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研究成果の概要（和文）：error prone PCRで調製されたADP/ATP輸送体の変異cDNAライブラリーと酵母の高効率
なgap-repair cloning法を併用して、ボンクレキン酸存在下で輸送機能の復帰したADP/ATP輸送体の変異株を獲
得する実験を進めた。その結果、すでに知られていたL142S、G298Sの2つの変異を再現できるとともに、I200V、
S245P、V300Iという新たな変異を同定することができた。更にこれらの変異したアミノ酸が、実際にボンクレキ
ン酸からファンデルワールス距離内にあることが結晶構造解析で証明され、我々の方法が実用的なものであるこ
とが実証された。

研究成果の概要（英文）：We tried to isolate the revertant yeast cells viable on the glycerol plate 
containing bongkrekic acid, by screening the library of yeast cells expressing randomly mutated 
mitochondrial ADP/ATP carrier.  As a result, we succeeded in identifying two known mutations of 
L142S and G298S, and three unknown mutations of I200V, S245P and V300I.  Furthermore, these 
identified amino acids were shown to locate closely to bongkrekic acid, by independently achieved 
crystallographic analysis of the ADP/ATP carrier complexed with bongkrekic acid.  

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： ADP/ATP輸送体　ボンクレキン酸　分子間相互作用　復帰変異株

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膜タンパク質とリガンドの相互作用の様式の理解は、創薬を考える上で極めて大きな課題であるが、これまでは
光親和性標識かタンパク質のX線結晶構造解析しか実験法が確立されておらず、新たな研究手法の開発が急務で
あった。
今回の研究によって、我々が見出した高効率な復帰変異株獲得による膜蛋白質とリガンドの相互作用解析法が実
用的なものであることが示され、新たな研究手法になり得るものと期待される。

※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 
膜タンパク質がそのリガンドとどのように相互作用しているのかを解析することは、創薬を考
える上で極めて大きな課題である。しかし、これまで膜タンパク質とリガンドの相互作用の様式
を解明する方法としては、光親和性標識を用いて相互作用しているアミノ酸残基を同定するか、
リガンドの結合したタンパク質の結晶構造を X 線で解析する方法しか実験法が確立されておら
ず、新たな研究手法の開発が急務であった。 
 
２．研究の目的 
膜タンパク質とその阻害剤の相互作用の様式を理解する別の方策として、阻害剤存在下でも活
性を示す「復帰変異株」を取得するという方法がある。この方法の retionale は「阻害剤存在下
でも活性を示すタンパク質では、阻害剤との親和性を低下させるアミノ酸の変異が起きている
ので、変異したアミノ酸残基が阻害剤と相互作用している」というものである。 
しかし、従来用いられてきた復帰変異株獲得法では、エチルメタンスルホン酸（EMS）や UV 照
射によってゲノムにランダム変異を入れる方法が採用されており、標的タンパク質の遺伝子以
外にも変異が入るため、オフターゲット効果の排除が大きな課題であった。また、標的タンパク
質をコードする cDNA に特異的に変異を入れる方法としては、PCR 反応液の Mg2+を Mn2+に置
き換えることで変異を誘発するという「error prone PCR 法」が利用可能であったが、調製され
た変異 cDNA ライブラリーをベクターに結合し、細胞に導入するプロセスの効率が低く、実用
的ではなかった。 
我々は error prone PCR 法と酵母の遺伝子修復能を利用した gap repair cloning 法を併用する
ことで、極めて高効率に復帰変異株を獲得する方法を確立することに成功した。そこで、この方
法を用いることで膜タンパク質とその阻害剤の相互作用の様式を解析できるのではないかと考
え、本研究ではこの可能性について検討することにした。 
 
３．研究の方法 
標的タンパク質としてミトコンドリア内膜の ADP/ATP 輸送体を選び、その特異的な阻害剤であ
るボンクレキン酸との相互作用の様式を理解することを目指し、実験系の構築を進めた。 
野生型酵母では、ミトコンドリアの 2型 ADP/ATP 輸送体（yAAC2）の遺伝子を破壊すると、その
酵母は酸化的リン酸化反応で ATP を合成できなくなるため、グルコース培地では生育できるが、
グリセロール培地で生育できなくなる。しかし、yAAC2 遺伝子破壊株に酵母の 2型 ADP/ATP 輸送
体の発現ベクターを導入すると、この酵母はグリセロール培地で生育できるようになる。そこで、
発現させる ADP/ATP 輸送体の cDNA に error prone PCR で変異を入れ、vector と gap repair さ
せることで変異体をランダムに発生させることとした。 
 
４．研究成果 
まず、ボンクレキン酸耐性になった変異株を同定するためのスクリーニング系の構築が重要な
課題であった。ボンクレキン酸はミトコンドリアの内側から ADP/ATP 輸送体に作用することが
知られているが、3つのカルボキシル基を有しているため、中性条件下では膜透過性が低く、ミ
トコンドリアの外側から添加して ADP/ATP 輸送体を阻害させるためには反応液の pH が 5程度の
弱酸性でないといけない。しかし、pH5 ではグリセロールを添加した寒天培地が固化せず、この
問題の克服が第一の課題であった。幸い、あらかじめ pH5 に調製した培地をオートクレーブする
のではなく、オートクレーブ後に pH を低下させることで寒天培地を固化させることができるこ
とを見出すことができた。また、塗布するボンクレキン酸の至適濃度の特定も大きな課題であっ
たが、2 µM のボンクレキン酸を塗布した寒天培地を用いるという実験条件を特定することがで
きた。 
ボンクレキン酸耐性を示す酵母のスクリーニングを繰り返し、いくつかの耐性株の獲得ができ
たが、この段階での株は false positive なものも少なくなく、取れてきた耐性株からプラスミ
ドを抽出し、yAAC2 欠損株に再度戻し、その変異が本当にボンクレキン酸耐性をもたらすかを再
確認するという実験が必要不可欠であった。 
このような実験を行うことで、false positive な変異株を除去、本当にボンクレキン酸耐性を
獲得していると思われる酵母株のプラスミドのシーケンス解析を行ったところ、L142S、I200V、
S245P、G298S、V300I という 5つのアミノ酸変異が、ボンクレキン酸との親和性を弱めることを
突き止めることができた。 
ボンクレキン酸耐性を示す酵母をとってくることによって ADP/ATP 輸送体のボンクレキン酸と
相互作用しているアミノ酸残基を特定するというアプローチには EMS や UV 照射という従来法を
用いた先行研究があり、L142S と G298S は過去の研究でも特定されていた。報告されていたのと
全く同じである 142 番目の Leu と 298 番目の Gly というアミノ酸が、やはり全く同じ Ser とい
うアミノ酸に変異したものをとってくることができたことに、我々はとても驚いた。ADP/ATP 輸
送体はおよそ 300 のアミノ酸からなるタンパク質なので、そのランダム変異体の総数は 20300と
いう天文学的な数字になる。これらの中から、ボンクレキン酸耐性を獲得した ADP/ATP 輸送体を
同定するためには、かなり高効率なスクリーニングを必要とするが、このようなアミノ酸残基を
同定できたことから、我々の確立した復帰変異株獲得法がかなり実用性の高い方法であること
が判明した。 



過去の報告にあったボンクレキン酸耐性を示す変異株を再現できたことで、我々の方法の有効
性がある程度確証できたが、やはり「同定できたアミノ酸残基が本当にボンクレキン酸と相互作
用しているのだろうか」という疑問は払拭できないまま研究を進めていた。そのような中で、
2019 年の正月に衝撃的な論文が発表された。英国 Medical Research Council の Kunji 博士らが
ボンクレキン酸の結合した ADP/ATP 輸送体の結晶構造を解き明かしたのである（Cell 
176(3):435-447, doi:10.1016/j.cell.2018.11.025.）。彼らはボンクレキン酸が結合することで
ADP/ATP 輸送体が界面活性剤の溶液中で不安定になるという問題を克服するために、①野生型の
パン酵母ではなく、耐熱性酵母 Thermothelomyces thermophila を使った、②サイトソル側のア
ミノ酸ネットワークを強化することでタンパク質の熱安定性を高めることを明らかにしていた
Q302K という点変異を入れること、更に③ナノボディをかませるというありとあらゆる英知を結
集して結晶化にこぎつけていた。 
とても嬉しかったことに、彼らの結晶構造中でも L142、I200、S245、G298 に相当する L135、I193、
S238、G291 の 4 つのアミノ酸残基はボンクレキン酸からファンデルワールス距離内にあること
が判明し、我々の方法が実際に阻害剤と相互作用しているアミノ酸残基を同定する方法として
work することを検証することができた（V300 はボンクレキン酸から少し離れていたが、このア
ミノ酸が離れていたのは我々が用いた野生型のパン酵母と彼らの用いた耐熱性酵母
Thermothelomyces thermophila の種差を反映しているものと考えているが、この検証はまだで
きていない）。 
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