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凡例 

 

本論文中に以下の略語を用いた。 

 

Analytical ultracentrifugation: AUC  

Bullfrog M ferritin: BfMF 

Campylobacter jejumi bacterial ferritin: CmFtn 

Coomassie brilliant blue:CBB 

Deslfovibrio vulgaris bacterial ferritin: DvFtn 

Divalent metal transporter 1: DMT1 

5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid): DTNB 

DNA binding protein from starved cell: Dps 

Escherichia coli: E.coli 

E.coli bacterioferritin: EcBfr 

E.coli bacterial ferritin: EcFtnA 

Ethylenediaminetetraacetic acid: EDTA 

Energy dispersive X-ray: EDX 

Electron Energy Loss Spectroscopy: EELS 

Electron paramagnetic resonance: EPR 

High-angle annular dark field scanning transmission electron microscopy: 

HAADF-STEM 

2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonic acid: HEPES 

Horse spleen ferritin: HoSF 

Human H ferritin: HuFTH 

Human L ferritin: HuFTL 

Ion-coupled plasma: ICP 

Isothermal titration calorimetry: ITC 

Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside: IPTG 

2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid: MES 

Molecular dynamics: MD 



6 

 

Mycobacterium tuberculosis Bacterioferritin B: Mtb BfrB 

Native-polyacrylamide electrophoresis: PAGE 

nuclear receptor coactivator-4: NCOA4 

1,10-phenanthroline: phen 

Phosphate-buffered saline: PBS 

Pseudomonas aeruginosa bacterioferritin: Pa BfrB 

Pyrococcus furiosus bacterial ferritin: PfFtn 

reactive oxygen species: ROS 

Root mean square deviation: RMSD 

Sodium dodecyl sulfate: SDS 

Small-angle neutron-ray scattering: SANS 

Small-angle X-ray scattering: SAXS 

Transmission electron microscopy: TEM 

Tris(hydroxymethyl)aminomethane: Tris 

X-ray absorption spectroscopy: XAS 
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1.序論 

 1.1 細胞内鉄代謝について 

鉄は全ての生物において、生命活動を維持する為に必要な金属元素である。生

体内において、ヘム鉄、鉄硫黄クラスターなど様々な状態でタンパク質と相互作

用している。鉄は酸化状態 Fe3+と還元状態 Fe2+の２つのイオン状態で安定的に存

在することができる。Fe2+と Fe3+の間の酸化還元電位は、配位リガンドに依存す

るが、およそ 770 mV である。この為、鉄結合タンパク質は、電子伝達系（チト

クローム c、フェレドキシン）、DNA合成（リボヌクレアーゼリダクターゼ）をは

じめとする様々な代謝経路上の反応に関与している。一方で、この反応性の高さ

から、遊離状態の Fe2+は、過酸化水素と反応しヒドロキシラジカルを形成する。

この反応はフェントン反応(Equation 1)と呼ばれ、生成物であるヒドロキシラ

ジカルは細胞傷害を引き起こす 1-2。 

 

Fe2+ +  H2O2  → Fe3+ +  OH− + OH∙ (Equation 1) 

 

 一方で、Fe3+は中性 pHにおいて溶解度は 10-18 Mである為、生理的条件下にお

いて水に対して不溶である 3。したがって、多くの生物は大きく２種類の方法に

よって、これらの問題を解決している。 

第１に、鉄の輸送によって細胞内の鉄ホメオスタシスを維持する方法である。

多くの生物では、細胞膜上に鉄トランスポーターが局在しており、鉄トランスポ

ーターを介した鉄のやり取りを行う 4。また、ラクトフェリンやトランスフェリ

ンなどの鉄結合タンパク質の取り込みにより鉄を獲得する 5-6。一部の病原性バ

クテリアは、宿主由来の鉄結合タンパク質を細胞内に取り込むことで鉄を獲得

する経路を持つことが報告されている 7。 

 第 2 に、鉄貯蔵タンパク質フェリチンによって、フェリチン分子内部に鉄を

貯蔵する方法である。生体内で、フェリチンは Fe2+を Fe3+に酸化し、細胞内での

ラジカル形成を阻害すると同時に、フェリチン内部に酸化鉄を隔離・貯蔵するこ

とで、細胞内の鉄ホメオスタシスの維持に関与していると考えられている 8。こ

の為、酵母をはじめとする一部の生物を除き、フェリチンは細菌から哺乳類まで

保存されている。したがって、鉄の貯蔵という生体機能は、哺乳類からバクテリ
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アまで様々な生物が利用しており、この鉄の貯蔵プロセスに関連する分子の機

能・または機能を発揮する為のメカニズムを研究することは生物学的に重要で

ある。 

 

1.2 フェリチンの一般的な構造的特徴 

 フェリチンは 24 量体の球殻状の立体構造をもつタンパク質である（図 1）9-10。

フェリチン分子の内径・外径はそれぞれ約 8 nmと 12 nm である。直径 8 nmの

フェリチン内腔は、およそ 4500個の鉄原子を貯蔵可能な空間である 11-12。 

 フェリチンのサブユニット構造は A-E の 5 本のαヘリックスから構成されて

おり、その内、A-D ヘリックスは 4-ヘリックスバンドル構造を形成している（図

2）。フェリチンのサブユニット中央部には、Fe2+を Fe3+に酸化するための活性サ

イト（フェロキシダーゼ活性サイト）が存在している。一般的に、フェロキシダ

ーゼ活性サイトには A と B 結合サイト（Dinuclear center）の 2 ヶ所に鉄が結

合可能である。 

 哺乳類の場合、フェロキシダーゼ活性サイトを有する H鎖（約 21 kDa）と、

保持しない L 鎖（約 19 kDa）の 2 種類のサブユニットから構成される 8, 13。こ

の２種類のサブユニット比は、組織によって異なっており、脳や心臓では、H鎖

が多く含まれている一方で、肝臓や脾臓では L鎖が多く含まれている 14。フェリ

チンの一部は細胞外に放出され、血清中に存在していることが確認されている

が、多くは細胞質中に存在している 15。両生類の場合では、H・L鎖の他に、H鎖

とアミノ酸配列が異なり、また、フェロキシダーゼ活性を有した M 鎖が存在し

ている 16。植物の場合、L鎖に相当するサブユニットは存在しないが、アミノ酸

配列の異なる H鎖型のサブニットのヘテロオリゴマーとして存在している 17。植

物由来のフェリチンは、一般的なフェリチンのサブユニット構造に、付加的に N

末端にαヘリックスを保持している 18-19。 X 線結晶構造解析から、N末端のαヘ

リックスは 24量体を形成した際にサブユニット間で相互作用おり、フェリチン

分子の安定化に寄与していると考えられている。植物由来のフェリチンの場合、

N末端にシグナル配列が付加され、プラスチド局在することが報告されている 20。

上記のように、生物種によって様々な特徴を持っており興味深く、構造・機能に

ついて生物種間での比較・整理を行うことは、進化学的に有意義である。 
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1.3 バクテリア由来のフェリチン 

バクテリア由来のフェリチンには、哺乳類フェリチン L 鎖に対応するサブユ

ニットは見られない一方で、ヘム結合型フェリチン（バクテリオフェリチン）、

ヘム非結合型フェリチン（バクテリアルフェリチン）、DNA binding protein from 

starved cell（Dps）の３種類のフェリチン存在することが報告されている 21。

ヒト由来フェリチン H鎖（HuFTH）と E.coli由来バクテリアルフェリチン（EcFtnA）

のアミノ酸配列を比較した場合、配列相同性は 22%と低いが、サブユニット構造

の比較を行った際の Cαの RMSD は 1.0Åとサブユニット構造は類似しており、

フェロキシダーゼ活性サイトを構成するアミノ酸残基も概ね保存されている

（図 3）10。また、バクテリアルフェリチンのフェロキシダーゼ活性サイトの特

徴として、付加的に 3 個目の鉄が結合可能な C 結合サイトが存在することが報

告されている 22。 

 

1.3.1 バクテリオフェリチン 

 前述の通り、バクテリオフェリチンはヘム結合型のフェリチンスーパーファ

ミリーに属するタンパク質である。中性 pH 条件下で E.coli 由来バクテリオフ

ェリチン（EcBfr）は、24量体の球殻構造を形成することも可能であるが、およ

そ 60%程度が 2量体に解離した状態で存在している 23-25。EcBfrの結晶構造から、

EcBfr の 2 回転対称軸上にヘム鉄が 52 番目のメチオニンと結合しており、球殻

１分子あたり 12個のヘム鉄を有する（図 6）26。 EcBfrのヘム基は、EcBfr内腔

の Fe2+から、フェロキシダーゼ活性サイトへの電子遷移に関与していると考えら

れているが、詳細な機構は明らかとなっていない 27-28。 

EcBfrは定常期に豊富に発現しており、過剰に存在する Fe2+と酸素の酸化的ス

トレスを軽減する役割を担っていると考えられている 3。 バクテリオフェリチ

ンのフェロキシダーゼ活性サイトを構成するアミノ酸残基は、部分的に真核生

物やバクテリアルフェリチンと異なっている（図 4）29。また、フェロキシダー

ゼ活性サイトにおける反応機構も異なり、酸素 1分子に対して 4 Fe2+の化学量比

で反応が進行する 30。 
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1.3.2 Dps 

 Dps は、飢餓状態の E.coli で見られるフェリチンスーパーファミリーのタン

パク質である 31。 生理的条件下で、12 量体の球殻構造を形成する 32。Dps の内

径・外径はそれぞれ 4.5 nmと 9 nmである(図 7)33。Dpsサブユニットは、Eヘリ

ックスに相当する構造は見られないが、4-ヘリックスバンドル構造は保持して

いる。生体内における Dpsの機能は、N末端に豊富に存在するリジン残基によっ

て DNA に結合することで、酸化的なストレスから生じる化学的なダメージを排

除することである。また、Dpsは 2量体界面にフェロキシダーゼ活性サイトが存

在している 34。Dps のフェロキシダーゼ活性サイトには、結合親和性の異なる A

と B サイトに Fe2+が結合可能である 35。2 つの Fe2+が過酸化水素または酸素のど

ちらかと反応する機構が報告されている 31。過酸化水素と酸素のいずれの場合に

おいても、1分子の H2O2、または、１分子の O2に対して 2 Fe2+の化学量比で反応

が進行する。ただし、それぞれの反応速度は異なり、酸素を介した酸化反応の反

応速度は、過酸化水素を介した場合よりも著しく遅くなる 31。Dps の本来の生体

内での機能を考慮した場合、Dpsの本来の役割は、鉄の貯蔵ではなく、フェント

ン反応によって生じる酸化的なダメージから DNA を保護することであると考え

られる。Dpsが触媒する Fe2+と過酸化水素の反応ではヒドロキシラジカルではな

く水を生成する為、Fe2+と過酸化水素の致死的なダメージを回避するように Dps

の鉄酸化機構は改善されていると考えられている。 

 

1.3.3 バクテリアルフェリチン 

 バクテリアルフェリチンは、真核生物由来のフェリチン H 鎖に相当するヘム

非結合型のフェリチンである。EcBfrは、ストレス応答によって発現が制御され

る一方で、EcFtnA はストレス応答から独立しており RNase III によって発現が

制御されている 36。共にフェロキシダーゼ活性を有する EcFtnA と EcBfr である

が、細胞内におけるこれらの分子の機能的な役割分担に関する詳細は明らかと

なっていない。EcFtnA と EcBfr のフェロキシダーゼ活性を比較した際、鉄の酸

化速度は EcFtnAの方が速いことが報告されている 37。 

EcFtnA に関連する細胞表現型について、鉄が豊富な条件下で前培養を行った

後に、鉄が不足した環境に植え継ぎを行った際、E.coliが細胞内の EcFtnA内に
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貯蔵された鉄を利用して、細胞の増殖を促進させることが報告されている 3。こ

のことから、EcFtnA は細胞内で、鉄酸化による酸化的なストレスの軽減と同時

に、定常期における細胞内の鉄のリソースとしての役割を担っていると考えら

れる 38。 

 また、Campylobacter jejumi の場合、C. jejumi 由来のフェリチン（CmFtn）

の変異体と表現型の変化から、CmFtn は酸化的なストレスを排除すると同時に、

鉄欠乏環境下で細胞増殖を促進することが示唆された 39。 

 このように、バクテリアの場合は、Ｈ鎖ホモログのバクテリアルフェリチンだ

けでなく、類似した機能をもつバクテリオフェリチンや Dps が存在しており、

これらの分子間の生体内における関係性は十分には理解されていない。 

 

1.4 フェリチンの機能解析に関する従来の研究 

1.4.1 フェリチン内部への鉄進入機構 

一般的なフェリチンによる鉄酸化機構の最初のステップは、Fe2+のフェロキシ

ダーゼ活性サイトへの移行である。フェリチンの球殻構造中には 4/3/2 回転対

称性が見られる（図 5）。哺乳類由来フェリチンの場合、Fe2+は 3 回転対称軸上に

存在するチャンネルからフェリチン内部に移行し、フェロキシダーゼ活性サイ

トに結合すると考えられている 40。哺乳類由来のフェリチンの 3 回転対称軸周辺

のアミノ酸残基には、荷電性アミノ酸が多く存在しており、これらのアミノ酸残

基が形成する静電ポテンシャル面に従って、Fe2+をフェリチン内部に誘引してい

ると考えられている 41-42。Poisson-Nernst-Planck モデルに基づく全原子 MD シ

ミュレーションの結果は、HuFTH の 3回転対称軸周辺に配置された鉄イオンの運

動を追跡した際に、鉄原子が 3 回転対称軸上のチャンネルを経由し、フェリチ

ン内部に移行する様子が観察された 43。フェリチンは鉄に限らず様々な金属イオ

ンを分子内部に取り込むことが可能である。この性質を用いて、Mg2+, Co2+存在

条件下におけるウシガエル由来 M 鎖（BfMF）を用いた X 線結晶構造解析を行っ

た結果、3 回転対称軸周辺に Mg2+や Co2+の電子密度を確認されたことが報告され

ている 44。HuFTHでも同様に、Zn2+を添加した際に、3回転対称軸上に Zn2+の電子

密度を確認されたことが報告されている 45。これらの背景から、脊椎動物のフェ

リチンにおいては、3回転対称軸上に存在するチャンネルが鉄の主な進入経路で
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あることが提案されている。また、鉄シャペロンタンパク質 poly rich-C binding 

protein (PCBP)ファミリータンパク質が、直接的にフェリチンへ鉄を輸送する

経路も報告されている 46。ITC測定の結果から、Fe2+結合状態の PCBPファミリー

タンパク質は、HuFTH を特異的に認識し、PCBP:HuFTH=8:1の化学量比で相互作用

することから、PCBP ファミリータンパク質は、HuFTH の 3 回転対称軸周辺に結

合し、鉄を輸送することが示唆されている 47。 

一方で、バクテリオフェリチンや一部のバクテリアルフェリチンの場合、３回

転対称軸周辺の環境は疎水的であることが報告されている 48。この為、哺乳類フ

ェリチンとは異なる経路によって鉄がフェリチン内部に進入することが示唆さ

れている。バクテリオフェリチンを用いた研究から、B チャンネルが主な鉄の

進入経路として提案されている（図 5）49-50。Pseudomonas aeruginosa 由来バク

テリオフェリチン（Pa BfrB）の全原子 MDシミュレーションから、B チャンネ

ルを経由してフェリチン内部に Fe2+が進入することが示唆された 51。EcBfr の野

生型と変異体の鉄酸化速度の比較を行った際、D132F変異体で著しく反応速度が

低下したことが報告されている 49。これらの結果から、Fe2+の進入経路として B 

チャンネルが提案されているが、具体的な機構は明らかとなっていない。この為、

バクテリオフェリチンやバクテリアルフェリチンの Fe2+取り込み機構の解明に

は、さらなる研究が必要であると考えられる。 

 

1.4.2 フェロキシダーゼ活性サイトの構造的・機能的特徴の比較 

 次に、フェリチン内部に進入した Fe2+はフェロキシダーゼ活性サイトに結合す

る。1.2で述べた通り、フェロキシダーゼ活性サイトには、dinuclear center に

2つの Fe2+が結合可能であり、このサイトで酸化反応が触媒される。フェロキシ

ダーゼ活性サイトを構成するアミノ酸残基について、HuFTHの場合、Aサイトは

E27、E62、H65、Q141から構成され、Bサイトは Y34、E61、E62、E107で構成さ

れている（図 8）52。バクテリアルフェリチンやバクテリオフェリチンで見られ

る C サイトは、HuFTH でも一部見られており、E61、E64、E67 から構成される。

しかし、HuFTHの場合では、ITC測定の結果から、サブユニットに対して 2つの

Fe2+のみ結合するこが示唆されている 53。EcFtnA の場合、A サイトは E17、E50、

H53、Q127から構成され、Bサイトは Y24、E50、E94、E130から構成される。バ
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クテリア特有の C サイトは E49、E126、Q127、E129、E130 から構成される（図

8）10。EcBfr の場合は、A サイトは E18、E51、H54、E127 から構成され、B サイ

トは Y25、E51、E94、E127、H130から構成される 26。Cサイトについては、D50、

D126、E127、G129、H130 から構成される（図 8）。HuFTH、EcFtnA、EcBfrのフェ

ロキシダーゼ活性サイトを構成するアミノ酸残基を比較すると、E27（E17、E18）、

Y34（Y24、Y25）、E62（E50、E51）、H65（H53、H54）、E107（E94、E94）は、３種

類のフェリチンすべてで保存されている。一方で、E61（E49、D50）、A144（E130、

H130）、Q141（Q127、E127）が、各フェリチンによって異なるアミノ酸残基とし

て挙げられる。HuFTH と EcFtnA のフェロキシダーゼ活性サイトを比較した際に

見られる顕著な差は、Bサイトを構成するアミノ酸残基が、HuFTH は E61である

一方で、EcFtnAの場合では E130である。EcFtnA の場合、E49が HuFTH の E69に

相当する位置に存在しているが、E49は B サイトではなく Cサイトを構成してい

る。 

 また、EcBfrとの比較を行った場合、EcFtnA では、127番目のアミノ酸がグル

タミンであるが、EcBfrではグルタミン酸に置換されている。加えて、EcFtnAの

E130 は、EcBfr では 130 番目のアミノ酸がヒスチジンに置換されているという

違いが見られた。EcBfrの E127に着目した場合、HuFTHでは Q141、EcFtnAでは

Q127が相当する位置にそれぞれ存在している。HuFTHの Q141は Aサイトを構成

し、EcFtnA の Q127 は Cサイトを構成するアミノ酸残基である一方で、EcBfrの

E127は、A、Bサイトの両方を構成するアミノ酸残基であるという違いが見られ

た。 

 PfFtn、HuFTH、EcFtnAについては、ITC 測定を用いることで、フェロキシダー

ゼ活性サイトと Fe2+との結合親和性を定量した結果が報告されている。HuFtHに

関して 25℃、pH 7.0 で ITC測定を行った場合、Ka1 =(5.2 ± 0.8) × 104 M-1と Ka2 

=(1.1 ± 0.1)103 M-1と結合親和性の異なる 2 種類の結合定数が計算された 53。同

様に、25℃での PfFtnでの ITC測定は、Ka1 =(2.4 ± 0.2) × 106 M-1, Ka2 =(7.9 ±

0.3) × 104 M-1, Ka3 =(1.7 ± 0.4) × 104 M-1の 3つの結合定数が計算された 53。一

方で、EcFtnAについては、ITCデータから Ka1 =(3.5 ± 0.8) × 106 M-1, Ka2 =(1.8 ±

0.4) × 105 M-1, n3Ka3∆𝐻3
° =(8.5 ± 16.1) × 105 kJ mol-1 M-1が計算された結果が報

告されている 54。PfFtn と EcFtnA は共にフェロキシダーゼ活性サイトに 3 つの
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結合サイトを持ち、ITC 測定のデータから各サイトの結合定数が計算された。

HuFTH についても同様に、dinuclear center の 2 つの結合サイトに相当する 2

種類の結合定数が計算された。これらのデータを比較すると、HuFTH の Ka1は、

PfFtn・EcFtnAのものよりも 50-70倍小さな値を示した。また、Ka2についても、

HuFTHは、PfFtn・EcFtnAと比較して 10-100倍小さな値を示した。 

 

1.4.3 フェロキシダーゼ活性サイトでの反応と化学量比 

 フェロキシダーゼ活性サイトで生じる反応は、酸素１分子に対して、ヒト由来

フェリチン H鎖（HuFTH）の場合は、2.2 Fe2+、EcFtnAでは、3.3 Fe2+の化学量比

で進行する 22。超好熱細菌 Pyrococcus furiosus 由来のフェリチン（PfFtn）の

場合、酸素 1分子に対して 2.3-2.8 Fe2+の化学量比で反応することが報告されて

いる 55。これらの化学量比が提案する反応式は以下のように記述される。 

 

2Fe2+ +  O2 + 2H+ → 2Fe3+ + H2O2 (Equation 2) 

3Fe2+ + O2 + 4H+ + 𝑒− → 3Fe3+ + 2H2O (Equation 3) 

 

 HuFTH や PfFtn の場合は、Equation 2 と 3 の組み合わせとして説明可能であ

る。一方で、前述した EcBfrや EcFtnAの場合は、酸素 1分子に対して 4 Fe2+の

化学量比で反応する機構が存在すると考えられる。 

 F.Bou-Abdallah らは、EcFtnA について、球殻１分子あたり 48Fe2+を繰り返し

添加し、反応時に得られる Fe2+/O2比を計算した。1回目の添加で得られる Fe2+/O2

比は 3.2 であり、添加回数が多くなるにつれ Fe2+/O2比が 4.0 に近づくことを報

告した 56。4.0 Fe2+/O2比で進行する反応は、HuFTH や馬脾臓フェリチン（HoSF）

に対して 250Fe2+/shell の添加の際に観測されており、以下のような反応式であ

ると考えられている 57-59。 

 

4Fe2+ + O2 + 6H2O → 4FeO(OH) + 8H+ (Equation 4) 

 

 F.Bou-Abdallah らは、過剰に鉄を添加した際に、Equation 4 と同様の反応が

EcFtnAでも生じていると示唆している 56。同時に、彼らは、Equation 4が実質
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的には、以下の Equation 5 と 6 の組み合わせとして観測されることを提案し

ている。 

 

2Fe2+ + O2 + 4H2O → 2FeO(OH) + 4H+ + H2O2 (Equation 5) 

2Fe2+ + H2O2 + 2H2O → 2FeO(OH) + 4H+ (Equation 6) 

 

 EcFtnA の C サイトを構成する E49、E127、E130 をアラニンに置換した変異体

の Fe2+/O2 比は、野生型の 3.2 から、2.1-2.2 に減少することが報告されている

56。また、Y24F変異体についても 2.4まで減少することが報告されている。上記

の 48Fe2+の添加実験を、これらの変異体について行った結果、野生型と同様に添

加回数が多くなるにつれ Fe2+/O2比が 4.0 に近づくことが報告された。 

 

1.4.4 反応中間体と生成物の分子構造 

 フェロキシダーゼ活性サイトでの酸化反応では、反応中間体（ Blue-

intermediate）を形成することが報告されている。Blue-intermediate は、500-

800nmに広く吸収をもち、真核生物、古細菌、バクテリアのフェリチンにおいて

観測されている 60。Blue-intermediateの分子構造は、メスバウアー分光法やラ

マン分光により特徴づけされている。HuFTH やウシガエル由来フェリチン M 鎖

（BfMF）のメスバウアースペクトルは、methane monooxygenase (MMO)と類似し

ており 61、また、650nmで励起した際の BfMFのラマンスペクトルから Fe-O（485 

nm）、O-O（851 nm）の伸縮振動数を観測した結果、μ-1,2-O2を有する Fe2(O2)構

造のモデル化合物と類似した 62。これらの結果から、Bule-intermediate の分子

構造として、真核生物ではμ-1,2-peroxo diFe3+やμ-peroxo(hydroxo) diFe3+な

どが提案されている。これらの中間体を経由した後、メスバウアー分光法の結果

から、フェロキシダーゼ活性サイトで、Fe3+-O-Fe3+が最終産物として生成される

ことが示唆されている。 

 

1.4.5 鉄コアの構造と形成機構 

 フェリチンにより酸化された鉄は、フェリチン内腔に鉄コアとして貯蔵され

る。動物由来のフェリチンが形成する鉄コアは、高い結晶性を持ち、
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ferrihydrite様の化合物を形成すると考えられている。XAS測定は、試験管内で

HoSF 内腔に鉄コアを形成させた結果、鉄コアは ferrihydrite, magnetite, 

hematite などの化合物から構成される多層性構造を形成することが明らかとな

った 63。一方で、生体内で、バクテリオフェリチンやバクテリアルフェリチンが

形成する鉄コアには鉄と同量のリン酸が含まれることが報告されている 64-65。リ

ン酸を含有した鉄コアはアモルファス性の回折像を与える。また、リン酸非存在

下の条件において試験管内で、バクテリアルフェリチン内腔に形成された鉄コ

アは、動物由来のフェリチンが形成する鉄コア構造と同様に高い結晶性を示す

66-67。これらの鉄コアに関する化学的な性質は知られているが、具体的な鉄コア

の形成機構は明らかになっていない。また、従来の鉄コアの形成に関する研究は、

主に HoSFで行われており、バクテリアルフェリチンを用いた研究は少ない。 

上記のように、様々な生物種のフェリチンにおいて、その機能に関する研究が

幾つも報告されているが、フェリチンの機能に関するメカニズムは未だ完全に

は理解されていない。 

加えて、前述で哺乳類由来フェリチンやバクテリアルフェリチンでの比較で

例示したように、生物種によって、構造的・機能的な特徴は大きく異なっている。

この為、バクテリア由来のフェリチンが形成する鉄コア構造、また、その形成機

構を明らかにすることは生物学に重要である。フェリチンはバクテリアから哺

乳類まで広く保存されている為、生物種間での機能の差異を明確にすることで、

進化学的にも重要な知見が得られることが期待される。 

 本研究では、フェリチンの分野に限らず E.coliという生物自体が数多く研究

がなされている点から、E.coli 由来バクテリアルフェリチン（EcFtnA）の機能

に着目して研究を行った。 
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1.5 哺乳類の鉄代謝におけるフェリチンの役割と疾患 

 哺乳類由来のフェリチンは、H鎖と L 鎖の機能の異なる 2種類のサブユニッ

トから構成される。各サブユニットの構成比はｍRNA の発現量に依存しており、

臓器・組織によって異なっている。フェリチンの大半は細胞質に存在しているが、

血清にも一部フェリチンが存在していることが報告されている 68。血中に放出さ

れるフェリチンは主に L 鎖から構成されており、部分的に糖鎖修飾されている

69-70。血清フェリチンの量は、一部の炎症性疾患の診断マーカーとして用いられ

ている 71。 

構造的な特徴として、H鎖、L鎖ともに単独で 24量体を形成可能であり、1.2

で記述したサブユニット構造を保持している。一方で、H鎖と L 鎖の機能的な特

徴は大きく異なっており、哺乳類由来のフェリチンにおける H 鎖の場合、サブ

ユニット中に存在するフェロキシダーゼ活性サイトに Fe3+との結合後、550-650 

nmに吸収をもつ Blue-intermediateを形成する 72。この中間体を経由して、350-

450 nm に吸収をもつ鉄酸化物を最終産物として形成する 72。一方で、L 鎖の場

合、フェロキシダーゼ活性サイトが欠如しているため、Blue-intermediate を形

成することなく、350-450 nmに吸収をもつ鉄酸化物を生成する。UV/visスペク

トルによる鉄酸化物の生成速度を H鎖と L鎖で比較した場合、H 鎖の方が L鎖よ

り 1000 倍程度速く酸化する 73。しかし、H 鎖ホモオリゴマーよりも、20H:4L の

ヘテロオリゴマーのフェリチンの方が、フェロキシダーゼ活性が高いことが報

告されており、L鎖サブユニットの機能として H鎖のフェロキシダーゼ活性のタ

ーンオーバーを上昇させることが示唆されている 13。また、L鎖の球殻内側表面

には複数の Glu 残基が保存され、鉄コア形成の核形成サイトとして機能するこ

とが知られており、フェリチン球殻内部に形成される鉄コアの足場として機能

していると考えられている 74。フェリチン球殻内部には 4500 個の鉄を貯蔵する

ことが可能な空間があるが、天然由来のフェリチンは 3000個程度しか含まない

75。天然由来のフェリチンが形成する鉄コアにはリン酸が含まれていることが報

告されており、哺乳類由来のフェリチンの場合、10Fe:1Piの割合で存在している。

フェリチン内腔に貯蔵された鉄は、細胞からの要求に応じて再利用される。フェ

リチン内腔に十分な鉄量が存在する場合、アスコルビン酸をはじめとする還元

剤などを用いることでフェリチン内腔に貯蔵された鉄を還元し、取り出すこと
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が可能である 76。しかし、還元剤によって放出された遊離した Fe2+は、フェント

ン反応によってヒドロキシラジカルを生成し、細胞傷害を引き起こす可能があ

る 77。キレート剤の添加によって、Fe2+によって触媒されるフェントン反応が及

ぼす DNA損傷を抑制することが可能であることが報告されている 78。 

近年、神経変性疾患に関与する内因性の毒素として知られているサルソリノ

ール存在下で、フェリチンから放出された鉄がプロオキシダント剤として働い

ていることが観測されている 79。ラット肝ホモジネートに対してフェリチンを添

加した場合、アスコルビルラジカルの形成が誘導され、結 果として、labile iron 

pool が増加することも報告されている 77。また、これによって、フェリチン分

子自体がラジカルによるダメージを受け、フェリチン内部に貯蔵された鉄が放

出される可能性があることが示唆されている。ドーパミン神経細胞における H鎖

サブユニットの慢性的な発現によって labile iron poolの増加と神経変性が進

行することが報告されている 80-81。 

In vivoにおいては、還元剤による方法だけでなく、タンパク質分解経路を通

じて、フェリチン内部に貯蔵された鉄を取り出す方法も存在しており、代表的な

ものとして、nuclear receptor coactivator-4 (NCOA4)を介して誘導されるフ

ェリチノファジーが報告されている 82-83。フェリチンのタンパク質分解によって

取り出された鉄コアは、グルタチオンなどによって Fe2+に還元され、divalent 

metal transporter 1 (DMT1)を通じて細胞質に放出されることが示唆されてい

る 84。NCOA4 は H 鎖を特異的に認識することが報告されている 83が、NCOA4 によ

るフェリチンのリソソームへの輸送機構などは明らかとなっていない。 

フェリチンの生体内での役割は、細胞の必要に応じて鉄の貯蔵・供給を行うだ

けでなく、酸化的なストレスとそれに伴う細胞死に関連することが示唆されて

いる 85。フェリチン H鎖の過剰発現は、細胞内の labile iron pool や ROSを低

減させることが報告されており、一方で、H 鎖のノックアウト・ノックダウンに

よって labile iron pool や ROSが増加することが報告されている 86。 

NCOA4 によるフェリチノファジーがフェロトーシスの初期段階にみられるこ

とが報告されており、神経変性疾患やがん細胞の細胞死に関連している重要な

鉄代謝機構である 87-88。フェリチノファジーによって、細胞内鉄濃度を上昇させ、

それに伴う ROS の形成によってフェロトーシスを誘導するモデルが提案されて
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いる 89が、詳細な機構の解明には更なる研究が必要である。近年、フェロトーシ

スが様々な神経変性疾患や脳疾患と関連することが報告されており、鉄代謝経

路と密接な関係にあることが知られている 90-91。本章では代表的な遺伝性の鉄蓄

積性神経変性疾患である神経フェリチン症と、フェリチンに関連する遺伝性疾

患として最も古くから研究されている遺伝性高フェリチン血症・白内障症候群

について記述する。 

 

1.5.1 遺伝的神経変性疾患: 神経フェリチン症 

 神経フェリチンは、フェリチン L鎖遺伝子（FTL1）の突然変異によって生じる

常染色体優勢遺伝性疾患である 92-93。神経フェリチン症の特徴として、脳・神経

細胞・グリア細胞内に、鉄とフェリチン分子を含む封入体の沈着がみられる。神

経フェリチン症の症状としては、錐体外路症状、ジストニア、運動失調などが報

告されている。 

 神経フェリチン症の診断手法として最も有用な方法は MRI による画像診断

である 92。T2*強調画像や SWI 画像などは脳内に沈着した鉄の影響によって、信

号強度が変化する為、神経フェリチン症の診断に度々用いられる。しかし、パン

トテン酸キナーゼ関連神経変性症と考えられる”the eye of tiger sign”が見

られる神経フェリチン症と診断された患者が 3例報告されており、これらの MRI

の手法が神経フェリチン症を決定づける手法ではなく、現状、神経フェリチン症

の診断には塩基配列の解析が必要不可欠である 94。 

これまでに、神経フェリチン症に関連する 10種類の突然変異が報告されてい

る 92, 95。最初に報告された変異は、北イングランドのカンブリア地方の患者から

報告された突然変異で、FTL1 のエキソン 4 の 460 番目にアデニンが挿入された

c.460dupA（p.Arg154Lysfs27）である 96。この突然変異によって、154番目のア

ルギニンがリジンに置換され、この残基以降 27残基のアミノ酸が変異したフェ

リチン変異体が生成される。この変異に関しては 40例以上の患者で同じ変異が

報告されている。FTL1は 3つのイントロンと 4つのエキソン領域から構成され、

その内 1 つを除けば、報告されている神経フェリチン症に関連する全ての変異

はエキソン 4 の領域で生じており、フェリチンの C 末端領域のアミノ酸配列を

変化させる 92。X線結晶構造解析から、伸長した C末端領域は構造をとらず、デ
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ィスオーダーしていることが報告されている 97。In vitro での実験において、

p.Phe167Serfs26 をはじめとする変異体の鉄取り込みは野生型と比較して著し

く低下していることが明らかとなっており、これらの変異体は 1500Fe/shellの

低濃度条件下で凝集体を形成することが報告されている 97-100。 

一方で、in vivo での研究では、Hela細胞および SH-SY5Y細胞における FTL変

異体の発現は、細胞内においても同様に鉄凝集体を形成することが報告されて

いる 98, 101。しかし、この発現に伴って、内在性フェリチンとトランスフェリン

受容体の発現レベルが変化し、この結果として、ROS の生成を促進する labile 

iron pool の増加など細胞内鉄代謝に変化が見られたことが報告されている 92。

この結果から、凝集体の存在ではなく、凝集体形成に伴って変化した鉄代謝の異

常によって神経フェリチン症が発症するモデルも提案されている。 

 神経フェリチン症に関連する変異体の研究は数多く報告されているが、神経

フェリチン症の発症の原因が、フェリチンヘテロポリマーの形成する凝集体の

沈着によるものなのか、凝集体形成に伴って変化した鉄代謝の異常によるもの

なのかは結論付けられていない。 

 

1.5.2 遺伝性疾患: 遺伝性高フェリチン血症・白内障症候群 

 遺伝性高フェリチン血症・白内障症候群（HHCS）は、血清フェリチン量と若

年性の白内障が特徴的な常染色体優性遺伝疾患である 102。細胞内において、mRNA

結合タンパク質である Iron regulatory protein (IRPs)が、H 鎖、L鎖のｍRNA

に結合し、フェリチンの翻訳を制御している 103。フェリチン L鎖 mRNAの 5’UTR

領域に存在する iron responsive element (IRE)に突然変異が生じることによ

って発症する。これまでに、HHCSに関連する 47個の変異が報告されており、そ

の内 36 個は点変異、9 個が欠損、2 個が欠損・挿入によるものである 102。前述

の IRPs は、フェリチン mRNA の IRE と相互作用することで、フェリチンの翻訳

を抑制し、鉄代謝を調節する。 

 IRE はヘアピン様構造を形成しており、ループ頂点は 5’-CAGUGN-3’の配列

で構成されており、ステム領域は,5塩基対の対称な配列から構成されている 104。

IRPs と IRE との相互作用は、鉄濃度に応答し変化する。鉄が欠乏状態にある場

合は、IRPが FTL の IRE領域と相互作用し、FTLの翻訳を抑制する。一方で、鉄
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が過剰に存在する場合には、IRPs-IREとの相互作用は阻害され、IREに eIF4Fが

結合することで FTL mRNA が安定化され、FTLの翻訳が促進される。IRPと eIF4F

は IREに対して競合している 105。IRPs-IRE間の相互作用を欠損させるような FTL 

mRNAの IRE領域に生じた変異は、FTLの翻訳を抑制しない為、結果として、過剰

の FTLが生成され、血清中に存在するフェリチン量も増加する 102。 

 HHCS の発症機構に関して最も受け入れられているものとして、FTL の過剰発

現によって、鉄欠乏の L 鎖が結晶性の沈着物を多量に形成することが報告され

ており、これによって水晶体の透明性が欠如するというモデルが提案されてい

る 102。この副産物として、過剰に発現されたフェリチン L 鎖が血中に分泌され

る為、HHCS患者は高い血清フェリチン値を示すと考えられている 102。 
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図１. 大腸菌フェリチン（EcFtnA）の立体構造（PDB ID: 1EUM） 

 

  

図２. EcFtnAサブユニットの立体構造 
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図 5. フェリチンの回転対称性と B チャンネルとの位置関係について 

 

 

 

図 6. EcBfr の２量体の立体構造（左）とヘム鉄結合サイト（右） 

(PDB ID: 1bfr) 
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図７.Dpsの立体構造（上段）とフェロキシダーゼ活性サイト（下段）について 

(PDB ID: 1dps) 
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図 8.HuFTHのフェロキシダーゼ活性サイト(上段)、EcFtnAのフェロキシダーゼ

活性サイト（中段）、EcBfrのフェロキシダーゼ活性サイト（下段）の比較 
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2.大腸菌フェリチンが形成する鉄コアの構造とリン酸の効果 

2-1. 序論 

 フェリチンにより酸化された鉄は、フェリチン内腔に鉄コアとして貯蔵され

る。生体内でフェリチン内腔に形成される鉄コアには、リン酸が含まれることが

報告されており、その含有量は生物種によって異なっている。動物の場合、鉄と

リン酸の比は 10:1 とリン酸含有量が低く、形成される鉄コアは高い結晶性を示

す。一方で、バクテリア・植物の場合、鉄と同程度のリン酸が鉄コアに含まれて

おり、形成される鉄コアはアモルファス性である。様々なフェリチンについて、

リン酸存在下で行われた研究は幾つか報告されている 106-109。 

 フェリチン内腔に形成される鉄コアに関する研究は、主に HoSF を用いて行わ

れてきた。高角暗視野走査透過電子顕微鏡（HAADF-STEM）により、高解像度の鉄

コア構造の観察に成功している。HAADF-STEM の原理として、高角に散乱した電

子線を検出する為、得られるコントラストは観察対象の原子番号に依存し、鉄コ

アの構造の細部まで観察することが可能である。Panらは、ヒト肝臓フェリチン

を用いて、鉄コアを観察した結果、フェリチン内腔に複数のサブ粒子が形成され

ていることを報告した 110。一方で、Lopez-Castro らは、HuFTL では、鉄コアは

閉殻状ではない球殻構造を示し、一方で、ヒト心臓フェリチンでは、棒状やブー

ツ状の鉄コア構造を示し、離散的なサブ粒子を確認することができなかったと

報告している 111。これらの結果のように、フェリチン内腔に形成された鉄コア

の形態学的な知見は幾つか報告されているものの、主に哺乳類由来のフェリチ

ンで行われており、また、リン酸存在下での実験は行われていないため、リン酸

が鉄コア形成に及ぼす影響は十分に理解されていない。したがって、生体内で、

鉄コア中に高いリン酸含有率をもつバクテリアや植物由来のフェリチンが形成

する鉄コアの形態学的な知見やリン酸が鉄コア形成に及ぼす影響に関する知見

は少ない。 

 本研究では、EcFtnA を用いて、リン酸の有無による鉄コア形成への影響を、

SAXS、AUC、TEMを用いて調べた。 
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2-2. 方法 

2.2.1 ホロ EcFtnA の調製 

 先行研究で確立されている大腸菌を用いた EcFtnAの過剰発現・精製系に従っ

て、アポ EcFtnA は調製された 112。1 μM の精製したアポ EcFtnA 溶液と 500mM 

硫酸アンモニウム鉄（II）溶液を 1000:1 で混合し、25 ℃で 30 分静置した。球

殻 1 分子あたり 500 個以上の鉄を添加する場合、この混合溶液に対して 500mM

硫酸アンモニウム鉄（II）溶液を添加した。混合溶液を Amicon Ultra-15を用い

て 1mLに濃縮し、13000 ×gで 10分遠心した後、0.45 μm PVDF フィルターを用

いて沈殿を除去した。この溶液をサンプルに、Superose 6 increase を用いたゲ

ル濾過クロマトグラフィーによってホロ EcFtnAを調製した。フェリチン球殻内

部の鉄コア形成は、native-polyacrylamide electrophoresis (native-PAGE)ゲ

ルに対して CBB染色、プルシアンブルー染色を行うことで確認した。 

 

2.2.2 元素分析 

 EcFtnA 内腔に形成される鉄コアに含有される鉄量の定量は、ICP 発光分光分

析装置 ICPS-7000 によって行われた。鉄濃度定量用の標準液（富士フィルム和

光）から希釈系列を調製した。この希釈系列の溶液を用いて、検量線を作成した。

検量線から、ホロ EcFtnA溶液の鉄濃度を算出した。得られた鉄濃度を、タンパ

ク質濃度で規格化することで、球殻 1分子あたりの鉄量を導出した。 

EcFtnA 内腔に形成される鉄コアに含有されるリン酸量の定量は、以前に報告

されているモリブデンアッセイに従って行われた 71。ホロ EcFtnA 溶液のリン酸

濃度は、検量線法によって算出された。10mM リン酸水素二カリウム溶液の希釈

系列を調製し、この希釈系列をもとに検量線を作成した。サンプル調製の過程で、

酸性条件下でタンパク質凝集体が形成される為、凝集体を可溶化する為にすべ

ての溶液の SDS 濃度が 1.25%になるように調製した。溶液混合から室温で 20 分

静置した後、740nm の吸光度を測定した。リン酸濃度は、得られた吸光度と希釈

系列から作成された検量線をもとに計算された。 

 

2.2.3 AUC測定 

 沈降速度法による AUC 測定はベックマン XL-I 超遠心機で、An-50Ti ローター
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を用い、20 ℃、30000 rpmの条件下で行われた。測定条件は追跡波長 280 nm、

ラジカルステップサイズ 0.002 cm、スキャンインターバル 2分、スキャン回数

30-60回に設定された。測定サンプルは、タンパク質濃度が 0.1-0.45 mg/mL に

なるように調製した。得られたスキャンデータは SEDFIT を用いて解析した 113。

部分偏比容は、アポ EcFtnA の場合、アミノ酸配列をもとに SEDNTERP から計算

した。一方で、ホロ EcFtnAの場合、先行研究で提案されている鉄コアとタンパ

ク質の偏比容の重量平均から計算された 114。 

 

2.2.4 TEM測定 

TEM測定は、JEOL JEM-2100F透過型電子顕微鏡を用いて行われた。TEMによる

鉄コアの観測は、染色することなく行った。得られた TEM画像から、Image Jを

用いて、鉄コア粒子径を導出した。TEM画像からの鉄コア粒子径の導出は、ピク

セル強度に対して閾値を設定することで、ピクセル強度を 2 値化し、鉄コア領

域を定義した。定義された鉄コア領域のピクセル間距離を計算し、最大長を鉄コ

ア粒子径として定義した。 

 

2.2.5 SAXS測定 

 SAXS測定は、高エネルギー加速器研究機構 Photon Factory BL-6Aまたは 10C

で行われた。X線の波長は 1.5 Å、試料と検出器の距離は 2 m、正確な距離はベ

ヘン酸銀の散乱を用いて決定した。2次元データは、Dectris社の PILATUS 1Mま

たは 2Mを用いて測定された。散乱データに対する X線照射損傷を最小限に抑え

るため、フローセルを使用した。露光時間は、BL6Aで 6秒、BL10C で 20秒に設

定した。温度はサーモスタットバスから水を循環させることにより 25 ℃に保た

れた。2次元データについて、ソフトウェア SAnglerを用いて円周積分し、1 次

元の散乱プロファイルを得た。また、S/N 比を向上させるために 10～20枚の散

乱プロファイルを平均化した。緩衝液の散乱データを差し引いた後、Guinier近

似またはペア距離分布関数 P（r）プロファイルを用いて、慣性半径 Rgと前方散

乱強度 I（0）を得た。Guinier近似は以下の式で表される。 

 

𝐼(𝑄) = 𝐼(0)exp (−
𝑅𝑔

2𝑄2

3
)  (Equation 7) 
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ここで、散乱ベクトル Q=(4π/λ)sinθ (λ は波長、2θは散乱角)、I(Q)は

Q 値で与えられる散乱強度である。P(r)関数はソフトウェア GNOM を用いて計算

した。 

試料溶液のスクロース濃度を変化させ、コントラストマッチング条件を決定

した。apoEcFtnA を 50%（w/w）ショ糖溶液と混合し，5%～45%（w/w）ショ糖を

含む標準溶液を作製した．正確なスクロース濃度は、アッベ屈折計（島津製作所）

を用いて決定した。スクロース濃度が高くなるにつれて、散乱強度が低下してお

り、I(0)値は散乱体と溶媒の電子密度差の二乗に比例することが知られている

ため、スクロース溶液の濃度から計算した溶媒の電子密度に対して I(0)をプロ

ットし、二次関数でフィッティングした。 

 

2.3. 結果 

2.3.1ホロ大腸菌フェリチンの調製 

ホロ EcFtnAは、20 mM リン酸または 25 mM HEPES 緩衝液（pH 7.0）下で、ア

ポ EcFtnA 溶液に硫酸アンモニウム鉄（II）溶液を段階的に添加し、調製した。

リン酸非存在下の試料について、鉄の添加後、溶液の色が琥珀色に変化した一方

で、リン酸存在下では顕著な色の変化を示さなかった（図 9A）。また、リン酸存

在下では、UVスペクトルは、400 nm以上の波長で吸光度を示さない一方で、リ

ン酸非存在下では、400-600 nmまでの広い範囲で吸光度を示した（図 9B,C）。こ

の結果から、リン酸存在下と非存在下で、鉄のコアの化学構造が異なることが示

唆された。次に、ホロ EcFtnAを、Superose 6 increase を用いたゲルろ過クロ

マトグラフィーによって精製した。特に多量の鉄を供給した場合、ホロ EcFtnA

よりも大きな鉄酸化物の会合体が多く含まれていた。この為、ホロ EcFtnAを含

む画分を回収し、必要に応じて、再度、クロマトグラフィーを行った。精製試料

の全 Fe 濃度は ICP発光分光法で測定し、一方、タンパク質濃度は、SDS-PAGE

後、CBB染色時のバンド強度から計算された。これらの鉄、タンパク質濃度から

24 量体あたりの Fe 含有量（Fe/shell）を算出した。Fe/shell 比は、Fe の添加

量が増加するにつれて増加した（表 1）。20 mM リン酸（pH 7.0） と 25 mM HEPES

（pH 7.0）において、最終的にそれぞれ 3000と 2000 Fe/shell まで添加した。

リン酸非存在条件下では、先行研究で報告されている 0.1 M MES (pH 6.5)でホ
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ロ EcFtnA を調製した Hudsonらの結果と一致した 37。先行研究では、ホロ EcFtnA

調製時に見られる凝集体の影響を排除されていないが、本研究では、これらの凝

集を遠心分離とゲルろ過クロマトグラフィーによって除去し、すべての実験を

行った。 

リン酸濃度はリン酸-モリブデン酸アッセイで測定した。Fe/Pi 比は 0.8-2.3 

であり（表 1）、天然に存在するバクテリオフェリチンや植物フェリチンで報告

されている値と同じであった。一方、25 mM HEPES バッファーに溶解したアポ

EcFtnAではリン酸が検出できなかった。 

 

 

 

図 9. 精製前のホロ EcFtnAの画像(A)と精製前のホロ EcFtnAの UVスペクトル. 

(B)20mM リン酸緩衝液 (pH 7)、（C）25 mM HEPES緩衝液 (pH 7) 

 

(A) 

(B) (C) 
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表 1. ICPスペクトル、モリブデンアッセイ、TEM画像解析、SAXS 測定から得ら

れる鉄コアの性質について 

Name Added 

Fe2+ per  

a cage 

Fe/shell PO4/Fe Mean 

diameterc 

(nm) 

Rg  

(nm) 

20 mM phosphate buffer 

Ftp490 500 490 

(±180)a 

0.44 

(±0.06) 

 7.4 

(±2.2) 

2.91 

(±0.008) 

Ftp740 1000 740 (±60) 1.00 

(±0.08) 

7.4 (±2.8) 3.08 

(±0.002) 

Ftp1050 1500 1050 

(±80) 

1.25 

(±0.08) 

6.8 (±1.7) 3.23 

(±0.002) 

Ftp1920 2000 1920 

(±200) 

0.88 

(±0.10) 

7.6 (±2.0) 3.28 

(±0.002) 

Ftp2200 2500 2200 

(±200) 

0.95 

(±0.09) 

8.1 (±3.0) 3.41 

(±0.002) 

Ftp2640 3000 2640 

(±180) 

0.87 

(±0.07) 

7.5 (±2.2) 3.53 

(±0.002) 

Ftp3140 3500 3140 

(±210) 

0.72 

(±0.07) 

8.6 (±3.1) 3.56 

(±0.002) 

25 mM HEPES buffer 

Fth470 500 470 (±40) N.E.b 2.9 (±0.8) 2.56 

(±0.012) 

Fth1030 1000 1030 

(±80) 

N.E. 3.1 (±1.0) 2.78 

(±0.008) 

Fth1340 1500 1340 

(±100) 

N.E. 3.8 (±1.4) 3.02 

(±0.005) 

Fth2010 2000 2010 

(±150) 

N.E. 3.0 (±1.0) 2.98 

(±0.004) 
 

a 標準誤差 
b Not examined 
c TEM画像から計算される平均直径 
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2.3.2 AUCによる鉄コアの測定 

ホロ EcFtnAについて、規格化した沈降係数 sの分布 c(s)を示す（図 10）。ア

ポ EcFtnAの沈降係数 sw,20は 15.2Sであり、c(s)分布に、24量体に相当するピー

クのみが検出された。20 mMリン酸緩衝液中で調製されたホロ EcFtnAの c(s)分

布は、ICP発光分光法で観測される鉄量が増加するにつれて高い s値へとシフト

した（図 10A）。490Fe/shell の鉄量が ICP 発光分光で観測されたホロ EcFtnA

（p490）の場合、c（s）分布は、s値 23.2S にピークを持ち、より大きな s値に

向かって非対称に広がっていることが明らかとなった。p740の c(s)分布は s値

27.9Sのピークの両側に肩があり、試料中に、異なる数の鉄原子を含む複数の成

分を含んでいることが示唆された。p1050は 39.4 Sに対称的なピークを示した。

この c(s)分布には肩は検出できなかったが、ピークの線幅はこの試料が多分散

であることを示唆した。p1920、p2200、p2640、p3140はそれぞれ 42.4S、43.4S、

46.5S、45.5Sに比較的狭いピークを示した。25 mM HEPES 緩衝液中で調製した

ホロ EcFtnA の c(s)分布を図 10 に示す。470Fe/shell の鉄量が ICP 発光分光で

観測されたホロ EcFtnA（h470）の c(s)分布は、p490と同様に、s 値 19.6Sにピ

ークを持ち、s値が増加する方向に非対称に広がっていることが明らかとなった。

しかし、h1030の c(s)分布は p1050と異なっており、h1030の c(s)分布は 22.6S

に最も高いピークを持ち、より高い s 値の領域において複数のピークが確認さ

れた。h1340 の c(s)分布は 28.1S、33.1S、48.7S に複数のピークが確認され、

h2010の分布では、複数のピークを確認することができなかったが、36.2Sにピ

ークがあり、p1920 (42.4S) や p2200 (43.4S) の分布より線幅は広がっていた。

この結果は、EcFtnA の内腔に形成される鉄コアが、離散的なものであることを

示唆している。また、鉄量に応じて鉄コアの大きさは変化し、EcFtnA 内腔には

同程度の大きさの鉄のコアが複数形成されたと考えられる。 
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図 10.ホロ EcFtnA の c(s)分布関数. 

(A)20mM リン酸緩衝液（B）25 mM HEPES緩衝液 
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2.3.3 TEMによる鉄コア観察 

2.3.2での仮説を確かめるために、鉄コアの形態を TEMで観察した。AUC測定

と同一のサンプルを用いて，染色を行わずに TEM画像を取得した（図 11および

図 12）。p490 と p740 の TEM 画像では、様々な大きさの粒子が見られたが、S/N

比の問題により、個々の鉄コア形状について議論が可能な、明瞭な TEM 画像を

得ることが困難であった。一方で、球殻１分子あたり 1000 個以上の鉄原子を含

む試料の TEM画像では、均一な大きさの鉄コア粒子が観測された（図 12C, D）。

ImageJを用いて、TEM画像中の鉄コア粒子数を調べ、粒径に関するヒストグラム

を作製した(図 13,14)115。リン酸存在下で再構成された鉄コアの平均粒径は、鉄

の含有量に関係なく 6.8-8.6 nmの範囲であった（表 1）。この値は、フェリチン

分子の内径と一致する。一方、25 mM HEPES 緩衝液で調製されたホロ EcFtnAは、

直径が 2-4 nmの範囲において、2-4個の小さな鉄コア粒子のクラスターが確認

された（図 11）。この観察結果は、リン酸非存在下の場合、EcFtnA の内腔に小さ

な鉄コア粒子のクラスターが形成されることを示唆する AUCの結果と一致する。

Hudsonらは、ホロ EcFtnAを TEMで観察し、鉄コアの直径が 7.9±1 nm であると

報告した 37。先行研究と本研究の結果の間に矛盾がある理由は明らかではない

が、pH 条件の違い、あるいは溶液調製の過程における鉄の添加量の違いの可能

性があると考えられる。ここで重要な点は、リン酸濃度以外は同じ方法で調製し

たにもかかわらず、リン酸存在下と非存在下で再構成された鉄コアは異なる形

態を示したことである。 
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図 11. リン酸非存在下で調製されたホロ EcFtnAの TEM 画像. 

(A)h470. (B)h1030. (C)h1340. (D)h2010. 

 

図 12. リン酸存在下で調製されたホロ EcFtnAの TEM 画像. 

(A)p470. (B)p740. (C)p1920. (D)p2640. 
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図 13.TEM画像から計算されるリン酸非存在下で EcFtnA内腔に形成された鉄コ

ア粒子の直径の分布. (A)h470. (B)h1030. (C)h1340. (D)h2010. 
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図 14. TEM画像から計算されるリン酸存在下で EcFtnA内腔に形成された鉄コ

ア粒子の直径の分布. 

(A) p490. (B) p740. (C) p1050. (D) p1920. (E) p2200. (F)p3140 

(A) (B) 

(C) (D) 

(E) (F) 
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2.3.4 SAXSによる観察 

SAXS 測定は、タンパク質の電子密度が溶媒の電子密度と一致し、鉄コアから

の散乱のみを観測できるコントラストマッチング条件下で行われた。第一に、コ

ントラストマッチング条件を決定する為にアポ EcFtnA の SAXS 測定を、様々な

スクロース濃度条件下で行った（図 15）。スクロース濃度が上昇するに従って散

乱強度の低下が確認された（図 15A）。前方散乱強度 I(0)を溶媒の電子密度に対

してプロットすると、407.29 nm-3で I(0)=0 となり、この電子密度からスクロ

ース濃度を計算すると、53.55%(w/w)であることが明らかとなった（図 15B）。リ

ン酸を含む鉄コアと含まない鉄コアの SAXS プロファイルを示す（図 16）。鉄と

リン酸を多く含む鉄のコアの散乱プロファイルは、大きな粒子に特徴的なフリ

ンジを示した。鉄の含有量を減らした場合、p490では 1.4 nm-1付近のフリンジ

はブロードになり、消失した（図 16A）。一方で、HEPES緩衝液で再構成したホロ

EcFtnA の散乱プロファイルには、高い鉄量の場合であってもフリンジを確認す

ることができなかった（図 16B）。鉄コアの慣性半径 Rgは、P(r)関数から算出し

た。慣性半径は鉄の含有量が増加するに伴い、大きくなることが明らかとなった

（図 17）。鉄コアを半径 4nmの均一な球と仮定すると、球の半径 Rと回転半径の

関係、Rg=√
3

5
Rから、理論上の Rg値は 3.1 nmとなる。リン酸の存在下で再構成

されたホロ EcFtnA で観測された最も高い Rg は、理論値より大きく、リン酸を

含む鉄コアが球ではなく球殻構造であることが示唆された。一方、リン酸非存在

下で得られた Rgは、半径 4 nmの均一球の理論 Rgより小さかった。 
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図 15.コントラストマッチング条件の決定. 

(A) 0-45.8% (w/w)スクロース溶液中でのアポ EcFtnAの SAXS プロファイル. 

(B) 溶媒のショ糖濃度から計算される電子密度と前方散乱強度 I(0)との関係. 

 

図 16.コントラストマッチング条件下で測定された 

ホロ EcFtnAの散乱プロファイル. 

(A)20 mM リン酸緩衝液 (B)25 mM HEPES緩衝液. 

 

(A) (B) 

(A) (B) 
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図 17. 鉄コアに含まれる鉄量に対する慣性半径の変化 . 

(赤三角)20 mMリン酸緩衝液 (青丸)25 mM HEPES緩衝液. 
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2.4. 考察 

TEM画像から、リン酸存在下で再構成された鉄のコアは、直径 6.8～8.6 nm の

球状であることが明らかになった。このサイズは、X線結晶構造解析によって明

らかにされた EcFtnA分子の内径と一致する 10。SAXSによる鉄コア構造の観測は、

フェリチン内腔に形成された鉄コアの形状が球殻構造であることを示唆した。

TEM観察から、鉄コアの粒径はフェリチン分子の内径（8 nm）と一致する。一方

で、得られた Rgが 3.6 nmであることから、鉄コアの内径が約 6 nmであると推

定される。本研究では、リン酸存在下で約 3000個の鉄を保持した鉄コア（p3140）

が外径 8 nmと内径 6 nmの球殻構造であることを示した。この鉄コア構造の理

論体積は 155 nm3であり、一方で、ホロ EcFtnAの中心にある直径 6 nmの球体の

空隙は 113 nm3である。この容積に鉄原子を同じ密度で収容すると、さらに 2200

個の鉄原子を収容可能である。計算値として、合計で 5200個の鉄原子を収容可

能であることから、この推定値は、フェリチンが最大 4500個の鉄原子を貯蔵で

きるという一般的な概念を支持する。概ね均一な球殻状の鉄コアが形成される

機構として、フェリチンを足場に鉄コア形成が進行することによって、鉄コア内

部空洞へ進入可能な経路が閉じられ、形成された鉄コアの表面で Fe2+がさらに鉄

コア内部に沈着するのを防いでいると考えられる。 

AUC 測定で得られた c(s)分布が徐々に s 値が増加する方向にシフトしている

点を考えると、鉄コアはまずフェリチンを足場に形成され、内腔の中心に向かっ

て成長すると考えられる。仮に、コアが外径 4 nmの薄い球殻として形成される

場合、鉄量が低い場合、Rg値は 4 nmに近くなる。しかし、p490 の Rg値は予想

された値よりも小さい値を示した。(i)p490 と p740 では球状の TEM 像がほとん

ど観察されなかった。(ii)p490 と p740 の c(s)分布にはいくつかの肩があり、

異なる量の鉄原子を含む個別の鉄コアサブ粒子が存在することが示唆される。

これらの鉄コアのサブ粒子は、鉄を追加供給すると互いに融合し、球殻状の構造

を形成すると考えられる。これらの結果は、リン酸非存在下での鉄コア成長と同

様であるが、1.4 nm-1でフリンジが現れることから、リン酸存在下では比較的低

い鉄量で融合した球殻状の鉄コア構造が現れることを示唆している。 

Honarmand Ebrahimi らは、酸化された Fe3+がフェリチン内腔に抜けるゲート

ウェイ部位を提案した 106。Cサイトに相当する PfFtnのゲートウェイ部位は E49、
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E126、E129、E130 残基から構成され、EcFtnA にも保存されている。リン酸によ

る Fe2+酸化の促進を説明するために、次のような機構を提案した。(i) フェロキ

シダーゼ活性サイトで酸化された 2つの Fe3+は、フェリチン内腔に進入した Fe2+

と入れ替わる。(ii) 進入した Fe2+はリン酸があれば、そのリン酸イオンと結び

つき、形成された Fe2+-リン酸複合体はフェロキシダーゼ活性サイトから Fe3+を

追い出す。(iii) この過程でリン酸は Fe2+から解離して Fe3+と結合する。(iv) 

Fe3+-リン酸複合体はゲートウェイ部位に移動し、ゲートウェイ部位のグルタミ

ン酸側鎖が持つ負電荷とリン酸の静電反発により、フェリチン内腔に放出され

る。HuFTH では、E129 と E130 がそれぞれアラニンとリジンに置換されている。

HuFTHでは、リン酸とゲートウェイ部位のグルタミン酸との間の静電反発が減少

している為、リン酸は、その後の Fe2+の酸化の律速段階となる Fe3+の Fe2+による

置換の反応を加速することはない。EcFtnA では、ゲートウェイ部位残基が保存

されているため、PfFtn と同様のメカニズムで Fe3+-リン酸複合体が放出される

可能性がある。また、Fe3+-リン酸複合体の放出は全てのサブユニットで起こり、

これが均一な球殻状の鉄コアの形成に寄与している可能性がある。 

リン酸非存在下で再構成したホロ EcFtnA の TEM像と c(s)分布から、鉄コアは

いくつかのサブ粒子が集まったクラスターであることが明らかとなった。c(s)

分布に対してマルチガウスフィッティングを行った結果、c(s)分布から各ピー

ク成分の s値が得られた（図 18）。各成分のパラメータを表 2に示す。h1030の

成分 5と 6、h1340 の成分 5-8、h2010の成分 4は、Fe/shell比が 5000以上の異

常値を示した。これらの成分は、以下に記述する理由で観測されたものであると

考えられる。本研究では試料をゲルろ過クロマトグラフィーで精製しており、

holo-EcFtnA よりもかなり大きな酸化鉄/水酸化鉄/リン酸鉄の凝集体は除去さ

れると考えられるが、holo-EcFtnA に近いサイズの凝集体は完全に除去されない

可能性がある。このような凝集体はタンパク質よりも密度が高いため、沈降速度

が速く、大きな s 値を与える。第二に、異常な Fe/shell 比を示す理由として、

48 量体以上の分子が存在するためと考えられる。フェリチンが 48 量体、72 量

体、96量体などを形成することはよく知られている 116-117。今回の調製ではオリ

ゴマーは除去されているが、少量の二量体が試料中に存在する可能性がある。フ

ェリチン内腔に 3000 個の Fe/shell が保持した EcFtnA が 48 量体を形成する場
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合、この 48量体は１分子中に 6000 個の Feが保持する分子として挙動する可能

性がある。第三に、鉄コアの部分偏比容は、各成分の鉄含有量を推定する上で重

要である。本研究では、リン酸を含まない鉄コアの組成がフェリハイドライトと

して近似できると仮定し、Mayらが報告した式を用いて、各成分の Fe/shell 比

を算出した 114。しかし、この仮定は正しくない可能性が考えられる。HoSF の鉄

コアは、フェリハイドライト相、マグネタイト相、ヘマタイト相を含む多相性で

あることが報告されている 63。本研究で再構成した鉄コアの詳細な化学構造は不

明であり、部分偏比容も不確かである。この為、各成分の Fe/Shell 比には大き

な誤差があることに注意しなければならない。しかしながら、この計算はリン酸

非存在下で形成された鉄コアのサブ粒子の大きさを推定する上で有意義である。

重要な点は、Fe/shell 比が 5000 より大きい成分の面積が 7%以下であることで

ある（表 2）。s値が大きい成分は吸光係数も大きくなると考えられるが、今回の

計算ではすべての成分が観測波長の 280 nm において同じ吸光係数を持つと仮定

したため、実際の成分の集団は 7%よりずっと小さいと考えられる。 

h470 の最小の s 値は 19.3S で、沈降係数から計算される鉄コアに含まれる鉄

原子の数は約 360 個であった。この s 値とアポ EcFtnA の s 値（15.2S）の間に

はピークが見られないため、鉄原子はこの値まで急速に蓄積されたと考えられ

る。c(s)分布の複数のピークが、1 個、2 個、3 個、あるいはそれ以上の鉄コア

サブ粒子を含む各クラスター構造に由来することを考慮すると、隣り合うピー

ク間の鉄含有量の差は、1個の粒子に含まれる鉄原子の個数となると考えられる。

上記の異常な Fe/shell 比を除いた c(s)分布に見られる隣接するピーク間の鉄

原子数の差は 800-1600 であり、鉄コアのサブ粒子は 800-1600 個の鉄原子で構

成されていることが示唆された。鉄コアがフェリハイドライトであると仮定す

ると、この鉄原子の数から計算される部分偏比容は0.274〜0.280 cm3/gとなる。

鉄コアのサブ粒子を球体と仮定すると、これは 4-5 nmの粒子径を与える。この

値は、部分偏比容の不確かさと TEM 像からの粒子径の推定値の誤差を考慮する

と、TEM観察の結果と一致する。 

ここで、“鉄コアのサブ粒子の数と配置は何で決まるのか？”を考える。哺乳

類のフェリチンの場合、鉄コア粒子の数は 3 回対称軸に位置する親水性チャン

ネルの数と関係があることが示唆されている 40, 110。EcFtnAの場合、3回転対称
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軸上に存在するチャンネルは疎水的であり、Fe2+が進入するためのチャンネルと

して機能する可能性は低い 10。López-Castro らは、鉄コアの配置関係と L 鎖の

空間配置は関連しており、それぞれの L 鎖サブユニットが鉄コアの核生成を促

進する部位を持つことを示唆した 111。HuFTLの鉄コア成長の初期段階は、質量分

析と X 線結晶構造解析によってよく調べられている 74, 118。HuFTL では、E53、 

E56、 E57、 E60が核生成部位を構成していると考えられている 74。EcFtnAの対

応する残基は、E49 を除いて、R45、Q48、T52に置換されており、核形成部位と

は考えにくい。バクテリアのフェリチンでは、B チャンネルが鉄の進入経路と

して主要であることが指摘されている 49。EcFtnA では、B 型チャンネルは S32、

Y33、H34、T35、E37、T62、D63、K132、K135、S136、D139の親水性アミノ酸の側

鎖で覆われている。また、Bチャンネルは E49、E126、E129、E130によって構成

される Cサイト近傍に位置する 10, 119。これらの残基の 1つである E129は、3回

転対称軸上のチャンネルからフェロキシダーゼ部位への鉄の通過部位として提

案された。大豆フェリチン 4 の E173 と HuFTH の E140 にも対応する 18。この為、

EcFtnAでは、E129 は B チャンネルからフェロキシダーゼ部位への鉄の通過部位

である可能性が考えられる。しかし、24 個の B チャンネルはフェリチン内部に

存在するため、Bチャンネルが鉄コアのサブ粒子の形成起点である可能性は低い

と考えられる。 

リン酸非存在下での哺乳類フェリチンでは、鉄コアの形成が異なるメカニズ

ムで起こることが示されている：（1）フェロキシダーゼ活性サイトでの鉄酸化反

応、（2）800 Fe2+/shell の添加で支配的になる鉄コア表面で生じる酸化反応、（3）

フェロキシダーゼ活性サイトでの反応（1）で生じる H2O2と Fe2+の間で生じる酸

化反応が考えられる 57。EcFtnA も同様のメカニズムで反応が進行すると考える

と、本研究で用いた実験条件では、鉄のコア表面での酸化が支配的であると考え

られる。EcFtnA では、コアの核生成部位はまだ不明であり、当初は C サイトが

核形成部位として示唆されたが 119、その後の変異体を用いた研究 22, 56, 120 によ

り、E49A、E126A、E130A はフェロキシダーゼ活性サイトのターンオーバーが加

速しコア形成が促進することが示された 56。野生型の持つ Cサイトは核形成部位

ではなく、リン酸存在下ではフェロキシダーゼ活性中心での鉄のターンオーバ

ーを抑制していると考えられる。この抑制は、C サイトが Fe3+-リン酸複合体の
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内腔への放出を促進するという提案されている機構とは対照的である。したが

って、リン酸の存在下では、Cサイトが核生成サイトとして機能している可能性

がある。この結果が、リン酸の有無による鉄コアの形態に関する違いの一つであ

ると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



48 

 

 

図 18.リン酸非存在下におけるホロ EcFtnA の c(s)分布関数に対するガウシア

ンフィッティングの結果. 

(A)h470. (B) h1030. (C) h1340. (D) h2010. 
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表 2. c(s)分布関数に対するマルチガウシアンフィッティングのフィッティン

グパラメータ 

 

Name  Peak (S) Area (%)a Fe/shellb ∆Fe/shell 

Fth470 Component 1 19.3 34.2 360 - 

 Component 2 20.8 31.4 780 420 

 Component 3 24.5 23.5 1760 980 

 Component 4 30.5 10.8 3370 1610 

      

Fth1030 Component 1 22.3 27.9 450 - 

 Component 2 26.5 41.1 1460 1010 

 Component 3 32.7 16.2 2930 1470 

 Component 4 37.8 6.4 4120 1200 

 Component 5 48.8 4.3 5290 1170 

 Component 6 42.7 4.1 6740 1450 

      

Fth1340 Component 1 24.3 8.2 620 - 

 Component 2 28.0 26.3 1440 820 

 Component 3 33.4 33.2 2660 1220 

 Component 4 40.5 20.1 4250 1590 

 Component 5 48.7 6.3 6090 1840 

 Component 6 55.1 3.5 7530 1440 

 Component 7 67.8 1.2 10380 2850 

 Component 8 79.4 1.0 12990 2600 

      

Fth2010 Component 1 30.5 3.5 1370 - 

 Component 2 35.9 86.9 2470  

1090 

 Component 3 47.0 4.8 4730 2260 

 Component 4 54.9 4.6 6350 1620 
 

a 面積は存在比に比例しないことに注意。280nmにおける吸光係数はすべての成

分で同じと仮定したが、鉄の含有量が多いほど吸光係数は高い。 
b Fe/shell比の算出方法は本文に記載した通りに沈降係数から算出した。 
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2.5. 結論 

 本研究では、SAXS、TEM、AUCの手法を相補的に用いて、EcFtnA 内腔に形成さ

れた鉄コア構造を解析し、鉄コア構造に及ぼすリン酸の影響を調べた。試験管内

で、リン酸存在下で形成された鉄コアは、鉄の含有量と同程度の量のリン酸を含

んでいた。鉄コアのサイズ分布を AUC 測定によって分析したところ、リン酸存

在下では連続的な c(s)分布が観測されたが、リン酸非存在下では離散的なの

c(s)分布が得られた。TEM で観察される鉄コアのサイズは、リン酸存在下では、

フェリチンの内径と一致した。一方で、リン酸非存在下では、複数の小さなサブ

粒子から構成されるクラスター構造が観察された。鉄のコア形状に関する情報

を得るために、コントラストマッチング条件下で SAXSを測定した結果、リン酸

存在下では散乱プロファイルにフリンジが観察されたが、リン酸非存在下では

観察されなかった。これらの結果をまとめると、リン酸非存在下では、EcFtnA内

腔に形成される鉄コアは、2-4 nm のサブ粒子のクラスター構造を形成する一方

で、リン酸存在下では、外径が 8 nm、内径が約 6 nmの球殻状の鉄コア構造を形

成することが明らかとなった。 
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3. 大腸菌フェリチンの鉄酸化メカニズムとリン酸の影響 

3.1. 序論 

 フェリチン内腔に形成される鉄コアには、リン酸が含まれている。特に、バク

テリア・植物由来のフェリチンが形成する鉄コアには、鉄と同程度のリン酸が含

まれているが、フェリチンの機能にどのような影響を及ぼしているかは明らか

となっていない。1.4で述べた通り、チャンネルを通じてフェリチン内部に進入

した Fe2+はフェロキシダーゼ活性サイトに結合し、酸化される。フェロキシダー

ゼ活性サイトでの反応は、様々な手法と生物種のフェリチンを用いて、速度論的

な研究結果が報告されている 60。 

 HuFTHの場合は、Dinuclear center に 2つの Fe2+が結合し、2.2 Fe2+/O2の化学

量比で反応が進行する。この反応過程では、Blue-intermediate と呼ばれる反応

中間体が形成され、最終産物が生成されることが示唆されている。Blue-

intermediate は可視領域に吸収をもつ為、500-700 nm の波長を用いて、Blue-

intermediateの形成・減衰が追跡されている 72。同様に、フェロキシダーゼ活性

サイトで形成された Fe3+の最終産物は、300-350 nmの紫外領域に吸収を持つ 72。

したがって、300-350 nm の波長を用いて、最終産物の形成を追跡することが可

能である。これらを用いた速度論的研究背景から、Dinuclear center における

反応スキームとして、以下のスキームが提案されている 121。 

 

(scheme 1) 

(scheme 2) 

(scheme 3) 

 一方で EcFtnAの場合、3.8 Fe2+/O2の化学量比で反応が進むため、HuFTHとは

別のスキームで反応が進行すると考えられるが、詳細な反応機構は明らかとな
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っていない。したがって、EcFtnA による反応機構を解明することは生物学的な

意義をもつ。また、バクテリアルフェリチンの鉄酸化活性にリン酸がどのような

影響があるのかは十分に理解されていない。本研究は、EcFtnA のフェロキシダ

ーゼ活性を調べ、EcFtnA の機能に及ぼすリン酸の明らかにすることを目的とす

る。 

 

3-2. 方法 

3.2.1 高速カイネティク測定 

 高速カイネティクス測定は、Applied photophysics 社製 SX-20 ストップトフ

ロー装置を用いて行われた。精製したアポ EcFtnA溶液と硫酸アンモニウム鉄溶

液は混合比 1:1で混合された。アポ EcFtnA の濃度は 2 μMになるように調製さ

れた。使用された緩衝液は、混合後の溶液条件が 25 ｍM HEPES (pH 7.0)、25 mM 

HEPES, 1 mM リン酸 (pH 7.0)、25 mM HEPES, 5 mM リン酸 (pH 7.0)となるよ

うに調製された。硫酸アンモニウム鉄(II)溶液は、溶液中での自動酸化を最小限

に抑えるために、96 mM になるように秤量後、4 mM HCl 溶液に溶かし、ストッ

ク溶液とした。このストック溶液から希釈系列を作成し、測定には、実験直前に

100倍希釈した溶液を使用した。測定は、追跡波長に 310nmを用い、25℃で行っ

た。光路長は 1 cm に設定した。デッドタイム測定には、DTNB/チオグリセロール

の反応系を用いて、1.5 msと決定した 122。 

 

3.2.2 シークエンシャルストップトフローアッセイ 

 シーケンシャルストップトフローアッセイは、Applied photophysics 社製 SX-

20 ストップトフロー装置を用いて行われた。１回目の混合は、混合比 1:1で行

われた。アポ EcFtnA 溶液のタンパク質濃度は、0.25-1 μMになるように調製さ

れた。緩衝液の条件は、高速カイネティック測定と同様の条件を採用した。一方

で、硫酸アンモニウム鉄溶液については、高速カイネティック測定と同様に、24-

240 μMとなるようにストック溶液を作製した。2回目の混合は、１回目の混合

液と、混合比 1:1 で、1 mM phen溶液を混合した。測定には、追跡波長 510 nm、

25℃の条件で行われた。光路長は 1cmに設定した。Fe2+-(phen)3濃度の決定には、

モル吸光係数 11100 cm-1 M-1を用いた。 



53 

 

3-3. 結果 

3.3.1 リン酸非存在下における EcFtnA の鉄酸化反応の Kinetics 

 EcFtnA の鉄酸化反応は 310nm の吸光度変化によって追跡した。鉄酸化反応は

stopped-flow装置を使用し開始された。アポ EcFtnAに対して、球殻１分子あた

り 48-480個の鉄(48-480 Fe/shell)を添加した場合、図 19に示すカイネティク

カーブを得た。48-480 Fe/shellにおいて、カイネティクカーブは、遅延相、数

百 msで反応が完了する速い反応相と、速い反応が終了した後に起こる遅い反応

相の少なくとも 3 種類の反応相が確認された。96-480 Fe/shell で確認できる速

い反応相について、どの条件においても、この速い反応で得られる 310nm の吸

光度はおよそ 0.23 であった。各反応相について、詳細な反応機構を調べるため

にシーケンシャルストップトフローアッセイを行った。 

シークエンスミキシング実験により、サンプル混合後の酸化鉄量の定量を行

った。1 回目の混合では、アポ EcFtnA 溶液と硫酸アンモニウム鉄（II）溶液を

混合し、任意時間 25℃で静置した後、この混合液は 1mM 1,10-phenanthroline 

(phen)溶液と混合された。Fe2+は phen と 1:3 の比率で複合体を形成し、この複

合体の吸収スペクトルは 510 nm 付近にピークをもつ。510 nm の吸光度をもと

に、サンプル中の鉄濃度を定量した。図 20 が示す通り、EcFtnAを含まない場合、

複合体形成の反応はおよそ 30 ms以内に完了した。EcFtnA存在下では、インキ

ュベート時間が 100ms以内では、2種類の反応相が存在していることが明らかと

なった。速い反応相は、EcFtnAと結合していない Fe2+が phenと複合体を形成す

る反応に由来すると考えられる。一方で、遅い反応相は、EcFtnA に結合した Fe2+

が、EcFtnAから解離し、phenと複合体を形成する反応に由来すると考えられる。

また、Fe3+-phen の複合体は 510 nm にほとんど吸収をもたない為、EcFtnA 非存

在下と存在下における比較において、プラトーに達した 20 s以上の時間域にお

ける吸光度の違いは、酸化された鉄濃度として定量される。0-30 msの時間域か

ら EcFtnA と非結合状態の Fe2+、20 s 以上の時間域から EcFtnA と結合状態にあ

る Fe2+、EcFtnA非存在下との吸光度差から Fe3+濃度を定量した。定量した鉄濃度

をタンパク質濃度で規格化し、Fe/shell 比を計算した。計算された Fe/shell比

を、インキュベート時間に対してプロットした結果、310 nmで追跡したカイネ

ティックカーブと類似したグラフ概形を示した（図 21）。310 nm でのカイネテ
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ィックカーブと同様に、速度の異なる２種類の反応相を確認することができ、各

反応で得られた Fe/shell 比を調べたところ、50 ms、100 ms の時点で、74 

Fe/shell であった。この結果は、速い反応相において、フェロキシダーゼ活性

サイトの A、B、C に結合した 3 つの鉄が酸化される反応されることを示唆して

いる。したがって、遅延相は、フェロキシダーゼ活性サイトに対する Fe2+の結合

反応が律速段階となっている為に観測されたと考えられる。EcFtnA のフェロキ

シダーゼ活性サイトには、3つの鉄のみ結合可能である為、遅い反応は Fe3+がフ

ェロキシダーゼ活性サイトから解離した後に、新しい Fe2+が酸化される反応であ

ることが考えられる。 

 

図 19. リン酸非存在下における 310 nm による EcFtnAの鉄酸化反応の追跡. 
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図 20. EcFtnA存在下における Fe2+-(phen)3複合体形成の追跡. 25mM HEPES緩

衝液中 (pH 7)で、48Fe/shell の鉄が添加された。 

 

図 21. EcFtnA が生成する反応プロダクト量とインキュベート時間の関係. 

25mM HEPES 緩衝液中 (pH 7)で、480Fe/shellの鉄が添加された。 
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3.3.2 EcFtnAによる鉄酸化におけるリン酸の影響 

 3.3.1と同様の方法において、追跡波長 310 nm によって、リン酸存在下にお

ける EcFtnAのフェロキシダーゼ活性を測定した。リン酸の影響による吸光係数

の顕著な違いは確認できなかった。48-480 Fe/shell を添加した場合の、カイネ

ティックカーブを図 22 に示す。リン酸存在下であっても同様に、少なくとも 3

つの反応相を確認することができた。48 Fe/shell について、リン酸存在下と

非存在下で比較したところ、顕著な違いは見られなかった（図 23）。一方で、遅

い反応については、1 mMおよび 5 mMのリン酸濃度で、リン酸濃度が増加するに

つれて反応が加速していることが確認された。この結果は、アポ EcFtnAのフェ

ロキシダーゼ活性サイトによる鉄の酸化過程には、リン酸は影響しないが、

EcFtnAのターンオーバーの上昇には関与していることが明らかとなった。 

 

 

図 22. リン酸存在下における 310 nm による EcFtnAの鉄酸化反応の追跡 
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図 23. 48Fe/shell 添加時のカイネティックカーブとリン酸濃度の関係 
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3.4. 考察 

カイネティクス測定によって、EcFtnA によるフェロキシダーゼ活性を調べた。

25 mM HEPES 緩衝液条件下で、48-480Fe/shell を添加した結果、得られたカイ

ネティックカーブは、遅延相、速い反応相、遅い反応相の少なくとも 3つの反応

相が見られた。シークエンシャルストップトフローアッセイの結果、速い反応相

は、フェロキシダーゼ活性サイトで 3つの Fe2+が酸化される反応、一方で、遅い

反応相は、フェロキシダーゼ活性のターンオーバーで説明可能であることが明

らかとなった。速い反応相が、3つの Fe2+で酸化されることから、EcFtnAのフェ

ロキシダーゼ活性サイトでの反応は、1.4 で記述した Equation 3 の通りに反応

が進行することが期待される。 

EcFtnA でのフェロキシダーゼ活性サイトでの反応機構として、以下の２つの

パスウェイから構成されるモデルを提案している 56。 

FeA
2+FeB

2+ + O2 → FeA
3+(O2

2−)FeB
3+ → FeA

3+(OH−)2FeB
3+ (pathway 1) 

 

 FeA
2+FeB

2+FeC
2+Y + O2 → FeA

3+(O2
2−)FeB

3+FeC
2+Y → FeA

3+(OH−)2FeB
3+FeC

3+Y∙+ 

Y∙+ + Fe2+ → Y + Fe3+ (pathway 2) 

 

 F.Bou-Abdalla らは、提案されたモデルに対して、観測される Fe2+/O2 は、

pathway 1と 2の量比によって決定していると考察した 56。EcFtnA の点変異を用

いた実験では、フェロキシダーゼ活性サイトでの反応は、EcFtnAでは、3.2 Fe2+/O2

で反応が進行するが、E130A（C サイト）、E126A（C サイト）、E49A（C サイト）

では 2.2-2.4 Fe2+/O2に減少し、バクテリアルフェリチン特有の Cサイトを構成

するアミノ酸残基をアラニンに置換すると HuFTH 様の反応機構に変化すること

を示した 56。この実験結果は、Treffryらが報告している Fe2+/O2と一致している

22。また、すべての生物種のフェロキシダーゼ活性サイトに保存されている Y24

（EcFtnA）をフェニルアラニンに置換した変異体 Y24Fでも、同様の実験結果が

得られることを報告した 123。これらの実験結果から、Cサイトまたは Y24によっ

て進行する pathway 2 の存在を示唆した。本研究のシークエンシャルストップ

トフローアッセイは、48-480Fe/shell の条件下で、速い反応相が 72 Fe/shell

（3 Fe/subunit）の酸化反応であることを示した。この結果は、F.Bou-Abdallah
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らが提案した pathway 2 とは矛盾する結果となった。仮に、pathway 2 の反応が

正しい場合、シークエンシャルストップトフローアッセイで得られる、速い反応

相の反応は、96 Fe/shell（4 Fe/subunit）で進行すると期待され為、彼らの過

程と本研究での実験結果の間に矛盾が生じる。 

Pereiraらが DvFtn について、メスバウアースペクトルと EPR が提案するバク

テリアルフェリチンのフェロキシダーゼ活性サイトにおける酸化機構は以下の

スキームである 124。 

（scheme 4） 

 本研究のシークエンシャルストップトフローアッセイの結果から、速い反応

相が 72 Fe/shell（3 Fe/subunit）の酸化反応であることを示すため、scheme 4

とは矛盾しない。 

彼らは、メスバウアースペクトルから、フェロキシダーゼ活性サイトに結合し

た鉄の占有状態を計算した結果、FeA
2+、FeB

2+/FeC
3+、FeB

2+/FeC
2+、FeA

2+/FeB
2+/FeC

2+で、

添加した鉄量が増加するに伴って FeB
2+/FeC

2+、FeA
2+/FeB

2+/FeC
2+が増加する傾向が

観測された。E130A 変異体では、FeB
2+/FeC

2+は観測されず、FeA
2+/FeB

2+のみ観測さ

れる結果が報告された 124。DvFtn で FeA
2+/FeB

2+と FeB
2+/FeC

2+として帰属されてい

る 2 つの成分は、Bauminger らの論文で b 状態と e 状態と名付けられ EcFtnA で

も観測されている 120。EcFtnA の E94A（B サイト）、E17A（A サイト）、E50A（A、

Bサイト）、Y24F（Bサイト）は e状態の割合が増加し、一方で、E130A（B、Cサ

イト）、E49A（Cサイト）、E126A（Cサイト）では b状態の割合が増加する。これ

らの実験結果は、EcFtnA と DvFtn で一致しており、DvFtn で提案された酸化ス

キームは EcFtnAにも適応可能であることが考えられる。 

フェロキシダーゼ活性に関する速度論的な実験について、Treffry らは、E49A、

E126A、E130A は野生型よりもフェロキシダーゼ活性が低下することを報告して

いる 22。また、Blue-intermediateの形成・減衰を 600 nmで追跡した場合、E49A、

E126A、E130A、E129K/E130Aは、600nmの吸光度が顕著に増加したことを報告し
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た 123。また、Fe2+/O2比が 2.4 まで減少する Y24F では、600nm の吸光度変化は野

生型と同様の値を示すことを報告した 123。ただし、370 nmの吸光度変化は E49A、

E126A、E130A、Y24F のすべてで減少する 123。Treffry らが行った蛍光消光によ

る Fe2+の結合に関する速度論的解析は、Y24F は結合速度が加速しているが、酸

化速度は低下し、E130Aは野生型と結合速度に違いは見られない一方で、酸化速

度は Y24Fと同様に減少した 125。これらの先行研究から、本研究における EcFtnA

の速い反応は 1.4.3 で述べた Tyr ラジカル形成を伴う反応（Equation 3）であ

ることが考えられる。 

ただし、別の実験結果として、鉄酸化反応において過酸化水素の生成すること

が報告されている 56。F.Bou-Abdallah らは、EcFtnA のフェロキシダーゼ活性サ

イトでの反応で、過酸化水素が生じることを報告しており、上記に示した化学反

応 Equation 3では、過酸化水素は生成されない為、別の反応 pathwayが存在す

ると考えられる。F.Bou-Abdallah らは、考えられる pathway として、哺乳類の

ような dinuclear center での反応機構（pathway 2）を示唆した。また、Dpsな

どで観察される、pathway 2 での反応で生じる過酸化水素と 2つの Fe2+が反応す

る反応機構（Equation 4, 5）によって、4 Fe2+/O2 で反応が進行することで、

EcFtnAのフェロキシダーゼ活性サイトでの反応が 3.5 Fe2+/O2の化学量論で進行

することを説明することができることを示唆した。この反応について、本研究の

速度論的な実験結果から、4Fe2+/O2の反応速度は少なくとも 3Fe2+/O2よりも遅い

と考えられる。ただし、4.0Fe2+/O2は、フェロキシダーゼ活性サイトを持たない

HuFTLでも進行することが報告されており、ミネラル表層での反応と考えられる。

EcFtnAでの 4.0Fe2+/O2で進行する酸化反応が、HuFTLのものと同一かは明らかで

はなく、より詳細な機構の解明にはさらなる研究が必要であると考えられる。 

310 nm で酸化反応を追跡し、リン酸の影響を調べた結果、リン酸存在条件下

であっても遅延相、速い反応相、遅い反応相の 3種類の反応が観測された。リン

酸有無による顕著な違いは、リン酸濃度の増加に伴って、遅い反応が加速するこ

とが明らかとなった。一方で、リン酸の有無に限らず、速い反応の反応には変化

がないことが明らかとなった。この結果は、EcFtnA のフェロキシダーゼ活性サ

イトにおける酸化反応にリン酸は影響しないことを示している。また、遅い反応

は、フェロキシダーゼ活性のターンオーバーで説明されることから、リン酸はフ
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ェロキシダーゼ活性サイトから Fe3+の解離を促進していると考えられる。この結

果は、Ebrahimiらの、PfFtnにおける結果と一致している 106。Fe3+、Fe2+と H2PO4
2-

との結合定数は、それぞれ log K = 8.30 (25℃、I = 0.5 M)、log K = 3.25 

(25℃、I = 0 M)である 126。1.4.2 で述べた通り、ITC測定から EcFtnAの結合定

数は、Ka1 =(3.5 ± 0.8) × 106 M-1, Ka2 =(1.8 ± 0.4) × 105 M-1, n3Ka3∆𝐻3
° =(8.5 ±

16.1) × 105 kJ mol-1 M-1と報告されている 54。Fe2+について着目し各結合定数を

比較した場合、リン酸よりも EcFtnAの方が高い親和性を持つため、フェロキシ

ダーゼ活性サイトでの酸化反応には影響がないと考えられる。一方で、Fe3+では

リン酸の方が EcFtnA よりも高い親和性を持つ。Fe3+と EcFtnAとの間の結合定数

は、ITC測定で報告はなされていないが、57Fe3+を用いたメスバウアースペクトル

測定から、フェロキシダーゼ活性サイトに結合した Fe3+が Fe2+に置き換わること

が観測されており 127、Fe2+よりも結合定数が低いことを考慮すると、フェロキシ

ダーゼ活性サイトに結合した Fe3+は、リン酸によって容易にフェロキシダーゼ活

性サイトから離脱する為、これによってターンオーバーが上昇すると考えられ

る。 

 

3.5. 結論 

 EcFtnA のフェロキシダーゼ活性に関して、カイネティック測定・解析を行っ

た。96 Fe/shell以上の鉄を添加した場合、遅延相、速い反応相、遅い反応相の

少なくとも 3 種類の反応が確認された。シーケンシャルストップトフローアッ

セイの結果から、速い反応相は 72 Fe/shell (3 Fe/subunit)の酸化反応である

ことが明らかとなった。一方で、遅い反応相は、EcFtnA のターンオーバーに由

来することが考えられる。 

 1-5 mM リン酸の条件下で、同様のカイネティック測定を行った結果、速い反

応相については変化が見られなかったものの、リン酸濃度の増加に伴って、遅い

反応が加速したことが確認された。以上の結果から、リン酸の影響は、EcFtnAの

フェロキシダーゼ活性のターンオーバーを上昇させていることが考えられる。 
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4. 神経フェリチン症関連変異体（A96T）の機能解析 

4.1. 序論 

 神経フェリチン症は、フェリチン L鎖遺伝子（FTL1）の突然変異によって生じ

る遺伝子疾患である。神経フェリチン症に関連する L 鎖変異体を含むフェリチ

ン分子は、脳内神経細胞やグリア細胞内に過剰な鉄と共に蓄積される 92-93。FTL1

遺伝子は 4 つのエキソン領域と 3 つのイントロン領域から構成され、その内エ

キソン 4 の領域に変異が生じることで、C 末端領域に 4-16 残基のアミノ酸が伸

長したフェリチン L鎖変異体を生成する 92（図 24）。先行研究から、神経フェリ

チン症に関連する変異は 10種類報告されており、その内 9種類はフレームシフ

ト変異体を生成することが明らかとなっている 92, 95。フレームシフト変異体の

１つである p.Phe167SerfsX26 変異体（以下、FTL498-499InsTC と呼ぶ）の X 線

結晶構造解析の結果から、突然変異によって伸長した C 末端領域はディスオー

ダーしていることが報告されており、FTL498-499InsTCでは、4 回転対称軸上で

各サブユニットの E ヘリックスが分子間で形成するヘリックスバンドル構造が

観測されていない 97, 100。野生型と比較して構造安定性は低下しているが、

FTL498-499InsTC 変異体は生理的条件下で 24 量体を形成することが明らかとな

っている 100。先行研究において、in vitro における鉄取り込みアッセイの結果

から、これらのフレームシフト変異体の鉄取り込み能は HuFTL 野生型と比較し

著しく低下しており、高濃度の鉄イオン存在下で凝集体を形成することが報告

されている 99-100。これらの結果から、細胞内でディスオーダーした C 末端領域

が鉄を介して凝集体を形成することによって、凝集体が神経細胞内に沈着し神

経フェリチン症が発症するというモデルが提案されている 99。 

 神経フェリチン症患者の組織から精製された凝集体には FTH、FTL、FtL498-

499InsTC の 3 種類のサブユニットすべてが存在することが報告されている 100, 

128。先行研究において、H鎖と野生型または FtL498-499InsTCをはじめとする変

異型 L鎖のいずれかから構成されるフェリチンヘテロポリマーを分析した結果、

変異体サブユニットを含むすべてのヘテロポリマーにおいて、鉄取り込み能が

著しく低下し、構造安定性も低下していることが示された 97。これらの結果は、

僅かに変異型 L鎖が 24量体中に存在するだけで、球殻１分子中に存在する 6つ

の 4 回転対称軸上のチャネルのうち 1-2 個の構造・物理化学的な性質を変化さ
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せ、鉄取り込み能を低下させるには十分であることを示唆している。また、神経

フェリチン症に関連する変異がドミナントネガティブに作用することを明確に

示している。 

一方で、神経フェリチン症に関連する唯一の点変異体として、96 番目のアラ

ニンがスレオニンに置換された A96T変異体が報告されている(図 25)129。本研究

の山本・岡田は、HuFTL 野生型と A96T 変異体を、大腸菌発現系を用いて過剰発

現させ、精製後、各分子の構造的な特徴づけを行った 137, 138。その結果、A96Tは、

生理的条件下で 24 量体にアセンブリし、HuFTL 野生型と同様の立体構造を持つ

ことを示した。しかし、A96T 変異体について機能的な特徴づけは行われておら

ず、A96T 変異体が他のフレームシフト変異体と同様に鉄取り込み能が低下して

いるかは明らかとなっていない。本研究では、神経フェリチン症に関連する唯一

の点変異体である A96T変異体を、大腸菌発現系を用いて発現・精製した後、鉄

取り込み能を調べることによって、A96T と神経フェリチン症との関連性を明ら

かにすることを目的とする。 
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図 25. HuFTL のサブユニット立体構造と A96の位置について. 

PDBID: 2FFX. 
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4.2.1 HuFTLと A96T の発現・精製 

 HuFTL発現プラスミドは、HuFTLをコードする DNAフラグメントを人工合成し、

この DNA フラグメントを pET-3c ベクターに挿入し、作製された。HuFTL 発現ベ

クターを用いて、E.coli BL21(DE3)を形質転換した。この細胞を 37 ℃で培養後、

OD600が 0.6-0.8で、0.1 mM IPTG によってタンパク質発現を誘導した。IPTG添

加後、25℃で 20h 培養した。培養した細胞は遠心によって回収され、PBSで懸濁

後、超音波破砕法によって処理された。HuFTL は破砕液上清に存在しており、破

砕液上清は 65℃、10分間熱処理された。熱処理溶液を遠心した後、上清に対し

て終濃度が 50%飽和となるように、硫酸アンモニウムを添加した。形成された沈

殿を 50 mM Tris-HCl 緩衝液（pH 8.0）で懸濁後、懸濁液は同緩衝液に対して

4 ℃、一晩透析された。透析溶液をサンプルに Sephacryl S-300 ゲル濾過カラ

ムクロマトグラフィーによる精製を行った後、Q-sepharose陰イオン交換カラム

クロマトグラフィーを用いて、0-350 mM NaCl 溶液の濃度勾配によって溶出され

た。SDS-PAGE, Native-PAGEによって、HuFTLを含むフラクションを確認し、こ

の溶液に対して終濃度が 5 mM 亜ジチオン酸ナトリウム, 10mM EDTA の条件下で

脱鉄処理が行われた。脱鉄処理溶液は、Sephadex G-25脱塩カラムクロマトグラ

フィーを用いて、20 mM リン酸緩衝液（pH 7.0）に交換された。この溶液をサン

プルに、Superose 6 increase ゲルろ過カラムクロマトグラフィーを行い、HuFTL

を精製した。 

 A96T 発現プラスミドは、HuFTL 発現ベクターを鋳型に QuikChange site-

directed mutagenesis kit を用いて作製された。A96T発現ベクターを用いて、

E.coli BL21(DE3)を形質転換した。この細胞を 37 ℃で培養後、OD600が 0.6-0.8

で、0.4 mM IPTGによってタンパク質発現を誘導した。IPTG添加後 37 ℃で一晩

培養した。HuFTLと同様に、培養した細胞は超音波破砕法で処理された。A96Tは

破砕液沈殿に存在しており、1% Triton X-100 で懸濁、遠心による回収を 3回繰

り返した。その後、蒸留水で同様の操作を行った後、10 M 尿素溶液で可溶化し

た。A96Tのリフォールディングは、10 M 尿素による懸濁液を室温中で 100倍量

の 50 mM Tris-HCl 緩衝液（pH 8.0）で希釈することで行われた。リフォールデ

ィング溶液は遠心後、DEAE-sepharose 陰イオン交換カラムクロマトグラフィー

を用いて、0-500 mM NaCl 溶液の濃度勾配によって溶出された。SDS-PAGE, 
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Native-PAGE によって、A96T を含むフラクションを確認し、Superdex-200 ゲル

濾過カラムクロマトグラフィーによって精製した。 

 

4.2.2 鉄取り込みアッセイ 

 100 mM PIPES 緩衝液 (pH 7.0)中の精製したアポ HuFTL または A96T 溶液(1 

μM)と、0-4.5 mM 硫酸アンモニウム鉄(II)溶液を混合し、混合後 25 ℃で 2 h

静置した。混合溶液を遠心し、上清を回収した。鉄取り込み能は、回収した上清

の 310 nmの吸光度(Abs310)と、上清溶液をサンプルに native-PAGE を行い、プル

シアンブルー染色によるバンドのバンド強度から定量した。 

 

4.3 結果 

 4.2.2 に記述した方法に従って、アポ HuFTL および A96T の発現・精製を行っ

た。精製された A96T 変異体は、円二色性スペクトル、AUC、SAXS によって特徴

づけされ、生理的条件下で HuFTL 野生型と同様の立体構造を保持することが明

らかとなった 137, 138。生理的条件下で A96T が野生型と同様の立体構造を保持し

ていることが明らかとなった為、機能面に変化が見られるか確認する為に、鉄取

り込み能を調べた。球殻１分子に対して 500-4500個の鉄の化学量比になるよう

に濃度の異なる硫酸アンモニウム鉄溶液の希釈系列を作製した。これらの硫酸

アンモニウム鉄溶液とタンパク質溶液の混合後、混合溶液を遠心し、上清の

UV/visスペクトルを測定した。20 mM リン酸緩衝液（ｐH 7.0）中で、鉄の添加 

を行った場合、HuFTL 野生型について高い鉄濃度条件下で凝集体が形成された為、

100 mM PIPES 緩衝液（pH 7.0）で測定を行った。その結果、添加した鉄量の増

加に伴って、Abs310が上昇し、Fe2+添加量が 2500Fe/shell以上の高い鉄濃度条件

下でプラトーに達していることが確認された（図 26）。上記のサンプルについて、

native-PAGEを行い、プルシアンブルー染色によって鉄コアの存在に由来するバ

ンドを検出した（図 27）。24量体に相当する位置にバンドが検出され、バンド強

度を Image Jで定量した結果、得られたバンド強度は、HuFTL と A96Tとの間で

差は見られなかった（図 28）。これらの結果から、in vitro において、A96T変

異体は野生型と同様の鉄取り込み能を保持しており、フェリチン球殻内部に鉄

コアを形成することが可能であることが明らかとなった。 
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図 26. A310変化を用いた HuFTL野生型と A96Tの鉄取り込みアッセイ. 

(赤)HuFTL. (青)A96T. エラーバーは標準偏差. 
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図 27. プルシアンブルー染色による HuFTLと A96Tの鉄取り込みアッセイ 

 

図 28. プルシアンブルー染色でのバンド強度の比較 

(赤)HuFTL. (青)A96T. エラーバーは標準偏差. 
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4.4 考察 

  各鉄濃度条件における A310 とプルシアンブルー染色された native-PAGE のバ

ンド強度の変化について、500-3000Fe/shell の領域では、それぞれの値は上昇

した。3500Fe/shell 以上の条件においては、ほとんど変化が見られずプラトー

に達しており、これらの結果から、A96T は HuFTL と同等の鉄取り込み能力を持

つことが明らかになった。先行研究において、神経フェリチン症に関連するフレ

ームシフト変異体 FTL498-499InsTCは、1 mM 以上の鉄濃度条件（1000Fe/shell）

で凝集体を形成することが報告されている。この点において、神経フェリチン症

に関連する全ての変異体が、鉄取り込み能が著しく低下し、高い凝集体形成傾向

を必ずしも示すわけではないことが明らかとなった。 

A96は C-helix の N末端付近に位置し、H鎖を含む哺乳類のフェリチンに保存

されている。鉄取り込みアッセイの結果から、A96T は野生型と同等の鉄の取り

込み能を保持しており、鉄取り込み能に A96 が必須でないことが示された。し

たがって、本研究の A96Tが野生型と同等の鉄取り込み能を保持しているという

結果は、A96T は神経フェリチン症に関連するフレームシフト変異体の結果から

提唱されているディスオーダーした C 末端領域と鉄を介した凝集体形成のモデ

ルとは異なる機構で神経フェリチン症を発症することを示唆している。 

岡田は、A96T 変異体のリフォールディング効率が野生型と比較して低下して

いることを報告している。この結果に基づき、岡田は、細胞内で A96Tが正しく

フォールディングせず、凝集体を形成するために、鉄代謝に変化が生じた結果と

して、神経フェリチン症が発症するというモデルを提案した 137。 

A96T 変異体に関する病理学的な先行研究について、これまでに免疫組織化学

染色や鉄の沈着に対して感度の高い T2
*強調 MRI 画像に関する報告はなされてい

ない。また、Muhoberac と Vidalらは、A96T変異のキャリアである母親が、無症

状であることから、A96T 変異が神経フェリチン症の原因であるか否かという点

について指摘している 93。この為、A96T が病原性であり、フレームシフト変異

体とは異なる機構によって神経フェリチン症が発症するのか、もしくは、単に

HuFTLの多型の１つでしかないのかは明らかになっていない。したがって、A96T

による神経フェリチン症の発症機構の解明には in vivo での更なる研究が必要

であると考えられる。 
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4.5 結論 

 HuFTL および A96T の鉄取り込み能を A310 とプルシアンブルー染色された

native-PAGE のバンド強度の変化を用いて定量した。A310 とプルシアンブルー染

色された native-PAGE のバンド強度は HuFTL と A96T で差は見られず、A96T は

HuFTL と同等の鉄取り込み能を保持することが明らかとなった。この結果は、

A96T による神経フェリチン症の発症の発症機構が、先行研究で提案されている

フレームシフト変異体の鉄取り込み能の低下と凝集体形成による発症機構とは

異なる可能性があることを示唆している。 
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5. 総論 

5.1.鉄コア構造の形態学とリン酸が鉄コア構造に及ぼす影響について 

 本研究は、SAXS、TEM、AUC の実験手法を組み合わせることによって、リン酸

が鉄コア構造に及ぼす影響を調べた。先行研究では、Silvaらは、ウシ肝臓フェ

リチンやラット肝臓フェリチンで、リン酸が鉄コア形成や球殻内部からの鉄の

放出に影響を及ぼすことを示唆した 75。Paridaらは、Mtb BfrB の鉄コア構造に

及ぼすリン酸の影響を調べている 107。Reutovich らは、HuFTHと HuFTLのヘテロ

ポリマーが形成する鉄コア構造にリン酸が及ぼす影響を調べた 130。 

 本研究では、EcFtnA について SAXS、TEM、AUCを相補的に用いて、鉄コア構造

を解析し、リン酸が鉄コア構造に及ぼす影響を調べた。TEMによる観察と AUC測

定から計算される c(s)分布関数から、リン酸非存在下では、EcFtnA 内腔に直径

2-4 nmのサブ粒子が複数形成される一方で、リン酸存在下では、直径 8 nmの概

ね均一な鉄コア粒子が観測された。一方で、SAXS測定では、観測された Rgの値

から、リン酸存在下で形成された鉄コア粒子が内径 6 nm程の球殻構造である 

ことを明らかにした。 

鉄コア構造を調べる際に、TEMは簡便かつ強力な手法である。近年は、HAADF-

STEMによって、鉄コア細部の構造を鮮明に観察することが可能になった。HAADF-

STEMは高角に散乱した電子線を用いるため、小角側に EDXや EELS を設置するこ

とで、同時に元素分析も可能である。この為、リン酸を含む鉄コアの観察で、鉄

コア内での Feやリン酸の分布などを測定可能であることが期待される。一方で、

TEMは、細部まで鮮明に観察することは可能であるが、溶液中での分子全体のふ

るまい（巨視的な特徴）を調べることには不向きな手法である。TEM画像から統

計データを計算することも可能であるが、例えば HAADF-STEMではアポフェリチ

ンはコントラストが弱く観測出来ない点など完全ではない。本研究では TEM 以

外にも AUCや SAXS を用いて鉄コア構造の特徴づけを行った点が、先行研究と異

なるユニークな点である。HoSFについて、SAXS、SANSを用いた実験や AUCを用

いた実験は報告されているが、先行研究では、ホロフェリチン作製の際に生じる

フェリチン球殻外部に形成された酸化鉄やタンパク質の凝集体を除去していな

い為、データの解釈が困難となっていた 114, 131。本研究では、調製したホロ EcFtnA

溶液について、ゲル濾過クロマトグラフィーによって精製し、SAXS、TEM、AUC測
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定を行った。これらの手法の相補的な利用は、ホロ EcFtnAに限らず、他の生物

種のフェリチンの鉄コア構造の解明にも適用できると考える。また、フェリチン

の内腔には、半導体材料などに利用可能な鉄以外の金属ナノ粒子も形成される。

したがって、フェリチンの内腔に形成された鉄以外の金属ナノ粒子の構造解析

にも、本研究で用いた実験手法は応用可能であると期待される 132-135。 

 

5.2. バクテリアルフェリチンのフェロキシダーゼ活性サイトにおける酸化反

応とリン酸が生理学的な機能に及ぼす影響について 

 ここで、“バクテリアルフェリチンと哺乳類フェリチン H 鎖におけるフェロ

キシダーゼ活性サイトでの反応機構の差は、どのような進化学な背景に由来す

るのか？"について考える。構造生物学的な違いとして、バクテリアルフェリチ

ンのフェロキシダーゼ活性サイトに特有に見られる Cサイトが挙げられる。Cサ

イトの詳細な機能は明らかではないが、Treffry らが行った変異体を用いた実験

は、E49A、E126A、E130A は、反応機構が HuFTH 様に変化し、ターンオーバーが

上昇することを報告した 22。また、これらの変異体の酸化速度は野生型と比較し

て低下していることも報告している 123。 

本研究で、 EcFtnA のフェロキシダーゼ活性に関してストップトフロー装置

を用いた速度論的解析を行ったところ、48-480Fe/shell の鉄を添加した結果、

遅延相、速い反応相、遅い反応相の少なくとも 3つの反応が確認され、速い反応

相は 3つの Fe2+の酸化反応、遅い反応相はフェロキシダーゼ活性サイトのターン

オーバーであることが明らかとなった。この結果から、リン酸存在下で反応が進

行する条件下ではリン酸によってフェロキシダーゼ活性のターンオーバーが上

昇するため、Cサイトを取り除くことで、酸化速度を遅くする代わりにターンオ

ーバーを上昇させるという方向に選択圧がかかる可能性は低いと考えられる。 

一方で、哺乳類の場合、細胞内のリン酸濃度が同等であるにも関わらず、フェ

リチン内腔に形成される鉄コアにリン酸を含まない理由は不明である。試験管

内で、リン酸存在条件下で、ウシ肝臓フェリチンの内腔に形成される鉄コア中に

含まれる Piと Fe の比は、Pi : Fe = 1 : 2-4 であることが報告されている 75。こ

の為、生体内で哺乳類由来のフェリチン内腔に形成される鉄コアのリン酸含有

量は低いが、in vitro で、生体由来よりも高いリン酸含有量の鉄コアを形成す
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ることが可能である。本研究では、20mM リン酸緩衝液中で、HuFTL の鉄取り込み

実験を行った際に、沈殿が生じた。同様の結果が、リコンビナント HoSF L鎖ホ

モオリゴマーや HuFTLホモオリゴマーで観測されている 71, 136。鉄の添加によっ

て凝集体を形成することから、リン酸がフェロキシダーゼ活性を持たない L 鎖

の鉄取り込みを阻害するような影響を保持していることが示唆されている。フ

ェロキシダーゼ活性をもつ場合、早急に Fe3+に酸化され、フェリチン内腔に鉄コ

アとして堆積する為、球殻外部での鉄酸化による凝集体形成を抑制することが

できると考えられる。一方で、L鎖の場合は、フェロキシダーゼ活性が欠損して

おり、溶存酸素による自動酸化によって緩やかに鉄コアの形成が進行する為、リ

ン酸存在下においては、フェリチン球殻外部で形成される Fe-PO4 複合体の存在

量が H鎖の場合よりも増加し、結果として凝集体が形成しやすいと考えられる。 

哺乳類フェリチンの場合は、機能の異なる 2 種類のフェリチンサブユニット

のヘテロオリゴマーである一方で、バクテリアルフェリチンは H 鎖型のサブユ

ニットのホモオリゴマーである。哺乳類フェリチンの場合、鉄コア形成の核形成

サイトを持つＬ鎖サブユニットが存在している為、哺乳類フェリチンのＨ鎖サ

ブユニットは“鉄の貯蔵”よりも、酸化的ストレスを効率的に排除するように進

化したと考えられる。また、金属シャペロンとして PCBPなどが存在している為、

一時的に Fe2+が金属シャペロンと結合し、フェントン反応を防いでいる可能性も

考えられる。バクテリアの場合、バクテリアルフェリチンだけではなく、バクテ

リオフェリチンも存在している。単細胞系のバクテリアなどは、Fe によって誘

起される酸化的ストレスは致死的であり、これに起因する選択圧がかかること

が期待されるが、酸化的ストレスに応答して発現が誘導されるのは EcBfr であ

り、EcFtnA は RNaseIII で制御されている。EcBfr と EcFtnA のＣサイトを比較

した場合、EcBfrのＣサイトを構成するアミノ酸残基は少し異なる為、酸化的な

ストレスは EcBfr に対して選択圧がかかっている可能性が考えられる。したが

って、バクテリアルフェリチンが少ない酸素量でより多くの鉄を速く酸化し、貯

蔵する為には、リン酸と C サイトの存在が重要となっていると考えられるが、

その役割を解明する為には更なる研究が必要である。結論として、鉄コア中のリ

ン酸は鉄コアの形成過程の単なる副産物ではなく、フェリチンによる鉄酸化・ミ

ネラル化に影響を及ぼし、鉄代謝に重要な役割を担っていると考えられる。 
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