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研究成果の概要（和文）：有機酸などの極性の高い化合物を微生物を用いて生産する際、最終生成物は膜を透過
できないため、菌体外に排出する膜輸送体が必要である。膜輸送体の機能が十分でない場合、生産物は細胞内に
蓄積し、細胞内での代謝反応の阻害する負のフィードバックを引き起こす。本研究では、生産物の細胞外排出を
強化することを目的とし、有機酸排出トランスポーターによる基質輸送メカニズムの解明をめざし研究を実施し
た。その結果、クライオ電子顕微鏡による単粒子解析により、有機酸排出トランスポーターホモログの分子構造
の解明に成功した。

研究成果の概要（英文）：When highly polar compounds such as organic acids are produced using 
microorganisms, the final product cannot permeate membranes and requires membrane transporters that 
expel the product out of the bacteria. If the membrane transporters are not fully functional, the 
products accumulate inside the cell, causing negative feedback that inhibits metabolic reactions in 
the cell. In this study, we aimed to elucidate the mechanism of substrate transport by organic acid 
efflux transporters in order to enhance product efflux out of the cell. As a result, the molecular 
structure of the organic acid efflux transporter homologue was successfully elucidated by 
single-particle analysis using cryo-electron microscopy. The results of this study have provided 
important insights into the overall functional mechanism of the organic acid efflux transporter.

研究分野： 応用微生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
化石資源への依存度を減らすことは、持続可能な社会の構築に欠かすことができない。有機酸は、プラスチック
の原料として広く使われていることから、有機酸を植物性原料から微生物を用いて生産する技術は非常に重要で
ある。しかしながら、有機酸などの様に膜不透過性の化合物の生産には、生産物を細胞外に排出する輸送体が不
可欠で、排出輸送体の機能の強化は重要な課題である。本研究では、有機酸排出トランスポーターの機能メカニ
ズムの全容を明らかにするために重要な知見を得ることとができた。今後、これらの知見を活かして、有機酸排
出機能の強化を行うことにより、有機酸生産の効率化に資する。

※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 
近年の地球温暖化を背景に、化石資源に依存しない持続可能な社会の構築が必要とされてい

る。プラスチックは現代社会に欠かせないにも関わらず、原料の大部分を化石燃料に依存してお
り、植物原料への転換が急務である。なかでも有機酸はプラスチックの原料として広く使われ、
微生物による有機酸生産技術の開発が世界中で進められている。しかしながら、生産コストの視
点から化石燃料由来に勝ることができずに、植物原料由来への置き換えが進んでいないのが現
状である。したがって、植物を原料とし安価に有機酸を生産する技術の開発が求められている。 
 微生物を用いた有機酸などの極性化合物の生産においては、生産化合物が細胞膜を透過でき
ないことから、細胞内に蓄積し、細胞内での生産反応を阻害する負のフィードバックの原因とな
る。そこで、本研究では有機酸を細胞外に排出する有機酸排出トランスポーターに着目し、機能
強化により有機酸生産を効率化することを最終目標として、トランスポーターの機能強化に必
要な基盤的知見を得ることを目的とした。 
 
２．研究の目的 
 微生物は様々なトランスポーターを有し、生育に必要な栄養素を取り込み、老廃物を排出する
ことで恒常性を維持している。トランスポーターは生物の生育にとって重要なタンパク質であ
りながら、膜タンパク質であるために生じる研究材料としての取り扱いの困難さから、他の可溶
性のタンパク質と比較して研究の進展が大きく遅れている。本研究で、着目している有機酸排出
トランスポーターやそのホモログタンパク質についても、多くの場合、分子構造は明らかにされ
ておらず、基質輸送のメカニズムは明らかにされていない。本研究では、クライオ電子顕微鏡に
よる単粒子構造解析や X 線結晶構造解析を実施し、有機酸トランスポーターまたはホモログタ
ンパク質の分子構造を明らかにし、さらに生化学的な解析を実施することにより基質輸送メカ
ニズムを解明することを目的とした。基質輸送メカニズムを解明によって、蛋白質工学的な改変
により、基質輸送速度の向上や基質特異性の改変などの試みができるようになり、有機酸生産の
効率化につながると期待できる。 
 
３． 研究の方法 
(1) 有機酸トランスポーターの分子構造解析 
 はじめに、有機酸トランスポーターおよびホモログ蛋白質の分子構造の解明に向けて、大腸菌
を宿主として蛋白質の発現条件の最適化を行った。発現ベクターには pTrc99A を、宿主として大
腸菌 XL3 株、C43(DE3)株を用いた。集菌した菌体をフレンチプレスを用いて破砕し、超遠心によ
り膜画分を取得した。界面活性剤 DDM を用いて、膜画分から膜タンパク質を可溶化し、Ni-NTA に
よるアフィニティークロマトグラフィーにより粗精製タンパク質を得た。その後、ゲルろ過クロ
マトグラフィーに供し高純度精製産物を得た。精製産物を SEC-MALS および BN-PAGE によって、
複合体構造の解析を行った。 
精製産物を濃縮後、結晶化スクリーニングキットを用いて結晶化条件の探索を行った。得られ

た結晶は、大型放射光施設（Spring8, KEK）を利用して回折実験を行った。また、精製したタン
パク質をクライオ電子顕微鏡用グリッド（Quantifoil 1.2/1.3 Cu 200 mesh）にアプライし、急
速凍結装置（Vitrobot, サーモサイエンティフィック または EMGP2, Leica）を用いて、氷包埋
グリットを作製した。作製した氷包埋グリットをクライオ電子顕微鏡（Taitan, Krios サーモサ
イエンティフィックまたは CRYOARM300II, JEOL）を用いて撮影した。撮影データの解析を Relion, 
cryoSPARC を用いて解析し、３D再構成を実施した。 
 
(2) エネルギー変換メカニズムの解明 
 基質輸送メカニズムの解明に向けて、駆動力となるエネルギーを構造変化という機械的エネ
ルギーへ変換するメカニズムを解明するため、部位特異的蛍光ラベリング法、およびクライオ電
子顕微鏡を用いて基質結合構造と基質非結合構造を比較することにより、基質輸送に伴う構造
変化を明らかにし、エネルギー変換のメカニズムを検討した。はじめに、Cys 残基を１残基のみ
導入した Single Cysteine 変異体を作製した。これらの変異体を大腸菌を宿主として発現させ、
浸透圧破砕法により細胞膜を取得した。取得した細胞膜を buffer（基質有もしくは無）に懸濁
し、Cys 修飾試薬オレゴングリーンマレイミド（OGM）を添加した。OGM 処理後、細胞膜を洗浄後、
細胞膜より膜タンパク質を可溶化、トランスポーターを精製した。精製後のトランスポーターを
SDS-PAGE に供し蛍光を検出した。 
 
(3) 輸送活性制御メカニズムの解明 
 対象とした有機酸トランスポーターホモログは、リガンドが結合し、活性を制御すると推察さ
れる可溶性ドメインを有していた。そこで、リガンド結合による輸送活性制御メカニズムを明ら
かにするため、リガンドの探索とプロテオリポソーム再構成法による輸送制御メカニズムの解
析を行った。 



４．研究成果 
(1)トランスポーターの分子構造解析 
 蛋白質の発現条件の最適化を行っ
た結果、C43(DE3)株を宿主として、
IPTG添加による発現誘導後、80rpmの
振盪速度で培養した時に高い収量を
得ることができた。さらに可溶化、精
製タンパク質を用いたSEC-MALSおよ
びBN-PAGEによる複合体解析により、
トランスポーターが２量体を形成す
ることを明らかにした（Miyamoto et 
al. 2022）。次に、基質非結合構造の
解明をめざし、クライオ電子顕微鏡
による解析を行った。はじめに野生
型を精製し、クライオ電子顕微鏡観
察を実施したが、高分解能構造を得
ることはできなかった。そこで、熱安
定変異体の精製を行い基質非存在下
でクライオ電子顕微鏡観察を行っ
た。この熱安定変異体は、２量体を形成に関与する残基に Cys 残基を置換した変異体であり、
Cys-Cys 結合の形成により２量体構造が安定化し、構造の固定化および安定化が実現できた変異
体である（Miyamoto et al 2022）。この熱安定変異体の構造解析により、有機酸トランスポータ
ーの高分解能構造の取得に成功した（図 上段）。本輸送体は、１０回の膜貫通領域と中央に親
水性の可溶性ドメイン(S-domain)を有していた（図 下段）。膜貫通ドメインは、基質輸送に関
与する T-domain と２量体化に関与する D-domain から構成されていた。膜貫通領域は、N末端側
と C 末端側がシュードシンメトリーの関係にあった。さらに、N末端側と C末端側にそれぞれ短
いヘリックス２本から成るヘアピンループと呼ばれる構造が観察された。類似構造の探索によ
り、膜貫通領域は微生物由来クエン酸トランスポーターCitS と類似の構造を有することが明ら
かとなった。さらに、S-domain にも TrkA_C ドメインと呼ばれる構造が２つありこちらも繰り返
し構造であることが分かった。 
 
(2) エネルギー変換メカニズムの解明 
 OGM を用いた部位特異的ラベリング法により、基質存在下、非存在下におけるラベリング効率
をパターン分析した。その結果、本トランスポーターは、基質の種類によって、異なるラベリン
グパターンが得られたことから、複数のコンフォメーションを有することを明らかにした
(Suzuki et al 2022)。さらに、クライオ電子顕微鏡による単粒子解析により、基質存在下にお
いて野生型の構造を得ることに成功した。以上の結果から、本トランスポーターは基質結合状態、
非結合構造を有し、複数のコンフォメーション変化を繰り返すことにより、基質輸送を成し遂げ
ていることが示唆された。 
 
(3) 輸送活性制御メカニズムの解明 
 クライオ電子顕微鏡単粒子解析の結果から S-domain にはリガンドが結合し、基質輸送を制御
する可能性のあるドメインが存在することが明らかとなった。そこで、S-domain に結合し基質
輸送を制御するリガンドの探索を目的とし FSEC-TS 法による探索を行った。可溶化後、精製した
蛋白質に各種化合物を添加後、加熱処理した。加熱後の未変性タンパク質の残存量を FSEC を用
いて解析する（FSEC-TS 法）により、熱安定性に寄与する化合物の探索を行った。その結果、ピ
リドキサール 5’リン酸存在下で、トランスポーターの熱安定性がわずかに向上することが示唆
された。さらに、精製タンパク質をプロテオリポソームに再構成し、放射性同位元素を用いてト
ランスポーターの基質輸送活性を測定した結果、PLP の添加によりトランスポーターの活性を向
上することが示唆された。以上の結果から、PLP が S-domain に結合し基質輸送を制御する可能
性が示唆された（Kunii et al. 2023）。 
 
研究成果の統括 
 本研究では、微生物の有機酸生産に非常に重要な役割を果たす有機酸トランスポーターの分
子構造の解析を行った。クライオ電子顕微鏡による単粒子解析により分子構造の解明に成功し
た。さらに、得られた分子構造と部位特異的ラベリング実験の結果より、本トランスポーターが
基質輸送に伴いコンフォメーションが変化することを明らかにし、トランスポーターの基質輸
送メカニズムの一端を明らかにした。本研究の成果は、蛋白質工学的手法により、有機酸トラン
スポーターの機能強化の土台となる重要な知見である。 
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