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研究成果の概要（和文）：グラム陰性細菌において、多糖の輸送に関わるABCトランスポーターの構造機能相関を解析
した。その結果、基質を結合した結合タンパク質がinward facing構造のABCトランスポーターに接触し、その後、ATP
の結合に伴い、結合タンパク質がドメインを開くと共にABCトランスポーターもoutward facing構造に変化し、基質がA
BCトランスポーターに受け渡され、次いで、ATPの加水分解により基質が細胞質に輸送されることを示した。また、本A
BCトランスポーターは、マルトース輸送ABCトランスポーターと類似しているが、トンネル構造など巨大分子を輸送す
る特徴的な構造を有することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The structure and function relationship of macromolecule(alginate)-specific ABC tr
ansporter (importer:AlgM1-AlgM2/AlgS-AlgS) of Sphingomonas sp, A1 was analyzed.The substrate-binding prote
ins (AlgQ) bind/reliese alginate by opening/closing the N-domein and C-domein. The subsite 1 in the AlgQ s
pecifically binds mannuronate. Through the contact with alginate-bound AlgQ, the permeases (AlgM1 and AlgM
2) constituting importer open, receive alginate from AlgQ, and then alginate is introduced into cytosol by
 using ATP-hydrolyzing energy, which is generated by the action of AlgS (ATPase). This ATP transporter was
 different from the ABC transporters responsible for the transport of low-molecular weight substrates in t
hat the substrate-binding protein (AlgQ) forms the tunnel that allows the passage of alginate, a long chai
n acid polysaccharide.
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１．研究開始当初の背景 
殆ど全ての生物細胞の膜インターフェイ

スに局在する ABC トランスポーターは、ATP

加水分解エネルギーを用いて物質の膜内外

への輸送(取り込みと排出)を行う重要な分子

装置(インポーターとイクスポーター)である。

癌細胞の多剤耐性化(薬剤排出)にも関係して

いる。そのため、ABC トランスポーターの高

次構造と機能との相関を明らかにする研究

が主に細菌を対象に進展している。 

グラム陰性細菌のペリプラズム局在性基

質結合タンパク質は、細胞外膜から細胞内膜

に基質を輸送する機能を有し、ABC インポー

ターと接触して基質を受け渡した後、ABC イ

ンポーターから遊離する。つまり、基質結合

タンパク質と ABC インポーターは、離合集

散可能な過渡的複合体を形成し、その相互作

用を通して輸送活性や ATP 加水分解活性を

制御する。 

この制御に関わる基質結合タンパク質と

ABC インポーターの構造要因が明らかにさ

れつつあるが、その多くは低分子物質の輸送

に関わる ABC トランスポーターであり、本

研究が対象とする多糖の様な高分子物質の

取り込みに関わる ABC インポーターの構造

機能相関解析は進展していな。 

これまでに、著者らは、グラム陰性

Sphingomonas 属細菌 A1 株(以下、A1 株)由

来高分子多糖アルギン酸の取り込み系の実

体を明らかにし、細胞外のアルギン酸がペリ

プラズム局在性アルギン酸結合タンパク質

(AlgQ1 或いは AlgQ)と ABC インポーター

(AlgM1-AlgM2/AlgS-AlgS)の作用により直

接細胞質に取り込まれることを明らかにし

た。これは、微生物学史上最初の高分子物質

取り込み ABC インポーターシステム(基質結

合タンパク質依存的 ABC トランスポーター)

である。 

そこで、本研究では、多糖(アルギン酸)取

り込みに関わる分子機構の解明を目的とし

て、アルギン酸特異的 ABC トランスポータ

ーの in vitro 測定系と立体構造(X 線結晶構

造)の決定を進めた。  

 

２．研究の目的 

A1 株における巨大分子特異的基質結合タ

ンパク質と ABC トランスポーター(インポー

ター)との相互作用の特性を明らかにするた

め、その全高次空間構造と構成タンパク質の

分子間相互作用を解析する。 

 

３．研究の方法 

基質結合タンパク質(AlgQ1 或いは AlgQ2)

と ABC イ ン ポ ー タ ー

(AlgM1-AlgM2/AlgS-AlgS)の相互作用に関

わる構造要因(具体的には、両者の結合に関わ

る分子構造とその結合による構造変化)、並び

に ATP 加水分解のシグナル伝達機構を、表

面プラズモン共鳴解析、X 線結晶構造解析、

電子顕微鏡解析、及び部位特異的変異解析な

どにより明らかにする。 
 
 
４． 研究成果 
(1) ABC トランスポーターの輸送機能 

ABC トランスポーターのアルギン酸輸送

機 能 を 解 析 す る た め 、 精 製 し た

AlgM1-AlgM2/AlgS-AlgS をリン脂質膜に再

構成し(図 1)、このリポソーム(プロテオリポ

ソーム)を用いて in vitro輸送活性を測定した。

リポソーム内部に 5 mM の MgATP を封じ込

め、輸送基質は 2-アミノピリジン(PA)により

糖の還元末端を蛍光標識して用いた。ATP、

AlgQ2、及びバナジン酸の有無による PA 化

不飽和マンヌロン酸3糖(ΔMMM)の輸送活性

を測定し、AlgM1-AlgM2/AlgS-AlgS による

基質の輸送には基質結合タンパク質 AlgQ2

の存在と ATP の加水分解が必要であること

を示した。また、輸送には基質の M/G 組成

や飽和・不飽和は関係せず、アルギン酸 3 糖 

 



 

と 4 糖の輸送活性が確認された。しかし、8

糖以上のアルギン酸オリゴ糖では、輸送活性

が低下した。 

 

(2) 基質結合タンパク質の基質認識機構 

再 構 成 ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー

AlgM1-AlgM2/AlgS-AlgS の機能が確認され

たため、この ABC トランスポーターに接触

する基質結合タンパク質 (AlgQ1 または

AlgQ2)の構造機能相関を解析した。 

アルギン酸結合タンパク質とオリゴ糖と

の親和性評価には、Differential scanning 

fluorimetry(DSF)法を用いた。2 種類の結合

タンパク質(AlgQ1、AlgQ2)、リガンドとし

て 4 種類のオリゴ糖 MMM、GGG、∆MMM、

及び∆GGG を用いた場合、DSF の結果はい

ずれもほぼ同じ熱変性プロファイルを示し

たことから、AlgQ1 と MM についてのみ相

互作用を解析した。その結果、結合タンパク

質は、リガンドの結合に伴い大きく構造変化

を起こすこと、つまり、リガンドが結合して

いない状態では二つのドメインが開いた

open 型であるのに対し、リガンドが結合する

とドメインが接近し、閉じた構造 closed 型に

変化することを明らかにした(図 2)。 

 

(3) 基質結合タンパク質の立体構造解析 

アルギン酸結合タンパク質における M と

G の相互作用様式を明らかにするため、

AlgQ1 と種々のオリゴ糖との複合体の立体 

構造を X 線結晶構造解析により決定した。 

 

4種類のオリゴ糖MMM、 GGG、 ∆MMM、 

∆GGG との複合体は、全て同等の closed 型

構造をとっており、オリゴ糖は N-ドメインと

C-ドメインの間に位置する深いクレフトの

内部に結合していた。詳細は省略するが、結

合部位におけるサブサイト 1 では、マンヌロ

ン酸（M）のみと結合できる構造になってい

ることを明らかした。生合成されたアルギン

酸、並びに酵素リアーゼで切断されたオリゴ

アルギン酸は、いづれもその末端糖はマンヌ

ロン酸であるため、このサブサイト 1 の M 特

異的結合性は生物学的に妥当であると考え

られる。 

 

(4) ABC トランスポーターの構造機能相関 

ABC インポーターと結合タンパク質との

複合体の構造解析を進めるため、再構成 ABC

トランスポーター(図 1)を用いて結晶を調製

し、その立体構造(X 線結晶構造)を決定した

(図 3)。  

膜貫通タンパク質である AlgM1 と AlgM2

は、両者共に良く似たトポロジーを示し、ヘ

リックスが約 6回膜を貫通する形状を取って

いる。AlgM2 の H5C のみがペリプラズム領

域に突出しており、これが結合タンパク質と

の相互作用に重要な領域であることが分か

った。AlgM1 と AlgM2 の H4a が AlgS のポ

ケットに収まる形で、膜貫通タンパク質と

図 1. ABC インポーターの精製と再構成 
図 2. 基質結合タンパク質の X 線結晶構造 

左:アルギン酸非結,右:アルギン酸(赤白)結合 



ATPase が相互作用していることが判明した。 

膜貫通タンパク質と結合タンパク質との

相互作用について、AlgM1 は AlgQ2 の C 末

端ドメインと、AlgM2 は AlgQ2 の N 末端ド

メインと接触している。AlgQ2 と AlgM1 と

の界面に長いトンネル構造が存在し、その先

端には AlgQ2 に結合した基質アルギン酸オ

リゴ糖が見える。つまり、長鎖多糖であるア

ルギン酸は、このトンネル構造を介して輸送

されることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

また、膜貫通タンパク質は、基質結合タン

パク質側では閉じ、AlgS 側(ATPase 側)では

開いた、全体として inward facing 構造をと

っていることが分かった。基質をトラップし

た結合タンパク質が inward facing 構造のイ

ンポーターに接触し、その後、ATP の結合に

伴い、結合タンパク質がドメインを開くと共

にインポーターも outward facing 構造に変

化し、基質がインポーターに受け渡され、次

いで、ATP の加水分解により基質が細胞質に

輸送されることになる。 

 今回構造決定した ABC インポーターは、

全体構造としてはマルトーストランスポー

ターと類似しているが、局所的に異なる点が

見られた。先ず、結合タンパク質の相互作用

様式が異なること、また、最大の相違点とし

て、アルギン酸インポーターで認められる基

質結合トンネルはマルトーストランスポー

ターに存在しないことである。これは、アル

ギン酸インポーターが長鎖アルギン酸を輸

送する分子装置であることを示唆している

と考えられる。 

 今後は、ATP が結合した outward facing

型を示す構造モデルを構築し、高分子アルギ

ン酸がどのように輸送されるかを明らかに

しなければならない。 
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