えることができる。 

	 原核生物のフェリチンはホモオリゴマーであり、大きくわけて 3 種類フェリチンを

コードしている。ノンヘムフェリチン、バクテリオフェリチン、Dpsの 3種類である。

ノンヘムフェリチンはサブユニットの内側に、鉄を二価から三価へ酸化するためのフ

ェロキシダーゼ活性サイトを持っている (Stillman et al., 2001)。バクテリオフェリチン

は、2 量体接触面にヘム鉄とサブユニットの内側にフェロキシダーゼ活性サイトを持

っていて、2量体と 24量体の平衡状態にある (Dautant et al., 1998)。Dpsの 3次構造は

24量体フェリチンと高い類似性を持っている。しかしながら、Dpsと 24量体フェリチ

ンとはアセンブリの様式が異なり、Dps は 3/3/2 回転対称を持った 12 量体の球殻状タ

ンパク質へアセンブリされる (Grant et al., 1998)。Dpsは 24量体フェリチンとフェロキ

シダーゼ活性サイトの位置が異なり、2量体接触面に存在している。また、Dpsはフェ

ロキシダーゼ活性だけではなく、DNA 結合能を有しており、酸化ストレスから直接

DNAを守る機能を持っている。哺乳類のフェリチンは構造的に相同な H (heavy)サブユ

ニットと L (light)サブユニットから構成されている。Hサブユニットは、原核生物のフ

ェリチンと似ていて、内側にフェロキシダーゼ活性サイトを持っているが、L サブユ

ニットは活性を持たず、構造の安定性や鉄取り込みの促進を担っていると言われてい

る。H サブユニットと Lサブユニットの比は一定ではなく、組織によって混合比が異

なる (Stefanini et al., 1982)。心臓や脳では、強い耐酸化活性が必要とされ、急速に鉄を

フェリチン内に取り込まなければならないため、H サブユニットが豊富に含まれる。

一方、脾臓や肝臓では、大量の鉄を安定して貯蔵することが望まれるため、L サブユ

ニットの方が豊富である。Hサブユニットと Lサブユニットは単独でも 24量体を構成

することが可能である (Wang et al., 2006)。両生類は H、Lサブユニットに加えて、M 

(middle)サブユニットを持っている (Dickey et al., 1987; Ha et al., 1999)。Mサブユニット

は Hサブユニットと同様、フェロキシダーゼ活性サイトを持っている。Mサブユニッ

トは肝臓に、Hサブユニットは赤血球により含まれている。昆虫である Trichoplusia ni

のフェリチンは哺乳類と同じく、Hと Lサブユニットで構成されているが、必ず Hと

Lサブユニットで 2回転対称の 2量体を形成し、混合比は 1 : 1と決まっている。その

ため、2016/2/12現在、24量体フェリチンで唯一、ヘテロ 24量体として結晶構造解析

が行われている (Hamburger et al., 2005)。植物のフェリチンは原核生物のようにホモオ
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リゴマーである (Masuda et al., 2010)。構造は良く保存されているが、特徴的な N末端

の伸長がみられる。この伸長領域は球殻のまわりを覆い、ただでさえ高いフェリチン

の安定性をさらに向上させているといわれている。 

	 神経フェリチン症は、ヒトの中枢神経全体に鉄とフェリチンの蓄積が起こり、神経

系の機能障害を引き起こす疾患である。FTL の異常が原因であり、これまでにいくつ

かの病原遺伝子変異が報告されている (Curtis et al., 2001; Vidal et al., 2004; Maciei et al., 

2005; Mancuso et al., 2005; Ohta et al., 2008)。これらの変異は、Ala96が Thrに置換され

た点突然変異 (A96T)以外、全て D ヘリックスから E ヘリックスにかけて、一つ、も

しくは複数の塩基が挿入され、C末端が伸長するフレームシフト変異である。498 – 499

間にチミンとシトシンが挿入された L167fsは、C末端の伸長により、Eヘリックスが

フレキシブルになることが示されている (Luscieti et al., 2010)。この柔軟の領域に鉄が

結合し、フェリチン同士が架橋されることで、神経組織に沈着するモデルが考えられ

ている (Baraibar et al., 2010)。C末端が伸長するタイプの変異に関しては、L167fsと同

様のメカニズムで病気を引き起こしている可能性がある。しかしながら、A96T関して、

はフレームシフト変異ではなく、変異箇所も Cヘリックス上にあり、別のメカニズム

で病気を引き起こしていると考えられる。本研究室の近藤薫は、A96Tを大腸菌内で発

現させた (近藤, 2015)。近藤薫は、精製している過程で A96Tの 24量体形成に異常が

あることを示した。A96Tと FTHを大腸菌内で共発現させた場合、ヘテロ 24量体を形

成することが示されている (Luscieti et al., 2010)。このヘテロ 24量体は、WT FTHと同

等の鉄取り込み能を示した。そのため、FTHは、A96Tに対するアセンブリ・シャペロ

ンのようにアセンブリを手助けしていると考えられる。 

	 フェリチンの鉄の取り込み、取り出し経路は未だに解明されていない。取り出し経

路に関しては、フェリチンをプロテアソームやリソソームによる分解や還元剤を用い

た経路などが考えられている (Arosio et al., 2009)。取り込み経路に関しては、3回転対

称軸上のポアから取り込まれると考えられている。実際に 3 回転対称軸上には鉄イオ

ンを取り込みに関わると考えられている酸性残基が存在している。4 回転対称軸上は

疎水的な環境下にあり、鉄の取り込みには関与しないと考えられている。X 線結晶構

造解析を用いて、鉄イオンが 3 回転対称軸上のポアから取り込まれた後、どのように

フェロキシダーゼ活性サイトまで運ばれていくのかが調べられた (Pozzi et al., 2015)。

鉄の取り込み反応は非常に速いため、通常、結晶構造解析を用いて鉄イオンを追跡す
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ることは難しい。彼らは、競合剤としてマグネシウムイオンを使い、鉄の取り込み反

応を結晶構造解析で追跡できるまで遅くした。その結果、鉄は 3 回転対称のポアから

取り込まれた後、活性サイトへ運ばれることを示した。また、活性サイト付近の残基

を 1 つ置換しただけで、金属結合の様相が変わることが分かった。生理学的な条件下

において、フェリチンは鉄を水和酸化鉄として貯蔵している。ミネラルコアの化学組

成は、生物種や媒質の組成によって変化する。ほとんどの天然由来のフェリチンは、

無機リン酸を含んでいるが、この量は生物種によって異なる(Harrison and Arosio, 1996)。 

	 フェリチンは細胞内に存在するだけでなく、血液中にも存在していることが知られ

ている。FTH は赤血球前駆細胞を含む様々な細胞に結合することが報告されている 

(Fargion et al., 1988; Meyron-Holtz et al., 1994; Liao et al., 2001; Leimberg et al., 2008)。これ

は、フェリチンは鉄の貯蔵だけでなく、運搬も行っていることを暗示している。赤血

球前駆細胞は赤血球へと成熟するために、ヘモグロビンを合成するが、その過程で鉄

を大量に必要とする。鉄の運搬を行う主なタンパク質はトランスフェリンであるが、

トランスフェリン非存在下であってもフェリチンが赤血球前駆細胞へ十分な鉄を運搬

することが示された (Leimberg et al., 2003 and 2008)。 

	 フェリチンは人工的に作製するには困難な均一なサイズの鉄コアを形成し、タンパ

ク質であるため、遺伝子組み換え操作を用いることで容易に機能改変を行えることか

ら、バイオナノテクノロジーの分野でも注目されている。フェリチンは鉄以外にもク

ロムやコバルトを酸化物として、ニッケルを水酸化物として球殻内に取り込むことが

可能である (Okuda et al., 2003; Tsukamoto et al., 2005)。また、半導体である硫化カドミ

ウム、硫化亜鉛、セレン化カドミウム、セレン化亜鉛、硫化銀をフェリチンの球殻内

に合成した例が報告されている (Wong and Mann, 1996; Yamashita et al., 2004; Iwahori et 

al., 2008; Yamashita et al., 2010)。これらの特性からフェリチンは量子ドット、フローテ

ィングゲートメモリーへの応用が期待されている。フェリチンの高い熱安定性と球殻

状構造から、フェリチンはドラッグデリバリーシステムの研究にも利用されている。

近年、FTHは、トランスフェリン受容体 1に結合して細胞内へ取り込まれることが示

された (Li et al., 2014)。トランスフェリン受容体 1は、ヒトの癌細胞に多く発現して

いて、治療や診断のターゲットとして使われてきた。この機能を利用して、分子修飾

することなしに FTHを癌細胞特異的に結合させることが可能である (Fan et al., 2012)。

さらに、FTH に抗癌剤を積載し、マウスへ静脈注射することで癌細胞を特異的にアポ
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トーシスへと導くことが報告されている (Liang et al., 2014)。マウスでの実験例である

が、既存の抗癌剤と比較した場合、効率良く癌細胞を排除し、副作用が少ないことが

示されている。FTH はヒトがコードしているタンパク質であるため、生体親和性が高

いナノキャリヤーとして注目されている。 

	 生物種間で差はあるものの、24量体フェリチンの構造は高く保存されている。例え

ば、FTHと Ftnの 3次構造と 4次構造は非常に良く似ている (図 1 – 4)。しかしながら、

アミノ酸配列の類似性は低く、CLUSTALWを用いて、アラインメントを行ったところ、

そのスコアは 17.0であった (図 1 – 5)。アミノ酸配列が大きく異なるにもかかわらず、

同様の 4次構造を形成するフェリチンのアセンブリメカニズムは非常に興味深い。 

 

 

1.4 フェリチンのアセンブリメカニズム 

	 フェリチンのアセンブリメカニズムは 1960年代から 80年代に HSFを用いて、いく

つかのグループによって研究された。HSF は先述したとおりに、酸性 pH で 2 量体へ

解離する。疎水性試薬である ANSを用いて誘導した HSFの部分的な再集合において、

6量体の形成が示された (Stefanini et al., 1979)。また、pHの上昇による部分的な再集合

反応において、8 量体以下の分子種が迅速平衡にあることが示された (Stefanini et al., 

1987)。低オリゴマーの混合であるピークと 24 量体のピークの間に無視できないベー

スラインの上昇があったことから、8 量体より大きい構造も中間体として存在するこ

とが示唆された。HSFは酸性で高濃度の Gdn-HCl存在下で可逆的に変性する (Gerl and 

Jaenicke, 1987a)。Gerlと Jaenickeは変性剤を希釈し、pHを中性にすることで HSFのリ

フォールディングとリアセンブリを開始させ、その反応を分子架橋法と SDS – PAGE

を用いて追跡した (Gerl and Jaenicke, 1987b)。分子架橋剤であるグルタルアルデヒドを

使用して、反応溶液中に存在する分子種を共有結合でつなぎ、SDS を加え、熱するこ

とでアセンブリ反応を止め、SDS-PAGE により溶液中に存在するオリゴマーの解析を

行った。その結果、中間体として 2量体、3量体、12量体が蓄積することを示した (図 

1 – 6)。この中間体の蓄積から、彼らは以下の反応スキームを考えた。 

 

 数式 1 – 1 

 

24mi ! 24M1 � 8(M1 +M2) � 8M3 � 4M6 � 2M12 ! M24
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m1は変性した単量体を、Miは i 個のサブユニットで構成されている、構造を持ったオ

リゴマーを示している。また、彼らは DMMAを HSFに反応させることで可逆的な解

離種として、2量体、3量体、4量体を得た (Gerl and Jaenicke, 1988)。これらの解離種

にリアセンブリを誘導した際、2量体と 3量体は 24量体を形成できたが、4量体は 24

量体を形成することができなかった。この結果は 2 量体と 3 量体は中間体として存在

するが、4 量体は存在しないとしている、彼らのスキームに一致している。しかしな

がら、フェリチンのアセンブリメカニズムは、未だに明らかになっていない。また、

Gerl と Jaenicke の試み以降、フェリチンのアセンブリメカニズムに焦点を当てた研究

は行われていない。 
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図 1 – 1	 Ftnの結晶構造 (PDB ID: 1eum) 

2 回転対称 (A)、3 回転対称 (B)、4 回転対称 (C)を示した。回転対称に関与するサブユニ

ットを赤色で強調した。 

 

 

 

 

図 1 – 2	 Ftnのサブユニット構造 

N末端から C末端にかけて青色から赤色になるように色付けした。ヘリックスは N末端か

ら A – Eヘリックスと名付けられている。 
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図 1 – 3	 4本の Eヘリックスで構成される 4ヘリックスバンドル 

4回転対称に関わるヘリックスを図 1 – 2と同様に色付けをした。4回転対称で 4本の Eヘ

リックスが分子間 4ヘリックスバンドルを形成している。 
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図 1 – 4	 Ftnと FTHの構造比較 

Ftn (A)と FTH (B)を 2回転対称軸から見下ろした。2回転対称に関わるサブユニットを赤色

で強調した。Ftn (赤)と FTH (青)のサブユニットの Cαを重ねあわせた (C)。RMSは 1.03 Å

であった。 

 

 

 

 

  



 

 19 

 

Ftn					-----------MLKPEMIEKLNEQMNLELYSSLLYQQMSAWCS--YHTFEGAAAFLRRHA	

FTH					MTTASTSQVRQNYHQDSEAAINRQINLELYASYVYLSMSYYFDRDDVALKNFAKYFLHQS	

																					:	:				:*.*:*****:*	:*	.**	:	.				:::.	*	::	:::	

Ftn						QEEMTHMQRLFDYLTDTGNLPRINTVESP-FAEYSSLDELFQETYKHEQLITQKINELAH	

FTH						HEEREHAEKLMKLQNQRGGRIFLQDIKKPDCDDWESGLNAMECALHLEKNVNQSLLELHK	

									:**		*	::*:.		.:	*.			::	::.*			::.*		:	::	:	:	*:	:.*.:	**	:	

Ftn						AAMTNQDYPTFNFLQ-WYVSEQHEEEKLFKSIIDKLSLAGK--SGEGLYFIDKELSTLDT	

FTH						LATDKNDPHLCDFIETHYLNEQVKAIKELGDHVTNLRKMGAPESGLAEYLFDKHTLGDSD	

										*		::*				:*::		*:.**	:		*	:	.	:	:*			*			**	.	*::**.				.		

Ftn						QN-	

FTH						NES	

									::		

 

 

図 1 – 5	 Ftnと FTHの CLUSTALWを用いたアラインメント結果 

*は完全一致、:と.は似ているアミノ酸残基を示している。 
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図 1 – 6	  HSF (22.6 µg/mL)、20ºCでのアセンブリカイネティクス 

SDS-PAGEの結果がデンシトメーターで解析された。Miは i個のサブユニットを持つアセ

ンブリ中間体を表している。破線は分子量マーカーを表している。My (ミオシン)、G (β-

ガラクトシダーゼ)、P (ホスホリラーゼ)、S (ウシ血清アルブミン)、E (卵アルブミン)、C (炭

酸脱水酵素)。Gerl and Jaenicke (1987b) Figure 2から引用した。 
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2 Ftnのアセンブリメカニズム 
2.1 序 

	 フェリチンのアセンブリメカニズムの研究は 1980 年代の HSF の研究を最後に行わ

れていない。当時のアセンブリ反応を追跡する手段としては、ゲルろ過クロマトグラ

フィー、超遠心、電気泳動、CD、蛍光などがあった。前者 3つは、オリゴマーを分け

ることができるという、中間体を明らかにするための強力な特徴を備えているが、時

間分解能が低い。後者 2 つは、時間分解能は高く素早い反応を追跡することができる

という利点はあるが、追跡できるものは、近紫外 CD、蛍光であれば芳香族アミノ酸残

基まわりの環境の変化、遠紫外 CD であれば主に二次構造の変化であるため、大きさ

の変化を直接的に測定することは難しい。また、CDや蛍光の変化がアセンブリを反映

しているのか、アセンブリ後の側鎖のリアレンジメントに由来するものなのか判断で

きない。ウイルス・キャプシドのアセンブリは光散乱や SAXS を測定して研究されて

いた。光散乱法は時間分解能が高く、大きい構造体ほど散乱が強くなる。そのため、

CDや蛍光よりは、構造体の大きさが変化するアセンブリを追跡するために適した方法

であると考えられる。しかしながら、構造体の大きさを直接、評価できるわけではな

い。SAXS は時間分解能が高く、散乱体の慣性半径が分かるため、構造体の大きさを

直接評価できる。そのため、SAXS はタンパク質のアセンブリを研究する上で、非常

に適している方法だと考えられる。しかしながら、これまでにフェリチンのアセンブ

リカイネティクスを SAXS 測定により研究した例は存在しない。当時の放射光や検出

器では時間分解能が数百ミリ秒から数秒であること、アセンブリ反応がタンパク質濃

度に依存して速くなることが、追跡を困難にしていた原因であると考えられる (Hiragi 

et al., 1990; Tuma et al., 2008)。実際に本研究室の砂戸は、KEKの放射光と CCDカメラ

を用いて 200 – 300ミリ秒の時間分解能で、Ftnのアセンブリ反応を追跡したが、開始

1点目の散乱関数が 24量体のものと同等であり、反応を追跡することはできなかった 

(砂戸, 2011)。KEKのような第 2世代の放射光施設では、主に偏光電磁石を用いて、光

速近くまで加速された電子を曲げることで、X 線を発生させている。それに対して、

第 3世代放射光施設はアンジュレーターという N極と S極が交互に並んだ電磁石を挿

入光源として多数設置できるように設計された施設であり、可干渉な X線を発生させ

ることが可能である。その X線の輝度は、第 2世代放射光施設に比べて 1000倍とも言

われている。また、PILATUSという数ミリ秒のデータ読み出し時間を持つ検出器が開
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発された。PILATUS は CCD と異なり、全てのピクセルからデータを読みだすことが

可能であるためデータ読み出し時間が短く、直接 X線を観測できることから S/N良く

データを取得できる検出器である。放射光施設、検出器の発展により、数十ミリ秒の

時間分解能で SAXSを測定することが可能になってきた (Tresset et al., 2013)。そこで、

私は、世界最高クラスの放射光施設である SPring-8 の高輝度 X 線と PILATUS 検出器

を用いて、フェリチンのアセンブリ反応を SAXSの測定により、追跡することにした。

このような時間分解能で、フェリチンのアセンブリ反応を追跡した例はなく、新たな

知見を得ることができると期待した。 

	 HSFはリアセンブリの際に 24量体よりも大きい構造を形成するため、SAXS測定に

は不向きである。Ftnは本研究室の以前の実験より、酸性で天然様の 2次構造と 3次構

造を保ったまま、2回転対称を構成する 2量体に解離し、そこから中性 pHに戻すこと

で 24量体を再構成することが分かっている (佐藤, 2013; Ohtomo et al., 2015)。天然状態

と酸性解離した Ftnの遠紫外 CDスペクトルが、ほとんど変化しないことから、このア

センブリ反応には顕著なフォールディング反応は含まれず、アセンブリ反応だけを追

跡できると考えられる。また、HSF とは異なり、リアセンブリの際に大きい会合体を

形成しない。これらの理由から、ターゲットとして Ftnを採用した。Ftnの結晶構造は

2.05 Åの分解能で解かれており、結晶構造に存在する中間体であれば、容易に慣性半

径を評価できる (Stillman et al, 2001)。 

 

 

2.2 方法 

2.2.1 Ftnの発現、精製 

	 本研究室、砂戸歩美により Ftn過剰発現菌体が作製された (砂戸, 2011)。Ftn過剰

発現菌体とは Ftn遺伝子が組み込まれた pET3cベクターを持った E.coli BL21 (DE3)

である。この菌体を用いて、以前確立された方法を使用して発現を行った (佐藤, 

2013)。精製に関しては、変更点がいくつかあるので改めてここで記載する。大腸菌

破砕液の上清を 75 ºCで 10分間処理した。その後、氷水で 2 – 5分間急冷した。4 ºC、

8000rpm、10 分間、7 番ローターを用いて遠心を行った。遠心には高速冷却遠心機 

(Hitachi himac SCR 20Bもしくは CR 22G)を用いて行った。上清を再度、75 ºCで 15

分間処理した。その後、すぐに氷水で 2 – 5分間急冷した。4 ºC、8000rpm、10分間、
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7番ローターを用いて遠心を行った。上清に対して 500 mM Na2HPO4を加えて、pH

を 5.5に調整した。10分間、室温で放置した後、核酸を取り除くために、0.1% (w/v)

になるように 2.5% (w/v)ポリエチレンイミン溶液を加えた。この時、pHを 5.5に調

整していないと、Ftn も沈殿してしまうため注意が必要である。30 分間、室温で放

置した後、4 ºC、8000rpm、10分間、45番ローターを用いて遠心を行った。上清に

対して、60%飽和になるように硫酸アンモニウムを加えた。室温で 30分間放置した

後、4ºC、15000rpm、20 分間、7 番ローターを用いて遠心を行った。沈殿を最終体

積ができるだけ少なくなるように、数 mLの 50 mM Tris-HCl, pH 8.0で懸濁した。懸

濁液を 4 ºCで 6時間、2Lの 50 mM Tris-HCl, pH 8.0に対して透析を行った。この時、

透析時間が長すぎると不可逆な沈殿が増えるため、注意が必要である。透析後の溶

液を 4 ºC、15000rpm、20分間、7番ローターを用いて遠心した。上清を 50 mM Tris-HCl, 

pH 8.0 で平衡化したゲルろ過クロマトグラフィー担体 (GE Healthcare, Sephacryl 

S-300, 2.6 φ×60 cm)にアプライした。254 nmの UVを用いて溶出曲線を作成し、ピ

ーク付近のフラクションを SDS-PAGE、NATIVE-PAGEで分析し、Ftnを含むフラク

ションを同定した。この段階で、フラクションには 24量体 Ftnよりも大きい構造体

が含まれている。後述するが、この会合体は、24量体 Ftnと同様に酸性で 2量体に

解離する性質を持っている。そのため、解離させた後の Ftn を用いて実験を行うの

であれば、この会合体が含まれているフラクションを回収してもかまわない。しか

しながら、天然状態の特徴付けなどを行う際は、注意が必要である。Ftn を含むフ

ラクションを回収し、その溶液を 50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, pH 8.0で平衡化し

た陰イオン交換クロマトグラフィー担体 (GE Healthcare, Q Sepharose 16/10 High 

Performance)にアプライした。Ftnを 100 – 600 mM NaClグラジエントで溶出させた。

280 nmのUVを用いて溶出曲線を作成し、ピーク付近のフラクションを SDS-PAGE、

NATIVE-PAGEで分析し、Ftnを含むフラクションを同定した。先ほどと同様に大き

い構造体の扱いには注意が必要である。Ftn を含むフラクションを回収した後、Ftn

に取り込まれている、もしくは結合している鉄を取り除くために、5 mM 亜ジチオ

ン酸ナトリウム、10 mM EDTA/2Naを加えた。亜ジチオン酸ナトリウムは水に溶か

すと酸性を示し、分解反応が起きてしまうため、100 mM程度の濃度になるように、

50 mM Tris-HCl, pH 8.0に溶かして使用した。室温で 1時間以上放置した後、20 mM 

リン酸ナトリウム, pH 7.0 で平衡化したゲルろ過クロマトグラフィー担体 (GE 
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Healthcare, Sephadex G-25, 2.6 φ×30 cm)にアプライして、緩衝液交換を行い、精製を

完了した。長期保管する際は蒸留水に対して透析した後に、凍結乾燥した。凍結乾

燥すると、大きい構造体が形成されるため、注意が必要である。 

 

 

2.2.2 Ftnの解離と再集合 

	 Ftnは酸性で 2量体に解離し、そこから中性 pHにジャンプさせることで 24量体

を再構成する。精製後の Ftn溶液 (20 mM リン酸ナトリウム, pH 7.0)と 0.5 M リン

酸を15:1の比で混合することでFtnを2量体へ解離させた。この時の緩衝液は50 mM 

リン酸ナトリウム, pH 2.5である。この酸解離 Ftn溶液と高 pHの緩衝液を 1:1の比

で混合することで 24量体を再構成させた。高 pHの緩衝液には 50 mM Tris, 2 mM 

EDTA/2Na, 37.5 mM NaOHもしくは 50 mM Tris, 2 mM EDTA/2Naが用いられた。こ

の時の緩衝液は 25 mM Tris, 25 mM リン酸ナトリウム, 1 mM EDTA/2Naとなり、前

者は pH 8.0、後者は pH 6.8になる。解離後、少なくとも 30分間、室温で放置して

から再構成を行った。 

 

 

2.2.3 SAXS 

	 SAXSの測定は、大型放射光施設 SPring-8 (BL 45XU)にて行われた。散乱データは

高速二次元検出器 (Dectris, PILATUS 300k-wもしくは PILATUS3X 2M)を用いて、測

定された。PILATUS 300k-w、PILATUS3X 2Mはそれぞれ 2.3、0.95ミリ秒 (カタロ

グスペック)という非常に短い時間で、データを読みだすことが可能である。サンプ

ルは対称ストップト・フロー装置 (Unisoku)を用いて混合された。カイネティクス測

定では、酸解離させた Ftn溶液と高 pHの緩衝液をリザーバーに入れて混合し、反応

を開始させた。スタティック測定では、両方のリザーバーに同一の溶液を入れて混

合した。セルには直径 2 mmの石英キャピラリーセルを用いた。温度は循環式恒温

槽を用いて 25ºCに保ち、実験を行った。X線の波長は 0.9もしくは 1.0 Å、カメラ

長は 1.5 mを使用した。タンパク質濃度の決定は以前の方法を用いた (砂戸, 2011)。

正確なカメラ長、ビーム中心はベヘン酸銀の回折パターンを測定し、それを FIT2D

で解析することで求めた。データの一次元化にも FIT2Dを使用した。FIT2Dはフラ
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ンスの放射光施設 ESRF で開発された一次元、二次元の両方のデータを解析できる

ソフトウェアである  (Hammersley et al., 1996)。アカデミックフリーであり、

http://www.esrf.eu/computing/scientific/FIT2D/から取得が可能である。 

	 本実験で使用している X線は非常に強度が高く、サンプルであるタンパク質にダ

メージを与える可能性が高い。そのため、Ftn に対する X 線損傷の見積もりを行っ

た。中性条件 (24量体)と酸性条件 (2量体)における Ftnの散乱データ測定し、顕著

な変化なしにデータを取得できる条件を探索した。カイネティック実験では、総露

光時間は変更せずに、インターバルを変更して、X 線損傷の評価を行った。インタ

ーバル中は、高速シャッターを用いて、サンプルにX線が照射されないようにした。

データの変化が X線損傷であることを明確にするために、アッテネーターを使用し

た。アッテネーターとは、サンプル上流に挿入可能なアルミ板のことであり、これ

により X線の強度を減少させることが可能である。 

	 上記の実験結果を元に、以下の条件で散乱データを取得した。24量体のスタティ

ック測定に関しては、１ショットの露光時間が 10ミリ秒で 100点まで測定した。2

量体のスタティック測定に関しては、1 ショットの露光時間が 10 ミリ秒で 10 点ま

で測定を行った。カイネティック実験に関しては、露光時間 10 ミリ秒で 10 – 30点

まで照射を行った。インターバルが 50 ミリ秒以上の測定に関しては、サンプルへ

の放射光ダメージを避けるために、高速シャッターを用いて、インターバルの間は

サンプルに X線を照射しないようにした。同条件でインターバルの異なるデータを

取得し、それらをつなぎ合わせることでカイネティクスデータを作成した。ダメー

ジのないデータ取得するために、ストップト・フロー装置を動作させてから、任意

の時間が経過した後に初めて X線を照射して、反応の途中から SAXSの測定をする

ことも行った。全てのデータを目で確認し、ダメージを受けているものは除外した。 

	 散乱関数はビーム強度に比例するため、ビーム強度が異なる場合、補正する必要

がある。ビーム強度の見積もりには、イオンチャンバーを用いた。イオンチャンバ

ーには、アルゴンガスが封入されており、X 線が照射されるとプラズマ化し、ビー

ム強度に応じた電流が発生する。その電流値を用いて、補正を行った。また、ビー

ム強度の変化が大きい時は、完全に補正することができないことがある。このよう

な場合に、散乱強度を補正するために、適宜、緩衝液や標準となるタンパク質の散

乱を測定した。ビーム強度で補正した緩衝液や標準物質の散乱曲線を比較すること
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で、どの程度補正できているかを見積もった。このような測定は、セルにタンパク

質が吸着したかどうかを判断する際にも重要である。 

	 得られた散乱関数を定量的に評価するために以下のGuinier近似 (式 2 – 1)を用い

て Rappと I(0)を算出した (Guinier and Fournet, 1955; Glatter and Kratky, 1982)。 

 

 

 式 2 – 1 

  

 式 2 – 2 

 

I(Q)は散乱ベクトル Qにおける散乱強度、Qは散乱ベクトルの大きさ、I(0)は前方散

乱強度、Rapp は見かけの慣性半径を表している。溶液中に単一の粒子が存在すると

きは、Rappはその粒子の Rgを表し、I(0)はその粒子の体積の 2 乗、ビーム強度、粒

子と溶液の電子密度差の 2乗に比例する (Segel et al., 1999; Svergun and Koch, 2003)。

また、体積が分子量に比例していると考えると I(0)は散乱体の質量濃度、分子量に

比例しているとも考えることができる (Jacob et al., 2004)。一方、2種類以上の粒子

が存在している場合、Rappと I(0)は複雑になる。I(0)は溶液中に存在している粒子の

I(0)の算術平均値になるが、Rappはそうはならず、より大きい構造体の値にバイアス

が掛かっている。全てのオリゴマーを球状として近似すると、Rappと I(0)は以下のよ

うになる。 

 

      数式 2 – 3 

 

 

 

 

      数式 2 – 4 

 

 

Ci、I(0)i、Rg.iは、i番目の中間体の質量濃度、単位質量濃度当たりの I(0)、Rgを意味
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している。また Qは式 2 – 2の関係があり、2θは散乱角、λは X線の波長である。

Guinier近似はどの範囲でも使用できるわけではなく、QRapp ≤ 1.3の範囲で使用でき

ると言われている。短い露光時間を使用して高速反応を追跡しているため、この範

囲で解析を行うと、Rapp と I(0)は大きな誤差を含んでしまう。本研究では、正確な

Rapp、I(0)を求める必要がなく時間とともにどのように増加するかを求めることを目

的としている。そのため、QRapp ≤ 1.8 の範囲で解析を行っている。解析は igor 

(WaveMetrics, Inc.)を用いて、自動で行っている。取得したデータの Rapp、I(0)の増加

をプロットし、ダメージを受けているデータを除外した。具体的には、I(0)に不自然

な減少があった場合、それをダメージと判断した。また、ストップト・フロー実験

では、同じ条件における測定でも正確に溶液が混合されていない時がある。その場

合は、前後の時間域のデータと比較することで、正確に混合されていないと思われ

るデータを除外した。 

 

 

2.2.4 全構造の探索 

	 Ftnの 2量体から 24量体までの偶数のサブユニットから構成されている全ての構

造を探索した。まず、OLIGAMIファイル (PDB ID: 1eum)に登録されている Chain ID 

(A – X)をそれぞれのサブユニットに割り振った。次に、それぞれの 2量体がどの 2

量体に結合しているかをまとめた (表 2 – 1)。2量体は 4回転対称の Eヘリックスだ

けで接触しているものを除けば 4つの 2量体と接触している (図 2 – 1)。2量体 AF

を基準として、そこに 1つずつ 2量体を結合させていき、2量体 AFを含む全ての構

造を発生させた。当然、この構造群には同じ形の構造が含まれている。ユニークな

構造のみを取り出すために、Rgを比較することにした。発生させた構造の原子座標

を PDBファイル (PDB ID: 1eum)から得た。原子座標から散乱関数を計算するソフ

トウェア、CRYSOL (Svergun et al., 1995)を用いて、発生させた構造のRgを計算した。

しかしながら、Rg が同様の値を示しても形の異なる構造が多数、存在していた。6

量体を例に説明する。6量体には、3回転対象を構成しているもの、V字形、直線形

が 2種類、合計 4種類のアイソマーが存在している。これらのアイソマーの内の Rg

はそれぞれ、36.4、39.5、41.8、41.7 Å である。後者 2 つは形が似ているため Rgで

区別することができないことが分かる (図 2 – 2A, B)。そこで接触面の種類で区別す
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ることにした。2 量体を模式的に表したとき、赤い線で描かれた面を f 面、青い線

で描かれた面を s面と名付けた (図 2 – 2C)。(A)の 6量体は、1つの f面で接触して

いる 2量体が 2つ、2つの s面で接触している 2量体が 1つで構成されている。一

方、(B)の 6量体は 2つの f面で接触している 2量体が 1つ、1つの s面で接触して

いる 2量体が 2つで構成されている。このように形が似ているオリゴマーも接触の

仕方を考えれば、区別することが可能である。しかしながら、接触の仕方と Rgが同

じでも、異なるアイソマーが存在した (図 2 – 2E, F)。そこで、最終的に目で全ての

構造を確認して分類した。PyMOLを使用して、全ての構造を描画した。全ての構造

を描画するためのコマンドを pml ファイルに書き込み、PyMOL の Run で読み込ん

だ。全構造の分類、描画には Perl言語で書いたプログラムを使用した。全構造の Rg

と I(0)を QRg ≤ 1.8の範囲で Guinier近似により計算した。その際には、Igorプロシ

ージャーを使用した。 
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図 2 – 1	 2量体間の接触 

中心の 2量体を赤、その 2量体に接触している 2量体を緑で表している。Ftnのサブユニ

ットは等方的であるため、全ての 2量体が赤色の 2量体と同じ環境にある。 

 

 

 
 

図 2 – 2	 2種類の直線形の 6量体 (A, B)、2量体の模式図 (C)、2種類の 10量体 

2 量体模式図において赤を f 面、青を s 面とした。Rgと接触の仕方が同じであるが、構造

が異なる例 (D, E)。 
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表 2 – 1 	 2量体同士の接触情報 

2量体は他の 4つの 2量体と接触している。sと fは接触の仕方を表している。例えば、2

量体 AFの s面に 2量体 CDが接触している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

基準となる 2量体 接触 1 接触 2 接触 3 接触 4 

AF	 CD	s	 MR	s	 SX	f	 OP	f	

BE	 CD	f	 NQ	f	 OP	s	 TW	s	

CD	 AF	f	 BE	s	 SX	s	 TW	f	

GL	 JI	s	 MR	f	 SX	s	 UV	f	

HK	 JI	f	 NQ	s	 TW	f	 UV	s	

JI	 GL	f	 HK	s	 MR	s	 NQ	f	

MR	 AF	f	 GL	s	 JI	f	 OP	s	

NQ	 BE	s	 HK	f	 JI	s	 OP	f	

OP	 AF	s	 BE	f	 MR	f	 NQ	s	

SX	 AF	s	 CD	f	 GL	f	 UV	s	

TW	 BE	f	 CD	s	 HK	s	 UV	f	

UV	 GL	s	 HK	f	 SX	f	 TW	s	
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2.3 結果 

2.3.1 会合体 

	 2.2にも記述したが、Sephacryl S-300による精製を行った後、Ftnを含むフラクシ

ョンには、24量体より大きい分子量を示す構造体が存在している。ピーク付近のフ

ラクション (図 2 – 3A)を SDS-PAGE (図 2 – 3B)、NATIVE-PAGE(図 2 – 3C)で分析

した。NATIVE-PAGEでは、24量体 Ftnよりも大きい分子量を持つバンドが見られ

るが、SDS-PAGEでは単一バンドとして検出された。これは、大きい分子量を持つ

構造体は、Ftnのサブユニットから形成されていることを示唆している。SDS-PAGE

で単一バンドを示したサンプルの緩衝液を蒸留水に置き換え、凍結乾燥を行った。

凍結乾燥後の Ftnを pH 7.0の緩衝液に溶解させたサンプル、一度解離させ pH 6.8で

リアセンブリさせたサンプルを、それぞれ NATIVE-PAGEで分析した (図 2 – 3D)。

pH 7.0 の緩衝液で溶解させたサンプルには、S-300 による精製後と同様に、会合体

を示すバンドが見られた、一方、リアセンブリさせたサンプルに会合体は含まれて

いなかった。そのため、この会合体は 24量体 Ftnと同様、酸性 pHで 2量体に解離

し、pHを上昇させることで、24量体を再構成していると考えられる。 

 

 

2.3.2 X線損傷の評価 

	 Ftnの天然状態、酸解離状態の SAXSを露光時間 10ミリ秒、インターバル 100ミ

リ秒、総照射回数 100回の条件で測定した。それぞれのデータに対して Guinier近似

を用いて I(0)を計算し、時間に対してプロットした (図 2 – 4A, B)。天然状態は I(0)

に変化はなく、総露光時間 1秒以内であれば、X線損傷は起こらないと考えられる。

酸解離状態は測定 1 秒後から顕著に I(0)が上昇し始めた。これは、会合体を形成し

ていることを示している。1秒程度までは I(0)に変化がないことから、酸解離状態は

総露光時間 100ミリ秒までは X線損傷が起こらないと考えられる。続いて、リアセ

ンブリ反応中の X 線損傷を調べた。露光時間は 10 ミリ秒、総照射回数は 100 回、

インターバルを 0、100、1000、10000ミリ秒とそれぞれ変更して測定し、I(0)の経時

変化を時間の対数に対してプロットした (図 2 – 4C)。この測定では、総露光時間は

変わらずに、インターバルが長いデータほどプロットが右側へシフトする。もし、

X 線損傷が発生しなければ、異なるインターバルのデータであっても同じ時間軸上
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の I(0)は同じ値を示すはずである。しかしながら、インターバルが短いデータほど、

後半の測定点で、期待される値よりも小さい I(0)を示すことが分かった。X 線の強

度を 46 %減少させるアッテネーターを使用して、同様の測定を行ったところ、I(0)

の減少が改善された (図 2 – 4D)。それゆえ、この I(0)の減少は X線損傷が原因であ

ると考えられる。これより、カイネティクス測定においては、様々なインターバル

で測定を行い、I(0)の上昇カーブから X 線損傷が発生しているデータを除外する必

要があることが分かった。アセンブリ反応を追跡する際は、露光時間 10ミリ秒で照

射回数 10 – 30回で測定を行うことにした。X線損傷を抑える方法として、アッテネ

ーターを使用するという手段も考えられるが、X 線強度が減少することによる S/N

の低下を招いてしまう。実際にアッテネーターを使用したデータは、I(0)のばらつき

が大きい。 

 

 

2.3.3 Ftnアセンブリ反応の追跡 

	 Ftnのアセンブリ反応を 15ミリ秒の時間分解能で追跡することができた。アセン

ブリ反応中の SAXSの変化を 3Dプロットした (図 2 – 5A)。反応の進行とともに I(0)

が上昇し、小角側にピークが現れてくることが分かる。これは大きい構造が形成さ

れていることを示している。天然状態とリアセンブリ開始から 1 日が経過した Ftn

の散乱曲線、反応開始 1点目 (15 ミリ秒)と酸性解離した Ftnの散乱曲線を比較した

ところ、それぞれ良く似ていることが分かった (図 2 – 5B)。これは全アセンブリ反

応を追跡できたことを意味している。このような時間分解能でフェリチンのアセン

ブリ反応を追跡した例はなく、ましてや全反応を追跡したのは本研究が世界で初め

てである。I(0)は分子量に比例するため、2量体と 24量体の I(0)の比は 12になるは

ずである。酸性解離した Ftnと天然状態の Ftnの SAXSから I(0)を算出したところ、

11.3となった。これは、以前の超遠心分析の結果と一致している (Ohtomo et al., 2015)。

アセンブリの進行を定量的に評価するため、測定された SAXSから Guinier近似 (式 

2 – 1)を用いて、Rappと I(0)を算出した (図 2 – 5C)。反応開始とともに、I(0)、Rapp

が上昇していることからウイルスのようなラグ・フェイズは存在しないことが分か

った。アセンブリ反応中に 2量体と 24量体しか蓄積しない場合、数式 2 – 3を使用

して、各時間における 2量体と 24量体の Ciを計算することができる。これらの Ci



 

 33 

を使用してRappを計算した (図 2 – 5C)。計算されたRappは観測値よりも大きかった。

これは、アセンブリ反応中に、無視できないほどの中間体が蓄積することを示して

いる。 

 

 

2.3.4 初期反応次数 

	 初期反応次数を見積もるために、I(0)の初速度を様々なタンパク質濃度で測定した。

測定された I(0)の上昇から、直線的な部分だけを取り出した (図 2 – 6A)。この傾き

を I(0)の初速度とした。算出した初速度の対数をタンパク質初濃度の対数に対して

プロットした (図 2 – 6B)。この傾きは 2.44となり、初期反応では 2つの 2量体が

結合して 4量体を形成する 2次反応と、3つの 2量体が結合して 6量体を形成する 3

次反応が起きていると示唆された。 

 

 

2.3.5 シンプルモデル 

	 TR-SAXSのデータから中間体を推定する方法として、特異値分解解析がある。こ

れは、アセンブリ反応中に有意に蓄積する分子種の数と散乱関数を知ることができ

る。しかしながら、S/Nの問題から、TR-SAXSのデータからは 1種類程度の中間体

しか決定することはできない (Doniach, 2001)。しかしながら、フェリチンやウイル

ス・キャプシドのアセンブリが 1 種類の中間体だけを持つとは考えられない。

TR-SAXSを用いて P22ファージのアセンブリを研究し、特異値分解解析で 1種類の

中間体を推定した実験例がある (Tuma et al., 2008)。その中間体は、全中間体の平均

構造だと考えられ、TR-SAXSのデータから特異値分解解析を用いて、中間体を決定

することの難しさを示している。そこで、Gerlと Jaenickeによって提案されたモデ

ルを使用して、観測値の再現を試みた (数式 1 – 1)。しかしながら、本研究の実験

系では初期構造は 2量体であり、中間体として奇数のサブユニットを持つオリゴマ

ーは考えにくい。これに対して、彼らの実験系では初期構造が変性した単量体であ

り、中間体として構造を持った単量体と 3量体の蓄積が示されている (図 1 – 6)。

そこで、彼らのモデルを修正した反応スキームを考えた。これをシンプルモデルと

する。 
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       数式 2 – 5 

 

 

       数式 2 – 6 

 

 

       数式 2 – 7 

 

 

       数式 2 – 8 

 

 

       数式 2 – 9 

 

M2nは 2n のサブユニットで形成されたオリゴマーを、kiは速度定数を表している。

数式 2 – 5, 6は初速度法の結果から仮定された。6量体は 4種類、12量体は 24種類

のアイソマーが存在している (図 2 – 12)。このスキームでは 1種類の 6量体と 12

量体を考えた (図 2 – 7)。3回転対称形の 6量体は、相補的な接触面を持っているた

め、4 種類のアイソマーの中で一番安定であると考えられる。そのため、この 3 回

転対称を構成している 6量体を採用した。また、この 6量体が 2つ結合して形成さ

れる 12量体は 1種類だけである。これらのスキームから反応速度式を作成した。 

 

 

        数式 2 – 10  

 

 

 

        数式 2 – 11 
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        数式 2 – 12 

 

 

 

        数式 2 – 13 

 

 

 

        数式 2 – 14 

 

これらの反応速度式は解析的に解くことができない。そのため、4 次のルンゲ・ク

ッタ法を用いて近似解を得た。2 量体、4 量体、6 量体、12 量体、24 量体の単位質

量濃度あたりの I(0)、Rg (表 2 – 2)をCRYSOL (Svergun et al., 1995)を用いて算出した。

反応速度式の近似解と、それぞれの I(0)と Rgを数式 2 – 3、2 – 4に代入した。得ら

れた I(0) 、Rappと常微分方程式を解くためのソフトウェア (Berkeley Madonna, バー

ジョン 9.0)を使用して、様々なタンパク質濃度において観測された値の上昇に対し

て、フィッティングを行った。その結果、同じ速度定数 (表 2 – 3)を用いて、様々

な濃度の Rappと I(0)の上昇を再現することができた。(図 2 – 8)。 

	 モデルの正当性を確かめるために、初速度法の再現を行った。I(0)の初速度を算出

した時間域で、実験値と再構成データから求められた I(0)の上昇を比較した (図 2 – 

9A)。実験値に比べて、再現された I(0)の上昇は、直線性が低かった、しかしながら、

再現値から初速度を算出し、初速度法を行ったところ初期反応の次数は 2.54と実験

値である 2.44に近い値となった (図 2 – 9B)。アセンブリ反応中における各オリゴ

マーの濃度変化を、反応速度式の近似解と表 2 – 3の速度定数を用いて算出した。

初期反応種である 2量体が涸渇することや中間体がトラップされていないことが分

かる (図 2 – 10)。それゆえ、シンプルモデルは、第一次近似としては良いモデルで

あるといえる。 

	 フィッティングの結果から得られた 2 から 24 量体の濃度と、CRYSOL で計算し

た散乱関数を用いて、カイネティックデータの再現を行った (図 2 – 11)。反応の前
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半や後半での再現率は高いが、24量体量が少なく、中間体の蓄積量が多くなるよう

な時間帯では、散乱強度の極小付近での再現率が低くなった。これは、シンプルモ

デルが完全に正しくないことを示している。 

 

 

2.3.6 全構造モデル 

	 シンプルモデルでアセンブリ反応中の I(0)と Rappの上昇を同じ速度定数を使用し

て再現できた。そのため、シンプルモデルは良い近似であるといえる。しかしなが

ら、実際のアセンブリメカニズムはより複雑であると考えられる。シンプルモデル

では中間体として、4 量体、6 量体、12 量体だけを考えたが、他の中間体の存在が

示唆されている。初速度法の結果から、初期反応として 2次反応と 3次反応を考え

たが、これは 4量体が 2つ結合して 8量体を形成、3つ結合して 12量体を形成する

可能性を暗に示している。また、安定性の観点から 3回転対称を構成している 6量

体だけを考えたが、その他の 6量体も 4量体と同じ接触面を持っているため、これ

らが全く形成されないとは考えにくい。さらに、中間体の蓄積はその安定性だけで

なく、他のオリゴマーへの変化速度にも依存するため、蓄積しないからといって形

成されないとは限らない。そこで私は、考えられる全ての構造を経由する全構造モ

デルを考えた。初期構造が 2量体であるため、中間体は偶数のサブユニットを持つ

ものしか存在しないとした。全ての構造を図 2 – 12に表した。14量体の 32種のア

イソマーを最大とした 127種類の構造が存在していることが分かった。それぞれの

構造の単位質量濃度あたりの I(0)と Rgを表 2 – 4にまとめた。I(0)は、同じサブユニ

ット数から構成されているアイソマーでは、ほとんど同じ値を示したため平均値を

用いることにした。全構造を経由する全ての反応を考えて、それぞれに別々の速度

定数を割り当てることは、実質的に不可能である。そこで、反応速度式を簡略化す

るために、9個の仮定を導入した。 

 

i) 4次以上の反応は考慮しない。 

ii) 解離反応に関しては、2つの分子に分離する反応しか考えない。 

iii) 最終構造である 24量体は解離しない。 

iv) 2次反応に関して、初期反応と最終反応以外の速度定数 (k)は等価である。 
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v) 4量体形成と 24量体形成に関しては個別の速度定数 (kfと kr)を割り当てる。 

vi) 3次反応に関して、初期反応以外の速度定数 (kk)は等価である。 

vii) 6量体形成に関しては個別の速度定数 (kkf)を割り当てる。 

viii) 解離反応に関して、速度定数 (k-)は等価である。 

ix) 2次反応、3次反応、解離反応に関して、いくつかの段階を経由する必要があ

る反応において、経由しなければならない段階を考えない。例えば、M6a に

M2が結合して、M8aを形成する反応では、以下の 3つの段階を経由する必要

がある (図 2 – 12)。 

 

1. M6a → M2 + M4 

2. M2 + M4 → M6b 

3. M2 + M6b → M8a 

 

上記の反応を以下のように近似する。 

 

M2 + M6a → M8a 

 

i)に関しては、初速度法の結果より推定された。初速度法から、初期反応は 2次と 3

次反応であると考えられる。そのため、続く反応も 4次以上の反応は起こらないと

した。iii)に関しては、24量体が安定であるため導入した。これは精製中、またリア

センブリ後に低オリゴマーのバンドが見えないことから、妥当である (図 2 – 3C, 

D)。ii)、iv)、vi)、viii)、ix)に関しては、反応速度式を簡略化するために導入した。

v)、vii)に関しては、初期反応と最終反応には別の速度定数を割り当てないと、実験

値を再現できないために導入した。これらの反応を図示すると図 2 – 13のようにな

る。8量体から 22量体の中間体に関しては、代表例として 1つの構造を載せてある。

全構造モデルから 12個の反応速度式を作成した (付録 5 – 1)。この反応速度式の作

成には、perl 言語で作成したプログラムと文書処理システム (LaTeXiT)を用いた。

具体的には、perl プログラムで数式を描画するためのソースコードを出力し、それ

を LaTeXiTでコンパイルして、数式の画像を得た。反応速度式中で、[M2n]は 2nの

サブユニットで形成されたオリゴマー濃度の合計値、m2nは 2nのサブユニットで形
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成されたオリゴマーの構造数を表している。統計ファクターを考慮するために、各

速度定数は構造数で重み付けされている。当然、これらの反応速度式を解析的に解

くことはできないので、シンプルモデルのときと同様に 4次のルンゲ・クッタ法を

用いて近似解を得た。各オリゴマーの単位質量濃度あたりの I(0)と Rg、近似解を数

式 2 – 3、4に代入した。得られた I(0)、Rappを Berkeley Madonnaを用いて、様々な

タンパク質濃度において観測された値の上昇に対して、フィッティングを行った。

同じ速度定数 (表 2 – 5)を用いて、Rappと I(0)の上昇を再現することができた (図 2 

– 14)。 

	 モデルの正当性を確かめるために、初速度法の再現を行った。実験値から初速度

を算出した時間域で、実験値とフィッティングで求められた I(0)の上昇を比較した 

(図 2 – 15A)。シンプルモデルよりも、再現値の直線性が高いことが分かる。再現値

から初速度を算出し、初速度法を行ったところ初期反応の次数は 2.45と実験値であ

る 2.44を完全に再現できた (図 2 – 15B)。また、フィッティングの精度を表す RMS

もシンプルモデルの 14.20に対して全構造モデルは 13.69と向上した。そのため、全

構造モデルはシンプルモデルよりも、Ftn のアセンブリをより良く説明することが

できた。アセンブリ反応中における各オリゴマーの濃度変化を、反応速度式の近似

解と表 2 – 5の速度定数を用いて算出した。シンプルモデルと同様に、初期反応種

である 2 量体が涸渇することや中間体がトラップされることもないことが分かる 

(図 2 – 16)。中間体の蓄積は 4量体が最も多く、他のオリゴマーはサブユニット数

が増えていくほど蓄積量が減少していく傾向にあった。Stefanini とその共著者は、

酸性解離した HSF溶液の pHを上昇させることで、部分的にアセンブリを起こさせ、

その反応を超遠心実験で追跡した (Stefanini et al., 1987)。超遠心分析の時間域では、

ほとんど反応が終了していたが、解離種のピークが 2量体から 8量体のアンサンブ

ルであることが明らかとなった。また、解離種と 24量体のピークの間には有意なベ

ースラインの上昇が確認されたため、10量体以上のオリゴマーの存在も示唆されて

いる。本実験と Stefanini の実験では、タンパク質濃度と初期構造は同等であるが、

pHが異なる (表 2 – 6)。そのため、実験結果を直接比較することはできないかもし

れないが、低分子量のオリゴマーが多く蓄積するという現象は共通している。また、

Gerlと Jaenickeの実験では中間体蓄積の様相は異なるが、多くの中間体が存在する

ことが示唆されている (図 1 – 6)。それゆえ、私は、全構造モデルをフェリチンの
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アセンブリメカニズムとして提案する。 
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図 2 – 3	 会合体の酸性 pHでの解離 

Sephacryl S-300による精製は、流速 100 mL/hr、分画 5 min/本、4 ºCで行った。チャート (A)

のピーク付近のフラクションを SDS-PAGE (B)、NATIVE-PAGE (C)で分析した。電気泳動

図上の数字はフラクション番号を表している。矢印は SDS-PAGEでは、Ftnサブユニット

の、NATIVE-PAGEでは、24量体 Ftnのバンド位置を示している。凍結乾燥後の Ftnを 20 

mM リン酸ナトリウム, pH 7.0に溶解させたサンプル (レーン 1 – 3)、一度、50 mM リン酸

ナトリウム, pH 2.5で 2量体化させ、そこから pHを 6.8に上昇させることでリアセンブリ

させたサンプル (レーン 4 – 6)を NATIVE-PAGEで分析した (D)。それぞれ濃度の異なる 3

サンプルが用意され、左から順に 2、1.5、1 mg/mLである。 
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図 2 – 4	 Ftnの X線ダメージ評価 

Ftnの天然状態 (A)と酸解離状態 (B)を露光時間 10ミリ秒、照射回数 100回で SAXS測定

した。天然状態では、この条件では、ダメージはあらわれなかったが、酸解離状態は 10

回ほどの照射が限界であった。Ftn の再集合反応を露光時間 10 ミリ秒、照射回数 100 回、

様々なインターバルで測定した (C)。アッテネーターを使用して、(C)と同様の測定を行っ

た (D)。 
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図 2 – 5	 アセンブリ反応中の SAXSの変化 

アセンブリ反応中の SAXSの経時変化を 3Dプロットした (A)。測定は pH 8.0、25 ºC、タ

ンパク質濃度 5.0 mg/mLで行われた。天然状態 (○)と再集合状態 (●)の SAXS、酸解離状

態 (○)とアセンブリ開始初点 (●)の SAXSをそれぞれ比較した (B)。アセンブリ反応中の

Rapp (●)と I(0) (■)の上昇カーブをプロットした (C)。2量体と 24量体しか蓄積しないと仮

定して Rapp(◆)を再構成した。 
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図 2 – 6	 初速度法 

I(0)が直線的に増加する初期領域をプロットした (A)。測定は 1.0 (●)、1.4(●)、2.0 (●)、

2.5 (●)、3.2 (●)、4.0 (●)、5.0 mg/mL (●)のタンパク質濃度で行った。初速度の対数をタ

ンパク質初濃度の対数に対してプロットした (B)。傾きは 2.44となった。 
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図 2 – 7	 シンプルモデルの反応スキーム 

Gerlと Jaenickeの提案したモデルを修正することで作成した。3回転対称形の 6量体を構

成する 2量体を赤、青、緑で色付けした。 
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図 2 – 8	 シンプルモデルを用いた I(0)、Rappの再構成 

シンボルは観測された値を示している。1.0 mg/mL (●)、1.4 mg/mL(●)、2.0 mg/mL(●)、

2.5 mg/mL(●)、3.2 mg/mL(●)、4.0mg/mL(●)、5.0 mg/mL (●)。実線は再構成したデータを

示していて、色は観測値に対応している。 
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図 2 – 9	 シンプルモデルで再現された初速度 

実験値から初速度を算出した時間域の I(0)の上昇を示している (A)。シンボルは観測され

た値を示している。1.0 mg/mL (●)、1.4 mg/mL(●)、2.0 mg/mL(●)、2.5 mg/mL(●)、3.2 

mg/mL(●)、4.0mg/mL(●)、5.0 mg/mL (●)。実線は再構成されたデータを示していて、色

は観測値に対応している。実験値と同じ時間域で、再現値から初速度を算出し、初期反応

次数を見積もった (B)。傾きは 2.54となった。 
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図 2 – 10	 シンプルモデルにおける中間体の蓄積 

2量体 (赤)、4量体 (青)、6量体 (緑)、12量体 (黒)、24量体 (マゼンタ)。(A)1.0 mg/mL、

(B)1.4 mg/mL、(C)2.0 mg/mL、(D)2.5 mg/mL、(E)3.2 mg/mL、(F)4.0 mg/mL、(G)5.0 mg/mL。 
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図 2 – 11	 シンプルモデルでのカイネティックデータの再現 

観測された散乱関数は赤い丸、再現された散乱関数は青い実線で示した。反応の前半 (A, 

D)、後半 (C, F)の再現率は高いが、24量体量が少なく、中間体の蓄積量が多くなるような

時間域 (B, E)では、再現率が低くなる。 (A): 0.048 s、(B): 0.215 s、(C): 2.015 s、(D): 0.092 s、

(E): 0.415 s、(F): 1.015 s。(A - C): 3.2 mg/mL、(D – F): 4.0 mg/mL。 
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図 2 – 12	 Ftnの考えられる全構造 

向かい合う 2量体が同じ色になるように、赤、青、緑、黄、マゼンタ、オレンジを使用し

て色付けした。 
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図 2 – 13	 全構造モデルのスキーム 

8量体から 22量体は代表例として 1つの構造を載せてある。 
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図 2 – 14	 全構造モデルを用いた I(0)、Rappの再構成 

シンボルは観測された値を示している。1.0 mg/mL (●)、1.4 mg/mL(●)、2.0 mg/mL(●)、

2.5 mg/mL(●)、3.2 mg/mL(●)、4.0mg/mL(●)、5.0 mg/mL (●)。実線は再構成データを示し

ていて、色は観測値に対応している。 

 

  



 

 56 

 
 

図 2 – 15	 全構造モデルで再現された初速度 

実験値から初速度を算出した時間域の I(0)の上昇を示している (A)。シンボルは観測され

た値を示している。1.0 mg/mL (●)、1.4 mg/mL(●)、2.0 mg/mL(●)、2.5 mg/mL(●)、3.2 

mg/mL(●)、4.0mg/mL(●)、5.0 mg/mL (●)。実線は再構成データを示していて、色は観測

値に対応している。実験値と同じ時間域で、再現値から初速度を算出し、初期反応次数を

見積もった (B)。傾きは 2.45となった。 
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図 2 – 16	 全構造モデルにおける中間体の蓄積 

2量体から 24量体へ向かって赤から紫色になるように色付けをした。各オリゴマーの蓄積

量は、アイソマーの合計値となっている。(A)1.0 mg/mL、(B)1.4 mg/mL、(C)2.0 mg/mL、(D)2.5 

mg/mL、(E)3.2 mg/mL、(F)4.0 mg/mL、(G)5.0 mg/mL。 
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表 2 – 2	 原子座標から CRYSOLを用いて計算された単位質量濃度あたりの I(0)と Rg 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 2 – 3	 シンプルモデルで Rapp, I(0)の再現を行った際の速度定数 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

オリゴマー I(0) Rg 

M2 0.0163 22.7 
M4 0.0300 32.5 
M6 0.0433 36.4 
M12 0.0879 49.5 
M24 0.174 56.3 

速度定数 

  k1 1.06×105 /M s 
k2 6.22×108 /M2 s 
k3 2.51×105 /M s 
k4 7.39×105 /M s 
k5 1.54×105 /M s 
k-1 1.50×102 /s 
k-2 4.82×10-2 /s 
k-3 1.87×10-6 /s 
k-4 1.36×10-7 /s 
k-5 6.75×10-6 /s 
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表 2 – 4	 全構造の単位質量濃度あたりの I(0)と Rg 

 

 

  

 Num. I(0) Rg (Å) 

M
2
 1 0.0163 22.7 	  	  	  	  	    

M
4
 1 0.0300 32.5 	  	  	  	  	    

M
6
 4 0.0443 39.5 41.8 41.7 36.4 	  	    

M
8
 6 0.0587 49.3 43.2 46.6 46.6 43.1 41.9   

M
10

 14 0.0733 
52.1 48.7 49.7 54.0 48.0 51.1 49.7 51.1 

54.0 48.0 45.8 45.8 50.3 52.1   

M
12

 24 0.0879 

52.1 53.6 54.0 52.0 50.5 53.3 50.5 55.0 

53.3 51.5 54.0 53.3 53.3 54.9 52.8 55.4 

50.5 50.4 51.5 49.5 48.4 52.8 53.6 52.8 

M
14

 32 0.103 

55.0 55.6 53.2 55.0 54.5 53.1 52.1 53.7 

54.2 54.5 55.5 56.0 55.3 53.7 53.7 54.2 

55.5 55.3 54.2 55.2 56.0 55.2 54.2 53.1 

52.2 53.6 51.0 51.0 52.6 55.2 55.5 55.5 

M
16

 25 0.117 

55.7 54.5 54.0 54.9 54.8 55.6 55.2 55.7 

54.9 55.6 55.8 55.7 55.2 54.7 55.5 55.7 

56.2 54.0 54.8 55.2 53.2 55.7 54.7 52.7 

53.2        

M
18

 13 0.131 
55.3 55.6 55.6 55.8 56.2 55.3 55.6 54.8 

54.5 55.8 54.1 56.2 54.8    

M
20

 5 0.146 55.9 55.5 55.6 55.9 56.1 	    

M
22

 1 0.160 56.0 	  	  	  	  	    

M
24

 1 0.174 56.3 	  	  	  	  	    
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表 2 – 5	 全構造モデルでフィッティングを行った際の速度定数 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 2 – 6	 本研究と HSFの研究との比較 (Stefanini et al., 1987; Gerl and Jaenicke, 1987b) 

 

 

 

 

 

 

 

  

速度定数 

  kf 5.20×104 /M s 
k 1.14×103 /M s 
kkf 3.59×108 /M2 s 
kk 6.76×107 /M2 s 
k- 1.90×10-2 /s 
kr 1.21×106 /M s 

 

本実験 Stefanini et al. Gerl and Jaenicke 

タンパク質濃度 
(mg/mL) 

1.0 – 5.0  1.5 – 3.0  0.0056 – 0.045 

pH 8.0 3.5 – 4.0 8.0 
初期構造 2量体 2量体 ランダムコイル 
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2.4 考察 

	 Ftn は大腸菌内、もしくは精製中に 24 量体よりも大きい構造体を形成する (図 2 – 

3C)。この構造体は、24量体 Ftnと同様に酸性で解離し、pHを上昇させることで 24量

体へとリアセンブリすることが確認された (図 2 – 3D)。本研究室、大友秀明により、

この会合体は鉄を取り込むことが示されている (Ohtomo et al., 2015)。そのため、この

会合体はランダムコイル状になったサブユニットが非特異的に会合しているのではな

く、24量体同士が結合して形成されていると考えられる。この構造を保ったままの会

合体はウマフェリチンやヒトフェリチンでも観測されている。HSFは 5 – 200 µg/mLの

低濃度でさえも、リアセンブリ後に 24 量体よりも大きい構造体を形成する (Gerl and 

Jaenicke, 1987a)。この会合体は還元剤である DTE存在下でも形成されるが、50 %エチ

レングリコール存在下で 24量体へ解離することが示唆されている。エチレングリコー

ルは、タンパク質の疎水性相互作用を弱める働きがあるといわれているため、HSF に

おける会合体形成の主たる原因はジスルフィド結合ではなく、疎水性相互作用である

ると考えられる。FTLを大腸菌内で発現させた場合、His-tag精製を行った後にも関わ

らず、大きい会合体が存在していることが示されている (Baraibar et al., 2008)。本研究

室、山本知輝 (山本 私信)により、FTLの会合体は還元剤である DTT存在下でも解離

しないことが示されている。これらの結果により、24量体同士が結合したフェリチン

会合体は、広い生物種で形成され、その原因は主に疎水性相互作用であると考えられ

る。 

	 本研究で、Ftnのアセンブリメカニズムは TR-SAXSを用いて研究された。酸性解離

した Ftn溶液と高 pHの緩衝液を混合することでアセンブリ反応を開始させ、その反応

を SAXSの変化により追跡した。Ftnは精製過程で 24量体よりも大きい会合体を形成

していることが示されているが、HSF とは異なり、リアセンブリの過程では会合体を

形成しない (図 2 – 3D)。SAXS測定は、会合体に対して非常に敏感であり、微量でも

ターゲットよりも大きい会合体を含むと、結果の解釈が複雑になってしまう。それゆ

え、TR-SAXS でアセンブリ反応を追跡するという手法において、Ftn は非常に良いタ

ーゲットであるといえる。 

	 Ftn に発生する X 線損傷を評価したところ、天然状態では総露光時間が 1 秒、酸解

離状態では 100ミリ秒以内であれば、顕著な X線の損傷は起こらないことが示された 

(図 2 – 4A, B)。アセンブリ反応中の X線損傷は、天然状態よりも激しく、総露光時間
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は 100ミリ秒から 300ミリ秒が限界である (図 2 – 4C)。緩衝液の組成は、天然状態と

アセンブリ反応中で同一であるため、24量体よりもアセンブリ中間体の方が X線損傷

の影響を受けやすいと考えられる。酸解離状態では、測定 1 秒後から I(0)が上昇し始

めたため、X線損傷後、Ftnは会合体を形成していることを示唆している。一方、アセ

ンブリ反応中では、I(0)が期待される値よりも小さくなるという、会合体形成以外の X

線損傷が発生していることを示唆する結果となった。これは、アセンブリ中間体が解

離しているか、結合できなくなっているかのどちらか、または両方が原因であると考

えられる。24量体を形成しているときは、全サブユニットが他のサブユニットに囲ま

れているという末端が存在しない構造を持っている。そのため、何らかの X線損傷が

発生しても、それが I(0)に影響が出るまでラグが存在していると考えられる。しかし

ながら、アセンブリ中間体においては、末端構造が存在するため、X 線損傷が発生す

ると 24量体よりも早く解離が起こってしまうと考えられる。 

	 Ftn のアセンブリ反応中の I(0)、Rappの上昇はシンプルモデルで良く説明することが

できた (図 2 – 8)。そのため、このモデルは Ftnアセンブリメカニズムについての良い

近似であるといえる。しかしながら、結果 2 – 3でも記述したように、実際のメカニズ

ムは、より複雑であると考えられる。そこで、可能な構造を全て経由する全構造モデ

ルを考えた。全構造モデルはシンプルモデルよりも、高精度で Ftn のアセンブリを説

明することができた (図 2 – 14, 15)。様々な中間体が存在するという点は、Stefanini 

(Stefanini et al., 1987)やGerlと Jaenicke (Gerl and Jaenicke, 1987b)の実験に共通している。

中間体蓄積量における差は初期構造や実験の条件が異なるからかもしれない。また、

そもそもタンパク質が異なるため、速度定数には差が生じると考えられる。 

	 本研究で考えた全構造モデルは、多くの仮定を導入している。本来であれば、6 量

体の中では、3 回転対称を構成するアイソマーが一番安定であると考えられる。しか

しながら、個別の速度定数を全ての反応に割り当てることは難しく、ほとんどの反応

で速度定数を同じにしてしまっている。中間体を限定したシンプルモデル、多くの仮

定を導入した全構造モデルを用いて、Ftn アセンブリ反応中の Rapp、I(0)の上昇を説明

できた。これは、これらの近似が妥当であることを示しているとともに、TR-SAXSの

結果のみで Ftn のアセンブリメカニズムを完全に明らかにすることの難しさを表して

いる。この問題に対して、変異体の作製が有効であると考えられる。極端な例を挙げ

れば、4量体までしかアセンブリできない変異体を作製することができれば、4量体形
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成における速度定数を求めることができる。そのような変異体が作製できなかったと

しても、いくつかの相互作用面を破壊した変異体を作製し、アセンブリ速度を比較す

ることで、速度定数を見積もることができる。また、SAXS では、溶液中に存在する

分子種の平均値を測定してしまっている。中間体の存在や蓄積量を、完全に明らかに

するのであれば、アセンブリ反応中に存在する分子種を分けて解析する必要がある。

分子種を分けて分析できる手法として、ゲルろ過クロマトグラフィー、電気泳動、超

遠心分析などがあるが、いずれも時間分解能が低く、アセンブリ反応を追跡すること

は難しい。分子種を分けることが可能であり、かつ時間分解能も高い手法としていく

つか紹介する。急速凍結ディープエッチング法を用いた電子顕微鏡撮影は、アクチン

の裂け目を観測可能である (Katayama, 1998)。ストップト・フロー混合によるアセンブ

リ反応開始後、急速凍結を行うことで、任意の反応時間のサンプルを電子顕微鏡で撮

影可能であると考えられる。この方法を用いることで、中間体を大きさである程度区

別することが可能であると考えられる。限外濾過法は、均一なポアサイズを持つ多孔

質の膜を用いて、サンプルの濃縮や脱塩を行う手法である。限外濾過を遠心操作で実

施可能にした遠心式限外濾過ユニットは迅速に操作を完了することができる。ポアサ

イズを吟味すれば、アセンブリ反応中に存在する 2 量体だけ、もしくはそれに近い分

子量を示す低オリゴマーの分子種のみを分取することが可能だと考えた。2 量体と 24

量体の吸収スペクトルは、ほとんど差がないため、アセンブリが進行しても、分けた

時点での低オリゴマーの濃度を測定することができる (図 2 – 17A)。限外濾過法で 2

量体を分取できるかどうかを確かめる実験を行った。2量体の分子量は約 39000 Daで

あるため、40000 Da以上のものを通す遠心式限外濾過ユニットを使用することにした。

酸解離させた Ftn溶液をスピンカラム (Merck millipore, amicon ultra 50 kDa)で限外濾過

を行い、膜を通った溶液と通らなかった溶液の吸収スペクトルを測定した。分画範囲

は 50 kDaであるため、2量体のみを分取できると期待した。遠心は 2000 g、1分、4 ºC

で行った。この条件では、ほとんど 2量体が膜を通らなかった (図 2 – 17B)。これは、

分画サイズが 2量体の分子量に近く、膜を通るのに時間がかかることを示唆している。

次に、100 kDaの分画サイズを持つスピンカラム (GE healthcare, vivaspin 20-100K)を用

いて同様の実験を行った。分画範囲が 100 kDaであるため、2量体だけではなく、4量

体も混ざってしまう可能性がある。ただし、50 kDaの分画範囲を持つ遠心式限外濾過

ユニットを用いた場合、ほとんど 2 量体が膜を通らなかったことを考えると、主とし
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て 2 量体を分取できると期待した。膜を通った溶液と通らなかった溶液の吸収スペク

トルを測定した。同じ濃度にはならなかったが、多くの 2 量体 (もしくは 2 量体と 4

量体)が膜を通ったことが分かった (図 2 – 17C)。2量体を均一にさせるためには、温

度や回転数を調整する必要がある。温度は遠心中にアセンブリ反応が遅くなるように

4 ºCとしたが、低温では溶液の粘度が上昇し、濾過に必要な時間が増えてしまうため、

常温で行うべきかもしれない。この方法では 2 量体しか分取することはできない。

ESI-MSは、非共有結合を切断することなく、サンプルをイオン化し、質量分析を行う

ことができる手法である。アセンブリ反応中の溶液を測定すれば、蓄積している中間

体の分子量を測定できることになる。ESI-MS測定では、揮発性緩衝液の使用が望まれ

るので、4 %酢酸で解離、酢酸アンモニウム緩衝液でアセンブリを開始という実験系を

採用した。ESI-MS の測定は、大阪大学の内山 進先生、岡崎総合バイオサイエンスセ

ンターの石井	 健太郎さんに行っていただいた。アセンブリ反応を追跡する前に、予

備実験として天然状態と酸解離した Ftnの ESI-MS測定を行ったところ、天然状態では

24量体の分子量が測定できたが、酸解離したFtnの分子量は単量体として観測された。

ESI-MS測定の際に真空中で脱水和によるイオン化を行う。その際、疎水性相互作用で

形成されている複合体は解離する可能性がある。Ftnの 2量体は主に疎水性相互作用で

結合している。そのため、単量体に解離したと考えられ、ESI-MS測定でアセンブリ反

応を追跡したとしても、中間体は単量体に解離してしまう可能性がある。これを解決

するためには、2量体間で水素結合を形成する変異体を作製し、イオン化する際に、2

量体を保たせる必要がある。Ftnの中間体は複数のアイソマーを持っている。そのため、

ESI-MSにより中間体の分子量が測定可能になったとしても、アイソマーを区別するこ

とはできない。アイソマーを区別するための手法として、クエンチトフローを用いた

NMR測定を考えた。溶媒に露出しているアミノ酸残基の水素は容易に溶媒の水素と交

換される。逆に言うと、接触面のアミノ酸残基の水素は交換されにくい。酸性解離し

た Ftn 溶液の pH を上昇させ、ごく短い時間、Ftn をアセンブリさせ、すぐに pH を下

げる。その際、アセンブリ緩衝液は重水素を含む重溶媒にしておく。そうすると溶媒

に露出している残基の水素は重水素に交換されるが、接触している残基の水素は軽水

素のままである。水素交換速度は酸性条件下で著しく減少するため、NMRを測定すれ

ば、接触面を形成していた残基を特定することが可能になる。この情報を用いれば、

ある程度アイソマーを区別できるのではないかと考えられる。この実験をするために
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は、Ftnを 2量体の状態で NMRを測定し、全残基のアサインメントを終了させる必要

がある。本研究室の舘により、主鎖のアサインメントは 8 割程度、完了している (舘, 

2015)。アサインメントが終了していなくても、LC-MS測定を行えば同様の解析が行え

ると考えられる。水素交換後のサンプルを、水素交換速度が減少する酸性条件下でペ

プシン処理を行い、LC-MSを行う。得られたペプチド断片をアミノ酸配列にアサイン

メントする。これにより、接触面を形成しているアミノ酸残基を特定できる。また、

タンパク質のアセンブリを低濃度 (0.1 mg/mL以下)で、SAXSを用いて追跡することは、

S/N の問題から難しい。蛍光を応用した実験は、サンプルや蛍光物質が高濃度の条件

では、分子同士の衝突や励起光が内部に届かないなどの理由により、蛍光が濃度に依

存しなくなる。しかしながら、蛍光が濃度に依存する範囲では、非常に S/N が良い実

験が可能である。蛍光偏光解消法は、励起光として偏光を用いることで、サンプルの

サイズを求めることができる。これを時間分解測定することでアセンブリ反応中の分

子サイズの変化を追跡することが可能になる。神経フェリチン症の FTL変異タンパク

質である A96Tは単独では、24量体形成に異常を示すが、FTHと共発現された場合、

24量体を形成することができる。これは、FTHが A96Tのアセンブリを手助けするア

センブリ・シャペロンになっているといえる。アセンブリを手助けすることができる

のであれば、アセンブリの阻害も可能であると考えられる。アセンブリが正常な分子

と障害のある分子を共アセンブリさせ、平衡を低オリゴマー側へと移すことで、中間

体の観測が可能になるのではないかと考えた。本研究室、大友秀明は Ftnの F117A変

異体を作製した。F117AはWTよりも不安定であり、2量体と 24量体の平衡にあるこ

とが示された (Ohtomo et al., 2015)。WTと F117Aを酸性で解離させ、共アセンブリさ

せることで WT のアセンブリを阻害させることで中間体を同定することが可能かもし

れない。 
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図 2 – 17	 Ftnの UVスペクトル 

Ftnの 2量体 (青)、24量体 (赤)の UVスペクトルを示した (A)。濃度は 0.3 mg/mLで

ある。2量体 Ftn溶液を 50kDaのポアサイズを持つスピンカラムで分析した (B)。膜を

通らなかった溶液 (赤)、膜を通った溶液 (青)のスペクトルに大きな違いがある。2 量

体 Ftn 溶液を 100kDa のポアサイズを持つスピンカラムで分析した (C)。(B)よりも 2

つのスペクトルに差がなかった。 

 

  



 

 67 

2.5 結論 

	 本研究では、Ftnのアセンブリメカニズムを明らかにすることを目的とした。追跡手

段として TR-SAXS 実験を採用し、15 ミリ秒の時間分解能で Ftn のアセンブリ反応を

追跡した。その結果、Ftnの全アセンブリ反応を観測することに成功した (図 2 – 5)。

フェリチンのアセンブリにおいて、このような時間分解能での測定は世界でも例がな

く、初期反応についての議論が可能となった。Ftnのアセンブリ反応は、開始とともに

Rapp、I(0)の上昇を伴った。これにより、Ftnのアセンブリは核形成型ではないことが示

された。初速度法から、初期反応は 4 量体形成と 6 量体形成の混合であることが分か

った (図 2 – 6)。全構造モデルを使用して Ftnのアセンブリ反応中の Rapp、I(0)の上昇

を再構成することに成功した (図 2 – 14)。様々な中間体を経由することは、HSFの研

究やウイルスの伸長段階でも示唆されているため、このモデルは他のタンパク質にも

適用できる可能性がある。本研究で全構造モデルがタンパク質のアセンブリに一般的

に適用できる可能性を示せたことは、アセンブリ研究の最終目的を達成する上で重要

であると考えられる。 
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3 Ftnアセンブリにおける正味電荷の重要性 
3.1 序 

	 タンパク質の 4 次構造形成に静電相互作用が重要であることは、塩橋などの相互作

用を破壊した実験からも明らかである。Ornerのグループは大腸菌のバクテリオフェリ

チンと Dps の結晶構造を基にして、オリゴマー形成に重要であると考えられる残基を

選択し、Alaに置換した実験を行った (Zhang et al., 2010 and 2011)。作製した変異体の

中には、塩橋のネットワーク (複数の荷電残基が関与する塩橋)を破壊したものがあっ

た。バクテリオフェリチンはWTで既に、2量体 – 24量体平衡にある。塩橋ネットワ

ークを破壊した変異体は、この平衡を完全に 2 量体へとシフトさせた。Dps はバクテ

リオフェリチンとは異なり、WTは 100%、12量体を形成している。Dpsの塩橋ネット

ワークを部分的に破壊した 2つの変異体 (共に 1残基変異体)は、約 50%が 2量体へと

解離した。その 2残基を共に置換した変異体は完全に 12量体形成能を失い、100%が 2

量体へと解離した。ただし、バクテリオフェリチンの変異体には、2 回転対称軸上の

塩橋を破壊しているにも関わらず、単量体ではなく、完全に 2 量体に解離しているも

のが存在している。同様の結果は、Mycobacterium tuberculosisのフェリチンを用いた実

験からも得られている (Khare et al., 2013)。2回転対称軸上の塩橋が破壊されることで、

フェリチンの2量体 — 24量体平衡を完全に2量体へとシフトされることが示された。

これらの結果は、2 回転対称軸上の静電相互作用の操作が他の接触面への影響を与え

ることを示唆している。 

	 タンパク質オリゴマー状態は、残基の置換だけではなく、タンパク質のおかれてい

る環境を変化させることで、制御することも可能である。大腸菌やウマのフェリチン

は酸性 pHで 2量体に解離する。Listeria innocua Dpsも pH 2.0以下の酸性条件下で 2

量体へと解離することが分かっている (Chiaraluce et al., 2000)。上記の 3例は pHによ

るオリゴマー状態の制御であるが、イオン強度によっても制御可能な例が知られてい

る。Archaeron Fulgidusのフェリチンや Deinococcus radioduransの Dpsは、低イオン強

度で 2量体へ解離することが報告されている (Sana et al., 2013; Grove and Wilkinson, 

2005)。一方、CCMVは高イオン強度で 2量体へ解離する (Vega-Acosta et al., 2014)。pH

やイオン強度によるオリゴマー状態の制御も、タンパク質の 4 次構造形成に静電相互

作用が重要であることの証拠である。 

	 前述したように、残基を置換することなしに、pHやイオン強度の外的要因を変化さ
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せることで、オリゴマータンパク質は低オリゴマー状態へ解離する。これらのオリゴ

マータンパク質は多くの場合、適切な pH、イオン強度環境に移してやることで、天然

のオリゴマー状態へとリアセンブリすることが可能である。リアセンブリ条件の pH

やイオン強度に依存して、アセンブリ速度が変化する例が報告されている。CCMVは

pH 5.75から 5.00にかけてアセンブリ速度が増加することが知られている (Zlotnick et 

al., 2000)。HBVに関しては、NaCl濃度が 0.50から 1.25 Mに増加するにつれてアセン

ブリ速度が大きくなることが分かっている。 

	 前述したように、私は Ftnのアセンブリ反応を 15ミリ秒の高い時間分解能で追跡す

ることに成功した。そこで、Ftnのアセンブリ速度に静電相互作用がどのように関与し

ているかを調べることにした。サブユニット同士が十分に離れていて、サブユニット

を質点として近似可能な場合、荷電残基の位置は重要ではなくなり、サブユニット間

に働く静電相互作用は正味電荷間の相互作用が支配的になる。一方、サブユニット同

士が近くに存在し、サブユニットを質点としてみることができない場合、荷電残基間

の静電相互作用、つまりローカルな相互作用を考える必要がある。本研究では、前者

の正味電荷間の相互作用を中心に研究する。 

	 以前の研究から Ftn のアセンブリ速度は pH に依存することが分かっていた (佐藤, 

2013)。しかしながら、この時の実験では pH だけでなく、イオン強度も変わってしま

っていた。そのため、pHとイオン強度の効果が両方、同時にアセンブリ速度に影響し

ていると考えられる。そこで、本実験では、pH依存性を調べる実験ではイオン強度を

一定になるように緩衝液をデザインした。また、アセンブリ速度はイオン強度にも依

存すると考えられるため、pH を一定に保ちながらイオン強度依存も測定した。Ftn は

ホモオリゴマーであるため、サブユニットの正味電荷間には反発力が働いている。こ

の反発力がアセンブリ速度の pH、イオン強度依存性の原因であると考えられる。そこ

で、正味電荷が異なる変異体のアセンブリ反応を追跡し、正味電荷の差がどの程度ア

センブリ速度に影響を与えるかを調べた。 

 

 

3.2 方法 

3.2.1 正味電荷変異体の発現、精製 

	 Glu8, Glu12, Glu85, Glu89の 1から 4つをGlnに置換した正味電荷変異体 (EEEEQ, 
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EQQEE, EQQEQ, EQQQQ)は、本研究室、竹部皐月によってデザイン、作製された (竹

部, 2014)。EEEEQ、EQQEE、EQQEQ、EQQQQは 2.2.1に示された方法で、WTと

同様に発現、精製された。タンパク質濃度の決定はWTと同じ方法で行った。 

 

 

3.2.2 SAXS 

	 SAXSの測定と解析は 2.2.3と同様の方法で行った。アセンブリ速度が大きい条件

や塩濃度が高い条件では、サンプルへのダメージが少ないため、露光時間は 10ミリ

秒のままで、データ取得点数を 50点まで増やした。カイネティクス測定において、

緩衝液は 25 mM Tris, 25 mM リン酸ナトリウム, 1 mM EDTA/2Naが基本緩衝液とし

て使用された。緩衝液の pH、イオン強度は基本的な構成要素を変更することなく、

HCl、NaOH、NaClを用いて調整された。緩衝液は pH依存性について調べる場合は

イオン強度を、イオン強度依存性を調べる場合は pH を一定に保つようにデザイン

され、作製された。pHについては 6.0 – 8.0まで、イオン強度については 0.08から

2.1まで測定された。詳細については、表 3 – 1を参照されたい。イオン強度の計算

はヘンダーソン・ハッセルバルヒの式と各構成要素の熱力学的 pKaを用いて算出し

た (Perrin and Dempsey, 1974)。各イオン種の質量モル濃度 (mol/kg)は、モル濃度 

(mol/L)と近似した。 

 

 

3.2.3 高イオン強度条件下での I(0)補正 

	 散乱強度はサンプルとベースの電子密度差の 2乗に比例する。高イオン強度条件

下と低イオン強度条件下では、粒子間相互作用を無視すれば、Rapp は同じ値を示す

が、I(0)の値は大きく変化してしまう。実際にイオン強度 0.08と 2.1の条件でアセン

ブリ反応を SAXS 測定により追跡した際、Rapp は同様の値を示すのに対して、I(0)

は大きく変化することが分かった (図 3 – 1)。そこで I(0)を補正するために両イオン

強度条件下における天然状態の SAXSを測定した (図 3 – 1)。この I(0)の値を用いて

アセンブリ反応中の I(0)の上昇カーブを補正した。図 3 – 2には補正した I(0)の上昇

カーブを使用している。 
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3.2.4 CDスペクトル 

	 CDスペクトルは CDスペクトロメーター (Applied Photophysics, Chirascan)を用い

て測定された。遠紫外部では 1 mm、近紫外部は 10 mmの光路長を持つ石英セルを

使用した。タンパク質濃度は、遠紫外測定で 0.1 mg/mL、近紫外測定で 0.3 mg/mL

が用いられた。測定は全て 25 ºCで行った。 

 

 

3.2.5 SEC 

	 SEC実験は、50 mM リン酸ナトリウム, pH 2.5で平衡化したゲルろ過クロマトグ

ラフィー担体 (GE Healthcare, Superdex 75 10/300 GL)にサンプルをアプライして行

われた。サンプルの緩衝液は平衡化緩衝液と同じものに置き換えられた。実験は室

温で行われた。流速は 1.0 mL/minを使用した。酸性の条件で分子量マーカーを使用

したキャリブレーションは難しいため、WT と溶出位置を比較してオリゴマー状態

を決定した。 
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図 3 – 1	 イオン強度 0.08と 2.1条件下で測定された Ftnの SAXS 

Rapp (A)と I(0) (B)の経時変化を比較した。イオン強度 0.08 (●)、2.1 (●)。各イオン強度に

おける天然状態の散乱関数を比較した (C)。 
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3.3 結果 

3.3.1 WTアセンブリの pH、イオン強度依存性 

	 WTのアセンブリ反応は、様々な pH、イオン強度条件下で SAXSの変化を追跡す

ることで測定された。散乱関数から Guinier近似 (数式 2 – 1)を用いて、Rappと I(0)

を算出した。アセンブリ反応中の Rappと I(0)の上昇を用いて、アセンブリ速度を比

較した。その結果、WTのアセンブリ速度は pH、イオン強度に依存した (図 3 – 2)。

pH は 6.0 から 8.0 まで測定され、この範囲では pH が低いほどアセンブリ速度は大

きくなった。イオン強度は 2.1 まで測定され、この範囲ではイオン強度が高いほど

アセンブリ速度は大きくなった。 

 

 

3.3.2 pH、イオン強度依存性の原因 

	 Ftnはホモオリゴマーであるため、緩衝液の pHが等電点ある時を除いて、そのサ

ブユニットは同じ電荷をもっている。本研究室、黒部淳史 (黒部 私信)は、アセン

ブリしたWTの等電点を等電点電気泳動によって決定した。WTの等電点は 5.44で

あったため、アセンブリ速度を追跡した条件下で、Ftn は負に帯電していることが

分かった。また、WTはその等電点から pH 6.0よりも pH 8.0でより強く負に帯電し

ていると予想される。pH依存性の実験では、イオン強度が一定であるため、サブユ

ニットの電荷数のみが異なると考えられる。WTのアセンブリ速度は pH 8.0よりも

pH 6.0で大きいため、pH依存性の原因として、サブユニットの正味電荷間の反発を

考えた (図 3 – 3A)。イオン強度が上昇するとアセンブリ速度が大きくなることは、

遮蔽効果によって正味電荷間の反発が弱められると考えることができる (図 3 – 

3B)。 

 

 

3.3.3 正味電荷変異体の解離、再集合 

	 アセンブリ速度にどの程度、正味電荷が関わっているかを調べるためには、同じ

溶液条件で電荷の異なる変異体とWTのアセンブリ速度を比較する必要がある。本

研究室、竹部皐月は、電荷の異方性を持ったヘテロフェリチンを作製するために、

電荷の異なる変異体を 10種類デザインした (竹部, 2014)。この 10種類の変異体は、
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24量体形成に影響を与えないように、塩橋を形成せず、溶媒に露出している残基が

変異のターゲットとされている (図 3 – 4)。つまり、ローカルな相互作用への影響

を与えずに正味電荷だけが変わるようにデザインされている。この 10種類の変異体

のうち、24量体を形成し、TR-SAXSを測定するために十分な溶解度を持っていた 4

つの変異体を本実験で使用することにした。この変異体は 1から 4つの酸性残基で

ある Gluを中性残基である Glnに置換している。置換の少ない順に EEEEQ、EQQEE、

EQQEQ、EQQQQ と名付けられている。この 4 種類の変異体は竹部皐月によって、

CDスペクトル、ゲルろ過クロマトグラフィーによる、特徴付けが行われ、WTと同

様の構造を持っていることが示されている。しかしながら、SAXS 測定による特徴

付けは行われていない。また、これらの変異体はWTと同様に酸性で 2量体に解離

し、pHを上昇させることで 24量体に再集合することが示唆されているが、それら

の特徴付けは不十分である。そこで、まず変異体の SAXSによる特徴付けと酸解離

状態と再集合状態の特徴付けを行うことにした。 

	 変異体の天然状態、酸解離状態、再集合状態の SAXSを測定したところ、それら

の散乱関数はWTのものと区別することができなかった (図 3 – 5)。これは 4種類

の変異体はWTと同様に酸性で 2量体に解離し、pHを上昇させることで 24量体を

再構成することを示している。変異体の酸解離状態、再集合状態のさらなる特徴付

けのために、CDスペクトルを測定した。変異体は、遠紫外、近紫外 CDともにWT

と同様のスペクトルを示した (図 3 – 6)。変異体の酸解離状態はゲルろ過クロマト

グラフィーでも特徴付けを行った。変異体の溶出ピークはWTと一致した (図 3 – 7)。

これらの結果は、変異体がWTと同様の特徴を持っているという SAXSの結果を支

持する。 

 

 

3.3.4 Ftnアセンブリにおける正味電荷の重要性 

	 これまでの実験で EEEEQ、EQQEE、EQQEQ、EQQQQはWTと同様に中性で 24

量体を形成し、酸性で 2量体に解離し、pHを上昇させることで 24量体へ再集合す

ることが分かった。次に、変異体のアセンブリ反応を追跡するための条件を検討し

た。本研究室、黒部淳史 (黒部 私信)は、アセンブリした変異体の等電点を等電点

電気泳動実験により決定した。EEEEQ、EQQEE、EQQEQ、EQQQQ の等電点は、
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それぞれ 5.47、5.73、6.27、7.31となった。TR-SAXSを行う緩衝液として、pH 8.0、

イオン強度 0.08の条件を選択した。これには 2つ理由がある。1つ目は、WTと変

異体がすべて負に帯電している条件で実験を行うためである。pH 6.8で実験した場

合、EQQQQ は正に、その他の Ftn は負に帯電することになり、実験の解釈が複雑

になる。そのため、pH 8.0の条件を選択した。2つ目は、アセンブリ速度の差を見

積もるためには、アセンブリ速度が遅い必要がある。pH 8.0、イオン強度 2.1の条件

でアセンブリ反応追跡した場合、反応が速すぎて、ほとんど追跡することができな

かった (図 3 – 2)。そのため、アセンブリが速い条件では、WTと変異体のアセンブ

リ速度の差を正確に見積もることが難しい。そこで、本研究で一番アセンブリ速度

が遅い条件である pH 8.0、イオン強度 0.08を選択した。 

	 上記の条件で WT と変異体のアセンブリ反応を開始させ、SAXS の変化を測定す

ることで反応を追跡した。EEEEQ、EQQEE、EQQEQ、EQQQQ は酸性残基である

Gluを中性残基である Glnに置換しているため、pH 8.0の条件では、置換の数が多

いほど正味電荷の反発は弱くなっている。もし、アセンブリ速度の pH、イオン強度

依存性の原因が正味電荷の反発であるならば、反発を減少させた変異体ほどアセン

ブリ速度は大きくなるはずである。WT と変異体のアセンブリ速度を比較したとこ

ろ、予想通りに正味電荷を減少させた変異体ほど、アセンブリ速度は大きくなった 

(図 3 – 8)。したがって、正味電荷は Ftnのアセンブリ速度を決定するための重要な

因子であるといえる。 

	 正味電荷の反発が Ftn のアセンブリにおいて重要な役割を果たしていることが示

された。もし、この反発が細胞内で、重要な障壁になった場合、それを乗り越える

ための駆動力が必要となる。生理学的な条件下で、正味電荷の反発がアセンブリ速

度にどの程度、影響を与えるかを調べるために、より高いイオン強度でアセンブリ

反応を追跡した。WTと変異体のアセンブリ速度の差は、イオン強度 0.11の条件で

減少し、イオン強度 0.17の条件でほとんど打ち消された (図 3 – 9)。細胞内には、

140 mM程度のカリウムイオンが含まれている (Bruce et al., 2002)。そのため、Ftn

のアセンブリにおいて、生理学的な条件下では、正味電荷の反発は重要な問題にな

らない。 
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図 3 – 2	 WTアセンブリ速度の pH、イオン強度依存 

pHは 6.0から 8.0まで測定された (A, B)。pH 6.0 (●)、pH 6.4 (●)、pH 6.8 (●)、pH 7.4 (●)、

pH 7.6 (●)、pH 8.0 (●)。イオン強度は 0.08から 2.1まで測定された (C, D)。0.08  (●)、

0.1 (●)、0.11 (●)、0.13 (●)、0.17 (●)、0.35 (●)、0.58 (●)、2.1 (●)。 
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図 3 – 3	 アセンブリ速度の pH、イオン強度依存性の原因 

WTの等電点は 5.44であるため、pH 6.0よりも pH 8.0で、より負に帯電していると考えら

れる。そのため、pH 6.0よりも pH 8.0で、サブユニット間の反発力は大きくなる。塩濃度

が高いと遮蔽効果により、正味電荷間の反発力が抑えられると考えられる。 
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図 3 – 4	 正味電荷変異体について変異を導入した残基 

2回転対称を構成するサブユニットをリボン表示にし、N末端から C末端に向かって青か

ら赤になるように色をつけた。変異を導入された残基は球表示にし、マゼンダで強調した。

変異体は、5, 8, 12, 85, 89番目の残基の 1文字記号を使って名付けられた。(竹部 2014年 修

士論文から改変)。 
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図 3 – 5	 正味電荷変異体の SAXSによる特徴付け 

変異体の天然状態 (A)、酸解離状態 (B)、再集合状態 (C)の散乱関数がWTと比較された。

WT (○)、EEEEQ (○)、EQQEE (○)、EQQEQ (○)、EQQQQ (○)。緩衝液は天然状態の測

定では、42.9 mM Tris、28.6 mM リン酸ナトリウム、11.4 mM NaCl、1 mM EDTA/2Na、pH 

7.6、酸解離状態の測定では、50 mM リン酸ナトリウム、pH 2.6、再集合状態の測定では、

25 mM Tris、25 mM リン酸ナトリウム、1 mM EDTA/2Na、pH 8.0が使われた。 
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図 3 – 6	 正味電荷変異体の CDスペクトルによる特徴付け 

変異体の酸解離状態 (A, B)と再集合状態 (C, D)の CDスペクトルをWTと比較した。WT 

(red)、EEEEQ (blue)、EQQEE (green)、EQQEQ (black)、EQQQQ (magenta)。緩衝液は天然状

態の測定では、20 mM リン酸ナトリウム、pH 8.0、酸解離状態の測定では、50 mM リン

酸ナトリウム、pH 2.6、再集合状態の測定では、42.9 mM Tris、28.6 mM リン酸ナトリウム、

11.4 mM NaCl、1 mM EDTA/2Na、pH 7.6が使われた。 
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図 3 – 7	 ゲルろ過クロマトグラフィーによる正味電荷変異体の特徴付け 

酸解離状態における変異体の溶出位置をWTと比較した。WT (red)、EEEEQ (blue)、EQQEE 

(green)、EQQEQ (black)、EQQQQ (magenta)。 
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図 3 – 8	 WTと正味電荷変異体のアセンブリ速度の比較 

pH 8.0、イオン強度 0.08の条件で測定された。WT (●)、EEEEQ (●)、EQQEE (●)、EQQEQ 

(●)、EQQQQ (●)。 
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図 3 – 9	 高いイオン強度条件でのアセンブリ速度の比較 

pH 8.0、イオン強度 0.11 (A, B)、0.17 (C, D)でWTと正味電荷変異体のアセンブリ速度を比

較した。WT (●)、EEEEQ (●)、EQQEE (●)、EQQEQ (●)、EQQQQ (●)。 
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表 3 – 1	 アセンブリ速度の pH依存性を調べるために用いられた緩衝液 

25 mM Tris、25 mM リン酸ナトリウム、1 mM EDTA/2Naを基本緩衝液として、そこにNaCl、

NaOH、HClを加えて、pH、イオン強度を調整した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 3 – 2	 アセンブリ速度のイオン強度依存性を調べるために用いられた緩衝液 

25 mM Tris、25 mM リン酸ナトリウム、1 mM EDTA/2Naを基本緩衝液として、そこにNaCl、

NaOHを加えて、pH、イオン強度を調整した。 

 

 

 

 

  

NaCl (mM) NaOH (mM) HCl (mM) pH イオン強度 

30  10 6.0 0.078 
27.5  5 6.5 0.076 

25   6.8 0.076 
12.5 9.38  7.4 0.078 
8.34 12.5  7.6 0.079 
18.8   8.0 0.076 

NaCl (mM) NaOH (mM) pH イオン強度 

 18.8 8.0 0.076 
25 19.4 8.0 0.1 
35 19.6 8.0 0.11 
50 20 8.0 0.13 
95 20 8.0 0.17 
275 20 8.0 0.35 
500 20 8.0 0.58 
2000 22.5 8.0 2.1 
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3.4 考察 

	 Ftnのアセンブリ反応はイオン強度と pHに依存することが分かった。イオン強度に

関しては、0.08 から 2.1 の間では、イオン強度が増加するほどアセンブリ速度は増大

した。正味電荷間の反発を減少させた変異体は、WT よりもアセンブリ速度が大きく

なった。しかしながら、その効果は低イオン強度の条件下だけで有効であり、イオン

強度が 0.11を超えるとWTと正味電荷変異体間のアセンブリ速度の差は、スクリーニ

ング効果によってほとんど打ち消された (図 3 – 9)。しかしながら、WTのアセンブリ

速度は、イオン強度が 0.11 を超えても上昇し、少なくとも 2.1 までは頭打ちが起こら

なかった。これは、Ftnのアセンブリ速度のイオン強度依存性の原因は、正味電荷間の

反発だけでは説明できないことを示している。正味電荷間の反発は、サブユニットを

質点に近似することが可能な、サブユニット同士が大きく離れているときに支配的に

なる。サブユニット同士が近距離にある場合、もはやサブユニットを質点近似するこ

とは難しく、荷電残基間の相互作用を個別に考えなければならなくなる。この各荷電

残基間のローカルな相互作用が、高いイオン強度で打ち消され、アセンブリ速度上昇

につながっていると考えられる。正味電荷間の反発を打ち消すことが可能な 0.11以上

のイオン強度でも、Ftnのアセンブリ速度が上昇していくことから、Ftnのローカルな

相互作用は平均して反発力として働いていると考えられる。 

	 pHに関しては、pHが 6.0から 8.0の間では、pHが減少するほどアセンブリ速度は

増大した。I(0)の上昇カーブから、pH 6.0では、pH 8.0から 6.4の変化よりも、顕著に

前半の反応が加速されていることが分かる (図 3 – 2A)。これには、pH 6.0付近に pKa

を持っている Hisの解離が関与していると考えられる。Ftnはサブユニット中に 6つの

Hisを持っている (図 3 – 10A)。Hisがプロトネートすることで、サブユニットの正味

電荷の絶対値が減少し、アセンブリ速度が増加したと考えられる。また、Ftnは結晶構

造中で His128の Nεは Asp63の Oδと 3.78 Åの距離にあるため、強く相互作用している

と考えられる (図 3 – 10B)。そのため、His128は他の Hisよりも、アセンブリ速度の

pH 6.0における加速に関与している可能性がある。これは、先述したローカルな相互

作用の具体例である。また、pH 6.0における加速は、前半に偏っているため、Hisのプ

ロトネートによって、加速されるのは、相対的に小さいオリゴマー同士の結合である

と考えられる。 

	 アセンブリについての反応速度式を解析的に解いた場合、左辺は濃度になっていて、
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右辺は速度定数と時間の関数になっている。速度定数は/s の次元を持っているため、

時間がかけられているか、速度定数同士が比になっているはずである。そのため、2

つの異なる速度定数のカイネティックデータは対数時間軸で平行移動させれば重なる

はずである。複雑な反応で速度定数が複数個、定義されている反応の場合は、全ての

速度定数が同じ倍率で変化すれば、対数時間軸に対する平行移動でカイネティックデ

ータを重ねることができる。正味電荷が変更された場合、影響を受けるのはアセンブ

リ・プロトマーを質点として見た場合のクーロン力である。そのため、あらゆる接触

面間の結合が同様に変化すると仮定した。WT と正味電荷変異体のカイネティックデ

ータを、対数時間軸に対して平行移動させて、重なるかどうかを確認した。WTの I(0)

と Rappの上昇は、時間に適切な倍率 (表 3 – 3)をかけることで、正味電荷変異体のデー

タと重なった (図 3 – 11)。しかしながら、これらの変異体は正味電荷の反発を減少さ

せているため、konは大きくなり、koffは変化しないか小さくなるはずである。そのため、

koffが表 3 – 3の倍率で大きくなっているのではなく、konに比べて koffが無視できるよう

になったと考えた。それゆえ、正味電荷を変更した場合、Ftn の全ての konは同様に変

化するといえる。WTと EEEEQの結果から、1つの酸性残基を中性残基に置換するだ

けで 3倍程度、速度定数を変更することができる。 

	 正味電荷の反発を減少させた変異体はアセンブリ速度が大きくなったが、その変化

は規則的ではなかった (図 3 – 8、表 3 – 3)。WTと EEEEQ、EEEEQと EQQQQのア

センブリ速度の差は大きいが、EEEEQ、EQQEE、EQQEQ のアセンブリ速度の差は小

さかった。これは、1 つの Glu を Gln に置換したとしても、サブユニットの電荷が 1

つ変わるとは限らないことを示している。アミノ酸残基の pKaは周辺の静電相互作用

の影響を受け、摂動する。それゆえ、pH 8.0 において、WT と正味電荷変異体の電荷

数は 1 つずつ変化しているとは限らない。それゆえ、WT と正味電荷変異体のアセン

ブリ速度は規則的に変化しなかったと考えられる。 

	 もし、細胞内で正味電荷の反発が Ftn のアセンブリにおいて重要な障壁を作るので

あれば、その障壁を乗り越える駆動力が必要となる。WT と正味電荷変異体のアセン

ブリ反応をイオン強度 0.11、0.17 の条件下で追跡した。WT と正味電荷変異体のアセ

ンブリ速度の差は、ほとんど打ち消された。細胞内容液は 140 mMのカリウムイオン

を含んでいるため、正味電荷の反発は重要な障壁にはならないことが分かった。 
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図 3 – 10	 Ftnサブユニット中の His 

サブユニットに存在する 6つの Hisをスティック表示した (A)。His128と Asp63は 2量体

接触面で塩橋を形成している (B)。 
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図 3 – 11	 WTと正味電荷変異体のカイネティックデータの重ね合わせ 

WTのデータを時間軸に対して平行移動させた。WT (●)、正味電荷変異体 (●)。 
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表 3 – 3 

カイネティックデータを重ねるための倍率 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

変異体 倍率 

EEEEQ 3.2 
EQQEE 5.6 
EQQEQ 6.0 
EQQQQ 12 
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3.5 結論 

	 Ftnのアセンブリは pH、イオン強度に依存した (図 3 – 2)。そして、その原因がサブ

ユニットの正味電荷間における反発であることを示した (図 3 – 8)。これは、緩衝液条

件など外的要因を変化させずとも、正味電荷を変更した変異体を作製すれば、Ftnのア

センブリ速度を制御できることを示している。これは、Ftnに限らず全てのタンパク質

に適用できると考えられる。本研究に用いられた変異体、EEEEQ、EQQEE、EQQEQ、

EQQQQ変異体は、WTと同様の構造、特徴を持っていたため、変異箇所を十分に検討

すれば、このような変異体を作製は容易である。また、WTに比べて EEEEQの速度定

数は 3.2倍になることが示唆された。これにより、1つの電荷残基を変更することであ

る程度、アセンブリ速度に変化をもたらすことが可能である。今回の変異体は荷電残

基を変異導入のターゲットにしているが、溶媒に露出していれば中性残基を荷電残基

に置換することも可能である。また、Ftnの正味電荷間の反発は、細胞内のイオン強度

程度で打ち消されることが分かった (図 3 – 9)。これは、生体内では、正味電荷間の相

互作用がほとんど重要にならないことを示している。もし、生体内で正味電荷を利用

してアセンブリ速度を制御するのであれば、極端に電荷を変更する必要がある。 
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4 総論 
4.1 球殻状超分子のアセンブリメカニズム 

	 ウイルス・キャプシドのアセンブリカイネティクスは光散乱法や SAXSを用いて研

究されてきた。多くのウイルス・キャプシドのアセンブリで、ラグ・フェイズが観測

されることが分かっている。また、ラグ・フェイズの終了とともに、ウイルス・キャ

プシドが形成されることが示唆されている。これは、ウイルス・キャプシドのアセン

ブリが核形成反応であることを意味している。核形成反応とは、初期構造の形成確率

が低く、なかなか形成されないが、一度形成されてしまうとそれを核にして、進行し

ていくタイプの反応である。例えば、ランダムコイルからαヘリックスの形成、つまり

へリックスコイル転移が核形成反応であることが知られている。αヘリックス形成には、

i番目のアミノ酸が i+4番目のアミノ酸と水素結合を形成し、それが最低 4残基連続す

ることが必要とされる。i番目と i+4番目のアミノ酸が水素結合をするためには、特定

の 2面角 (φが-60º、ψが-45ºであることが多い)をとらなければならない。4残基が一度

に、全てこの 2面角をとる確率は低いため、最初のαヘリックス 1巻が核となる。しか

し、1巻αヘリックスが形成されてしまえば、続くヘリックスの伸長は次の 1残基だけ

が特定の 2面角をとればよく、核形成よりも速く反応が進行する。ウイルス・キャプ

シドのアセンブリでは、αヘリックスと同様に、初期の中間体の形成確率は低いが、一

度形成されるとそれを核にして、フリーなモノマーが次々に結合していくと考えられ

ている。ウイルス・キャプシドのような多くのサブユニットから形成されている超分

子構造体 (ウイルス・キャプシドの場合、最低でも 60量体)は、核形成を導入した方が

カイネティック・トラップ形成されにくいことが、理論的な研究から分かっている 

(Zlotnick et al., 1999)。核形成を導入しない場合、溶液中のあらゆる場所でアセンブリ

が開始されてしまい、フリーなモノマーが涸渇してしまうことが、カイネティック・

トラップを形成してしまう原因であると考えられる。アセンブリメカニズムに核形成

を必要とする理由が、最終構造を形成するサブユニットの数で決まるのであれば、い

ったい何量体から、核形成になるのであろうか。 

	 本研究では、時間分解 X線小角散乱法を用いて、ウイルス・キャプシドほどは大き

くない、24量体である Ftnのアセンブリメカニズムについての研究を行った。手法と

しては、時間分解 X線小角散乱法を用いた。その結果、Ftnアセンブリの全反応を追

跡することに成功した (図 2 – 5B)。測定された散乱関数から、Guinier近似を用いて
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Rappと I(0)がアセンブリの進行と共にどのように上昇していくかを調べた。Rappと I(0)

は、反応開始とともに上昇し、ラグ・フェイズは観測されなかった (図 2 – 5C)。I(0)

の上昇から初速度を算出し、その初速度のタンパク質濃度依存を調べた。初速度法か

ら、Ftnアセンブリの初期反応は 2次反応と 3次反応の混合であることが示唆された(図 

2 – 6B)。これらの結果から、Ftnアセンブリはウイルス・キャプシドのような核形成型

ではないことが分かった。また、本研究のフィッティング結果、並びに過去の HSFの

研究から、フェリチンのアセンブリメカニズムは、低次反応が連続して起こる逐次重

合型であることが示された (図 2 – 8, 図 2 – 13, Gerl and Jaenicke, 1987b)。これより少

なくとも、24量体であるフェリチンではラグ・フェイズを伴う核形成は必須ではない

ことが分かった。実際に、Ftnのアセンブリ反応では、タンパク質濃度が 5.0 mg/mLと

いう高濃度でも、非常にアセンブリが速い条件 (pH 6.0、イオン強度: 2.1など)でも、

カイネティック・トラップ生じることはなかった (図 2 – 8, 図 3 – 2)。 

	 24量体である Ftnでは、核形成型でなくともカイネティック・トラップを生じない

ことは分かった。では、タンパク質は、どのようにして核形成型か逐次重合型を区別

しているのであろう。これには、アセンブリ反応中に形成される初期中間体の安定性

が関与していると考えられる。例えば、P22ファージのアセンブリにおいて、核は初

期構造が 5つ結合した 5量体であることが示唆されている (Prevelige et al., 1993)。しか

しながら、アセンブリの駆動力がブラウン運動によるランダムな衝突だとすると、2

次反応が起こらないということは考えにくい。2次反応の結果、形成される中間体が

非常に不安定であり、形成されるとすぐに解離してしまうと考えた方が合理的である。

P22ファージであれば、5量体と 4量体以下の中間体の間には、安定性において大きな

差が生じていると考えられる。つまり、4量体以下の中間体の安定性が著しく低く、

すぐに解離していしまい、安定な 5量体が形成されるまでアセンブリが進行しないと

考えられる。核の安定化要因は、ウイルス・キャプシドの種類によって多種多様であ

ると考えられるが、いくつか考えられる例を挙げる。タンパク質の安定性において、

接触面積は当然として、対称性も非常に重要になる。例えば、ウイルス・キャプシド

やフェリチンは、球殻構造を形成していて、非常に対称性が強い。このような構造は、

解離を促すための末端構造が存在しない、閉じた構造であるといえる。フェリチンを

例に説明する。フェリチンには 6量体が 4種類存在する (図 4 – 1A)。a, b, cの 6量体

で、青と緑で示された 2量体は、1面だけが他の 2量体に接触しており、3面が溶媒に



 

 93 

露出している末端構造である。中央の赤で示された 2量体は、2面が他の 2量体に接

触しているため、末端の 2量体よりも解離が起こりにくいと考えられる。dの 6量体

は全ての 2量体において、2面が他の 2量体に接触しているため、末端構造が存在し

ない。つまり、dの 6量体は a, b, cの 6量体よりも安定であると考えられる。また、図 

4 – 1Bに示された 10量体のアイソマーは、中央に 4面が他の 2量体に囲まれた非常に

解離が起こりにくいと考えられる 2量体を持っている。フェリチンが 24量体を形成し

た場合、全ての 2量体が等方的な環境におかれる。つまり、全ての 2量体が先述した

解離しづらい、4面を 2量体に囲まれた構造を持っている。このような対称性を持つ

構造体の安定性は実験的にも示されている。Crichtonと Bryceは、超遠心分析を用いて、

HSFの解離と再集合状態の割合を様々な pHで調べた (Crichton and Bryce, 1973)。HSF

は pH 3.0では、24量体を保っており、2量体は観測されず、pH 2.8から 1.6にかけて

急激に 2量体に解離する割合が増加することが示されている。一方、完全に解離させ

た後のサンプルに関しては、pH 3.0で 1週間、インキュベートした後も 24量体は観測

されなかった。完全に再集合が完了したのは、pH 4.6の条件下であった。同様の現象

は NMR実験によっても示されている (Imai et al., 1981)。このように解離曲線と再集合

曲線が重ならないことをヒステリシスと呼ぶ。解離 – 再集合におけるヒステリシスは、

HBVでも観測されている (Singh and Zlotnick, 2003)。ヒステリシスは、一度、末端の存

在しない、対称性の高い構造を形成すると、サブユニットの解離が強く阻害されるた

めに発生すると考えられている。RRVのキャプシドは、部分的に対称性が壊れている

とが示されており、このキャプシドの解離 – 再集合には、ヒステリシスが起こらない 

(Wang et al., 2015)。それゆえ、仮に接触面積が小さくても、対称性のある構造を形成

すれば、十分安定になると考えられる。HBVでは核は、初期構造 (HBVでは 2量体)

が 3つ結合した 6量体であるとされている (Zlotnick et al., 1999)。この核は HBVのキ

ャプシドの中で形成可能な、最小の対称を持った閉じた構造である。P22ファージに

ついては、先述したように核は、初期構造 (P22ファージでは単量体)が 5つ結合した 5

量体であると示唆されている (Prevelige et al., 1993)。この核はウイルス・キャプシドで

多く見られる 5回転対称を形成する構造だとされている。この 5量体の安定化につい

ては、対称性だけでなく、さらなる安定化要因が考えられている。P22ファージのキ

ャプシド形成には CPだけでなく SPも必要とされる。SPは CPのアセンブリを補助し

ている分子である。SPが核と結合することが示されている。核を形成する際に、分子
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間でフォールディングが起こる場合も、核を安定化する要因であると考えられる。HPV

のアセンブリにおける初期段階は 2次反応であり、Ftnと同様であるが、ラグ・フェイ

ズが観測される (Casini et al., 2004)。HPVのアセンブリは、初期が高次反応ではないに

も関わらず、ラグ・フェイズが観測される、興味深い例である。この核形成は還元剤

によって阻害される、つまり初期構造間にジスルフィド結合が形成されない限り、核

が形成されないのである。初期中間体が形成されると同時にジスルフィド結合が形成

されなければならないため、HPVのアセンブリは、初期中間体は 2量体 (5量体が 2

つ結合した 10量体)であるにも関わらず、核形成型になると考えられる。本研究で示

された、Ftnの最小の初期構造は 4量体である。この 4量体は、対称性は持たないが非

常に大きな接触面積を持っている。また、上記で紹介した P22ファージや HPVとは異

なり、Ftnのアセンブリには他の分子の手助けを必要とせず、酸解離状態と天然状態の

遠紫外 CDスペクトルがほとんど変化しないことから、アセンブリ反応にフォールデ

ィング反応は関与しないと考えられる。そのため、Ftnのアセンブリにおいて、反応開

始とともに、ラグ・フェイズなしに、初期中間体である 4量体が形成されると考えら

れる。 

 

 

4.2 アセンブリにおける静電相互作用 

	 Ftn のアセンブリ速度は pH とイオン強度に依存した。pH に関しては、6.0 から 8.0

まで測定し、Ftnの等電点 (5.44)に近づくにつれてアセンブリ速度は上昇した。アセン

ブリ速度の pH依存性は、CCMVにおいても確認されている。CCMVの CP2量体から

キャプシドへのアセンブリ反応が、pH 5.75から 4.75の条件下で光散乱法を用いて追跡

された。この範囲では、pHが低くなるほどアセンブリ速度が上昇した (Zlotnick et al., 

2000)。CCMVの 2量体 CPとキャプシドの等電点が、様々な pHにおける電気泳動度

を測定することで決定された (Vega-Acosta et al., 2014)。CP2量体とキャプシドの等電

点は、それぞれ 4.8、3.7であった。これらの結果は、Ftnと同様に CCMVのアセンブ

リにおいても、pHが等電点に近づくほど、アセンブリ速度が上昇することを示してい

る。確かに CCMVのアセンブリ速度は等電点に近づくほど、上昇したが、CP2量体の

等電点に近い pH 4.75では、高散乱の最終値が期待される値よりも低い位置でプラトー

になってしまった。さらに pH 4.75の条件下でリアセンブリさせたサンプルを電子顕微
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鏡で確認したところ、部分的にアセンブリされているが不完全な粒子が 30 %程度、存

在していた。これは、アセンブリ速度が大きすぎるとミスアセンブリした粒子が発生

することを示している。 

	 イオン強度に関しては、0.08 から 2.1 まで測定し、イオン強度が上昇するほどアセ

ンブリ速度は上昇した。正味電荷間の反発がほとんど抑制される 0.11のイオン強度を

こえてもアセンブリ速度が上昇し続けたことから、Ftnのアセンブリ速度には、正味電

荷間の反発だけではなく、平均して反発しているローカルな相互作用が関与している

と考えられる。アセンブリ速度のイオン強度依存性は、HBVや HIV-1のアセンブリに

おいても確認されている。HIV-1は NaClが 1.80から 2.4 Mの範囲では単調にアセンブ

リ速度が上昇した (Lanman et al., 2002)。HBVのアセンブリは、0.50から 1.50 Mの NaCl

濃度で追跡され、NaCl濃度が高くなるほど、アセンブリ速度が上昇することを示した 

(Zlotnick et al., 1999)。これは、Ftnと同様に HBVや HIV-1のアセンブリにおいても、

イオン強度が上昇すると正味電荷間の反発、もしくは反発として働いているローカル

な相互作用を打ち消すことでアセンブリ速度が上昇していることを示している。しか

しながら、HBVのアセンブリでは、1.50 Mの NaCl条件下でミスアセンブリが起こっ

ていることが示唆された。これは CCMVと同様、アセンブリ速度が大きすぎることが

原因であると考えられる。また、P22ファージにおいて、キャプシドの形成割合が NaCl

の濃度に依存することが示されている (Parent et al., 2005)。NaClが存在しない場合、

CPと SPの相互作用が強く、部分的にアセンブリしたミスアセンブリが起こる。少量

の NaCl の添加は、正しいキャプシドの形成を促進するが、濃度が高くなりすぎると

CPと SPの相互作用を打ち消しすぎて、アセンブリが阻害される。これは、Ftnとは異

なり、イオン強度が上昇することで、静電相互作用の引力が打ち消されていると考え

られる。 

	 正味電荷間の静電相互作用は、ホモオリゴマーにおいては常に反発しているが、ヘ

テロオリゴマーにおいては、反発もしくは引力として働いている。ローカルな静電相

互作用は、Ftnでは平均して反発力として、P22ファージの CPと SP間では引力として

働いていると考えられる。それゆえ、オリゴマータンパク質のアセンブリにおいて正

味電荷間の静電相互作用、ローカルな静電相互作用はアセンブリ速度を決める重要な

因子であると考えられる。また、正味電荷間の静電相互作用は細胞内のイオン強度で

ほとんど打ち消されるが、ローカルな静電相互作用は高イオン強度でも残ると考えら
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れる。 

	 E.coliと Mychobacterium tuberculosisのバクテリオフェリチンの 2回転対称軸におけ

る塩橋を破壊した変異体 (R30A、R69A)は、他の接触面で解離することが示された。2

つのオリゴマーは、ともに酸性タンパク質であり、正味電荷間の反発が増加したこと

によって解離した可能性がある。正味電荷の反発が増加して、解離の様相が変化した

例は Ftnでも見られる。本研究室の竹部皐月は Arg56を Gluに置換した変異体 (R56E)

を作製した。R56Eはプラスに帯電した Argがマイナスに帯電した Gluに置換されたこ

とで、中性において正味電荷の反発が増加し、一部が 2量体へと解離した (竹部, 2014)。

Arg56 はフェリチンの内側に位置しているため、外側の残基を置換するよりも、反発

の効果が顕著であったと考えられる (図 4 – 2)。 

 

 

4.3 球殻状超分子のデザイン 

	 フェリチンのような球殻状超分子は、高い安定性と人工的に作製することが困難で

ある均一なナノスケールの空洞を持っている。また、タンパク質であることから遺伝

子組み換え操作を行うことで、容易に改変を行うことができる。そのため、ドラッグ

デリバリーシステムなどのバイオナノテクノロジーの分野でも利用されている (Fan 

et al., 2012; Moon et al., 2014; Liang et al., 2014)。それゆえ、自発的に球殻状超分子へと

アセンブリするタンパク質デザイン法を確立することは、タンパク質の物理化学的、

機能的な面から見ても非常に魅力的である。しかしながら、タンパク質間の接触は、

非常に弱い相互作用の積み重ねで形成されているため、人工的にそのような分子を設

計することは難しい。Bakerのグループは、3量体のタンパク質に新たな相互作用面を

導入することで、新規 24量体タンパク質のデザインを行い、作製することに成功した 

(King et al., 2012)。しかしながら、数十種類の変異体を作製し、成功例は数種類と、デ

ザインの成功率は数%である。 

	 タンパク質のフォールディングは、様々なエネルギー面を滑り落ちながら、最安定

な構造を探索していくと考えられている。このようなエネルギー地形は、その形から

ファネルと呼ばれている。Bakerのグループは単量体タンパク質のデザインを行い、デ

ザインされたタンパク質のエネルギー地形がファネル状になるものは、良くフォール

ドすることを示した (Koga et al., 2012)。これは、タンパク質のデザインの成功には、
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最終構造の安定性だけでなく、フォールディングの過程も重要であることを示してい

る。 

	 本研究では、フェリチンのアセンブリは様々な構造が形成されていく、全構造モデ

ルであることを提案した。これは、タンパク質のアセンブリがサブユニット同士のラ

ンダムな衝突で、進行していくということを考えると、非常に合理的であり、フォー

ルディングのファネルモデルに近い考えである。それゆえ、球殻状超分子をデザイン

する際に、様々な構造を経由していくという制限をかけることで、その成功率を上げ

ることが可能であると考えられる。また、等電点近傍の pHや高イオン強度のような、

アセンブリ速度が大きくなりすぎるような条件では、ミスアセンブリが起こるとされ

ている。本研究では、低イオン強度では、Ftnの正味電荷を 1つ変更することで 3倍程

度、速度定数を変更することが可能であることを示した。それゆえ、サブユニットの

電荷数を操作することで、ある程度ミスアセンブリが起こる可能性を少なくすること

ができると考えられる。 

	 生体内においてタンパク質は絶えず、合成され、その特異的な機能を発現するため

に解離 – 集合を繰り返している。これらの反応は、非常に複雑かつ秩序だって行われ

ている。これらの反応は、実質的に生体内の全ての反応に関与するため、タンパク質

間の相互作用を完全に解き明かすことは、生命現象を明らかにすることに等しい。そ

れゆえ、タンパク質アセンブリのデザインを自由自在に操作することが可能になれば、

人工的な反応系を細胞内に導入することが可能になる。さらには、人工細胞を作製す

ることにも繋がると考えられる。 
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図 4 – 1	 6量体のアイソマー (A) 

a, b, cの青と緑で示された 2量体は、3面が溶媒に露出した末端構造を形成している。赤で

示された 2量体は 2面が他の 2量体で接触しているため、末端構造よりも安定であると考

えられる。4面が他の 2量体に囲まれた、溶媒に露出していない 2量体を持った 10量体 (B)。 
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図 4 – 2	 Ftnを内側から見た図 

Arg56を球状表示している。 
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5 付録 
5.1 反応速度式 (全構造モデル) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

d[M2]

dt
= �k4[M2][M2]�k6[M2][M4]�k8[M2][M6]�k10[M2][M8]�k12[M2][M10]

� k14[M2][M12]� k16[M2][M14]� k18[M2][M16]� k20[M2][M18]� k22[M2][M20]

� k24[M2][M22] + 2k�2,2[M4] + k�2,4[M6] + k�2,6[M8] + k�2,8[M10]

+ k�2,10[M12] + k�2,12[M14] + k�2,14[M16] + k�2,16[M18] + k�2,18[M20]

+ k�2,20[M22]� kk6[M2][M2][M2]� kk8[M2][M2][M4]� kk10[M2][M2][M6]

�kk12[M2][M2][M8]�kk14[M2][M2][M10]�kk16[M2][M2][M12]�kk18[M2][M2][M14]

�kk20[M2][M2][M16]�kk22[M2][M2][M18]�kk24[M2][M2][M20]�kk10[M2][M4][M4]

�kk12[M2][M4][M6]�kk14[M2][M4][M8]�kk16[M2][M4][M10]�kk18[M2][M4][M12]

�kk20[M2][M4][M14]�kk22[M2][M4][M16]�kk24[M2][M4][M18]�kk14[M2][M6][M6]

�kk16[M2][M6][M8]�kk18[M2][M6][M10]�kk20[M2][M6][M12]�kk22[M2][M6][M14]

�kk24[M2][M6][M16]�kk18[M2][M8][M8]�kk20[M2][M8][M10]�kk22[M2][M8][M12]

� kk24[M2][M8][M14]� kk22[M2][M10][M10]� kk24[M2][M10][M12]

d[M4]

dt
= �k6[M2][M4]�k8[M4][M4]�k10[M4][M6]�k12[M4][M8]�k14[M4][M10]

� k16[M4][M12]� k18[M4][M14]� k20[M4][M16]� k22[M4][M18]� k24[M4][M20]

+
1

2
k4[M2][M2]�k�2,2[M4]+k�2,4[M6]+ 2k�4,4[M8]+k�4,6[M10]+k�4,8[M12]

+ k�4,10[M14] + k�4,12[M16] + k�4,14[M18] + k�4,16[M20] + k�4,18[M22]

�kk8[M2][M2][M4]�kk10[M2][M4][M4]�kk12[M2][M4][M6]�kk14[M2][M4][M8]

�kk16[M2][M4][M10]�kk18[M2][M4][M12]�kk20[M2][M4][M14]�kk22[M2][M4][M16]

�kk24[M2][M4][M18]�kk12[M4][M4][M4]�kk14[M4][M4][M6]�kk16[M4][M4][M8]

�kk18[M4][M4][M10]�kk20[M4][M4][M12]�kk22[M4][M4][M14]�kk24[M4][M4][M16]

�kk16[M4][M6][M6]�kk18[M4][M6][M8]�kk20[M4][M6][M10]�kk22[M4][M6][M12]

�kk24[M4][M6][M14]�kk20[M4][M8][M8]�kk22[M4][M8][M10]�kk24[M4][M8][M12]

� kk24[M4][M10][M10]
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d[M6]

dt
= �k8[M2][M6]�k10[M4][M6]�k12[M6][M6]�k14[M6][M8]�k16[M6][M10]

� k18[M6][M12]� k20[M6][M14]� k22[M6][M16]� k24[M6][M18] + k6[M2][M4]

� k�2,4[M6] + k�2,6[M8] + k�4,6[M10] + 2k�6,6[M12] + k�6,8[M14] + k�6,10[M16]

+k�6,12[M18]+k�6,14[M20]+k�6,16[M22]�kk10[M2][M2][M6]�kk12[M2][M4][M6]

�kk14[M2][M6][M6]�kk16[M2][M6][M8]�kk18[M2][M6][M10]�kk20[M2][M6][M12]

�kk22[M2][M6][M14]�kk24[M2][M6][M16]�kk14[M4][M4][M6]�kk16[M4][M6][M6]

�kk18[M4][M6][M8]�kk20[M4][M6][M10]�kk22[M4][M6][M12]�kk24[M4][M6][M14]

�kk18[M6][M6][M6]�kk20[M6][M6][M8]�kk22[M6][M6][M10]�kk24[M6][M6][M12]

� kk22[M6][M8][M8]� kk24[M6][M8][M10] +
1

3
kk6[M2][M2][M2]

d[M8]

dt
= �k10[M2][M8]�k12[M4][M8]�k14[M6][M8]�k16[M8][M8]�k18[M8][M10]

� k20[M8][M12]� k22[M8][M14]� k24[M8][M16] + k8[M2][M6] +
1

2
k8[M4][M4]

� k�2,6[M8]� k�4,4[M8] + k�2,8[M10] + k�4,8[M12] + k�6,8[M14] + 2k�8,8[M16]

+k�8,10[M18]+k�8,12[M20]+k�8,14[M22]�kk12[M2][M2][M8]�kk14[M2][M4][M8]

�kk16[M2][M6][M8]�kk18[M2][M8][M8]�kk20[M2][M8][M10]�kk22[M2][M8][M12]

�kk24[M2][M8][M14]�kk16[M4][M4][M8]�kk18[M4][M6][M8]�kk20[M4][M8][M8]

�kk22[M4][M8][M10]�kk24[M4][M8][M12]�kk20[M6][M6][M8]�kk22[M6][M8][M8]

� kk24[M6][M8][M10]� kk24[M8][M8][M8] +
1

2
kk8[M2][M2][M4]

d[M10]

dt
= �k12[M2][M10]� k14[M4][M10]� k16[M6][M10]� k18[M8][M10]

� k20[M10][M10]� k22[M10][M12]� k24[M10][M14] + k10[M2][M8] + k10[M4][M6]

� k�2,8[M10]� k�4,6[M10] + k�2,10[M12] + k�4,10[M14] + k�6,10[M16]

+ k�8,10[M18] + 2k�10,10[M20] + k�10,12[M22]� kk14[M2][M2][M10]

�kk16[M2][M4][M10]�kk18[M2][M6][M10]�kk20[M2][M8][M10]�kk22[M2][M10][M10]

�kk24[M2][M10][M12]�kk18[M4][M4][M10]�kk20[M4][M6][M10]�kk22[M4][M8][M10]

�kk24[M4][M10][M10]�kk22[M6][M6][M10]�kk24[M6][M8][M10]+
1

2
kk10[M2][M2][M6]

+
1

2
kk10[M2][M4][M4]
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d[M12]

dt
= �k14[M2][M12]� k16[M4][M12]� k18[M6][M12]� k20[M8][M12]

�k22[M10][M12]�k24[M12][M12]+k12[M2][M10]+k12[M4][M8]+
1

2
k12[M6][M6]

�k�2,10[M12]�k�4,8[M12]�k�6,6[M12]+k�2,12[M14]+k�4,12[M16]+k�6,12[M18]

+ k�8,12[M20] + k�10,12[M22]� kk16[M2][M2][M12]� kk18[M2][M4][M12]

�kk20[M2][M6][M12]�kk22[M2][M8][M12]�kk24[M2][M10][M12]�kk20[M4][M4][M12]

�kk22[M4][M6][M12]�kk24[M4][M8][M12]�kk24[M6][M6][M12]+
1

2
kk12[M2][M2][M8]

+ kk12[M2][M4][M6] +
1

3
kk12[M4][M4][M4]

d[M14]

dt
= �k16[M2][M14]� k18[M4][M14]� k20[M6][M14]� k22[M8][M14]

� k24[M10][M14] + k14[M2][M12] + k14[M4][M10] + k14[M6][M8]� k�2,12[M14]

� k�4,10[M14]� k�6,8[M14] + k�2,14[M16] + k�4,14[M18] + k�6,14[M20]

+ k�8,14[M22]� kk18[M2][M2][M14]� kk20[M2][M4][M14]� kk22[M2][M6][M14]

� kk24[M2][M8][M14]� kk22[M4][M4][M14]� kk24[M4][M6][M14]

+
1

2
kk14[M2][M2][M10] + kk14[M2][M4][M8] +

1

2
kk14[M2][M6][M6]

+
1

2
kk14[M4][M4][M6]

d[M16]

dt
= �k18[M2][M16]� k20[M4][M16]� k22[M6][M16]� k24[M8][M16]

+ k16[M2][M14] + k16[M4][M12] + k16[M6][M10] +
1

2
k16[M8][M8]

� k�2,14[M16]� k�4,12[M16]� k�6,10[M16]� k�8,8[M16] + k�2,16[M18]

+ k�4,16[M20] + k�6,16[M22]� kk20[M2][M2][M16]� kk22[M2][M4][M16]

� kk24[M2][M6][M16]� kk24[M4][M4][M16] +
1

2
kk16[M2][M2][M12]

+ kk16[M2][M4][M10] + kk16[M2][M6][M8] +
1

2
kk16[M4][M4][M8]

+
1

2
kk16[M4][M6][M6]
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d[M18]

dt
= �k20[M2][M18]� k22[M4][M18]� k24[M6][M18] + k18[M2][M16]

+ k18[M4][M14] + k18[M6][M12] + k18[M8][M10]� k�2,16[M18]� k�4,14[M18]

� k�6,12[M18]� k�8,10[M18] + k�2,18[M20] + k�4,18[M22]� kk22[M2][M2][M18]

� kk24[M2][M4][M18] +
1

2
kk18[M2][M2][M14] + kk18[M2][M4][M12]

+ kk18[M2][M6][M10] +
1

2
kk18[M2][M8][M8] +

1

2
kk18[M4][M4][M10]

+ kk18[M4][M6][M8] +
1

3
kk18[M6][M6][M6]

d[M20]

dt
= �k22[M2][M20]� k24[M4][M20] + k20[M2][M18] + k20[M4][M16]

+ k20[M6][M14] + k20[M8][M12] +
1

2
k20[M10][M10]� k�2,18[M20]

� k�4,16[M20]� k�6,14[M20]� k�8,12[M20]� k�10,10[M20] + k�2,20[M22]

� kk24[M2][M2][M20] +
1

2
kk20[M2][M2][M16] + kk20[M2][M4][M14]

+ kk20[M2][M6][M12] + kk20[M2][M8][M10] +
1

2
kk20[M4][M4][M12]

+ kk20[M4][M6][M10] +
1

2
kk20[M4][M8][M8] +

1

2
kk20[M6][M6][M8]

d[M22]

dt
= �k24[M2][M22] + k22[M2][M20] + k22[M4][M18] + k22[M6][M16]

+ k22[M8][M14] + k22[M10][M12]� k�2,20[M22]� k�4,18[M22]� k�6,16[M22]

� k�8,14[M22]� k�10,12[M22] +
1

2
kk22[M2][M2][M18] + kk22[M2][M4][M16]

+ kk22[M2][M6][M14] + kk22[M2][M8][M12] +
1

2
kk22[M2][M10][M10]

+
1

2
kk22[M4][M4][M14] + kk22[M4][M6][M12] + kk22[M4][M8][M10]

+
1

2
kk22[M6][M6][M10] +

1

2
kk22[M6][M8][M8]
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m2nは 2n個のサブユニットから形成されるオリゴマーが何種類存在しているか、k2nと

kk2nはそれぞれ 2n 個のサブユニットから形成されているオリゴマーを形成する際の 2

次と 3次の速度定数、k-2n,2oは 2n量体と 2o量体に解離する際の速度定数を、それぞれ

表している。統計学的な因子を考えるために、それぞれの速度定数には m2n が掛けら

れている。 

 

  

m2 = 1
m4 = 1
m6 = 4
m8 = 6
m10 = 14
m12 = 24
m14 = 32
m16 = 25
m18 = 13
m20 = 5
m22 = 1
m24 = 1

d[M24]

dt
= k24[M2][M22] + k24[M4][M20] + k24[M6][M18] + k24[M8][M16]

+k24[M10][M14]+
1

2
k24[M12][M12]+

1

2
kk24[M2][M2][M20]+kk24[M2][M4][M18]

+ kk24[M2][M6][M16] + kk24[M2][M8][M14] + kk24[M2][M10][M12]

+
1

2
kk24[M4][M4][M16] + kk24[M4][M6][M14] + kk24[M4][M8][M12]

+
1

2
kk24[M4][M10][M10] +

1

2
kk24[M6][M6][M12] + kk24[M6][M8][M10]

+
1

3
kk24[M8][M8][M8]

k4 = m2kf
k6 = m6k
k8 = m8k
k10 = m10k
k12 = m12k
k14 = m14k
k16 = m16k
k18 = m18k
k20 = m20k
k22 = m22k
k24 = m24kr

kk6 = m6kkf
kk8 = m8kk
kk10 = m10kk
kk12 = m12k
kk14 = m14kk
kk16 = m16kk
kk18 = m18kk
kk20 = m20kk
kk22 = m22kk
kk24 = m24kk

k 2,2 = m2m2k
k 2,4 = m2m4k
k 2,6 = m2m6k
k 2,8 = m2m8k
k 2,10 = m2m10k
k 2,12 = m2m12k
k 2,14 = m2m14k
k 2,16 = m2m16k
k 2,18 = m2m18k
k 2,20 = m2m20k

k 4,4 = m4m4k
k 4,6 = m4m6k
k 4,8 = m4m8k
k 4,10 = m4m10k
k 4,12 = m4m12k
k 4,14 = m4m14k
k 4,16 = m4m16k
k 4,18 = m4m18k

k 6,6 = m6m6k
k 6,8 = m6m8k
k 6,10 = m6m10k
k 6,12 = m6m12k
k 6,14 = m6m14k
k 6,16 = m6m16k

k 8,8 = m8m8k
k 8,10 = m8m10k
k 8,12 = m8m12k
k 8,14 = m8m14k

k 10,10 = m10m10k
k 10,12 = m10m12k
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