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研究成果の概要（和文）：新しいMacBホモログの高解像度での構造解析を完了した。これは2017年に我々が報告
したものと比べ、重要な構造変化が観られた。既知の構造情報、さらに、RND型輸送体の知見も併せ、基質をペ
リプラズムで捉えて、外膜チャネルを介して輸送する三者複合体形成型輸送体複合体に特徴的な基質輸送機構で
あることが分かり、それをperiplasmic alternating access mechanismと名付け、これを提唱した。さらに、こ
れは従来のABC輸送体と構造と機能が大きく異なるため従来の分類方法に沿わず、新たなクラス分けの方法につ
いても提唱するに至った。当該研究分野での新しい分野を拓いたと言える。

研究成果の概要（英文）：We solved a high-resolution crystal structure of MacB homolog. Compared to 
the published MacB structure, we observed several structural differences between them, especially 
around the transmembrane and the periplasmic domain. Comparison of these structures provides new 
insight on how substrates in the periplasm are captured and transported through the connecting 
pathway. In addition, we found that the substrate transport mechanism from the periplasmic space is 
similar to that of RND transporters, which we are studying separately. In view of the similarities 
and differences in substrate transport mechanisms, we proposed the “periplasmic alternating-access 
mechanism”. We also helped to propose a new classification of ABC transporters by the ABC 
transporter research society. And MacB is newly categolised as the type-VII ABC transporter.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 構造生物学　X線結晶構造解析　膜輸送　膜蛋白質　薬剤耐性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
感染症は人間社会を一変させることを我々はここ1，2年で思い知った。ウイルス感染症に限らず、細菌感染症も
また脅威である。抗生物質はその有効性を徐々に失いつつある。ウイルスの陰で薬剤耐性菌が増えているという
事実も報告され始めた。嫌なニュースである。抗生物質の能動的な排出の機構の理解は、輸送阻害剤の開発のほ
か、排出されにくい薬剤の設計にも利用可能な知見であり、人類の福祉にとって極めて重要な研究内容であると
考える。基礎学問的にもどのようにしてグラム陰性細菌が斯くも多様なトランスポーターを分子進化のなかで保
持してきたのかという興味に一歩近づけたと考えている。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
グラム陰性細菌の主要な薬剤耐性化機構のひとつである薬剤の能動的排出に関する研究は、

その薬剤排出活性の強さや排出される薬剤の種類の多様性（つまり、多剤耐性化に及ぼす影響）
から、主に RND（Resistance-Nodulation-cell-division）型トランスポーターと呼ばれる
プロトン濃度勾配共役型の膜輸送体（トランスポーター）を中心に行われてきた。大腸菌や緑膿
菌に於いて、主要な RND 型薬剤排出トランスポーターは、それぞれ AcrB や MexB であり、そ
れらの立体構造ならびに構造に基づく機能解析は 2002 年の村上（申請者）らによる AcrB を皮
切りに研究が進められてきた（Murakami,S et al, Nature 2002）。これは、細胞膜に存在する
RND 型トランスポーター本体のほか、外膜を貫通するチャネル蛋白（OMC）とそれらを繋ぐペ
リプラズム・アダプタ蛋白（PAP）と三者複合体を形成することで、細胞膜、外膜の 2 枚の膜を
貫通し、その間の空間であるペリプラズム空間をバイパスして細胞にとって有害となる抗生物
質、抗菌薬、色素性毒素など多様な化合物を細胞外へと排出する。これら三者複合体の立体構造
についてはクライオ電顕解析により明らかとなり、RND 型トランスポーターの研究は排出トラ
ンスポーターのなかでは最も進んだもののひとつとなっている。一方、構造類似の OMC および
PAP と共役するが、細胞膜に存在するトランスポーター本体部が全く異なり RND 型トランス
ポーターではなく、ATP 加水分解エネルギーにより駆動する ABC（ATP-binding casette）トラ
ンスポーターとなった三者複合体の存在もこれまでのゲノム解析、分子遺伝学的および生化学
的な研究により知られていた。RND 型、ABC 型といった異なるトランスポーターがなぜ構造類
似の OMC、PAP を「使い回す」のか？また、そこには何らかの共通する分子メカニズムが存在
するのか？といった基本的な疑問にこたえるべく、申請者らは三者複合体を形成し機能する
ABC 輸送体である MacB の立体構造解析に着手し、2017 年にその結晶構造を世界にさきがけ
て解明することに成功した (Okada, U. et al, Nat. commun., 2017)。MacB はマクロライド系
の抗生物質の排出のほか、細胞毒素などの細胞外への分泌に関わる輸送体として知られていた。
結晶解析に続き、英国・ケンブリッジ大学チームとの共同研究で OMC である TolC および PAP
である MacA との三者複合体のクライオ電顕解析も行い、全体構造も明らかにした(Fitzpatrick. 
A. W. P. et al, Nat. bacteriol., 2017)。我々は日和見感染菌であるアシネトバクター由来 MacB
の結晶構造を明らかにしたが、ほぼ同時期に海外のグループから Aggregatibacter 由来および
Streptococcus 由来ホモログの立体構造が発表され、構造の部分的な類似性などについて議論が
始まったばかりであった。 
また、MacB の構造解析は、外膜にリポ蛋白質を輸送するグラム陰性細菌のハウスキーピング

な系である Lol システムのエンジンである LolCDE との構造類似性についても明らかにした。
MacB と LolCDE とは、その高いアミノ酸配列およびトポロジ－類似性に反して、外膜および
ペリプラズム空間でそれと共役する蛋白質については OMC や PAP とは相同性がなく、先に述
べた「使い回し」はここでは行わない。つまり、RND 型トランスポーターと ABC トランスポ
ーターという異なるファミリーに属する似つかぬものどうしが類似の OMC と PAP を使い回す
が、構造類似の ABC トランスポーターである MacB と LolCDE はこの使い回しがない。 
蛋白質は固有の機能を発揮する為に、そのための合理的な立体構造をもつ機構が存在すると

考えられている。そのため、薬剤排出と外膜へのリポ蛋白質輸送といった異なる細胞機能を考え
た場合、何故 MacB、LolCDE の立体構造が類似であるのか疑問が残る。この疑問に答えるため
には MacB の結晶構造と比較するための LolCDE の結晶構造が必要であるし、MacB が機能を
発現している動的なメカニズム理解に繋がる情報など補うべき新たな構造情報が必要であった。 
 
２．研究の目的 
世界にさきがけMacBの結晶構造とMacA-MacB-TolC複合体のクライオ電顕構造を明らかに

した実績の上にたち、MacB の構造および機能研究を進めることを大きな目的とした。具体的に
は、2017 年に報告したものに比べ、より高解像度で MacB の構造を明らかにし、さらに、基質
複合体や輸送中間体などの異なる構造状態の立体構造の取得である。加えて、MacB の構造類似
蛋白質であるリポ蛋白質輸送系のトランスポーターである LolCDE の結晶構造の取得ももうひ
とつの目的とした。これらと既に得ていた立体構造と併せて、RND 型トランスポーターとの比
較においてグラム陰性細菌のもつ三者複合体の基本的な機能について考察したいというのが大
きな研究のシナリオである。 

RND 型トランスポーターについては、“膜掃除機”(membrane vacuum-cleaner) 仮説という
ものがある。それは、RND トランスポーターは、細胞膜リン脂質二重層の外葉あたりか、その
すぐ上あたりのペリプラズム空間から基質を分子中に取り込み、PAP～OMC の輸送経路へと基
質を送り込むポンプのように働くと説明するものである。これが MacB や LolCDE の作用機構
としても成り立つのかどうかを明らかにするためには基質輸送の中間体の立体構造を観察する
ことが必要となり、その結晶構造およびそれに基づく機能解析も目的のひとつとした。 
 
３．研究の方法 
我々は既に RND 型トランスポーターも、三者複合体形成型 ABC トランスポーターもその大量

発現、精製およびその結晶化の方法については十分に確立している。問題は、研究の目的達成が
見込める解像度での構造情報の取得であった。そのため、本研究では現在のところより高解像度
での立体構造解析に利のある X 線結晶構造解析の方法論に拘ることにした。2017 年に既報のア



シネトバクター由来MacBの構造は、結晶構造であるものの分解能が3.4Åに留まっていたため、
より高解像度を得るための条件検討と共に、より高解像度を与えるホモログの選出から行うこ
とにした。さらに基質との共結晶化も同時に進めることにした。LolCDE の結晶化では共同研究
者の徳田、成田から発現系の提供を受け、MacB と同様の手法により大量調製を行い結晶化を行
うことにした。 
 
４．研究成果 
1）MacB の結晶構造解析 
2017 年に報告したアシネトバクター由来 MacB の構造は ADP 結合型であった。MacB をはじめ

ABC トランスポーターでは、細胞質側に突き出たヌクレオチド結合ドメイン（NBD）へのヌクレ
オチド結合により二量体を形成する同蛋白質の近接性が高まり、そのドメイン運動が膜貫通ド
メイン（TMD）へと伝わることが分子の動きを誘発すると理解されている。実際、2017 年に報告
した MacB 構造では、2 つの単量体にふくまれる 2 つの NBD 間距離はこれまで構造が明らかにな
った ABC トランスポーターのもの（それぞれ ATP あるいは ADP 結合型）と比較して遜色無い距
離となっていた。本研究においては、ATP も ADP も加えない条件で結晶化を行い、ヌクレオチド
フリーの結晶構造を明らかにした。さらにこの構造では、顕著な解像度の向上があり、NBD の動
きのみならず、その動きが TMD、さらにペリプラズム空間に突き出たペリプラズムドメイン（PD）
へと伝わる分子メカニズムが明らかとなった（原著論文準備中）。 
さらにこの高解像度結晶化条件をもちいて、種々のマクロライド系抗生物質との共結晶化を

試みたが、マクロライド系抗生物質がもともと水溶性に乏しく、溶解度の限界までそれを加えた
条件下で結晶化を行い、得られた結晶について X線結晶構造解析をおこなうも、物質量として不
十分なせいか、有意な差フーリエの密度を与えるものは得ることが出来なかった。条件検討を重
ねたが、研究終了時点でもついにそれを得ることは出来なかった。しかし、RND 型トランスポー
ターと輸送基質との共結晶化の歴史を考えても、2006 年に最初に基質複合体構造が発表
（Murakami,S et al, Nature 2006）されてから 15年が経っても、成功例の増加は片手に足る程
度であり、数多ある基質の種類に反して成功率が著しく低い。トランスポーターは所謂結合タン
パク質と違い、輸送という機能を考えたとき基質の強い結合は合目的には不合理で、トランスポ
ーターにとって基質というものは、一時的に結合はするであろうが、また直ぐにリリースするこ
とが効率の良い輸送に必要だと考えれば、共結晶化の成功率が低いのはいたしかたないと考え
ることもできる。もちろんそれでも RND 型トランスポーターの基質複合体構造解析例は複数あ
り（Murakami,S et al, Nature 2006）、手練が真剣に試行する必要はあったし、それが十分行え
たという点では満足している。 
2）LolCDE の結晶構造解析 
LolCDE の発現系構築およびその大量精製については、共同研究者の徳田、成田からの遺伝子

および情報提供を受けることにより容易に構築できた。アシネトバクター由来 MacB の結晶化で
培った技法を用いてその結晶化を試みたが、本研究終了時点で結晶は得られなかった。標品の分
散性および安定性についてはゲル濾過クロマトグラフィーや SDS 電気泳動の結果を指標に溶液
条件の検討、とりわけ界面活性剤の選択など十分検討したが大腸菌由来 LolCDE は極めて結晶化
が困難なターゲットであるといえる。実際、上述のとおり、MacB もその発見や機能解析は大腸
菌由来のものが用いられているが、結晶化においては、世界の 3グループとも大腸菌以外の細菌
由来のものが対象となっている。我々のグループでも MacB の構造解析において大腸菌由来のも
のからアシネトバクター由来のものに変更した経緯がある。LolCDE の結晶化においても同様に
由来菌の変更を行ったが、現在までの小規模なスクリーニングにおいては、結晶を与えるホモロ
グには引き当たらなかった。MacB よりも難易度が高いと思われるのは、一次構造の比較におい
て MacB よりも挿入ループ部分など自由度が高い領域が多いためではないかと推測している。そ
の後、海外グループからクライオ電顕解析による LolCDE の立体構造が報告されたが、我々が着
目したい部分を十分に観察するには不十分な解像度であり、また基質とおぼしき電顕密度図は、
我々が 2017 年に報告した生理的な基質の結合を示唆したローカスとほぼ同じ辺りに観測された
とされており、一定の科学的意義は認められるものの、本質的な部分は未だ議論の余地が多く、
やはり本質的な機構解明の為には高解像度での結晶構造解析が望まれる。今後もこのチャレン
ジを続けて行きたい。 
3）RND 型トランスポーターと三者複合体形成型 ABC トランスポーターとの機能の比較 
2017 年に既報の結晶構造および MacA-MacB-TolC 複合体のクライオ電顕構造に含まれる MacB

の構造と併せ、本研究により得られた MacB の高解像度でのヌクレオチドフリーの結晶構造との
3 者で構造比較を行うことで、分子の動きに関する考察が出来た（原著論文準備中）。ヌクレオ
チド結合状態の違いは2つのNBDの近接性に影響を与えることはこれまで研究が進む多くのABC
トランスポーターとほぼ同様と考えて良いが、NBD と TMD との接点にあたるカップリングヘリッ
クスを介して NBD 近接性の変化の分子運動は TMD へと伝わる。さらに、三者複合体形成型 ABC ト
ランスポーターに特徴的に存在する TM1-TM2 間のループはペリプラズム空間へ突き出たドメイ
ン（PD）へと伝わる。これら TMD から PD部分に大きな構造変化が観測された。 
このことは、RND 型トランスポーターの TMD がプロトン濃度勾配のエネルギーにより構造変化

をきたしそれが PD へと伝わり、PDに存在する基質透過経路とそこに存在する基質結合部位での
構造変化となり、蠕動運動に似た機構により基質が輸送されると考えられている点と類比する



ことができる。上述のとおり、RND 型トランスポーターのエネルギーカップリング以外の基質輸
送における主たる役割はペリプラズム空間に存在している。 
MacB は、熱安定性エンテロトキシン II(STII)も基質とするが、STII は細胞質で生合成された

後、Sec トランスロコンを介して細胞膜外葉（ペリプラズム側）へと輸送されることが分かって
いる。すなわち MacB における STII の基質取り込みはペリプラズムでおこり、それは、LolCDE に
おけるリポ蛋白質の引き抜きと、その後の輸送と同様の働きであると考えられる。すなわち、
MacB と LolCDE もまた、RND 型トランスポーターで提唱された膜掃除機モデルと似たモデルに沿
って、基質をリン脂質二重膜の外葉あたりか、その直ぐ上のペリプラズムから取り込むことが強
く示唆された。 
すなわち、RND 型トランスポーターも、また三者複合体形成型 ABC トランスポーターも、TMD

から細胞内側のドメインは、エネルギー共役がその主な働きであり、それぞれプロトン濃度勾配
のエネルギー、ATP 加水分解のエネルギーを TMD の分子運動へと変換し、ペリプラズムへの伝達
を行うモジュールだと考えることが出来る。その動きはペリプラズムでの動きとして利用され、
基質の直接的な運搬はペリプラズムに存在する機構により行われる。基質の方向性を持った能
動輸送に関しては Jardetzki により提唱された Alternating-access mechanism に沿って行われ
る(Jardetzky, O. Nature 1966)。すなわち、これら三者複合体形成型トランスポーターは
Alternating-access mechanism を細胞膜内ではなく、ペリプラズムに置いたと考えることが出
来る。ペリプラズムは細胞膜の外ではあるが外膜の内側であり、グラム陰性細菌にとっては重要
な「体内」であるため、その恒常性維持はグラム陰性細菌にとっては重要なことなのであろう。
そのために、ポンプ機構の本体（Alternating-access mechanism）をペリプラズムに置いたので
あろう。このことをperiplasmic alternating access mechanismsと名付け、提唱した（Murakami, 
S. et al, FEBS lett, 2020）。 
だとすると、広義のトランスポーター（日本語では膜輸送体）ではなく、膜部分はプロトン透

過や ATP 加水分解により生まれた分子運動を分子のペリプラズムドメインへと伝える働きに留
まることから、mechanotransmitter の範疇に含まれると考えることができる。而して、我々が
本研究を通して取り組んできたこの興味深い構造的特徴を有する新たな ABC トランスポーター
は、これまでの ABC トランスポーターのグループ分けにおいてどのクラスにも属せず、新たな分
類方法の必要性が生まれた。それについては研究遂行中に 2 度招待を受けた ABC トランスポー
ター関連の国際会議（FEBS advanced course on Biochemistry of membrane proteins, 
2019,Hungary および、FEBS2020 ATP-binding casette proteins from multidrug resistance 
to genetic disease, 2020, Austria）で討議され、ABC トランスポーターの構造および機能に
基づく新たなクラス分け方法を制定の役割を担い、ABC トランスポーターの構造と機能に関わる
多くの研究者らと共著で提唱した（Thomas, C. et al, FEBS lett, 2020）。 
以上要するに、本研究に於いて三者複合体形成型 ABC 輸送体の構造と機能に関する一定の貢

献を果たしたものと結論づける。更に基質認識や異なる輸送系に属する Type-VII 型・ABC 輸送
体の構造機能研究を続けて行きたい。 
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