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研究成果の概要（和文）：植物の金属耐性に関わる輸送体とされる多剤排出輸送体MATEに関して、結晶構造解析
を行い、Camelina sativa（アマナズナ）由来のMATE構造を決定し報告した。MATEファミリーについては、原核
生物では複数の生物種で構造がわかっていたが、真核生物では未だ報告数は少ない。今回明らかにした構造で
は、酸性のアミノ酸側鎖が内側ポケット部分に集中している部分があり、比較的疎水的な化合物を排出する原核
MATEとアルミニウムのような陽イオンを排出するとされる植物MATEでは基質結合領域の様相が異なることがわか
った。

研究成果の概要（英文）：We conducted a crystal structure analysis on the multidrug efflux 
transporter MATE, which is a transporter related to plant metal tolerance, and reported its 
structure.
In the structure revealed, it became clear that some acidic amino acid side chains are concentrated 
in the inner pocket part. It was found that the aspect of the substrate binding region is different 
between the prokaryotic MATE which discharges hydrophobic substrates and the plant MATE which is 
related to emit cation such as aluminum.

研究分野： X線結晶構造解析

キーワード： タンパク質構造　膜タンパク質
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１．研究開始当初の背景 
	 生命活動を維持するためには細胞内の各
種代謝産物の濃度を一定の範囲に維持する
必要がある。この機能は生体膜に埋め込まれ
た輸送体膜タンパク質によって担われてい
る。輸送体における「選択性」と「輸送制御
機構」などの輸送体のメカニズム理解のため
には、原子分解能レベルの立体構造解析必須
である。 
	 輸送体膜タンパク質の構造面からの輸送
の仕組みの理解は進展しつつあるが、未だ解
かれている構造情報は原核生物由来のもの
が大半であり、高等生物における解析例は少
ない状況にある。これは一般に高等真核生物
のタンパク質を大量に発現させることの困
難さや、サンプルの安定性が原核生物に比べ
て低いことなどが理由である。ヒトの疾患の
原因究明や作物の品種改良などにも関わる
膜タンパク質の機能解明は重要性が高いと
言える。そのため，分子レベルでの機能解明
の壁となっている問題の解決のために，解析
例の増加が求められている。 
 
 
２．研究の目的 
	 生体内で金属原子は酵素の活性化のため
の補因子などに使われることが多い。そのた
め，金属イオンは生命活動の為に必須となる。
一方で，必要以上の濃度では，本来の結合部
位と異なる結合や，補因子と入れ替わるなど
して，酵素の機能を損なわせ細胞に障害を与
える。そのため細胞質のイオン濃度は厳密に
制御されている。イオン濃度を下げる方法と
して，細胞質外・液胞内部への輸送がある。
細胞や細胞の各区画は，疎水的な脂質膜によ
って区分けされているため，膜を越えて水溶
性の物質を輸送するためには適切な輸送経
路が必要である。また、細胞にとって不要あ
るいは有害な化合物を無害化する方法を排
出輸送体膜タンパク質が担っている。この場
合，基質の選択性と能動的な排出を行なう機
構を知ることが重要であるため，輸送に伴う
構造変化の解明も目的である。 
	 このような細胞の防御機構に関わる膜タ
ンパク質輸送体の中でも特に植物由来の輸
送体に着目し，構造面からの機能の理解を第
一の目的とする。そして，タンパク質の機能
を理解した上で，植物体の持つ環境への耐性
の仕組みの解明，および耐性向上を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
	 構造解析に適した発現系を構築するため，
様々な生物種由来の目的遺伝子をデータベ
ースから選別し，合成する。タンパク質発現
には高等真核生物由来のタンパク質を大量
に発現させるため，真核生物発現系で比較的
扱いが安価なメタノール資化酵母を利用す
る。	
	 GFP タグを融合させて蛍光ゲルろ過を行な

う手法（FSEC 法）や His タグに結合する抗体
を利用したウエスタンブロッティングによ
って，少量での発現状況を確認した上で次の
工程へ進める。効率を上げるため，少量培養
の時点で良好な生物種遺伝子や発現条件を
検討して大量培養へと進める。	
	 安定に膜タンパク質を水溶液中で取り扱
う上での重要な要素である界面活性剤や塩
濃度，pH の検討など，精製条件の検討を繰り
返し，大量培養・精製を行い，最終的に 90％
以上の高純度のサンプルを調製する。精製で
きたところで自動分注機を使用した広範囲
の結晶化スクリーニングを行なう。結晶化手
法には蒸気拡散法や脂質中での結晶化法な
どを試す。	
	 結晶が得られた場合，放射光施設において
回折実験を行なって構造を決定。モデルを構
築して，構造に基づいて変異を導入し，変異
体実験を通して重要な残基の特定などの機
能解析に努める。一方，結晶が上手く得られ
なかった場合は，熱安定性評価を利用して，
精製条件やコンストラクションの修正を行
なう。	
	 機能解析については，精製タンパク質を利
用したリポソーム再構成系，過剰発現させた
細胞での基質の蓄積状況を追跡する実験な
どを行なう。結晶構造の条件検討によって，
複数状態の構造を決定することを目標とし
て，輸送における構造変化を可視化していく。
輸送制御や特異性を認識する部位が輸送体
に存在すると考えられており、基質の有無や
種類を変更し構造解析を行うことで構造機
能相関の解明を目標とする。	
	
	
４．研究成果	
	 植物由来の多剤排出輸送体ファミリーと
金属イオン輸送体ファミリーについて精製
系の確立および結晶構造解析を試みた。ウエ
スタンブロッティングや FSEC 法を用いた少
量培養での発現確認および発現条件の検討
を行なった後，結晶化のためのサンプル精製
を行なった。次に，精製条件を検討し，結晶
化に必要なサンプルを得られるものを探索
した。複数の植物種からクローニングした多
剤排出輸送体 MATE や亜鉛輸送体ファミリー
のタンパク質について結晶化を行なえる
質・量を得ている。	
	
（１）	
	 本研究計画中で一つの植物由来多剤排出
輸送体 MATE について結晶構造を決定し，報
告している（Camelina	sativa由来の MATE 構
造 、 Yoshiki	 Tanaka,	 Shigehiro	 Iwaki,	
Tomoya	Tsukazaki,	2018	Structure）。輸送
体単体の構造決定ではあるが，高等生物由来
のものとしては初めてであった。MATE 全体構
造は原核生物由来のもので既知の通り，６回
膜貫通ヘリックスが繰り返した 12 回の膜貫
通ヘリックスから構成されている（図１）。



今回決定した構造も概ねこれまで通りの細
胞外側に開いた構造をとっており，内部には
基質を認識し，輸送するための空洞が存在す
る。この MATE 内部の空洞はこれまで知られ
ていた原核生物の疎水的環境に比べて，酸性
残基の露出が多くなっており，親水的な状態
と考えられる（図２）。これは基質と考えら
れているアルミニウムイオンなどをプラス
に荷電した基質を認識可能な状態である。基
質内部の性質や大きさなどを既知構造や他
の植物由来 MATE のアミノ酸配列と比較して
報告した。植物由来の構造を決定出来たこと
で，これまで原核生物由来の構造情報からの
予測構造よりも精度を高く，基質結合領域に
関しての情報を得ることが可能になった。今
後は，引き続き輸送基質との複合体構造の解
明やニコチンなど植物特有な基質選択性を
有する種類の MATE ファミリータンパク質の
構造決定を目指して研究を深化させ，MATE フ
ァミリーのもつ役割についての研究を発展
させたい。	
	
	

図 1	  Camelina	sativa 由来 MATE 立体構造
モデル	
12 回の膜貫通ヘリックスで構成される。膜貫
通領域に含まれる疎水的な部位に，結晶化の
際に用いたモノオレインが結合しているこ
とが電子密度から推測される。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

図 2	 基質結合ポケット内部の電荷表示	
上 ： Camelina	 sativa 由来 MATE 、 下 ：
Pyrococcus	furiosus 由来 MATE（Tanaka	et	
al.,	2013）．	
Camelina	sativa由来 MATE では酸性残基が多
数露出しており、負に帯電した部分が赤く表
示されている。一方、Pyrococcus	furiosus
由来 MATE は疎水的な化合物が基質として知
られており、内部空間も疎水性が高く、結晶
化に用いた脂質が空洞の内部深くに結合し
た状態で結晶構造が決定されている。	
	
	
（２）	
	 解析目標の一つである亜鉛輸送体ファミ
リーに関しては，30 種ほどの生物種から遺伝
子を選択してクローニングを行い発現条件
の検討を行い、結晶化を行なえる質・量とな
る複数の発現系を有している。構造解析には
予備的な結晶が得られるまで進行しており，
結晶を改善させるために特異的結合抗体と
の複合体を調製して現在も結晶条件の検討
を進行中である（図３）。また，ディスオー
ダー部位を取り除きや，表面残基エントロピ
ー減少法による変異導入などを行い，結晶の
再現性の向上も試みている。	
	 十分量の精製系の確立が達成出来たため，
構造解析と共に、機能解析の系構築を進めて
いる。解析対象の輸送体ファミリーは、亜鉛
輸送体とされており，金属耐性に関わりがあ
ることまでは知られているものの，基質の選
択性について完全に解明されてはいない。こ



れを明らかにすることも目標との一つであ
り，輸送基質の選択性を明確にすることで結
晶化，および構造解析に置いても有益な情報
となると期待される。今後も引き続き機能解
明のための研究を行う計画である。	
	
	

図 3	 抗体との複合体のゲルろ過クロマトグ
ラフィの結果	
左：単一ピークのクロマトグラフ、右：
SDS-PAGE 結果	
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