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研究成果の概要（和文）：トランスポーターは，“基質の結合親和性を制御する”ことで基質を輸送する．本研究では
，基質との相互作用エネルギーを解析できる技術である等温滴定型熱量測定を行い，プロトン共役薬物トランスポータ
ーの基質親和性制御に対する熱力学的考察を行った．対向輸送系EmrEの研究では，Glu25が基質相互作用の駆動力のpH
依存的変化に関与していることを見いだした．共輸送系YdgRの研究では，相互作用の駆動力はpHによらずエントロピー
変化であることがわかった．

研究成果の概要（英文）：Regulation of the binding affinity of the substrate into transporter is one of cru
cial factors to transport the substrate through the membrane. In this study, we had investigated the inter
action between proton coupled drug transporters and these substrates by isothermal titration calorimetry (
ITC) is a technique that can analyze the interaction energy with the substrate, and discussed the thermody
namics based mechanism of proton coupled substrate transport. (1) In the study of EmrE as antiporter, the 
interaction between EmrE and TPP+ depends on pH. At higher pH, the affinity increases, and the driving for
ce becomes from enthalpy-driven to entropy-driven, and it is indicated that Glu25 might be one of determin
ant residues to drive the substrate binding. (2) In the study of YdgR as synporter, it was found that the 
driving force of interaction between YdgR and Val-Ala is entropy change, and it was not depend on pH.
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１．研究開始当初の背景 
 近年，幾つかのトランスポーターの立体構
造が報告され，基質結合に伴う立体構造変化
について明らかにされつつある．立体構造情
報は，原子レベルでの基質結合に関わるアミ
ノ酸残基を明らかにする．しかし，それら残
基の寄与や相互作用様式について熱力学情
報は与えず，結合親和性制御機構の解明に至
っていない．熱量測定では，立体構造情報は
与えないものの結合に伴う熱量変化から，結
合親和性やその様式についての情報を得る
ことができる．これら異なる情報をあわせる
ことで，トランスポーターの基質輸送分子機
構の本質が解明できると期待できる． 
 一般的に詳細な物理化学的測定では，大量
の試料を必要とする．しかし膜タンパク質の
大量発現系構築は困難であることが多い．こ
のことがネックとなり，トランスポーターの
熱量測定の報告は数例しかない．我々は，脂
質と界面活性剤の共存下で無細胞タンパク
質合成を行う膜タンパク質の大量機能合成
法を開発した．我々は，この方法を利用し，
既にEmrEの大量合成にも成功している．EmrE
は，大腸菌由来のトランスポーターで，プロ
トン濃度勾配を利用して脂溶性カチオン（テ
トラフェニルフォスフォニウムイオンなど）
を排出する．さらに立体構造が報告されてお
り，基質輸送に伴う構造変化や変異実験によ
る分子機構について多くの報告がある．その
ため，EmrE は本研究課題に適したトランスポ
ーターの１つである．我々は，既に等温滴定
型熱量計を用いた EmrE と基質との相互作用
解析から，基質結合の駆動力が pH により変
化することを見いだしている．  
 このような背景のもと，プロトン共役薬物
トランスポーターにおける基質輸送分子機
構を熱力学的観点から解明するために本研
究課題を計画した． 
 
 
２．研究の目的 
 多くの薬物や栄養物質は，細胞膜に存在す
るトランスポーターと呼ばれる膜タンパク
質を介して細胞内に輸送される．その輸送機
構は，図１に示すように①基質の結合（強い
親和性），②タンパク質の構造変化，③基質
の解離（弱い親和性）の３過程で表すことが
できる．すなわち基質輸送の本質は，トラン
スポーターの立体構造変化によって引き起
こされる“基質の結合親和性の制御”といえ

る．プロトン共役薬物トランスポーターは，
プロトンの結合と解離（プロトン輸送）と共
役して基質の結合親和性が制御（基質輸送）
されている．一方，熱量測定によって得られ
る情報から，結合親和性やその様式について，
相互作用エネルギーの駆動力とその割合か
ら議論ができる．このことは，基質親和性制
御機構を理解する上で有用な情報となる． 
 そこで本研究では，プロトン共役薬物トラ
ンスポーターにおいて，外部 pH が基質親和
性や相互作用の熱力学量に与える影響を，等
温滴定型熱量計を用いた測定から明らかに
し，基質輸送分子機構を熱力学的観点から解
明することを目的とする． 
 
 
３．研究の方法 
プロトン共役薬物トランスポーターのモデ
ルとして，対向輸送系は，大腸菌由来多剤排
出タンパク質 EmrE を用い，共輸送系には，
大腸菌由来プロトン/オリゴペプチド輸送担
体 YdgR を用いた．ITC 測定は，VP-ITC 
calorimeter (Microcal)を用い，25 ℃で行
った．試料は，5 min 脱気した試料をセルま
たはシリンジに注入した．タンパク質の定量
は，SDS-PAGE CBB 染色の BSA とのバンド強度
比により行った．解析は，付属のソフトウェ
ア（Origin）の ITC One set of site function 
model を用いた． 
 
(1) プロトン対向輸送系 EmrE の熱量測定 
EmrE は，透析法を用いた大腸菌抽出液由来の
無細胞タンパク質合成によって大量合成し
た．反応液（透析内液）に 0.4 % w/v ジギト
ニン（Wako）と 6.7 mg/mL の大腸菌極性脂質
（Avanti）を添加した．反応は，30 ℃，6時
間回転震盪することで行った．合成スケール
は，0.9 mL 反応液で行った．合成沈殿物を
10 mM TrisHCl pH 6.8,400 mM NaCl,1 %ドデ
シルマルトシド(DDM, Anatrace)で可溶化後，
ニッケル親和性カラムクロマトグラフィー
（HisTrap 1 mL,GE healthcare）にて EmrE
を精製した．カラム洗浄は，50 mM TrisHCl, 
pH 6.8,400 mM NaCl,10 % Glycerol,0.05 % 
DDM,1 mM DTT,20 mM Imidazole で行い，溶出
は，Imidazole 濃度を 500 mM にしたバッフ
ァーとの線形勾配により行った．すべての精
製は，4 ℃で行った．精製試料を目的の pH
の 10 mM バッファー，0.025 % DDM に対して
一晩透析（50 kDa cutoff）することでバッ
ファー交換を行った．ITC 測定の EmrE 試料
は，10-30 µM,リガンドである TPP+試料は，
80または 120 µMとした．リガンド溶液を 5 µL
ずつ 25-50 回添加した． 
 
(2) プロトン共輸送系 YdgR の熱量測定 
pET システムを利用して大腸菌 BL21(DE3)株
にて YdgR を大量発現させた．培地は，
OvernightExpress (Novagen)を用い，1 L の
スケールで 24 時間培養した．常法に従って



膜画分を調製後，1 % DDM で可溶化後，ニッ
ケル親和性カラムクロマトグラフィー
（HisTrap 5 mL, GE healthcare）にて精製
した．カラム洗浄は，20 mM TrisHCl,pH 
8.0,300 mM NaCl,10 % Glycerol,0.01 % 
NaN3,0.04 % DDM,2 mM ヒスチジンで行い，溶
出は，ヒスチジン濃度を 200 mM にしたバッ
ファーとの段階的線形勾配により行った．す
べての精製は，4 ℃で行った．精製試料を目
的の pH の 10 mM バッファー，0.04 % DDM に
対して一晩透析（50 kDa cutoff）すること
でバッファー交換を行った．ITC 測定の YdgR
試料は，3.6-8 µM,リガンドである Val-Ala
試料は，2 または 5 mM とした．リガンド溶
液を 8 または 5 µL ずつ 30，50 回添加した． 
 
 
４．研究成果 
 研究期間内に得た成果は，１）プロトン対
向輸送系 EmrE の pH依存的結合様式に寄与す
るアミノ酸残基の同定，２）プロトン共輸送
系 YdgR の大量試料調製法の確立および熱量
測定，である．さらに薬物輸送担体の熱力学
量について統一的に解釈するために行った
３）ナトリウム共役輸送担体およびチャネル
様輸送担体の大量試料調製法の検討，である．
以下に具体的な内容を記す． 
 
(1) プロトン対向輸送系 EmrE の pH依存的結
合様式に寄与するアミノ酸残基の同定 
 我々は，既に EmrE の熱力学パラメータの
pH 依存性について検討している．その結果，
①結合親和性 (KD)，放出プロトン量，タンパ
ク質安定性に pH 依存性があること．②pH が
高くなると，基質結合の駆動力に対する寄与
が，エンタルピーよりもエントロピーの方が
大きくなることを明らかにしている． 
 そこで，研究期間内には，EmrE における結
合様式の pH 依存性に寄与するアミノ酸残基
の同定するために，変異 EmrE と基質（テト
ラフェニルフォスフォニウムイオン、TPP+）
との結合認識機構を等温滴定型熱量計（ITC）
により解析した．EmrE には，酸性残基が３ヶ
所（Glu14, Glu25, Asp84），塩基性残基が５
ヶ 所  (Lys22, Arg29, Arg82, Arg106, 
His110) 存在している．このうち中性付近で
解離しうる残基として Glu14, Glu25, Asp85, 
His110 を選択して，それぞれ非解離性残基に
置換した変異体 (E14Q, E25Q, D84N, H110F) 
を作製した． 
 E14Q または D, E25Q 変異体を，野生型と同
様に無細胞タンパク質合成系を利用して調
製した．精製量は，それぞれ 0.7，1.2，1.0 
mg/1mL 反応液であり，ITC 測定に十分な量の
試料を調製できた．E14Q では，結合に伴う熱
量変化は観測されなかった．E14D, E25Q にお
けるイオン化熱が異なる緩衝液での測定の
結果，pH 6.5においてE14Dでは１分子のTPP+

の結合に伴い 0.76 分子の H+が放出されるこ
とが分かり，Asp14 は，脱プロトン化状態と

考えられる．しかし E14D と TPP+結合のΔHbind

は-6.8 kcal/mol，-TΔSは-2.8 kcal/mol で
あり，野生型と同様にエンタルピー（ΔH）
駆動型であった．一方，E25Q では，pH7.4 に
おいてΔH の寄与が若干大きくなった（ΔH/
ΔG; 0.26 (WT), 0.38 (E25Q)）．従って，Glu25
が，基質結合を駆動するエネルギー変化に関
与していると考えられる（表１）．以上の結
果から推察される熱力学量変化を考慮した
基質輸送モデルを図２に示す．酸性では基質
解離型（細胞外側が開いた構造）に，アルカ
リ性では結合型（細胞内側が開いた構造）も
しくは包括型（両方が閉じた構造）に基質が
相互作用していると考えられる．また構造変
化中間体では，逆平行のトポロジーを持った
２量体の２つのGlu25はプロトン化した状態
であると考えられる．Glu25 の一方が，脱プ
ロトン化した状態となるとなることで，一方
側が閉じるように構造変化を誘起している
と考えられる．しかしながら Glu25 のみの効
果では，基質結合駆動力の pH 依存性が説明
できないことから，他の残基との協同作用に
よって基質結合親和性制御が行われている
と考えられる． 

 D84N,H110F 変異体については，熱量測定に
は至っておらず試料調製の段階である．しか
し，両変異体ともに無細胞タンパク質合成系
を利用した合成には成功しており，D84N 変異
体は野生型と同程度の合成量であり，ITC 測
定には十分な量であった．一方，H110F 変異
体は，野生型の 1/5 程度であったが，熱量測
定が可能な量であった．現在，等温滴定型熱
量測定の準備とともに E25Q/D84N２重変異体
の調製も進めている． 
 
(2) プロトン共輸送系 YdgR の大量試料調製
法の確立および熱量測定 
 プロトン/オリゴペプチド共輸送系である
大腸菌由来 YdgR の大量発現精製法の確立を



行った．さらに外部 pHが YdgR/基質相互作用
に及ぼす影響を，等温滴定型熱量計（ITC）
を用いて検討した． 
 YdgR は，pET システムと OvernightExpress 
(Novagen)を用いることにより，1 L 大腸菌培
養液から 1 mg 程度の ITC 測定に十分な量の
精製 YdgR 試料を調製できた． 
 ITC 測定の結果，基質結合に伴う吸熱ピー
クを観測することができた．さらに基質結合
に伴うタンパク質内外のプロトン移動およ
び真の結合反応熱を検討するため，緩衝液成
分を変えた測定を行った結果，pH 6.0 では，
基質結合に伴いプロトンが取り込まれるこ
とが示唆された．pH 7.0 でも同様の測定を行
った結果，プロトン取り込みに関与するアミ
ノ酸残基の pKaは，6.3 と予想された．緩衝液
成分のイオン化熱を考慮することにより
Val-AlaのYdgRに対する真の結合反応熱が算
出でき，その相互作用は，pH 6.0 および 7.0
ともに少なくとも界面活性剤中ではエント
ロピー駆動型であり，脱水和の寄与またはコ
ンフォメーションの多様性が大きいことが
明らかとなった．このことは，YdgR の広範な
基質認識性に関与している可能性がある．pH 
の増加に伴い，結合親和性は増大し，またエ
ントロピーの効果が小さくなった（図３）．
このことから酸性では，Inward-facing の
Closed state に ， ア ル カ リ 性 で は ，
Outward-facing，Open state に結合すると推
察される．この結果は，対向輸送と逆であり
輸送方向決定に関与している可能性がある． 

 
(3) ナトリウム共役輸送担体およびチャネ
ル様輸送担体の大量試料調製法の検討 
 Na+共役輸送担体とチャネル様輸送担体の
試料調製にも着手した．Na+/モノカルボン酸
共輸送担体(SMCT）の試料調製では，無細胞
タンパク質合成系による合成を試みたが，そ
の合成量は 5 µg/1mL 反応液と微量であり，
熱量計を用いた機能解析に至らなかった．現
在，収量を増大させるために，N 末タグの変
更を含む合成方法の検討中である． 
 チャネル様輸送担体（銅輸送担体，CTR1）
の試料調製では，高濃度の界面活性剤と脂質
共存下で無細胞タンパク質合成を行い，可溶
性画分として合成できた．本方法で合成，精

製した試料は，Blue-Native PAGE および分子
間架橋剤による検討から，３量体を保持して
いることが示唆され，その収量は 0.1 mg/1 mL
反応液であり，熱量測定可能な量であった． 
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