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研究成果の概要（和文）：グラム陰性細菌のABCトランスポーターは、ペリプラズ局在性基質結合タンパク質と
の相互作用により、基質（特に巨大分子）を細胞外から細胞内に輸送する分子装置である。その場合、基質を結
合した基質結合タンパク質は、内膜局在性のATP結合カセット(ABC)トランスポーターと高次複合体を形成し、基
質をABCトランスポーターに受け渡す。しかし、基質の受け渡しにおける両者の構造的・機能的相互作用の詳細
は不明である。本研究では、Sphingomonas属細菌A1株由来のにおいてABCトランスポーターを対象に、その全容
を解明した。

研究成果の概要（英文）：The ABC transporter in gram negative bacterium Sphingomonas sp. A1 
functions, under the cooperation with substrate-binding protein ptesent in periplasm, in the 
transport of macromolecules such as alginate present in milieu into cytoplasm, Through the X ray 
analysis, we have succeeded in the determination of the complex of ABC transporter and 
substrate-binding protein, and almost completely solved the molecularmechanism of the transport and 
its biological significans in microorganisms.

研究分野： 応用微生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
殆ど全ての膜系に局在する ABC トランスポー
ターは、ATP のエネルギーを用いて物質の膜
内外への輸送を担う分子装置である。現在、
グラム陰性細菌の低分子物質輸送に関わる
ABC トランスポーターの解析が進展している
が、本研究では Sphingomonas sp. A1株の巨
大分子(アルギン酸)輸送 ABC トランスポータ
ー(アルギン酸取り込み装置)の構造機能相関
の解析を目指した。この場合、本トランスポ 
 

 
ーターは、ペリプラズム局在の基質結合タ 
ンパク質と相互作用する。基質結合タンパク
質は、アルギン酸を捕捉し ABC トランスポー
ターに渡す機能を有し、その際に ABC トラン
スポーターと一過性の複合体を形成する。こ
の複合体の形成は、輸送活性や ATP 加水分解
活性を制御する上で重要なことが明らかにさ
れている。これ迄に約 10種類の ABC トランス
ポーターの結晶構造が決定され、基質結合タ
ンパク質と ABC トランスポーターとの複合体
形成に関わる構造要因やその低分子物質取り
込み機構が明らかにされている。しかし、酸
性多糖(アルギン酸)の様な高分子物質の取り
込みに関わる ABC トランスポーターや ABC ト
ランスポーターと基質結合タンパク質との複
合体の高次構造は決定されておらず、両者の
空間的相互作用や高分子物質取り込み機構は
不明であった。そこで、A1株由来のアルギン
酸取り込み系 ABC トランスポーターの完全立
体構造の決定と機能解析を進めた。同時に、
この高分子物質取り込み系の他細菌への分子
移植にも成功し、本 ABC トランスポーターの
応用への途も拓いた。 
 
２．研究の目的 
A1株のペリプラズム局在性基質結合タンパク
質は、基質(アルギン酸)を細胞外膜から内膜
に輸送する機能を有する。その場合、アルギ
ン酸を結合した基質結合タンパク質は、内膜
局在性の ABC トランスポーターと高次複合体

を形成し、アルギン酸を ABC トランスポータ
ーに受け渡す。しかし、アルギン酸の受け渡
しにおける両者の構造的・機能的相互作用の
詳細は不明である。そこで、A1 株において、
アルギン酸輸送に関わる新規な ABC トランス
ポーターを対象に、基質結合タンパク質と ABC
トランスポーターとの複合体の構造と機能を
完全に解明し、他の輸送装置との進化学的な
関連を明らかにする。 
 
３． 研究の方法 
A1 株の輸送装置(図 1)において、アルギン酸
の取り込みに関わるペリプラズム局在の基質
結合タンパク質(AlgQ1 または AlgQ2)と細胞
内 膜 局 在 の ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー
(AlgM1/AlgM2/AlgS-AlgS)との複合体(AlgQ1-

AlgM1/AlgM2/AlgS-AlgS)を調製し、その高次
構造を決定することにより、複合体形成に関
わる構造要因(両者の結合に関わる構造変化、
輸送空間の特徴、ATP 加水分解シグナルの伝
達と輸送機能との相関)、並びにその構造と機
能との相関を調べる。この結果に基づき、他
の ABC トランスポーターやグルコース輸送
体(PTS)との構造的・進化的相関を解析し、本
ABCトランスポーターの生物学的意義も明ら
かにする。 

 
４．研究成果 
(1)アルギン酸取り込み細菌 
アルギン酸は、β-D-マンヌロン酸（M）とα-
L-グルロン酸（G）から構成されるヘテロ酸性
多糖である。その分子内には、M/G 組成の異な
るブロック構造が存在する。A1 株は、細胞表
層に巨大な孔「体腔」を形成し、そこにアルギ
ン酸を濃縮した後、アルギン酸を高分子のま
ま細胞内に輸送する。この輸送では、A1株が
細胞表層に形成する体腔が重要な機能を有す
る(図 2)。この体腔の形成機構と機能を解析 

 
した。複雑、且つ高次の現象であるため、正確
な結果は得られなかったが、体腔形成は ABC
トランスポーターの発現と同調していること、
原子間力顕微鏡での解析では、その窪みの深
さは 76～147 nmにも達すること、且つ「体腔」
部位は、その周囲よりも高電位にあることが
判った。この高電位性が、負電荷を帯びたア
ルギン酸の濃縮に寄与していると想定された
(投稿論文準備中)。体腔は、細胞分裂と同調

図 1. アルギン酸輸送系 

図 1. アルギン酸輸送系 

図 2. A1 株の体腔構造 



した細胞表層分子の流動性と構造柔軟性を示
す重要な意義を持つため、細胞生理の観点か
ら更なる解析が待たれる。 
 
(2)アルギン酸取り込み機構の誘導 
体腔形成も含め、アルギン酸の取り込み、輸
送、分解に関与する主要なタンパク質の全て
はアルギン酸存在下で誘導発現する。就中、
AlgM1、AlgM2、AlgS、AlgQ1、AlgQ2、A1-I、A1-
II、A1-III、及び A1-IVの発現は、LacI ファ
ミリーに分類される転写因子 AlgO により制
御されている 1)(図 1)。AlgO遺伝子破壊株は、
これらのタンパク質を構成的に発現すること、
AlgOが上記タンパク質遺伝子群のプロモータ
ー付近に結合すること、並びにアルギン酸オ
リゴ糖によりその結合が阻害されることから、
アルギン酸非存在下では AlgO が転写抑制に
機能し、アルギン酸存在下では AlgOがプロモ
ーター付近から解離することにより上記の遺
伝子群の転写が誘導されることを明確にした。 
 
(3)アルギン酸輸送系の構造と機能 
① 細胞表層局在アルギン酸結合タンパク質 
細胞表層タンパク質 Algp7 は、アルギン酸と
の結合・解離能を有し、体腔でのアルギン酸
濃縮に機能する。A1 株のゲノムにおいて、
Algp7（SPH726）遺伝子は、低 pH における鉄
(Fe2+)取り込み Efe 系(EfeU, EfeO, EfeB)と
それぞれ相同性を示す SPH729, SPH728, 
SPH727の遺伝子クラスターの下流に位置す 

 
 
 
 
 
る。アルギン酸は Fe2+をキレートすること、及
び A1 株が金属をキレートしたアルギン酸ゲ
ルを分解することから、Algp7は細胞表層でア
ルギン酸のみならず鉄の取り込みにも関与す
ることが示唆された。実際、Algp7 は鉄結合タ
ンパク質 EfeOと高い identity(61.8%)を示し、
金属結合モチーフ HxxE をもつ。X線結晶構造
解析により立体構造を決定した Algp7 は、
各々主要な 4 本の up-and-down のヘリックス
から成る二つのバンドルから構成される(図
3A)。Algp7のアルギン酸結合に関わる構造要
因を明らかにするため、Algp7とアルギン酸オ
リゴ糖とのドッキングシミュレーションを行
い、アルギン酸結合部位を形成する候補残基

を特定した 2)(図 3B)。それらの残基に部位特
異的変異を導入し、変異体のアルギン酸結合
能を評価したところ、Lys68 と Lys69 残基が
形成する表面正電荷クラスターが酸性多糖ア
ルギン酸との結合に重要であることが分かっ
た。この結合部位に位置する Trp によるスタ
ッキング相互作用も考えられる。一方、示差
走査型蛍光定量法により、Algp7が Fe2+、Fe3+、
Zn2+、Cu2+と結合することが示唆された(投稿
論文準備中)。金属結合モチーフは酸性残基に
取り囲まれていることから、Algp7はここでア
ルギン酸にキレートされた金属イオンと結合
する可能性がある。以上のことから、Algp7が
金属をキレートしたアルギン酸から金属とア
ルギン酸とを分離し、金属を Efe 輸送系に、
アルギン酸を ABC トランスポーターに分配す
る機能することが想定された。 
 
② ABC トランスポーター 
体腔からペリプラズムに輸送されたアルギン
酸は、ペリプラズムに局在する結合タンパク
質(AlgQ1 または AlgQ2：構造と機能はほぼ同
じ)により ABC トランスポーター(AlgM1M2SS)
に運ばれる。長鎖アルギン酸の末端数残基を
認識する AlgQ1 と M/G 組成の異なる種々のア
ルギン酸オリゴ糖との複合体の構造解析から、
AlgQ1 は、サブサイト 1 では M のみと結合可
能な構造を取ることが判った。一般に、アル
ギン酸の末端糖は全て M であるため、サブサ
イト 1 が M に特異性を示すことになる。サブ
サイト 2に於ける Mと Gの相互作用について、
両者のカルボキシル基は、共通の Tyr379と相
互作用するのに対し、2位と 3位の水酸基が 

 
形成する水素結合は掛け代わっている。同様
に、サブサイト 3 でも、M と G の両方を結合
する。かかる基質認識の揺らぎが(甘さ)が、
アルギン酸(ヘテロ多糖)の認識と結合を可能
とする構造的要因であると考えられる。 
アルギン酸の取り込みに機能する ABC トラン
スポーターAlgM1M2SSは、四個のサブユニット
から構成される。構成タンパク質である AlgS、
AlgM1、及び AlgM2 の各遺伝子は A1 株ゲノム
上でオペロンを形成する(図 1)。このオペロ
ン構造を利用し、AlgM2に 10残基からなる His

図 3. 細胞表層アルギン酸結合タンパク質
(A) 全体構造。(B) 上, アルギン酸結合部位; 

下, 分子表面電荷（赤, 酸性; 青, 塩基性）。
点線楕円, 正電荷クラスター 

 

図 4. ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー (A) 

AlgM1M2SS と AlgQ2 との複合体の全体
構造。(B) AlgM1M2 と AlgQ2 との相互作
用様式（点線黒丸, アルギン酸オリゴ糖）。
(C) AlgM1M2 と AlgQ2 との接触面に形
成されるアルギン酸結合トンネル(網目
モデル)。 

 



タグを付加した ABC トランスポーターを調製
した 3)。リポソームに再構成した AlgM1M2SS
は、AlgQ2存在下でのみアルギン酸やそのオリ
ゴ糖の添加により ATP 加水分解活性を上昇さ
せた 3)。M/G比の異なるオリゴ糖でも、同レベ
ルの ATP 加水分解活性が検出された。これは、
AlgQ2 の基質認識の揺らぎによると考えられ
る。一方、アルギン酸とは構造を異にするセ
ロトリオースやキトトリオースの添加では、
ATP 加水分解活性は上昇しなかった。また、
AlgQ2 存在下でプロテオリポソームに蛍光標
識(ピリジルアミノ化)したアルギン酸オリゴ
糖を添加したところ、AlgM1M2SSの輸送活性と
ATP 加水分解活性の上昇が確認された。バナ
ジン酸(ATP 加水分解酵素の阻害剤)は、アル
ギン酸オリゴ糖の輸送と ATP 加水分解を共に
阻害した。以上の結果から、AlgM1M2SS は結合
タンパク質 AlgQ2 の存在と ATP の加水分解に
依存して、アルギン酸を特異的に輸送する分
子装置であることが示された 3)。 
界面活性剤(n-decyl-β-D-maltoside)を用

いて精製した ABC トランスポーター改変体
［AlgM1(d24)M2(H10)/SS(E160Q)］(AlgM1：N末
端 24 残基を欠失した変異体、AlgM2：C末端に
Hisを 10 残基付加した変異体、AlgS：Glu160
と Glnに置換した変異体)は、AlgQ2 とアルギ
ン酸オリゴ糖の存在下で、分解能 3.2 Å の X
線回折データを与える結晶を与えた。AlgQ2と
大腸菌由来マルトーストランスポーターの部
分構造をサーチモデルとした分子置換により
AlgQ2と ABCトランスポーター4)との複合体の
初期モデルを構築し、セレノメチオニン置換
体の構造データも用いて構造精密化を完了し
た(図 4A)。   
AlgM1M2SS/AlgQ2 複合体の全体構造における
各サブユニットの構造的特徴は以下の通りで
ある 3)。膜貫通タンパク質である AlgM1 と
AlgM2 は互いに類似したトポロジーを示し、
各々約 6 本のヘリックスが膜を貫通する。
AlgM2 の 1 本のヘリックスがペリプラズム領
域に突出しており、これが結合タンパク質
(AlgQ2)との相互作用に重要な領域である。細
胞質側のヘリックスは ATPase ドメイン
(AlgS-AlgS)との相互作用に重要であり、
AlgM1 と AlgM2 の各 1 本のヘリックスが AlgS
のポケットに収まる形で、膜貫通タンパク質
と ATPase が相互作用する。ATPase 活性を示
す ABCタンパク質は、二分子の AlgSが C末端
の制御ドメインで相互作用するような様式で
会合した二量体構造をとる。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
糖が確認できる(図 4B)。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る。 
AlgM1-AlgM2は、ペリプラズムでアルギン酸オ
リゴ糖を捕捉した AlgQ2 と閉じた構造で接触
しているのに対し、細胞質側の AlgS-AlgS と
の結合面では開いた形状を示すため、ABC ト
ランスポーターは全体構造として Inward-

facing構造をとっている。その内腔に於いて、
AlgQ2 が長鎖アルギン酸と結合する空間に始
まり、大きなスペースが存在する。今回構造
決定した ABC トランスポーターは、全体構造
としてはマルトーストランスポーター4)と類
似しているが、局所的には異なった。特に、ア
ルギン酸トランス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。これは、アルギン酸トラン
スポーターが長鎖アルギン酸を基質とするこ
とが要因であると考えられる(図 4C)。 
 
③ 代謝系の構造と機能 
A1 株は、細胞質に輸送されたアルギン酸を、
エンド型(A1-I、-II、-III)とエキソ型アルギ
ン酸リアーゼ(A1-IV)の逐次反応により単糖
(不飽和ウロン酸)にまで分解する。生じた単
糖は非酵素的にピラノース環が開き、α-ケト
酸である 4-deoxy-L-erythro-5-hexoseulose 
uronic acid(DEH)に変換される。これまで、
NADPH 依存の DEH 還元活性が Pseudomonas 属
細菌に見出されていたが 5)、その酵素や遺伝
子の実体は不明であった。A1 は、DEH を 2-
keto-3-deoxy-D-gluconic acid(KDG)に還元 

 
する二種類の酵素 A1-R と A1-R’を有してい
た。両者は、一次構造上互いに類似しており、
細菌から動植物に至るまで酸化還元反応に重
要な short-chain dehydrogenase/reductase
（SDR）ファミリーに分類された。しかし、両
酵素の補酵素要求性は厳密に異なり、A1-Rは
NADPHに、A1-R’は NADHに特異性を示す。尚、
酵素反応により生じる KDG は、更にキナーゼ
(A1-K)とアルドラーゼ(A1-A)の作用により、
グリセルアルデヒド-3-リン酸とピルビン酸
に代謝される。   
X 線結晶構造解析により決定した A1-R と A1-
R’の立体構造は、他の SDRファミリーと同様、
α/β/α の三層からなる基本骨格をもつ 6)

図 5. アルギン酸代謝酵素 
(A) 全体構造（灰, A1-R; 青, A1-R’）。  

(B) 補酵素結合部位における表面電荷（左 , 
A1-R; 右, A1-R’; スティックモデル, 補酵素; 

点線赤丸, アデニル酸リボース 2’位のリン酸
基）。(C) 補酵素結合部位における空間容積
（赤球）（左, A1-R; 右, A1-R’; スティックモ
デル, 補酵素）。 

 



（図 5A）。また、A1-R/NADP+と A1-R’/NAD+の
各複合体の立体構造から、補酵素結合モチー
フとして知られる Rossmann fold 部位に補酵
素が結合していることを明らかにした。A1-R
と A1-R’の補酵素要求性に関わる構造要因を
明らかにするため、補酵素のアデニル酸リボ
ース 2’位結合部位に着目すると、両者の間
に空間的および電荷的差異が認められ(図
5B,C)、その構造差違を生じる残基は長短二本
のループに含まれることが判明した。これら
のループをそれぞれ交換した変異体(ex_W)は、
各々野生型酵素とは異なる補酵素要求性を示
した。つまり、 A1-R_ex_W は NADH に、A1-
R’_ex_Wは NADPHに特異性を示す。また、他
の SDR ファミリーの立体構造と補酵素要求性
との関連を解析した結果、この補酵素結合部
位における空間的および電荷的特性と補酵素
要求性との相関が、SDR ファミリーに広く保
存されていることを明らかにした。 
 
結語 
A1株を対象とした細胞生物学と構造生物学を
推進することにより、本菌が如何にして酸性
多糖であるアルギン酸を取り込むことができ
るのかをほぼ完全に明らかにした。体腔は、
細胞表層に形成される器官であり、負電荷の
アルギン酸の濃縮を容易にするため正に荷電
している。金属イオンをキレートした不溶性
のアルギン酸に対しては、アルギン酸から金
属を分離する金属タンパク質が細胞表層で機
能することも判った。ペリプラズムでは、ア
ルギン酸に特異性を示すが、M と G の認識に
揺らぎがある結合タンパク質が重要な役割を
果たしている。細胞質内への取り込みでは、
結合タンパク質と ABC トランスポーターの接
触面にトンネル状の大きなスペースが形成さ
れ、そこを長鎖アルギン酸が通過すると考え
られる。取り込まれたアルギン酸は、Gと Mに
それぞれ特異性を示すエンド型アルギン酸リ
アーゼ A1-II と A1-III によりオリゴ糖に低
分子化され、M と G に非特異的なエキソ型リ
アーゼ A1-IV により単糖にまで分解される。
生じた単糖は非酵素的に DEH に変換され、細
胞内補酵素 A1-Rまたは A1-R’の作用を受け
る。アルギン酸は最終的にグリセルアルデヒ
ド-3-リン酸とピルビン酸に変換され、TCA サ
イクルで代謝される。 
最近、A1株にべん毛形成能も見出された。軟
寒天培地での経代培養により運動性を示す A1
株細胞は、極単べん毛のみを形成する 7)。べん
毛繊維は、共通のフラジェリンタンパク質に
より構築される。しかし、フラジェリンタン
パク質は一次構造に基づいてグループ化され、
極毛繊維と側毛繊維を構成するフラジェリン
は極毛型フラジェリンと側毛型フラジェリン
に分類される。A1 株細胞の極単べん毛は、極
毛型と側毛型フラジェリンの双方を含む複合
型であり、他に例がない 6)。このような特徴的
なべん毛繊維を形成する A1 株細胞は、アルギ
ン酸に走化性を示すことも分かり、アルギン
酸が走化性の基質となることを初めて明らか
にした(投稿論文改訂中)。既に、A1株の極毛

型フラジェリンがアルギン酸と結合し 7)、そ
の立体構造からアルギン酸結合部位が予測さ
れているため、べん毛繊維によるアルギン酸
認識の可能性も示唆される。 
このように Sphingomonas sp. A1株は、体腔
形成、巨大分子輸送、特殊鞭毛の形成など、応
用微生物学的に有意な細菌である。その総合
的な解析により、新たなバイオテクノロジー
発展の分子部品が生まれる可能性が期待され
る 8)。 
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