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研究成果の概要（和文）：単細胞真核生物である紅藻の一種が、ヒトの多剤排出トランスポーターP-gpと非常によく似
た蛋白質をもつことを見つけ、その蛋白質を結晶構造解析することによって、多剤排出トランスポーターの3次元構造
をこれまでに報告された中で世界最高の解像度(2.4 オングストローム)で明らかにすることに成功した。構造を詳細に
解析することによって、P-gpがくすりを細胞膜中から蛋白質内に取り込む入口、くすりの認識に関わる可能性のあるア
ミノ酸残基、P-gpがどのように動いてくすりを細胞外へ排出するのか、構造に基づいて初めて明らかにした(Kodan, A 
et al. PNAS, 2014)。

研究成果の概要（英文）：In this study, the highest-resolution crystal structures of a eukaryotic 
P-glycoprotein homolog from the red algae Cyanidioschyzon merolae, were determined in two forms: unbound 
at 2.6-angstrom resolution and bound to a unique allosteric inhibitor at 2.4-angstrom resolution. These 
structures, along with site-directed mutagenesis and transporter activity measurements, reveal the 
detailed architecture of the transporter, including a gate that opens to extracellular side and two gates 
that open to intramembranous region and the cytosolic side.

研究分野： 構造生物学、生化学
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトのもつ 49 種類の ABC(ATP-Binding 
Cassette)蛋白質は生理的に重要な役割を負
っており、それぞれの遺伝子の異常がさまざ
まな疾病を引き起こす。特に、癌の薬剤耐性、
糖尿病、動脈硬化、老人性の失明、アルツハ
イマー病をはじめ様々な疾患と関連してお
り、創薬のターゲットとして重要である。代
表的な ABC 輸送体である P 糖蛋白質
（ABCB1/MDR1）は、幅広い構造の多種類の薬
剤をATPを駆動力として細胞や体内から排出
する。P 糖蛋白質は多くの薬剤の小腸からの
低吸収性や中枢神経系への低移行性と直接
結びついており、その立体構造の原子レベル
での解明は中枢神経移行性の高い薬剤をデ
ザインする上で極めて有用である。P 糖蛋白
質がどのような仕組みで薬剤を認識し輸送
しているのか、その詳細な仕組みは不明であ
り、その解明は ABC 蛋白質全般の機能を考え
る上で極めて重要である。 
 P 糖蛋白質の立体構造については、米国の
研究グループによってマウスの多剤排出ポ
ンプ P-gp の構造(1)が報告されていたが、解像
度は低く、その構造をもとにして基質認識機
構および輸送機構を厳密に議論することは
できていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ABC 輸送体の分子機構をその原
子レベルの立体構造に基づいて明らかにす
ることを目的とした。そのため、ヒトの P糖
タンパク質(MDR1,ABCB1)と良く似た基質特
異性を示す好熱性単細胞真核細胞(紅藻
Cyanidioschyzon merolae)由来の P-gp ホモ
ログ CmABCB1 を研究対象とし、異なるコンフ
ォメーションの立体構造をX線結晶構造解析
により高分解能で決定する。その立体構造を
基に機能に重要と予測されるアミノ酸残基
に変異を導入し、それぞれの変異体の薬剤感
受性試験を行い、機能に重要なアミノ酸残基
を同定する。 
 
３．研究の方法 
（１）タンパク質の大量生産 
 CmABCB1 の大量発現には、 ジャーファー
メンター（溶存酸素, pH, 温度を自動制御）
を用いたメタノール資化性酵母（Pichia 
pastoris SMD1163 株）の高密度培養(2)を適用
した。 発現細胞から膜画分を調製し、界面
活性剤（C12E9）で可溶化した後、 His-tag カ
ラムとゲルろ過カラムを用いた液体クロマ
トグラフィーにより精製標品を得た。 
（２）タンパク質の結晶化 
 上記の精製標品を約 10〜15 mg/mL の濃度
まで濃縮した後、 シッティングドロップ蒸
気拡散法により 20 C̊ にて結晶化を行った。
結晶が得られた沈殿剤条件を最適化し、再現
性よく良質な結晶が得られる条件を検討し
た。得られた結晶を用いて母液、抗凍結液の
至適化および脱水処理の検討を行った。 

（３）X線結晶構造解析 
 大型放射光施設 SPring-8 のシンクロトロ
ン放射光を用いて X線回折実験を実施し、収
集した回折データセットをHKL2000あるいは
XDS を用いて処理した。位相決定は、 水銀化
合物（ethyl mercury phosphate）の重原子
誘導体結晶を用いた多波長異常分散法（MAD）
により行った。モデル構築、修正および精密
化にはプログラム COOT、PHENIX および
REFMAC5 を用いた。最終モデルの評価には
PROCHECK および MolProbity を用いた。 
（４）新規環状ペプチドのスクリーニング 
 従来よりも親和性の高い基質あるいは阻
害剤を取得するため、RaPID システム(3,4)を
用いた環状ペプチドの In vitro selection
により、合成した 1012 種類以上のランダムラ
イブラリーから親和性の高い分子を選抜し
た。（東京大学の菅裕明教授、Chris J. 
Hipolito 博士との共同研究） 
（５）薬剤感受性試験  
 野生型 CmABCB1 およびその変異体の薬剤輸
送能を調べるため、 各 CmABCB1 遺伝子を、7 
つの内在性 ABC 多剤排出トランスポーター
を 欠 失 さ せ た 酵 母 （ Saccharomyces 
cerevisiae AD1-8u−株）(5)に組み込み、 様々
な薬剤に対する感受性試験を行った.  
 
４．研究成果 
 これまでに研究代表者の小段は、ヒト P-gp 
の結晶化に 10 年近く挑戦し続けてきたが、
その熱安定性の低さのため(6)、これまでのと
ころ成功には至っていない。そこで、全ゲノ
ム配列が解読されており(7)、熱安定性が高く
結晶化に適していると予想された好熱性
（42 ℃, pH2.5 が至適）単細胞真核生物であ
る紅藻（Cyanidioschyzon merolae）の P-gp
ホモログ CmABCB1 に着目した。CmABCB1 はハ
ーフサイズの ABC トランスポーターであり、
ヒト P-gp（フルサイズ）の N末端側と 41 ％、
C 末端側と 37 ％の相同性を有していた。
様々な薬剤に対する感受性試験の結果、
CmABCB1はヒトP-gpと非常に良く似た基質特
異性を有していることが判明した。CmABCB1
は熱安定性が非常に高く、界面活性剤ミセル
中において48 C̊で16 時間インキュベートし
た後でも 91 ± 5 ％の ATPase 活性が残存し
ていた。このことから、この P-gp ホモログ
は高分解能での結晶構造解析に適している
と考えられた。 
 結晶化スクリーニングの結果、CmABCB1 の
結晶（空間群 R 32）が再現性よく得られた。
SPring-8のBL41XUビームライン を利用して
X 線回折実験を行い、3.1 Å 分解能にて野生
型 CmABCB1 の初期位相を決定した。決定した
結晶構造を観察したところ、野生型 CmABCB1
は内向型構造をとっており、特に、膜貫通
（Transmembarne, TM）ヘリックス TM4 の一
部の電子密度が非常に低く、この領域が非常
にフレキシブルであることが判明した. そ
こで、そのフレキシビリティを抑えると予想



される変異体（G277V/A278V/A279V 、 以降 、 
VVV 変異体と呼ぶ）の結晶を作製し構造解析
を行った。その結果、TM4 全体に明確な電子
密度が観測され、分解能が 2.6 Å まで向上し
た。VVV 変異体の薬剤感受性試験を行ったと
ころ、野生型とは異なり、薬剤輸送能が消失
していた。このことから、この部位が、P-gp
が薬剤を細胞膜中から蛋白質内に取り込む
入口であると推察された。 
 また、CmABCB1 の TM ドメインの構造を詳
細に観察したところ、脂質二重膜の中央から
細胞外にかけて芳香族または比較的大きな
疎水性アミノ酸残基（Phe, Leu,Ile, Tyr な
ど）が集まった 4 層構造から成る領域が認め
られた。この部位は空洞と細胞外を隔ててい
るため、 ここが細胞外へ通じるゲートと考
えられた。そこで、この 4 層構造を構成する
アミノ酸残基を Ala に置換した変異体を作
製してそれらの薬剤感受性試験を行った結
果、Tyr358, Ile387, Leu388, Phe384, Phe138
が薬剤輸送に重要な役割を果たしているこ
とが判明した。 
 一方で、野生型および VVV 変異体を用いて
さまざまな薬剤との共結晶化を試みたが、TM
ドメイン内の空洞にはっきりとした薬剤の
電子密度を捉えることができなかった。これ
は、CmABCB1 と輸送基質の相互作用が非常に
弱いためと考えられた。そこで、既知のリガ
ンドより親和性の高い基質あるいは阻害剤
を取得するため、RaPID システムを用いた In 
vitro selection を実施した結果、最もよく
結合する基質 rhodamine 6G よりも約 100 倍
親和性の高い分子 aCAP （ anti-CmABCB1 
peptide）を新たに見出した。aCAP は 18 ア
ミノ酸残基で構成される環状ペプチド（分子
量：2123）であり、CmABCB1 の ATP 加水分解
活性を強力に阻害（Ki ＝65 nM）した。 そ
こで、aCAP と CmABCB1 との複合体結晶を作
製したところ、複合体構造を 2.4 Å 分解能で
決定することができた（図１）。 

図１. aCAP/CmABCB1 の複合体結晶構造 

 aCAP は結晶のパッキングには関与してい
なかったことから、aCAP 複合体の分解能が
2.4 Å に向上した要因は、aCAP の結合自体が
CmABCB1 の「内向型構造」を安定化したため
であると推察された。ただし、予想に反して
aCAP は、分子の外部から「かすがい」を打
つように TM2 と TM6 に結合しており、輸送基
質が結合するであろう分子内部には結合し
ていなかった。つまり、aCAP が結合した状態
では TM2 と連動する TM1 は TM6 から離れるこ
とができないと考えられた。上述のように、aCAP 
は CmABCB1の ATP加水分解活性を強力に阻害す
ることからも、TM1 と TM6 が離れることは輸送
活性に必須であると考えられた。 
 CmABCB1 とバクテリアホモログである
Sav1866(8)の構造は、それぞれ内向型と外向型 
で、これまでに決定された最も高分解能の立
体構造であるため、両者を比較することで、
内向型から外向型への構造変化がどのよう
に起こっているのか、その動作原理について、
はじめて原子レベルで厳密に議論すること
ができるようになった(9)。しかしながら、こ
の動作原理における重要アミノ酸残基の役
割を明らかにするためには、やはりどうして
も CmABCB1 の外向型構造情報が必要である。
最近、立体構造に基づいた部位特異的変異導
入などの工夫によって、CmABCB1 の外向型結
晶を得ることに成功した。この結晶から2.0 Å
より高い分解能の回折データを収集できて
おり、現在、外向型構造モデルの精密化を進
めているところである。今後、CmABCB1 の外
向型構造と内向型構造と比較し、機能に重要
なアミノ酸残基を同定することで、さらに詳
細な分子メカニズムを解明できるものと期
待している。 
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