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研究成果の概要（和文）：高等動物から原核生物に至るまで、生体膜内外のプロトン濃度勾配（プロトン駆動
力）は、生命活動を担う重要なエネルギー源になる。本研究では、プロトン駆動力を鉄や栄養素の輸送に供給
し、これまで構造情報の不足していた膜蛋白質複合体ExbBDの構造解析を行った。X線結晶構造解析からExbBの構
造を2.8Å分解能で決定し、さらに単粒子解析からExbB/ExbD複合体の構造を明らかにした。その結果、pHの変化
に伴いサブユニットの数が変化し、これがチャネル活性に大きな影響を及ぼすことを明らかになった。これは膜
タンパク質がダイナミックに構造を変化させることで活性化する新しい作動機構と考えられる。 

研究成果の概要（英文）：Gram-negative bacteria import essential nutrients such as iron and vitamin 
B12 through outer membrane receptors. This process utilizes proton motive force harvested by the Ton
 system made up of three inner membrane proteins, ExbB, ExbD and TonB. ExbB and ExbD form the proton
 channel that energizes uptake through TonB.  We present structures of hexameric complexes of ExbB 
and ExbD revealed by X-ray crystallography and single particle cryo-EM. Image analysis shows that 
hexameric and pentameric complexes coexist, with the proportion of hexamer increasing with pH.  
Channel current measurement and 2D crystallography support the existence and transition of the two 
oligomeric states in membranes. The hexameric complex consists of six ExbB subunits and three ExbD 
transmembrane helices enclosed within the central channel. We propose models for activation / 
inactivation associated with hexamer and pentamer formation and utilization of proton motive force.

研究分野： 構造生物学

キーワード： クライオ電子顕微鏡　X線結晶構造解析　単粒子解析　電子線三次元結晶構造解析　イオンチャネル　プ
ロトン駆動力　構造多型　ダイナミクス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究で、生命の根源的なエネルギーであるプロトン駆動力を利用するExbBDの構造をX線結晶構造解析と単粒
子クライオ電子顕微鏡法により決定した。また、これまで知られていなかった膜蛋白質のダイナミックな形態変
化という新しい現象の一端が明らかになった。同様の機構は、他の膜蛋白質でも機能の制御などに利用されてい
る可能性も考えられる。このような研究を通じて、実際に薬剤が機能していく段階や過程を可視化することで、
新しい創薬技術の創出へと発展することも期待できる。今後、導入した新型クライオ電子顕微鏡を用いて、より
高い分解能での単粒子解析と高精度な電子線三次元結晶構造解析を進め、研究を加速したい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
高等動物から原核生物に至るまで、生体膜内外のプロトン濃度勾配（プロトン駆動力）は、生

命活動を担う重要なエネルギー源になる。このエネルギーを使って、ATP 合成、栄養素や合成
した蛋白質の輸送、薬剤の取り込みや排出、運動の駆動等が実現される。細菌では、同じファ
ミリーに属する膜蛋白質がいろいろな生命活動にプロトン駆動力を供給しているが、その構造
情報は不足していた。 
 
２．研究の目的 

 
生命活動にプロトン駆動力を供給する膜蛋白質の内、鉄輸送に関わる ExbBD 等の電子線及び

X 線結晶構造解析と電子線単粒子解析を進めた。これにより、いろいろなイオン環境下におけ
る構造やコンフォメーションの変化を高い空間分解能で捉える他、イオン通路等の機能部位の
荷電状態の精密解析に繋げる基盤を造ることを目的とした。以上から、この膜蛋白質ファミリ
ーに共通するイオン駆動力の利用、機能発現に繋がる分子機構の詳細の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
大量に発現、精製した蛋白質溶液を薄い氷に凍結し、単粒子解析を行うと共に、試料を結晶

化し X 線結晶構造解析を進めた。X 線結晶構造解析から ExbB の高分解能で構造を決定し、さ
らに、単粒子解析からは空間分解能はやや劣るが結晶格子に縛られない ExbB/ExbD 複合体の構
造を得ることができた。さらに、より生理的な環境に近い脂質二重膜中での二次元結晶化やリ
ポソーム中でのチャネル活性の測定を行った。その結果、ExbB/ExbD 複合体のダイナミックな
活性化の機構を明らかにできた。 
また、量子化学計算によるイオン散乱因子の同定、より高い分解能で単粒子解析と電子線三

次元結晶構造解析のため、新型クライオ電子顕微鏡をデザインし導入した。 
 
４．研究成果 
 
X 線結晶構造解析により ExbB の 2.8Å 分解能での構造決定に成功した。さらに単粒子解析か

ら ExbB/ExbD 複合体の 5 量体と 6 量体の 2 種類の構造を明らかにした（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、脂質膜中で 2 次元結晶を作製、画像解析したところ、より生理的な環境に近い状態に

おいても 5 量体と 6 量体の両者が含まれることが分かった。さらに、リポソームに組み込み異
なる pH でチャネル活性を測定する等の解析の結果、この二つの構造が相互に変換することが
示された。以上から、pH の変化に伴いサブユニットの数が変化し、これがチャネル活性に大き
な影響を及ぼすことが明らかになった（Maki-Yonekura et al., eLife, 2018）。これは膜蛋白質がダ
イナミックに構造を変化させることで活性化する新しい作動機構と考えられる(図 2)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 ExbB/ExbD複合体の 6量体と
5 量体の構造変化による活性制御
の機構。上段はクライオ電子顕微鏡
の分子像の 2 次元平均、下段はその
原子モデル。左の活性化状態（ExbB
の 6 量体と ExbD の 3 量体）では、
黄色の丸で示した水素イオンの通
り道が形成されるが、右の不活性化
状態（ExbB の 5 量体と ExbD の単
量体）では、水素イオンが透過する
スペースは存在しないことが分か
る。 

図 1 クライオ電子顕微鏡の単粒子解析
から得られたExbB/ExbD複合体の6量体
構造。 
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さらに、新型クライオ電子顕微鏡を導入し、電子線三次元結晶構造解析(Yonekura et al., J. 
Struct. Biol., 2019)と単粒子解析(Hamaguchi et al., J. Struct. Biol., 2019)において、高精度の構造解
析に成功した。また、荷電状態解析のため参照データが存在しなかった水素、炭素、窒素、リ
ン、硫黄のイオン散乱因子を量子化学計算により決定した (Yonekura  et al., IUCrJ, 2018)。 
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