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研究成果の概要（和文）：P糖タンパク質のin vivoイメージングに適したプローブを開発するために、プローブ候補化
合物とP糖タンパク質の複合体のX線結晶構造解析を実施して、両者の相互作用の立体構造基盤を解明した。その結果、
P糖タンパク質ホモログの電子密度は明瞭で、その分子構造が判明した。しかし、プローブ候補化合物は、電子密度が
得られなかった。一方、分光学的な測定では、分子プローブが結晶中に取り込まれていることが示唆された。これらの
結果は、本研究に用いた分子プローブとP糖タンパク質との相互作用が弱く、分子プローブが一定のコンフォメーショ
ンをとっていないことを示すものであると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In order to develop specific molecular probes for in vivo imaging of P-glycoprotei
n, an X-ray crystallographic analysis of a P-glycoprotein homolog in complex with some candidate molecules
 for the probe was performed and the structural basis of their interactions was elucidated.  From the X-ra
y diffraction analysis clear electron density of the P-glycoprotein homolog was observed whereas the uncle
ar density of the probe molecules was detected.  A photometric assay of the complex crystals indicated tha
t the probes were included in the crystals.  These findings indicated that the probe candidates are weakly
 bound in the inner cavity of the P-glycoprotein homolog and their conformations are unfixed even in the c
rystalline state.
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１．研究開始当初の背景 
 P 糖タンパク質など多剤排出型の ABC ト
ランスポーターは、in vitro ではがん細胞の
多剤耐性の原因であることが実証されてい
る。ところが、その阻害剤や調節化合物を抗
がん剤と併用する療法の臨床試験では、第二
相試験での頓挫が繰り返されており、多剤排
出型 ABC トランスポーターを標的とする創
薬は成功していない。このことから、in vitro 
における ABC トランスポーターの局在化と
多剤排出活性を精度良く求める方法の開発
が求められており、陽電子放射断層撮影
（PET）などの分子イメージング法に期待が
集まっている。ところが、ABC トランスポー
ターは、広い特異性を有しており、しかも P
糖タンパク質(ABCB1)、MRP1(ABCC1)、
BCRP(ABCG2)など複数のトランスポータ
ーが似た挙動を示すこと、さらには、親和性
の高い阻害剤がないことから、現状の PET
像の分解能では期待する効果が得られてい
ない。 
 
２．研究の目的 
そこで、分子プローブの候補化合物と ABC

トランスポーターとのX線結晶構造解析を行
い、分子プローブのそれぞれのトランスポー
ターに対する特異性と親和性を向上させる
ための立体構造基盤を解明することを目指
した。申請者は、すでに P 糖タンパク質のホ
モログ分子の結晶化とX線解析に成功してお
り、研究期間内に、PET 分子プローブの候補
化合物との複合体のX線結晶解析を終えるこ
とは可能であると思われた。また、すでに分
子プローブの候補となる数十種類の化合物
の合成にも成功しており（京都大学化学研究
所平竹教授のグループとの共同研究. 特願
2010-262291）、複数の候補化合物複合体の
結晶解析の準備は完了していた。 

ABC トランスポーターの高解像度 PET 
像が得られるようになれば、ABC トランス
ポーターが in vivo でガンの多剤耐性に果た
す役割が初めて明らかになる。また、これま
でのところ、PET 分子プローブ合成化学研
究は、入手可能な化合物のアイソトープラベ
ル化反応の開発がほとんどであり、分子プロ
ーブの機能を向上させるための分子設計指
針を得るための研究はほとんどなされてい
ない。したがって、立体構造に基づいた分子
設計により、特異性と親和性を兼ね備えた分
子プローブの創成が期待されるとともに、高
度医療への応用が期待された。 
 
３．研究の方法 
研究方法の概要は以下の通りである。すな

わち、骨格構造の異なる 5 種類の分子プロー
ブ候補化合物と ABC トランスポーターの P−
糖タンパク質ホモログとの複合体について、
X 線結晶解析を実施する。そして、得られた
立体構造から、標的 ABC トランスポーター
に対する高い基質特異性と親和性を付与す

るための構造要因を解明する。また、分子プ
ローブの化学構造中でトランスポーターと
の結合や分子認識に関与していない部位を
明らかにすることで、分子プローブ候補化合
物の細胞毒性の低下を実施するための方策
を明らかにする。さらに、標的 ABC トラン
スポーター：プローブ候補複合体結晶中の分
子プローブ占有率を化学量論的 1：1 にする
ため、および、X 線結晶解析の分解能を向上
させるために、リン脂質誘導体を用いた
Lipidic Cubic Phase 法と Bicelle 法による結
晶化法を ABC トランスポーターへ利用可能
なように改良して、現状の 3.0 オングストロ
ームレベルの分解能から 2.0 オングストロー
ムレベルへと構造解析の精度を向上させる。
の 4 項目である。 

 
（１）標的 ABC トランスポーターと分子プロ
ーブ候補化合物との複合体の結晶化 
マウス由来の P−糖タンパク質(P-GP)の立

体構造は3.8オングストローム分解能で決定
されているが、分解能が低いため立体構造を
基盤とした研究は進んでいない。そこで、好
熱性の真核生物 Cyanidioschyzon merolaeか
ら、ヒトの P-GP と遺伝子配列から推定され
るアミノ酸配列が良く似た分子を探したと
ころ、1 つの遺伝子を単離することに成功し
た。そこで、ABC トランスポーターを欠失さ
せることにより薬剤感受性となっている酵
母 Saccharomyces cerevisiae AD1-8-に、そ
の遺伝子を導入して発現させたところ、薬剤
耐性が上昇することを見いだした。そこで、
その遺伝子産物である膜タンパク質を単離
精製し、薬理学的な性質を調べたところ、ヒ
ト P-GP と良く似ている ABC トランスポータ
ーであることが判明した。そして、その遺伝
子をメタノール資化性酵母 Pichia pastoris
に導入し、結晶化に必要な大量の P−糖タンパ
ク質ホモログ（CmP-GP）を調製した。結晶化
を実施したところ、3.0 オングストロームを
越える分解能の結晶を得ることができた。 
そこで、この CmP-GP を用いて、各種分子

プローブとの複合体を結晶化した。結晶化で
は，予め分子プローブ候補化合物と混合した
後、沈殿剤を加えた条件と、結晶化した後、
プローブ候補化合物を加えた結晶母液に結
晶を浸漬した場合の 2 つの方法にて行った。
その結果、いずれの場合でも、もとの単独に
て結晶化した場合と同様に3.0オングストロ
ーム分解能以上の X線回折像を与える X線結
晶解析に適した結晶が得られた。 
 

（２）同複合体の X線結晶解析 
得られた結晶を用いて、結晶構造解析を実

施した。まず、実験室の X線装置で結晶の選
抜を行い、分解能の高い結晶については、
SPring-8の放射光X線を用いてX線回折デー
タの収集を行った。そして、すでに構造解析
した CmP-GP 単独の分子モデルを初期構造モ
デルとする分子置換法を用いてフーリエ解



析に必要な位相情報を得た。結晶構造解析の
結果、CmP-GP の立体構造に関する精密な分子
モデル（2.7Å分解能）を構築することができ
た。しかし、加えた分子プローブについては、
電子密度が不鮮明で分子モデルを構築する
ことができなかった。一方、ローダミン誘導
体のような可視光を吸収する分子では、分子
が結晶中に取り込まれていることを確認す
ることができたことから、結晶中で電子密度
は与えなくとも CmP-GP に取り込まれている
ことが示唆された。このことから、いずれの
分子プローブも結晶中に取り込まれたもの
の、結晶中でコンフォメーションが限定され
るような強い結合をしていないため、分子構
造が多様性を示し、結果として明瞭な電子密
度を与えなかったと考えられた。 
電子密度を与えなかった理由としては、

CmP-GP が二量体であるため、非対称な分子で
ある分子プローブの結合が二量体当り1分子
である場合には少なくとも2つの可能性が生
じ、電子密度の半減が起きたことが推定され
た。そこで、分子内部に 2回軸を有する分子
プローブ候補（図 1）を用いてその問題を回
避することを試みた。しかし、結果は同様で
あり、明瞭な電子密度は得られなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．分子内に 2回対称をもつプローブ候補分子 

 
（３）立体構造に基づいた分子プローブ構造
設計指針の解明 
 CmP-GP に結合した分子プローブの構造が
判明しなかったことから、分子プローブが基
質のように排出されている可能性について、
調べた。ABC トランスポーターは、ATP の加
水分解酵素(ATPase)活性を有しており、その
反応速度は輸送される基質濃度の上昇とと
もに、ミカエリスメンテン（双曲線）型の曲
線を描くことが判明している。そこで、この
測定系を用いてプローブ候補化合物を測定
した。その結果、輸送される基質と同等の Km
値を示すことが明らかとなった。すなわち、
通常の輸送基質と同等の結合を示すものと
考えられた。さらに、CmP-GP の結晶構造が判
明したことから、その構造中において基質結
合部位であると考えられる部位を調べたと
ころ、膜貫通領域に相当する分子の内部に大
きな空洞が見つかった。そこで、プログラム

AutoDock を用いて、輸送基質や分子プローブ
候補化合物がどこに結合する可能性がある
のか、ドッキングシミュレーションを用いて
探索した。その結果、分子内空洞の表面の凹
凸に従い、分子が結合する様子が観測された。
しかし、酵素などと異なり、リガンド分子の
立体構造とトランスポーターの分子表面は、
必ずしも空間的な相補性が保持されておら
ず、輸送基質、分子プローブ候補化合物、い
ずれの場合も、多様性のある結合様式がみと
られ、それらのエネルギー的な違いはそれほ
ど大きくは変わらなかった。このことは、多
剤排出トランスポーターの機能から考える
と妥当な性質であると考えられるが、PET な
どの分子プローブに必要となる性質として
は、特異性の低下する原因となっていること
が示された。 
 
（４）Lipidic Mesophase 法と Bicelle 法に
よる高分解能結晶の調製への挑戦 
 モノオレインを用いて調製した Lipidic 
cubic phase と Lipidic sponge phase を用い
て結晶化を行ったところ、いずれにおいても
CmP-GP の結晶化が見られた。しかし、Bicelle
法を用いた場合は、結晶化は観測できなかっ
た。ただし、得られた結晶が不安定なため、
これまでに得られている結晶よりも分解能
が向上しているかどうかは、確認できなかっ
た。 
 
４．研究成果 
薬物の体内動態特性の決定因子であるP糖

タンパク質の構造と薬理学的挙動が似てい
るホモログ分子の立体構造を高分解能で決
定した。分子プローブの候補化合物はいずれ
もP糖タンパク質と弱い相互作用で認識され
ていることが判明した。そして、それらは、
多様なコンフォメーションをしているため、
原子レベルでの結合様式を決定することは
できなかった。 
今回、P 糖タンパク質ホモログの高分解能

の立体構造が得られたことから、この立体構
造を用いた分子動力学(MD)シミュレーショ
ンにより、P-GP と特異的に結合する分子プロ
ーブ化合物候補を分子構造と結合様式に基
づいて選抜するための計算実験系を構築す
ることができたことになる。今後は、分子プ
ローブ候補化合物の分子構造を大量に入手
して、CmP-GP との結合様式を MD シミュレー
ションで調べることが可能であり、臨床応用
可能な化合物の探索に役立つものと期待さ
れる。 
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