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研究成果の概要（和文）：本研究ではMrp型Na+/H+アンチポーターのイオン輸送経路を解明することを目的とし
た。近年、この酵素の相同タンパク質の中にNa+やK+以外にもCa2+を輸送するものが報告された。そこで、輸送
するイオンの異なる3種類のMrpホモログを利用することにより、本研究の目的の解明を試みた。成果として、本
酵素の共役カチオン輸送経路が２つのサブユニット間の境界面であるMrpAの5番目の膜貫通領域とMrpDの12番目
の膜貫通領域で形成されていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, clarification of the ion transport route of Mrp type Na+/H+ 
antiporter was carried out. It has been reported that Ca2+ is transported in addition to Na+ and K+ 
among homologous proteins of this enzyme. Therefore, we attempted to elucidate the purpose of this 
research by using three different Mrp homologs of cations to be transported. As a result, it was 
revealed that the coupling cation transport route of this enzyme was formed at the fifth 
transmembrane segment of MrpA and the twelfth transmembrane segment of MrpD which are the interface 
between the two subunits.

研究分野：極限環境微生物学
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１．研究開始当初の背景 
（１）Na+/H+アンチポーターは，細胞内へ

の H+の再取込み経路の一つとして、また、

細胞内へ流入する Na+の排出経路としても

アルカリ性環境適応に不可欠な膜内在性タ

ンパク質として知られている。Na+/H+アン

チポーターの交換輸送はプロトン駆動力に

共役しており、大腸菌の Na+/H+アンチポー

ターであるNhaA では1Na+/2H+の交換比率

で輸送が行われる。このように、より多く

の H+を輸送することでアルカリ性環境に

おいても膜電位依存的に Na+を能動輸送す

ることができると考えられている。また、

Na+/H+アンチポーターはどの生物種におい

ても普遍的に存在するタンパク質であり、

細胞内ホメオスタシスにとって重要な役割

を担っている。特に好アルカリ性 Bacillus 

属細菌においては、Mrp （マープ；Multiple 

Resistance and pH adaptation）と呼ばれる

Na+/H+アンチポーターが高アルカリ性環境

適応において中心的な役割を担っている。 

（２）Mrp は、好アルカリ性細菌 Bacillus 

halodurans C-125 株のアルカリ感受性変異

株を相補する遺伝子として発見された①。

一般的に Na+/H+アンチポーターの多くは

一遺伝子から発現し、単量体もしくはホモ

二量体として機能しているものが多い。し

かし、Mrp はオペロン構造をとる 7 つの遺

伝子（mrpABCDEFG）から発現し、その

Na+/H+アンチポート活性には、すべての遺

伝子産物を必要とする。mrp 遺伝子にコー

ドされたタンパク質はすべて疎水性タンパ

ク質であり、それら遺伝子産物は膜タンパ

ク質複合体を形成している。Mrp は、好ア

ルカリ性細菌に特異的ではなく広く真正細

菌や古細菌にその相同タンパク質が存在す

る。それらホモログの mrp 遺伝子クラスタ

ーの構造は多様性がある②。2012 年に研究

代表者のグループは、米国イエローストー

ン国立公園のCa2+が豊富な温泉から単離さ

れた Thermomicrobium roseum の Mrp ホモ

ログを研究し、このMrp が、Na+/H+アンチ

ポート活性がなく、Ca2+/H+ アンチポート

活性のみを有することを報告した③。 

（３） Mrp に関する研究は、1990 年以降、

日本や米国、ヨーロッパの研究グループに

よって、その生理的機能や複合体構造など

が明らかとなり、2014年に研究代表者のグ

ループが精製した Mrp をリポソームに再

構成し、活性のあるプロテオリポソームの

調製に初めて成功した④。Mrp の特徴の一

つとして、MrpA とMrpD サブユニットが

呼吸鎖複合体の複合体 I（NADH 酸化還元

酵素）のプロトン輸送サブユニットである

NuoL、NuoM、NuoN と相同性があり、同

じ祖先タンパク質から進化したと考えられ

ている⑤。複合体 I の NuoL、NuoM、NuoN 

は、“アンチポート”サブユニットとも呼ば

れており、2013 年に Baradaran と Sazanov 

らの結晶構造解析によりその詳細な H+輸

送経路が明らかになった⑥。MrpA、MrpD、

NuoL、NuoM、NuoN は、共通の NDH-I ド

メインを持ち、イオン輸送にかかわると推

定される荷電アミノ酸残基も高度に保存さ

れている。これにより、近年、Mrp のイオ

ン輸送経路を複合体Ⅰのイオン輸送経路を

参考に議論することができるようになって

きた。 
 
２．研究の目的 
（１）トランスポーターやチャネルは、様々

なイオンを輸送する。電位駆動型チャネル

ではイオンの選択透過を規定するフィルタ

ー領域の研究が分子レベルで詳細に明らか

になっているものが多い。しかし、トラン

スポーターにおけるイオン選択透過の研究

は、結晶構造が解かれた一部のタンパク質

を除き不明な点が多い。本研究では多くの

微生物が普遍的に持ち、感染症や多剤耐性

菌予防のターゲットタンパク質としても注

目される Mrp 型 Na+/H＋アンチポーターを



研究対象とする。 

（２） 近年、この酵素の相同タンパク質の

中にNa+やK+以外にもCa2+を輸送するもの

が報告された。そこで、本研究では、輸送

するイオンの異なる Mrp ホモログを利用

することにより、この酵素のイオン選択透

過機構とイオン輸送経路を解明することを

目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）本研究では、Mrp 型 Na+/H+アンチポ

ーターのイオン選択透過機構とイオン輸送

経路の解明を目指した。そのために、Mrp 

型アンチポーターにおいて輸送するイオン

が異なる①Na+/H+アンチポート型（Na+/H+

型）、②K+/H+アンチポート型（K+/H+型）、

③Ca2+/H+アンチポート型（Ca2+/H+型）の 3 

種類に着目して研究を行った。まず 3 種類

の Mrp アンチポーター間の同一サブユニ

ットを交換することによってイオン選択性

が変化するかを調べた。実際には、複合体

I の H+輸送サブユニットと相同性がある

MrpA とMrpD を検討対象とした。 

（２）上記の結果と 3 種類のアンチポータ

ーのアライメント解析、更に Na+/H+型でこ

れまで研究代表者のグループや他の研究グ

ループによって行われた変異導入実験の結

果をもとに Na+輸送部位に関与すると推定

される候補領域を選抜した⑦⑧⑨。その後、

Na+/H+型遺伝子に Ca2+/H+型の推定イオン

選択候補領域のアミノ酸残基を部位特異的

変異導入法で導入し、キメラ型Mrp を作成

した。 

（３）大腸菌の主要な Na+/H+アンチポータ

ーを欠損しているため 100mM-NaCl が添

加された培地で生育できない Na+感受性株

（KNabc 株）にキメラ型Mrpを発現させ、

反転膜小胞を調製し、Na+(Ca2+)/H+アンチポ

ート活性を測定することで輸送するイオン

を同定した。候補領域がイオン選択透過機

構に関与するかを輸送するイオン変化によ

り判断した。 

（４）これまでの研究成果結果と今回の結

果、それと複合体 I のプロトン輸送経路情

報を利用して Mrp 型アンチポーターのイ

オン輸送経路のモデルを提唱した。 
 
４．研究成果 

（１）MrpA、MrpD置換型Mrpアンチポー
ターにおける生理学的機能解析 
 MrpA 置換型 Mrp アンチポーターでは
Ca2+/H+型MrpアンチポーターのmrpA遺伝
子を置換したキメラ型Mrpは、僅かな Na+

耐性を示した。また、Na+/H+型の約 25％の
Na+/H+アンチポート活性と、Ca2+/H+型の約

60%の Ca2+/H+アンチポート活性を示し、か

つ MrpABCDEFG 複 合 体 の 形 成 が
Blue-Native PAGE（BN-PAGE）によって確
認できた。しかしながら、MrpDを Ca2+/H+

型に置換したキメラ型Mrpは Na+耐性が持

たず、ほとんど Na+/H+アンチポート活性を

示さなかった。また、BN-PAGE の結果、
MrpDを Ca2+/H+型に置換したキメラ型Mrp
がMrpABCDサブ複合体しか形成していな
いことが分かった。これより MrpD置換型
Mrpアンチポーターでは機能的なアンチポ
ーター複合体が形成できないことが分かっ

た。これらの実験結果より、Ca2+/H+型Mrp
アンチポーターの mrpA遺伝子を置換した
キメラ型 Mrp では、Ca2+/H+アンチポート

活性のみを示すものにはならないことが分

かった。①～③の結果、Mrpアンチポータ
ーにおけるカチオン選択性の決定には

MrpA と MrpD サブユニット両方が関与し
ていることが示唆された。 
（２）MrpA+MrpD置換型 Mrpアンチポー
ターにおける生理学的解析 
 Na+/H+型 Mrp アンチポーターから
Ca2+/H+型由来のMrpAとMrpDに置換した
キメラ型Mrpアンチポーターは Na+耐性を

持たず、Ca2+/H+型の約 60%の Ca2+/H+アン

チポート活性のみを示すMrpアンチポータ
ーであることが示された。これら結果より、

Mrpアンチポーターでは MrpAと MrpDサ
ブユニットの両方がイオン輸送とカチオン

選択性の決定に関与することが示唆された。 
（３）一アミノ酸置換変異であるにもかか

わらず Na+/H+型 Mrpが Ca2+/H+型に共役イ



オン選択性が変化するアミノ酸部位を 3か
所同定することに成功した。このことは、

本酵素のイオン輸送経路がMrpAの 5番目
の膜貫通領域とMrpDの12番目の膜貫通領
域で形成されていることが明らかとなった。 
イオン輸送モデルとしてはMrpA、MrpDサ
ブユニットが H+輸送経路として機能し、両

サブユニットの境界面でカチオンを輸送す

るイオン輸送体系をとっている可能性が示

された。また、本研究の知見はこれまでに

提唱されてきた、MrpAがカチオン、MrpD
が H+の輸送経路として機能しているモデ

ルとMrpAだけでNa+/H+アンチポーターと

して機能するモデルを否定する結果となっ

た。     
２つのサブユニット間の境界面でイオン

輸送経路を作っていることはとてもユニー

クであり、今後、Mrp型アンチポーターの
阻害剤探索研究でも有用な知見が得られた

と考えている。 
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