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研究成果の概要（和文）：生体は常に有毒な有機分子にさらされているが、細胞は防御策としてこれらを排出す
る機構を有している。この排出機構の分子実体は膜タンパク質である「排出輸送体」である。本研究では有機分
子の排出機構に着目し、多剤排出輸送体MATEの構造解析を行った。
真核生物由来MATEに関しては，昨年度、シロイヌナズナ由来MATE輸送体AtDTX14の外向き開状態の構造を決定
し、構造に基づいた変異体解析を行い、輸送機構を検証した。一方で、真正細菌由来のMATEであるVcmNについて
も構造解析を行った。本構造解析の結果から、VcmNはH+駆動力依存的なTM1折れ曲がりにより基質を排出するこ
とが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Living organisms are constantly exposed to toxic organic molecules, and 
cells have a mechanism to excrete them as a defensive measure. The molecular entity of this efflux 
mechanism is the membrane protein, the "efflux transporter". In this study, we analyzed the 
structure of MATE, a multidrug efflux transporter, focusing on the efflux mechanism of organic 
molecules. For eukaryotic MATE, we determined the structure of the outward opening state of the MATE
 transporter AtDTX14, from Arabidopsis, and verified the transport mechanism by structure-based 
mutational analysis. We also analyzed the structure of VcmN, a MATE from a pathogenic bacterium. The
 results of this structural analysis suggested that VcmN extrudes the substrate by H+-motive 
force-dependent TM1 bending.

研究分野： 構造生物学

キーワード： Ｘ線結晶構造解析　膜タンパク質　多剤耐性菌　薬物動態

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体は常に有毒な有機分子にさらされているが、細胞は防御策としてこれらを排出する機構を有している。これ
らの排出にかかわるMATE輸送体は細胞内外の物質の分布を制御する役割を担うため、その輸送機構を解明するこ
とは生命現象を理解するうえで必須であり、さらに医薬への応用などにおいても重要である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

病原菌由来 MATE 細胞にとって有害な異物を細胞内から細胞外へ排出することは，生物に備わった
基本的な生体防御機構である。このような生体異物の排出は，多剤排出輸送体とよばれる膜タンパク質
によって担われている。Multidrug and toxic compound extrusion (MATE) トランスポーターは，真正細
菌・古細菌から高等真核生物に至るまで広く保存された多剤排出輸送体の一つである。MATE は，細
胞膜を介した Na+または H+の濃度勾配を利用した対向輸送により，細胞にとっての異物である薬剤 (主
に有機カチオン性化合物) を能動的に排出する。そのため，病原性細菌に由来する MATE は多剤耐
性菌出現の一因となっており，その基質輸送機構の解明が待ち望まれていた。近年，MATE の生化学
的・構造生物学的な研究が急速に進展し，原核生物に由来する MATE の結晶構造が複数報告された。
原核生物に由来する MATE の構造は，12 本の膜貫通 (transmembrane; TM) ヘリックスをもち，TM1–
TM6 からなる N-lobe と TM7–TM12 からなる C-lobe が擬似的な対称性をもって向き合っているという共
通の特徴がある。このような構造的な知見が広がる一方で，H+駆動型の MATE はどのような構造変化に
よって基質を輸送するのか，その分子機構についてはこれまで統一的な見解が得られていなかった。 
真核生物由来 MATE 生体異物を排出する機構はあらゆる生物が共通して持ち、ヒトでは尿や便へ排
出することで、植物では液胞にため込むことで実現している。生物は異物排出にかかわる膜輸送体を複
数種類持っており、それらを協調的に利用することで細胞の間での異物の受け渡しや異物の体外への
排出をおこなっている。MATE はその一つであり、例えばヒトにおいては、異物排出の最終段階である
「尿への排出」を担っている（図１）。MATE は細胞膜を介したプロトン濃度勾配を駆動力とし、様々な化
学構造をもつ有機化合物を細胞外へと輸送する。私たちの生活において、主要な生体異物としてあげ
られるのは医薬品などの薬剤であり、MATE は薬剤の体内でのふるまいを決定する因子となっている。
たとえば MATE が運びやすい薬剤は腎臓から排出されやすく、また MATE が運べない薬剤は腎臓に
蓄積して腎臓毒性を示すことが報告されている。このように、MATE がどのようにして薬剤を輸送してい
るのかを理解することは薬剤の有効性と安全性を見積もるうえで重要であり、その詳細な解明が待たれ
ている。 
２．研究の目的 

本研究では，原核生物に由来する H+駆動型 MATE による基質輸送機構の解明を目的として， 病原菌
Vibrio cholerae 由来 MATE ホモログ VcmN の構造解析をおこなった。さらに、真核生物 MATE の基質
認識と輸送機構を理解することを目的とし、その立体構造解析を行った。真核膜蛋白質は試料調製・結
晶化が非常に困難であり、現時点でも報告例は限られている。本研究では、困難であるが生物学的に
意義が大きく、医薬学・農業への応用面からも非常にインパクトが大きい真核生物 MATE の構造・機能
解析に挑戦し、その基質認識と輸送機構の解明を目指した。 
３．研究の方法 

Vibrio cholerae に由来する MATE ホモログタンパク質のうち，VcmN が H+によって駆動されることを明ら
かにし，構造解析の対象とした。精製した VcmN を脂質キュービック相法 (LCP 法) により結晶化し，異
なる結晶化条件から結晶 I (pH 7.5–8.0) および結晶 II (pH 5.0) を得た。結晶 I および結晶 II から，異
なる 2 つの VcmN の構造をそれぞれ 2.2 Å および 2.5 Å 分解能で決定した。 また、真核生物由来
MATE については、ゲノム情報が公開されている様々な真核生物から MATE ホモログをクローニング
（あるいは遺伝子合成）し、発現系を構築、簡易的に生成を行い安定性の評価を行った。その結果、植
物シロイヌナズナ由来の AtDTX14 という MATE ファミリー輸送体が構造解析に適していることが判明し
た。精製した AtDTX14 蛋白質を LCP 法により結晶化し，回折像の測定、分子置換法による位相決定
を行い、AtDTX14 の立体構造を決定した。また、大腸菌を用いた遺伝学的な解析により、AtDTX14 の
輸送能を検証した。 
４．研究成果 
病原菌由来 MATE 得られた VcmN の全体構造は，構造既知の全ての MATE ホモログと同様に，N-
lobe (TM1–TM6) と C-lobe (TM7–TM12) からなり，その間隙は細胞外側に開いていた（図２）。結晶 I
および結晶 II から得られた構造はよく似ていたが，TM1 の構造が異なっていた（図２）。結晶 I から得ら
れた構造では TM1 がまっすぐ伸びている一方で，結晶 II から得られた構造では TM1 が Pro20 を基点
として折れ曲がっていた。このことから，結晶 I および結晶 II から得られた構造をそれぞれ straight form
および bent form と名づけた。この TM1 の構造変化は，さきに構造の報告された古細菌 Pyrococcus 
furiosus に由来する H+駆動型 MATE (PfMATE) においても同様に見られた (Tanaka et al., Nature, 
2013)。このことから，古細菌に由来する H+駆動型 MATE で見られた構造変化が，真正細菌に由来する
H+駆動型 MATE である VcmN でも起こることが明らかになった。 
構造変化の見られた TM1 の細胞外側では，TM1 の Asp35 を含む複数のアミノ酸残基が水素結合ネッ
トワークを形成していた。この水素結合ネットワークの相互作用様式は，straight form と bent form とで大
きく異なることが見出された（図３）。 2 つの構造における Asp35 の周囲の環境や結合様式の違いから，
straight form では Asp35 は脱プロトン化しており，bent form では Asp35 がプロトン化していることが推
測された。これらの知見から，H+が Asp35 に結合することによって水素結合ネットワークの再編成が起こ
り，その結果として Asp35 を含む TM1 の細胞外側がタンパク質内部へと引き込まれることで，TM1 の
Pro20 を基点とした折れ曲がりが誘起されることが示唆された。 
VcmN の straight form では，N-lobe 内部に結晶化で使用した脂質モノオレイン分子が疎水性相互作用
で結合しており，このモノオレインが VcmN の基質を模していると考えられた（図４）。PfMATE の N-lobe
内部には基質が結合していたため，VcmN でもここが基質結合部位であると推測された。VcmN の bent 
form では，TM1 の構造変化により N-lobe 内部の容積が減少していた（図４）。PfMATE においては，基



質結合部位であるこの N-lobe 内部の容積の減少が基質の結合を妨げる役割を果たすことが示唆され
ている。VcmN と PfMATE で類似の構造変化が見られたことから，この基質輸送機構は VcmN において
も保存されていることが示唆された。 
さらに TM1 の保存された Asp 残基の変異体 D35N の結晶構造も 2.8 Å 分解能で決定した。D35N 変異
体構造での TM1 は，bent form に比べると折れ曲がりの程度は小さいものの，straight form に比べると
N-lobe cavity 内部側へ折れ曲がっていた（図４）。また D35N 変異体構造での N-lobe cavity の水素結
合ネットワークは，straight form とも bent form とも異なる相互作用様式であった。これらの結果から，基
質輸送サイクルの過程では Asp35 の静電状態の変化と共役して TM1 の折れ曲がりが起こるという輸送
メカニズムの仮説が支持された。 
以上の結果と，N-lobe の水素結合ネットワークに関わるアミノ酸残基および TM1 の Pro20 の保存性が
高いことを合わせて考えると，pH 依存的な N-lobe の水素結合ネットワーク再編成および TM1 の構造
変化を伴う基質輸送機構は，真正細菌および古細菌に由来する H+駆動型 MATE において保存されて
いることが示唆された（図５）。 
真核生物由来 MATE MATE の結晶構造は 12 本の膜貫通へリックス（TM）から成る構造をしており、
細胞外側へと開いた構造をとっていた（図６）。今回の MATE の構造では、７本目の膜貫通へリックス
（TM7）が大きく折れ曲がっており、輸送基質が結合すると考えられていた部位を押しつぶしていた。こ
のことから、今回得られた構造は輸送基質を排出した直後の状態であることが予想された。この TM7 の
折れ曲がりは酸性アミノ酸同士の相互作用によって誘起されており（図６）、この酸性アミノ酸同士の相
互作用を中心とし、多くの親水性アミノ酸と水素結合ネットワークが形成されていた。さらには、この水素
結合ネットワークの形成されている環境は、疎水性アミノ酸のクラスターによって溶媒環境から隔離され
た疎水的な環境となっており、親水性アミノ酸同士の相互作用が形成されやすくなっていることが確認
された。以上のことから、この酸性アミノ酸のプロトン化状態の変化が引き金となって水素結合ネットワー
クが形成されることで TM7 が折れ曲がり、輸送基質が排出されるという機構が予想された（図７）。 
そこで、大腸菌を用いた解析によってこの MATE の輸送機構モデルを遺伝学的に検証し、MATE の輸
送機構において TM7 周辺の水素結合ネットワークが輸送機構に重要であることを明らかにした。さらに、
今回得られた MATE の構造をもとにヒト MATE の構造モデルを作成し、ヒト由来細胞を用いた解析を実
施した。その結果、今回の結晶構造から提唱された機構がヒト MATE においても存在することが確かめ
られた。 
本成果は、ヒトや植物を含めた真核生物に共通する MATE による異物排出機構を明らかにしたもので
ある。明らかになった輸送メカニズムにより、将来、MATE の輸送機構を考慮した薬剤設計による薬剤の
腎臓毒性の解消につながるとして期待される。 

 

図１ ヒト体内での MATE の役割の模式図 ヒトにおいて MATE は腎臓の細胞膜に発現し、プロトンの
濃度勾配を利用して生体異物を尿へと排出する。 
 

 
図２ VcmN の全体構造 右図で straight form と bent form をそれぞれ緑とオレンジで示した。 



 

図３ TM1 周辺の水素結合ネットワークの変化 Straight form と bent form で水素結合ネットワークが変
化している。右図は bent form において N-lobe と C-lobe の間隙から見た N-lobe の断面図。 
 

 

図４ 基質が結合すると考えられる部位および D35N 変異体との構造比較 Straight form の N-lobe 内
ポケットにモノオレイン分子が観測された。右図は straight form, bent form, D35N 変異体各構造の N-
lobe を重ね合わせ図。 

 

図５ VcmN の輸送機構モデル 基質結合状態では，VcmN は straight form である。H+が TM1 の Asp35
に結合するとその周辺の水素結合ネットワークの再編成が起こり，VcmN は bent form になる。TM1 が折
れ曲がることで，基質結合部位の容積を減少させて基質の結合を妨げる。以上の機構により，基質結合



と H+結合の排他性が実現される。 
 

 

図６ MATE の立体構造および TM7 周辺の水素結合ネットワーク MATE の C 末端側（左図の向かっ
て右側半分）内に多くの相互作用が存在することが確認された。右図にはその詳細を示している。 
 

 
図７ 提唱された MATE の基質排出メカニズム MATE の C 末端側に存在する基質結合ポケットに生
体異物が結合し、細胞外開状態に構造変化し、生体異物が細胞外へと放出される。プロトンが酸性アミ
ノ酸に結合することによって TM7 が折れ曲がり、基質結合ポケットをふさぐ。その後細胞内開状態へと
構造変化し TM7 が、輸送サイクルが一周する。 
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