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研究成果の概要（和文）：緑膿菌の多剤耐性化に関わる異物排出タンパク質複合体MexAB-OprMは、内膜に存在す
るトランスポーターMexB、ペリプラズム領域に存在するアダプタータンパク質MexA、外膜に存在する外膜チャン
ネルタンパク質OprMの3種類からなり、２つの生体膜を貫く巨大な膜タンパク質複合体である。本研究では、抗
菌剤非存在下及び存在下での機能を持ったMexAB-OprM複合体の構造解析に初めて成功し、複合体形成機構を明ら
かにした。

研究成果の概要（英文）：The efflux pump MexAB-OprM involved in multidrug resistance in Pseudomonas 
aeruginosa is composed of the transporter MexB in the inner membrane, the adapter protein MexA in 
the periplasmic region, and the outer membrane channel protein OprM in the outer membrane and is a 
giant membrane protein complex that spans two membranes. In this study, we succeeded for the 
structure analysis of the MexAB-OprM complex in the absence and presence of antimicrobials and 
clarified the mechanism of complex formation.

研究分野： 放射光構造生物学

キーワード： 膜蛋白質の物質輸送　クライオ電子顕微鏡単粒子解析　X線結晶構造解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
日和見細菌である緑膿菌は、健常者には感染症を発症しないが、免疫不全患者では重篤な症状をもたらす。特に
多種の抗菌剤に耐性を持つ緑膿菌（多剤耐性緑膿菌）は院内感染を引き起こし社会問題の一つとなっている。多
剤耐性化の原因の一つとして考えられている異物排出タンパク質複合体の構造は、新しい作用機序を持つ抗菌剤
の開発へと繋がる

※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。
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１．研究開始当初の背景 
日和見細菌である緑膿菌は、健常者には感染症を発症しないが、免疫不全患者では重篤な症状

をもたらす。特に多種の抗菌剤に耐性を持つ緑膿菌（多剤耐性緑膿菌）は院内感染を引き起こ
し社会問題の一つとなっている。緑膿菌の多剤耐性化の一つの原因として、菌体にとって異物
である抗菌剤を菌体外に排出する機能を持つ異物排出タンパク質複合体の過剰発現がある。
（Pool, Clin. Microbiol. Infect. 2004）。異物排出タンパク質複合体は、３種類のタンパク
質（異物の認識及び排出のためのエネルギー獲得を行い内膜に存在するトランスポーター、異
物を菌体外に放出し外膜に存在するチャンネル膜タンパク質、それら２種類の膜タンパク質を
繋ぎペリプラズム空間に存在するアダプタータンパク質）からなり、２つの生体膜（内膜、外
膜）を貫く巨大な膜タンパク質複合体である。異物排出タンパク質複合体は、細菌の多剤耐性
化に深く関わっており、各タンパク質コンポーネントについては、複合体を構成し抗菌剤の認
識及び排出エネルギーの獲得を行う大腸菌由来のトランスポーターAcrB の構造研究を中心に、
遺伝学的な手法や生化学的な手法を用い排出機構に関わる重要なアミノ酸部位の特定や、他の
構成タンパク質の構造研究から複合体の形成機構の解明に向けた研究が行われ、また、複合体
の阻害剤開発も行われてきている。しかし、機能する現場で形成する緑膿菌の異物排出タンパ
ク質複合体(MexAB-OprM 複合体)の詳細な構造情報がないため、複合体としての連携した異物排
出機構については、未解明なままである。クライオ電子顕微鏡の技術進歩により、大腸菌オル
ソログである AcrAB-TolC複合体の構造が報告された(Du et al., Nature 2014)。しかし、その
構造解析で用いられた複合体は、遺伝的なペプチドリンカーによるキメラ体複合体であり、そ
の排出の機能は野生型の 10%以下である。そのため、複合体形成に重要な構成タンパク質間の
相互作用に関わる正確な情報や抗菌剤などの異物結合型複合体の構造を得ることは困難であっ
た。 
 
２．研究の目的 
多種の抗菌剤に耐性を持ち、院内感染を引き起す多剤耐性緑膿菌に作用する抗菌剤を開発する
には、抗菌剤を菌体外に排出する異物排出タンパク質複合体の機能を阻害し、抗菌剤を菌体内
に蓄積させることが重要と考えられる。異物排出タンパク質複合体の阻害剤開発には、抗菌剤
を菌体外に排出する機構を解明する必要があり、そのためには、機能する現場で形成する複合
体の詳細な構造情報が必要不可欠である。本研究は、クライオ電子顕微鏡単粒子解析法及び X
線結晶構造解析法を用いて、緑膿菌の多剤耐性化に深く関わっている異物排出タンパク質複合
体 MexAB-OprM について、複合体を形成することで各タンパク質がどのように連携して働くかを
原子レベルで解明し、さらに、2 つの生体膜を貫く複合体の形成機構や抗菌剤を菌体外に排出
する機構の詳細な構造基盤を構築することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
緑膿菌由来の異物排出タンパク質複合体 MexAB-OprMの機能する現場で形成する正確な構造を解
明し、抗菌剤を菌体外に放出する機構を明らかにするために、まず、（1）MexAB-OprM 複合体に
関連した構造解析、（2）構造解析から得られた情報を基にしたアミノ酸変異体を用いた機能解
析を行った。構造解析及び機能解析結果から（3）複合体形成前後での膜タンパク質(MexB, 
OprM)の構造変化や抗菌剤存在下・非存在下での複合体の構造変化を調べ、MexAB-OprM 複合体
の菌体外への異物排出機構の提案を行った。我々は、本研究課題申請時までに、緑膿菌由来の
異物排出タンパク質複合体 MexAB-OprMを安定に単離・精製する方法を見つけ、複合体内での構
成タンパク質の化学量論比を決定した。本研究では、我々が見つけた機能する現場で形成する
MexAB-OprM 複合体を安定に単離・精製する方法を利用することにより、大腸菌オルソログであ
る AcrAB-TolC 複合体で報告された遺伝的なペプチドリンカーなどによるキメラ体などを使わず、
100%排出能を有した MexAB-OprM複合体を用いることとした。 
（1） MexAB-OprM複合体に関連した構造解析 

① クライオ電子顕微鏡単粒子解析法による MexAB-OprM複合体の構造解析 
MexAB-OprM 複合体は膜タンパク質複合体であるため、精製時には界面活性剤を用いた。
界面活性剤はクライオ電子顕微鏡単粒子解析において、目的粒子のコントラストを下
げる原因となるので、界面活性剤以外を用いて MexAB-OprM 複合体を安定にし、良好な
画像が得られるグリッドを作製する方法を検討した。良好な画像から、粒子を拾い、
単粒子解析を行った。初期に得られたポテンシャル図では、相互作用領域や排出経路
に不明瞭な部分が多かったので、MexAB-OprM が持つ構造多型を考慮し解析を行った。
画像取得には阪大・蛋白研に設置されているクライオ電子顕微鏡を用いた。 

② X線結晶構造解析法による抗菌剤結合型 MexB の構造解析 
既報の MexBの結晶化条件は酸性領域であり、MexAB-OprM複合体の単粒子解析に用いた
中性領域とは異なっていたので、中性領域で結晶化条件の検索を行った。中性領域で



 

 

得られた結晶に対して抗菌剤をソーキングし、抗菌剤結合型 MexB 結晶を作製した。構
造解析に用いた回折強度データの収集は SPring-8 BL44XU で行った。 

③ 抗菌剤結合型 MexAB-OprM複合体の構造解析 
クライオ電子顕微鏡用に調製した MexAB-OprM 複合体溶液に抗菌剤を加え、単粒子解析
を行った。抗菌剤には、抗菌剤結合型 MexB の X 線結晶構造解析で結合が確認できたノ
ボビオシンを用いた。 

（2） 構造情報を基にしたアミノ酸変異体を用いた機能解析 
MexAB-OprM 複合体の単粒子解析から特定した構成タンパク質間で相互作用しているア
ミノ酸残基について、複合体としての機能への影響について調べるために、変異体を
作製した。 

① In vitro の解析 
変異体の各構成タンパク質をそれぞれ精製し、野生型MexAB-OprM複合体の再構成条件
下で精製した各構成タンパク質を混合した。混合した溶液中での複合体形成効率をゲ
ル濾過クロマトグラフィー（SEC）で確認し、野生型の SEC チャートと比較すること
で、複合体形成への影響を調べた。 

② In vivo の解析 
変異体を導入したプラスミドを大腸菌に組み込み、抗菌剤存在下でどの程度の菌体濃
度だとコロニーが残るかという薬剤耐性評価法を用いて、変異体による抗菌剤に対す
る感受性の変化を確認した。 

（3） 複合体形成前後での膜タンパク質(MexB, OprM)の構造変化や抗菌剤存在下・非存在下で
の複合体の構造変化 
複合体形成機構を理解するために、膜タンパク質である MeB,OprM それぞれについて結
晶構造が報告されているので、それら結晶構造と本研究課題で明らかにした MexAB-
OprM 複合体内での各膜タンパク質の構造を比較した。また、複合体としての異物排出
機構を理解するために、抗菌剤非存在下と抗菌剤存在下での MexAB-OprM 複合体の構造
を比較した。 

 
４．研究成果 
（1） MexAB-OprM複合体に関連した構造解析 

① クライオ電子顕微鏡単粒子解析法による
MexAB-OprM複合体の構造解析 
グリッド作製の検討の結果、MexAB-OprM
複合体を精製時に用いた界面活性剤から
低塩濃度下でアンフィポールに置き換え
た溶液で良好な画像を習得することがで
きた。約 8,000枚の良好な画像から約 53
万個の粒子をピックアップし、 3D 
classification 後に残った約 16 万粒子
を使って 3 次元再構成像を得た。得られ
た像から、OprMの構造が 2状態存在する
ことが分かり、MexBの構造についても結
晶構造と同様に非対称な構造が混ざって
いる可能性を考えた。まず、OprM領域に
着目し 3D classification を行った結
果、約 6 万粒子が集まった像（A 状態）
と約 7 万粒子（B 状態）が集まった像に
分かれた。さらに、それぞれを MexB 領
域に着目し解析を進めた結果、A 状態で
は 37,971粒子を使用して 3.64Åの解像度
の 3 次元再構成像が、B 状態では 42,338
粒子を使用して 3.76Å の解像度の 3 次元
再構成像が得られた。それぞれの 3 次元
再構成像を用いて構造精密化を行い、機能する現場で形成する MexAB-OprM複合体の構
造（図 1）を明らかにすることができた。 
MexAB-OprM 複合体の全体構造は、分子の大きさが膜を貫く方向に約 320Å と非常に長
く、3量体 OprM 、6量体 MexA、3量体 MexBから構成されていた（図１）。 MexB-OprM
間で直接の相互作用は見られず、MexA が筒状の 6 量体を形成することで MexB と OprM
を連結していた。MexAは4つのドメイン（α-helical hairpin、Lipoyl、β-barrel、
MP）から構成されており、複合体中での各ドメインの構造は単体のＸ線結晶構造と殆
ど変わらなかったが、内膜に最も近いドメイン（MP）の配置が 2 種類あった。内膜に
最も近い MPドメイン以外の３つのドメインは 6回回転対称の関係であり、それぞれの
ドメインが密に相互作用しており、6 量体で抗菌剤を通過することのできるダクトを

図１ MexAB-OprM 複合体の構造 
OprM が MexAB に対して相対的に 60°

回転した 2種類の構造 
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形成していた。この構造から、MexB から放出された抗菌剤がペリプラズム空間に漏れ
ることなく、菌体外に排出される経路が確保されることが明らかになった。 

② X線結晶構造解析法による抗菌剤結合型 MexB の構造解析 
MexAB-OprM 複合体の単粒子解析に用いた溶液条
件付近で結晶探索を行ったところ、2.5Å 分解能
より高分解能まで X 線を回折する結晶が得ら
れ、2.3Å 分解能で構造解析に成功した。様々な
抗菌剤溶液に浸した結晶から X 線回折強度デー
タ収集を行い、それぞれについて構造解析を行
ったところ、抗菌剤ノボビオシンが結合してい
る構造が得られた（図２）。ノボビオシンは大腸
菌のホモログ分子である AcrB の基質結合サイト
と同じ位置にある MexB の基質結合サイトに結合
していた。 

③ 抗菌剤結合型 MexAB-OprM複合体の構造解析 
MexAB-OprM 複合体の単粒子解析用溶液に近い条
件ではノボビオシンが MexB に結合することを結
晶構造解析で確認できたので、抗菌剤結合型
MexAB-OprM 複合体の単粒子構造解析にはノボビ
オシンを用いた。約 4,700枚の良好な画像から約
90 万個の粒子をピックアップし、抗菌剤非存在
下での構造解析と同様な方法で、OprM 領域に着
目した場合分け後、MexB 領域に着目した解析を
行った。抗菌剤の非存在下と同様に、OprM が
MexAB に対して相対的に 60度回転した 2状態の 3
次元再構成像が得られた。それぞれの 3次元再構
成像の解像度は、A状態では 31,409粒子を使用し
て 3.50Å 、B 状態では 31,466 粒子を使用して
3.60Å であった。 

（2） 構造解析から得られた情報を基にしたアミノ酸変
異体を用いた機能解析 
 (1)-①で明らかにした MexAB-OprM 複合体の構造
から各構成タンパク質間の相互作用に関わる
アミノ酸残基を、MexA-OprM 間については
MexAで 7残基と OprMで 8残基（図 3a）、MexA-
MexB 間については MexA で 13 残基と MexB で
15 残基（図 3c-f）を特定した。MexA-MexA 間
は MPドメイン以外、互いのドメイン間で広く
相互作用をしており、特に Lipoylドメインに
おいては、2 箇所で静電相互作用が見られた
（図 3b）。これら相互作用に関わるアミノ酸
残基の変異体を MexAでは 20種類、OprMでは 8種
類を作製した。 

① In vitro の解析 
20 種類の MexA 変異体と 8 種類の OprM の変異体
について、In vitro での複合体形成効率を調べ
た。構造で特定したアミノ酸残基のほとんどが
複合体形成に重要であることを In vitro 実験で
も明らかにした。野生型との SEC チャートと比
較した際の判断基準の例を図 4 に示し、各アミ
ノ酸残基の変異体については表１に纏めた。 

② In vivo の解析 
20種類の MexA変異体について、薬剤耐性評価法
を用いて、4 種類の抗菌剤への感受性の変化を
それぞれ調べた。抗菌剤の違いによる感受性の
違いはなく、In vitro 解析で複合体形成ができ
無かったものは抗菌剤への感受性
が向上した。構造で特定したアミ
ノ酸残基が細菌内でも複合体形成
に重要であることを明らかにし
た。抗菌剤としてノボビオシンを
使った薬剤耐性評価実験の結果の

図 2 MexB の結合部位の抗菌剤 
抗菌剤の電子密度：水色籠状 

MexB構造の構造：緑色 

図 3 タンパク質間相互作用の様子 
a OprM-MexA間、b MexA-MexA間、 

c-f MexA-MexB間 

a b 

c d 

e f 

表 1 In vitroでの複合体形成 
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図 5 ノボビオシンに対する薬剤耐性評価 



 

 

例を図 5に示す。 
（3） 複合体形成前後での膜タンパク質(MexB, OprM)の構

造変化や抗菌剤存在下・非存在下での複合体の構造
変化 
OprM:複合体内では、結晶構造と同様に 3 量体構造で
あった。結晶構造ではペリプラズム空間側が閉じて
おり、抗菌剤が通過するほどの穴がなかったが、複
合体の構造では、ペリプラズム空間側が開いた構造
を取っており、抗菌剤が通過するのに十分な大きさ
であった（図 6）。 
MexB:複合体中では 3 量体で存在し、各プロトマーは
既報の結晶構造と同様に、基質取り込み型，基質結
合型，基質排出型の 3状態の構造を取っていた。 
抗菌剤存在下・非存在下の複合体の構造：全体構造
や各構成タンパク質間の相互作用は抗菌剤の存在下
と非存在下で違いはなかった。唯一、MexB の結合
サイトへの入口部分で MexB内のドメイン間を繋ぐ
ループ（ゲートループ）の構造が異なっていた。
このゲートループの構造の違いによって、抗菌剤
の非存在下では結合サイトへの経路が閉じられて
いたのに対して、抗菌剤の存在下では結合サイト
への経路が開いていた。経路が開いた構造は結晶
構造と同じ構造であった。結晶構造では MexBの基
質である界面活性剤が存在する環境で解析されて
いる。つまり、ゲートループが抗菌剤の有無で開
閉し、抗菌剤の排出制御に関与していることを明
らかにした。 

（4） MexAB-OprM 複合体の菌体外への異物排出機構の提
案 
本研究を遂行したことにより、MexAB-OprM 複合体
形成から薬剤排出への機能発現の過程が次のよう
に説明できる。MexAはリポ酸を介して内膜に結合しているので、まず、内膜上で MexAB
複合体が形成され、次に、ペリプラズム空間で MexAB複合体の MexA先端と OprMの先端
が出会うことで、OprM のペリプラズム空間側のゲートが開いた MexAB-OprM 複合体にな
る。この複合体は、MexB の上に MexA-OprM によって形成されたダクトが連結した構造
を持ち，排出経路が MexB の排出口から菌体外まで繋がった構造となっている。従って、
ペリプラズム空間の抗菌剤濃度が上昇すれば、MexB のゲートループが開き、MexB の機
能的回転輸送機構により抗菌剤が MexB の排出口に移され，移された抗菌剤は自由拡散
により，菌体外まで排出されると考えられる。 
本研究によって、細菌内で機能する形である MexAB-OprM 複合体への形成機構から抗菌
剤排出に至るまでの過程の理解が進んだが、これらの構造は、ある条件下のある瞬間
を捉えた形でしかなく、連携した詳細な複合体形成機構、抗菌剤の存在量に応じたゲ
ート作動機構、より詳細な多基質の取込経路や認識機構など、より理解を深めるため
には様々な条件の構造解析を進める必要がある。また、緑膿菌では他に 11 種類のホモ
ログ分子があるので、複数種類の異物排出タンパク質複合体による多剤耐性化機構に
ついて理解するためには、他の異物排出タンパク質複合体についても構造機能解析を
進める必要がある。 

 

図 6 複合体内の OprM の構造

と結晶構造 
複合体：赤、緑、青、 

結晶構造：灰色 

図 7 MexB ゲートループの構造変化 
抗菌剤非存在下の複合体内 MexB：青色 

抗菌剤存在下の複合体内 MexB：水色 

結晶構造：灰色 
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