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研究成果の概要（和文）：ABCトランスポーターは、ATPのエネルギーを用いて膜を介して様々な基質を輸送する
膜タンパク質の大きなスーパーファミリーを構成する。本研究では、分子シミュレーションを用いて、ATPや基
質の結合により誘導されるABCトランスポーターTM287/288およびCFTRの非対称ダイナミクスの解析を行った。
TM287/288において基質結合がアロステリックなドメイン間コミュニケーションを誘導することおよびCFTRの最
頻変異がドメイン界面の疎水性クラスターの崩壊を引き起こし機能不全をもたらすことが明らかとなった。これ
らの知見は、ABCトランスポーターの構造機能相関に重要な洞察を与えるであろう。

研究成果の概要（英文）：ATP-binding cassette (ABC) transporters constitute a large superfamily of 
membrane proteins that transport various substrates through membranes utilizing the energy of ATP. 
In this study, we investigated asymmetric dynamics of ABC transporters TM287/288 and CFTR induced by
 the binding of ATP and substrate using molecular simulations. It was revealed that substrate 
binding induced allosteric interdomain communication in TM287 / 288 and that the most frequent 
mutation in CFTR caused the disruption of a hydrophobic cluster at the domain interface, leading to 
dysfunction. These findings would provide important insights into the structure-function 
relationship of ABC transporters.

研究分野： 生物物理

キーワード： ABCトランスポーター　ATP　基質　輸送　変異　構造機能相関　疎水性クラスター　分子シミュレーシ
ョン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ABCトランスポーターおよびその変異は、多剤耐性や様々な疾患に関連している。本研究で得られたABCトランス
ポーターの構造ダイナミクスに関する重要な知見は、今後の創薬において揺らぎといった観点からも大変有益で
あると思われる。
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１．研究開始当初の背景 
  

ATP-binding cassette (ABC)トランスポーターは、細菌からヒトまで広く存在し、ATP の結
合・加水分解・解離のエネルギーを用いて生体膜を介した基質輸送を行う膜内在性タンパク質
の大きなスーパーファミリーを構成する。抗がん剤等の多剤耐性に関連することから医学的に
も大変注目されている。ABC トランスポーターの基本構造は、2 つのヌクレオチド結合ドメイ
ン(NBDs)と 2 つ膜貫通ドメイン(TMDs)からからなり(図 1)、ATP と基質の結合に伴い内向き
構造から外向き構造へと構造変化することにより基質を排出(機能)する。 
 各 NBD には、7 つの ATP 結合モチーフが存在し、NBD 二量体化において、一方の NBD の
コアサブドメインにある 5 つと他方の NBD のヘリカルサブドメインにある 2 つのモチーフが
ATP をサンドイッチすることで、計 2 つの ATP 結合ポケット(ABPs)を形成する。ホモ二量体
型では、これら ATP 結合モチーフは良く保存されているものの、ヘテロ二量体型では、片側の
ABP を形成するモチーフに変異があり ATP 加水分解が起こらないとされている(図 2)。ヒトに
は約 50 種の ABC トランスポーターがあり、その約半数はヘテロ二量体型である。ヘテロ二量
体型の作動機構の詳細は未解明のままであった。 

 
２．研究の目的 
 
 本研究では、近年初めてヘテロ二量体型 ABC トランスポーターとして構造解析された細菌
TM287/288 の ATP・基質結合に伴う構造変化を分子シミュレーションにより解析することを
第一の目的とした。また、ヘテロ二量体型 ABC トランスポーターである(研究開始当時には構
造解析されていなかった)ヒトCFTRの最頻変異ΔF508における機能障害の原因を分子シミュ
レーションにより解析することを第二の目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 まず、TM287/288 に関して、4 つの異なる状態(apo, 1ATP, 2ATP, 2ATP+S、ここで S は基
質)において、複数の分子シミュレーションを実行することにより、結合する ATP 分子数の違
いや基質結合による影響の解析を行った。初期構造に関して、OPM(Orientations of protein in 
membranes)データベースの膜貫通領域の情報に基づき、TM287/288(PDB ID: 3QF4)周りに
DPPC 二重膜を設置し、apo, 1ATP, 2ATP 状態の構造を作成した。基質結合状態(2ATP+S)の
構造作成には、Discovery Studio 4.0 ソフトウェアの ZDOCK モジュールを用いて、基質
(Hoechst 33342)をドッキングした。各系、水・カウンターイオンを挿入し初期構造とした。こ
れら初期構造を基に、TM287/288 の至適温度が高いことに基づき 2 つの温度：310 K および
323 K で 100 ns の分子シミュレーションを複数回(apo：4 回、1ATP：4 回、2ATP：10 回、
2ATP+S：10 回の計 2.4 µs)実行し、得られた軌道の解析を行った。 

次に、CFTR に関して、既知構造がないためホモロジーモデリングによりモデル構造の構築
を行った後、野生型とΔF508 変異体の比較解析を行った。初期構造に関して、TMDs に P-gp
構造(PDB ID: 3G5U)、NBD1,NBD2 にそれぞれ CFTR 構造(PDB ID: 1XMI, 3GD7)を用いて
ホモロジーモデリングによりモデル構造を構築し、各系、水・カウンターイオンを挿入し初期
構造とした。野生型およびΔF508 変異体に関して、まず各系 100 ns の分子シミュレーション
を実行した。その後、初期の構造変化に着目し 20 ns の分子シミュレーションを各系 3 回実行
し、得られた軌道の解析を行った。 

図 1. ABC トランスポーターの構造変化と基質排出 

図 2. ATP 結合モチーフ（ホモ・ヘテロ） 
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４．研究成果 
 
 TM287/288 に関して、解析の結果、2ATP および 2ATP+S 状態では NBD 二量体化が起るこ
とが観測された。一方、apo および 1ATP 状態では NBD 二量体化が起らなかった。すなわち、
NBD 二量体化には 2 つの ATP 分子の結合が必要であることを明らかにした。この結果は、実
験的な先行研究(Zoghbi & Altenberg, Biochem. Biophys. Res. Commun. (2014))とも一致する
ものであった。また、2ATP 状態と 2ATP+S 状態の比較の結果、基質が結合した 2ATP+S 状態
において、ATP 結合ポケット形成距離でのより高い確率をもつ分布が得られた。すなわち、
NBDsへのATP結合とTMDsへの基質結合というアロステリックなTMD-NBDコミュニケー
ションにより、NBD 二量体化が促進されることが明らかになった(図 3 左)。さらに、apo 状態
において、ATP 結合に適する様にヘリカルサブドメインが近づきコアサブドメインが露出する
という「コア露出」モデルも提唱した(図 3 右)。これら成果は、発表論文⑤として Biochemistry
誌に出版した。 
 

 
 
 CFTR に関して、解析の結果、野生型では適切な NBD 二量体化が起るものの、ΔF508 変異
体では NBD 二量体化が適切には起こらないことが分かった。また、CFTR の NBD1 には
Regulatory Insertion (RI)という制御領域が存在するが、野生型ではこの RI が NBD2 と相互
作用することで適切な NBD 二量体化に至るものの、ΔF508 変異体ではその相互作用が乱され
ていることも分かった。そして、変異箇所周辺の詳細を調べたところ、野生型では F508 付近
に疎水性残基が集まりクラスターを形成しているものの、ΔF508 変異体ではそのクラスター
が崩壊していた(図 4)。すなわち、この疎水性クラスターの崩壊が機能障害の原因であることを
明らかにした。また、ここで観測された NBD 二量体化は、NBD1 にある F508 が細胞内ルー
プ IF4 にある残基と相互作用して起こるが、ここで見られた NBDs の運動は、我々の先行研究
(Furuta et al., Biochemistry (2014))で議論した運動と類似のものであった。これら成果は、発
表論文⑨として Biophys. Physicobiol.誌に出版した。 
 

 
その他、これまで ABC トランスポーターに関して行ったきた研究の総括として、構造変化

に関する粗視化シミュレーションや ATP 加水分解に関する QM/MM 計算の結果なども含めた
総説を、図書②(第 12 章執筆)として Springer から出版した。 

 
 本研究で得られた知見は、ABC トランスポーターの構造ダイナミクスに重要な洞察を提供す
るであろう。 
 
 
 

図 4. 疎水性クラスターの形成(野生型)および崩壊(ΔF508 変異体) 

図 3. TMD-NBD コミュニケーションと「コア露出」モデル 
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