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研究成果の概要（和文）： 

 

院内感染などに見られる多剤耐性化の主要な原因の一つである RND 型多剤排出トランスポータ
ーの作動メカニズムの本質的理解を目指し、立体構造情報の高解像度化を進めるとともに、得
られた結晶構造に基づく機能解析を進めた。得られた結晶構造に基づく蛋白質工学的解析を行
い、基質透過経路のなかほどに基質選択性に関わるフィルター様の働きを持つ部位を見いだし
た。また、これまで極めて困難であった RND 型トランスポーターの直接的な生化学的解析を行
う手法としてグラム陽性細菌由来の RND トランスポーターホモログを用いる方法を考案した。
グラム陽性細菌由来 RND 型トランスポーターにおける薬剤排出研究はこれまでほとんど行われ
てこなかったが、グラム陽性菌の RND 型トランスポーターも実際に薬剤を排除することが実験
的に示された。また、これらのターゲットとした膜蛋白質の大量発現に成功し、結晶化が可能
な高純度のサンプルを得ることにも成功している。それらの結晶化に際し、フェムト秒レーザ
ー照射や微量溶液撹拌のほか、新たに開発中の高濃度アガロースゲル中での結晶化など新たな
結晶化技術の開発し特許申請を行うと共に、それらを適用して現在もトランスポーターの結晶
化を行った。大腸菌 AcrB についてはは分解能が 2.5Å分解能にまで向上した。 
 

研究成果の概要（英文）： 
 
Structure of AcrB was improved beyond 2.5Å resolution. 
Along the substrate translocation pathway of AcrB, an important region where determine 
the substrate specificity was found. 
Drug transport across the membrane was observed for Gram-positive RND transporter. 
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１．研究開始当初の背景 
院内感染などにみられる多剤耐性化の主因
である多剤排出トランスポーターの結晶構
造解析(Nature, 2002)、さらにその薬剤結合
状 態 の 結 晶 構 造 解 析 に 成 功 し た
(Nature,2006)。また、結晶構造に基づき同
蛋白質による多剤認識については「マルチサ
イト型認識」で、それに続く排出機構につい
ては「機能的回転機構」で細胞内からの薬剤
排除が行われることを提唱した。蛋白質の機
能を理解するのに結晶構造は極めて有用な
情報となるが、それ自身は静的なため、より
詳細な構造情報とそれに基づく生化学的、蛋
白質工学的な実験を行うことが仮説の補強
の重要な鍵を握る。しかし、ここで扱われる
薬剤排出トランスポーターは院内感染や、市
中感染で猛威をふるう緑膿菌などグラム陰
性細菌の持つ最も強力な薬剤排出トランス
ポーターである RND型トランスポーターであ
り、この種のトランスポーターは、細胞膜と、
細胞外膜とにまたがる分子複合体を形成し
機能するという性質上、リポソーム再構成な
どの一般的な輸送研究の手法が通用せず、新
たなアイデアに基づいて機能研究を行う必
要があった。 
また、既述のとおり明らかにした結晶構造は
最高で 2.8Å分解能という解像度であり、機
能解明の為に重要となる蛋白質に結合する
水分子の観察などにはいま一歩不十分なと
ころもあり、結晶性の改良が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、世界初の多剤排出トランス
ポーターの立体構造決定、さらに基質結合型
結晶構造の決定による、多剤の認識および、
排出の新規メカニズムである「機能的回転輸
送機構」を解明した実績の上に立ち、排出機
構解明に対し不十分な知見について解析し、
多剤排出トランスポーターの詳細な構造に
基づく機能解析と構造多様性について総合
的に解明することにあった。 
 
３．研究の方法 
(1).大腸菌 AcrB の蛋白質工学的研究 
大腸菌 AcrB の構造をより詳細に解析すると
共に、構造に基づいて蛋白質工学的、生化学
的な手法を用い、薬剤排出活性などの測定を
通し AcrBの作動メカニズムを明らかにする。 
(2).グラム陽性細菌由来 RNDトランスポータ
ーの構造機能解析 

グラム陰性菌と違い外膜を持たないグラム
陽性細菌のゲノム中から、RND 型と思しき遺
伝子を検索し、それらをクローニングして、
機能を解析すると共に、その大量精製と結晶
化を行う。 
(3).膜蛋白質の結晶化方法について 
全ての項目においてその目的達成の膜蛋白
質の結晶解析がキーとなるので、技術的に困
難な膜蛋白質の結晶化において、我々が開発
してきた新たな結晶化手法を高度化し、それ
らを適用し、AcrB の高解像度化および、新奇
トランスポーターの結晶取得を行う。 
 
４．研究成果 
(1).大腸菌 AcrB の蛋白質工学的研究 
結晶構造から理解出来たことは、分子内部に
存在する芳香族アミノ酸に富んだポケット
に疎水性の薬剤分子が結合することである
が、それだけで全ての基質の特異性を説明す
るのに十分かどうかは問題として残されて
いた。そこで、基質特異性の異なるホモログ
とのキメラ蛋白質を構造に基づき作成し、基
質特異性の変化を調べた結果、基質透過経路
に基質特性を変化させる領域が存在する事
が明らかとなった。この部位は基質取り込み
口から少し入ったところで、上述の基質結合
ポケットへいたる部位に存在し、荷電性のア
ミノ酸により構成される表面を形成してい
た。これはあたかも基質透過経路に存在する
「フィルター」のような役割を担っているよ
うに考えられたことより、「filter region」
と名付けて論文投稿の準備を進めている。 
(2).グラム陽性菌由来 RNDトランスポーター 
詳細な構造に基づいて様々な作動メカニズ
ムを提唱してきたが、これらの in vivo での
裏付けをとるには、一般的には生化学的な解
析が必要であるが、既述の通りグラム陰性菌
由来の RNDトランスポーターではそれが極め
て込んであるため、グラム陽性菌由来 RND を
用いる方法を考案した。これまでグラム陽性
菌由来 RND では、明確に薬剤排出が観察され
た例は報告されていないが、我々は乳酸菌を
用いた系で実際に蛍光性の基質を輸送する
ということを実験的に証明した（ケンブリッ
ジ大学との共同）。これにより、グラム陽性
菌由来のホモログを用いて RND型トランスポ
ーターのリポソーム再構成などの生化学的
研究方法を確立できたこととなる。 
(3) 膜蛋白質の結晶化方法について 
グラム陽性菌由来 RND型トランスポーターの
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結晶構造はこれまで報告がない。我々は、構
造と機能の両面からの研究を行う必要から
その構造が見たい。しかし、トランスポータ
ーを含め、膜蛋白質の結晶化は生物科学分野
での最難関技術の一つである。我々はフェム
ト秒レーザー照射や微量溶液撹拌などが、結
晶化確率を向上させ、さらに結晶性の向上も
見込める事をあきらかにしてきた。これらの
技術の原理解明と高度化を通して、グラム陽
性菌由来トランスポーター結晶化にも応用
可能なより高度な結晶化促進技術の開発を
進め、高濃度ゲル中での結晶化が一般的な溶
液中での結晶化、あるいは低濃度ゲル中での
結晶化に比べ優位に結晶性を向上させる例
を見いだした。この技術は大腸菌 AcrB の結
晶化にも用いることができ、方法の一般性を
示すこともできた（特許出願済み）。 
現在までのことろ、グラム陽性細菌由来トラ
ンスポーターの回折を与える結晶は得られ
ていないが、大量精製系の確立したいくつか
の生物由来標品で擬結晶が得られている。こ
のことは標品の健全性の現れであり、今後の
継続的な研究により結晶構造解析を行う為
の基盤が整った。また、これらの技術の適用
により、大腸菌 AcrB の分解能は 2,5Åまで向
上し機能を考える上で重要となる蛋白分子
に結合する水分子もいくつか見え始めた。 
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