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研究成果の概要（和文）： 好温性の真核生物シゾン（Cyanidioschyzon merolae）からヒトP糖タンパク質とアミノ酸
配列と基質特異性の良く似たABCトランスポーターを発見し、CmABCB1と命名した。そして、その内向型状態構造につい
て最高2.4オングストローム分解能での立体構造決定を達成した。これは、論文発表時点において世界最高分解能で解
析されたABCトランスポーターの立体構造である。さらに、特殊ペプチドライブラリーからCmABCB1に対する特異的な阻
害剤を創製した。得られた阻害剤aCAPは、ABC多剤排出トランスポーターを分子の外側から鎹を打つように阻害する新
規なメカニズムのものであった。

研究成果の概要（英文）：We discovered an ATP binding cassette (ABC) multidrug transporter of which amino 
acid sequence and transporter function are very similar to those of human P-glycoprotein from a 
thermophilic eukaryote, Cyanidioschyzon merolae, and we named CmABCB1. The crystal structure of CmABCB1 
complexed with its specific inhibitor, aCAP at 2.4 A resolution. This is the structure determination of 
an ABC transporter at the highest resolution in the year 2014. The inhibitor aCAP has a unique binding 
mechanism by which it clamps the transmembrane helices from the outside, fixing the CmABCB1 structure in 
an inward-open conformation. Using structure-based mutagenesis, we defined several important residues 
that act as a substrate gatekeeper, a transition switch, and a substrate hook associated with the 
underlying transport mechanism. These studies provide mechanistic insight into substrate recognition and 
transport by ABCB1 type of multidrug transporters, as well as a blueprint for drug development.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 生体膜　構造機能相関　受容体　X線結晶構造解析
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１．研究開始当初の背景 
 ABC トランスポーターは、ATP の加水分
解エネルギーを利用して、生体膜を介した基
質の能動輸送を行う膜貫通型の膜タンパク
質である。その基本構造は 12 回の膜貫通ド
メインと２つの ATP 加水分解ドメインから
構成される。トランスポート方向の違いから、
基質を排出するエクスポーターと基質を取
り込むインポーターがあるが、原核生物は主
にインポーターを有するのに対して、真核生
物はエクスポーターのみを持っている。中で
も、多種多様な化学構造の基質に対する多剤
排出能を示すヒトの ABC エクスポーター
(ABCB1)は、体外から侵入する異物を除去す
るための重要な役割を担っている。ABC エク
スポーターメカニズムは世界中で沢山の研
究がなされており、状況証拠から、内向き型
構造で基質を捉え、ATP の結合により外向き
型に変化すると伴に基質を排出し、ATP の加
水分解によって、内向き型にもどると予想さ
れている。 
 膜タンパク質である ABC トランスポータ
ーは結晶化が困難であることなどで、国内で
立体構造解析された例はない。海外では 4 例、
マウスと線虫 ABCB1 および ABC エクスポ
ーターと良く似た原核生物由来の Sav1866
と MsbA が X 線解析された。しかし、いずれ
の結晶構造も分解能が低いこと（外向き型
Sav1866, 3.0Å: Nature 443,180 (2006); 
MsbA 内向き型 5.5Å 外向き型 3.8 Å: PNAS 
104, 19005 (2007); マウス ABCB1 内向き型
3.8 Å: Science 323, 1718 (2009)）、線虫の
ABCB1 ホモログ内向き型 3.4 Å: Nature in 
press）や、マウス ABCB1 以外は、基質特異
性が異なり生理的に多剤排出活性を持つか
どうかは不明であり（Sav1866 と MsbA はフ
リッパーゼの可能性が高く、線虫の ABCB1
は多剤排出能がない）、ABC エクスポーター
分子の大体の形までは見えたといえるが、多
剤認識と基質排出のメカニズムを論じられ
る分解能の立体構造は、未解明のままである。 
 
２．研究の目的 
 我々は、好温性の真核生物 Cyanidioschyzon 
merolae から多剤排出 ABC エクスポーター
(CmABCB1)を発見してメタノール資化性酵
母を用いて発現させ、得られたタンパク質を
高度に精製して結晶化し、予備的な研究によ
り 2.7Å 分解能での立体構造解析が可能であ
ることを見いだした。この内向き型構造に続
き、現在、複数の基質や阻害剤との複合体結
晶を調製して基質結合部位の同定を試みて
いる。また、変異導入により、ATP を結合し
た外向き型構造の確実な作製方法を、大腸菌
MsbA を用いて新たに開発した（Terakado, K., 
et al., Acta Cryst., D66, 319-323 (2010)）。その
方法を応用し外向き型構造の CmABCB1 の
結晶化も実施中である。  
すでに申請者は、ヒト ABCB1 の大量発現系
の構築と精製（Kodan, A., et al., Protein Expr. 

Purif., 66, 7-14 (2009)）、精製標品を用いた
ATPase 測定による機能解析（Sato, T., et al., 
H., FEBS J., 276, 3504-3516 (2009)）を実施し
て ABC トランスポーターの構造と機能を分
子構造レベルで精密に解析するための実験
手法を確立している。また、in vivo での機能
解析に向け、細胞膜上の 7 つすべての ABC
トランスポーターを欠失させた酵母を用い
て、標的 ABC トランスポーターの基質排出
活性測定の実験系も確立した。さらに、研究
分担者の渡辺は、ABCB1 の代表的な基質で
あるベラパミルを骨格として合成展開し、強
力な阻害剤を合成した。 
 本研究の達成目標は、以下の 3 点である。 
（1）ABC トランスポーターが多様な化学構
造の化合物を認識できる仕組みの解明 
（2）ABC トランスポーターが生体膜内にて
疎水性の高い基質を捕捉し、それを細胞外の
親水性環境へと排出する輸送の仕組みの解
明 
（3）明らかになった構造を基に、新たなメ
カニズムの阻害剤を開発する。 
 上記３つの課題解明を、CmABCB1 を対象
として X 線結晶構造学、タンパク質工学、有
機合成化学を組み合わせて取り組むことに
より達成する。また、判明した多剤認識排出
輸送メカニズムをヒト由来のホモログP糖タ
ンパク質と比較することにより、共通点と相
違点を明らかにして、新たな抗がん剤や、神
経変性疾患薬を設計するための指針を明ら
かにする。 
 
 
３．研究の方法 
研究代表者加藤（京大院薬）と研究分担者

中津（京大院薬）の構造解析チーム、分担研
究者渡辺（京大化研）の有機合成チーム、代
表者加藤と連携研究者山口（京大院薬）の機
能解析チームによる協力体制で３つの課題
解決の研究を展開する。それぞれが、数名の
大学院生とともに、それぞれの役割分担で協
奏的に実施する体制とする。この研究体制は、
互いの進捗状況に依存するので、緊密に会合
を開いて情報と試料の交換をしながら相互
に協力して計画を進める。中核となる X 線結
晶構造解析には熟練のポスドクを採用し、期
間内に完了できる体制を構築する。 
 研究分担者中津は、困難なタンパク質の結
晶解析に多くの実績を持つX線結晶解析のエ
キスパートである。同渡辺は、企業と大学に
おいて、酵素の阻害剤を設計合成した豊富な
経験を有する。連携研究者山口は、膜タンパ
ク質の取り扱いに豊富な経験をもち、細胞生
物学やタンパク質工学による機能解析と電
子線顕微鏡による構造解析を得意とする。 
 この体制により、X 線解析可能な結晶が準
備された状態で研究を開始し、進展とともに、
それぞれの課題達成により解析標的が準備
されて、その結晶が順次用意可能になってい
る。また、立体構造からの仮説は、変異導入



解析と合成化学的アプローチにより実証さ
れる計画である。 
 
４．研究成果 
（1）ABC トランスポーターの多剤認識メカニ
ズムの解明 
① 好 温 性 の 真 核 生 物 Cyanidioschyzon 
merolae 由来の ABC 多剤排出トランスポータ
ーCmABCB1 の「内向型状態」構造について最
高2.4オングストローム分解能での立体構造
決定ができた。これは、論文発表時点で世界
最高分解能で解析されたABCトランスポータ
ーの立体構造である（発表論文①）。その際、
ABC トランスポーターの代表的基質ベラパミ
ルを基本骨格として合成した特異的阻害剤
は、結晶化の再現性向上に対して有効である
ことが判明した。 
②立体構造を決定できた CmABCB1 の「内向型
状態」構造をもとに基質のドッキングシミュ
レーションを行い、基質結合部位を探索した。
その結果、CmABCB1 分子内部の巨大な空洞の
天井付近に結合する位置を見いだした。その
周囲には、これまでに基質結合に関与するこ
とが生化学的実験から示唆されたアミノ酸
残基が存在していた。 
③ドッキングシミュレーションを用いるこ
とにより、「内向型」から「外向型」への立
体構造変化の経路を探索した。また、その構
造変化に伴う基質の結合部位と輸送経路を
探索した。その結果、内向型構造のトランス
ポーターに侵入した基質は分子中央の基質
結合部位へと至り、トランスポーターの内向
型状態から外向型状態への構造変化に伴い、
基質結合部位の上部に開いた細胞外側への
出口から外へ排出されようとすることが見
いだされた。このシミュレーションの結果は、
部位特異的変異導入によりAlaへ置換した場
合に機能が著しく低下するアミノ酸残基を
調べた結果とほぼ一致していた。 
（2）ABC トランスポーターの基質排出輸送の
仕組みの解明 
①CmABCB1 の立体構造から基質結合部位と予
想されるアミノ酸残基を推定し部位特異的
変異を導入した。そして、得られた変異体の
活性を回生することにより、それぞれのアミ
ノ酸残基の基質排出との相関を明らかにし
た。その結果、基質結合に関わる疎水性でか
さ高いアミノ酸残基を同定することができ
た。また、水素結合を形成することにより、
膜貫通へリックス(TM)の TM1 と TM6 の相互作
用が細胞膜と細胞外領域の境界付近で強化
されていることを見いだした。 
②「外向型状態」を形成しやすいように改変
したABCトランスポーターを調製することが
できた。また、基質の取り込み口と基質の排
出口と思われる部位を構成する特徴的なア
ミノ酸残基に変異を導入し、得られた変異体
の活性を解析したところ、基質取り込み口の
ドアの開閉を司っていると考えられる残基
を同定することができた。それらの変異型

CmABCB1 と ATP アナログである AMP-PNP との
複合体の結晶化を行った結果、新たな形状の
結晶が得られた。 
③新たに得られた結晶を用いてX線結晶構造
解析を実施した。その結果、期待通り外向型
状態の結晶構造の決定に成功した。また、同
じ変異型を用いて内向型状態の結晶化にも
成功し、その結晶構造も決定できた。これは、
同一分子の基質排出型ABCトランスポーター
において内向型と外向型両状態の結晶構造
を解析した世界初の例である。 
（3）ABC トランスポーターのメカニズムに基
づいた新規阻害剤の設計と合成： 
①CmABCB1 に分子の外側から結合する新規阻
害剤 aCAP との複合体の結晶構造決定に成功
した。その結果、ユニークな新規阻害剤の結
合様式が判明した。また、速度論的な実験か
ら、阻害剤は、基質結合をアロステリックに
抑制していることが明らかとなった。 
②CmABCB1 に分子の外側から CmABCB1 結合す
る新規阻害剤aCAPを見いだしたことを基に、
その阻害剤と CmABCB1 の阻害様式を調べた。
その結果、aCAP は輸送基質ローダミンと拮抗
的に阻害を示すことが判明した。また、同様
の阻害を示す類似化合物についても CmABCB1
との複合体の結晶を作成し、結晶構造解析を
実施した。その結果、同じように分子の外側
からCmABCB1に結合していることが示唆され
た。この阻害剤は、「外向型状態」を形成し
やすい変異型CmABCB1とは結合しないことか
ら、「内向型状態」に特異的に結合するもの
と示唆された。 
③野生型CmABCB1に分子の外側から特異的に
結合する新規阻害剤が、外向型状態を取りや
すい変異型にも結合するかどうかを検討し
た。その結果、その変異型への結合力は大き
く低下しており、その阻害剤は、内向型状態
の構造が安定に存在していることで強力に
結合するメカニズムであることが判明した。
一方、基質であるローダミンの誘導体を合成
し構造活性相関を実施した。その結果、当該
トランスポーターによって輸送されなくな
った化合物が得られた。今後、その化合物が
アンタゴニストかどうかを検討することに
より、多剤排出メカニズムの一端が明らかに
なると期待される。 
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