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研究成果の概要（和文）：細菌のAspartate:Aalanine交換輸送体AspTは産業上有用な排出輸送体である。本研究
では、AspTの構造解析を目指してAspTの高発現・高純度精製条件を確立した。AspT野生型および耐熱性変異体の
各種リガンド共存下での熱安定条件を探索し、AspTの結晶化を試みた。結晶が得られてＸ線構造解析に着手し
た。現在、４Åまで分解能が上がってきている。AspTは細菌制御物質cyclic-di-AMP(c-diAMP)と相互作用するこ
とが推定されたが、輸送活性制御への大きな効果は無かった。

研究成果の概要（英文）：Aspartate:alanine antiporter AspT and its orthologues are industrially 
important solute exporters in bacteria. We established expression and purification systems for AspT 
with high yield and purity. We screened thermo-stable conditions for AspT in the presence of several
 ligands including substrates and their analogs. We performed crystallization of AspT and obtained 
some crystals at several optimized conditions. We collected X-ray diffraction data of AspT with the 
resolution of 4-6 Å, and are trying to improve molecular packing of crystals of AspT for better 
resolution.

研究分野：応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
Protein Data Bank に登録された立体構造
は 10 万個を超えるが、その中で膜蛋白質(輸
送体を含む)は 1000 個に満たない。水溶性蛋
白質に比べて膜蛋白質は不安定で、発現・精
製・結晶化が困難である。細胞膜に局在する
膜輸送体（トランスポーター）は物質の取り
込みと排出に機能し、生物の恒常性維持なら
びに微生物物質生産に重要な役割を果たす。
発酵生産には輸送体が重要であるが、輸送体
の生化学に基づく応用は末達である。 
細菌の Aspartate（Asp）:Aalanine (Ala) 
Exchangerファミリー輸送体(AAEx輸送体)は
多くの産業微生物に見出され、アスパラギン
酸やコハク酸等の有用化合物を輸送する。
我々は AAEx 輸送体を発見し、精製輸送体の
輸送能を生化学的に証明し、二次構造解析を
進めた（文献 1）。その結果、AAEx 輸送体の
二つの膜貫通ドメイン間に機能未知の
TrkA_C ドメインを発見した(図 1)。AAEx 輸送
体 AspT は Asp:Ala 交換輸送体で、Asp の細胞
内脱炭酸と共役し ATP を生成する(文献 2)。
AAEx ファミリー輸送体は産業上有用な排出
輸送体を多数含み、利用価値の高い改変体作
製の好材料である。 
近年、核酸類似化合物 cyclic-di-AMP 
(c-diAMP)が、新規のセカンドメッセンジャ
ーとして報告され、その結合保存領域の報告
がなされた(文献 3,4)。一方で、我々は、AspT
の細胞質側中央ループにc-diAMP結合推定領

域が保存されていることを見出した(図 1)。 
図 1 AAEx ファミリー輸送体の二次構造と
c-diAMP 結合領域（引用文献１, 2） 
２．研究の目的 
本研究では、c-diAMP が AAEx 輸送体の新規
のアロステリックなリガンドであるか否か
を輸送解析により検証する。さらに AspT を
モデルに、立体構造解析に挑戦する。本研究
は、AAEx 輸送体の機能強化や基質選択性の改
変による産業応用へ向けた基礎的知見を得
るのみならず、輸送体の生化学・構造生物学
に寄与する。 
３．研究の方法 
(1) c-diAMPによる AAEx輸送体の基質輸送制
御の解析～AAEx ファミリー輸送体は、２つの

膜貫通ドメインの間に TrkA_C ドメインと呼
ばれる特徴的なドメイン構造を有している
（図 1）。このドメインは、他の微生物の K+

チャンネルにおいて、新奇核酸セカンドメッ
センジャーc-diAMP が結合し物質輸送制御を
行うと推定されている(文献 3,4)。予備的検
討により、AspT の親水性ループ領域が
c-diAMP に結合することを確認した。そこで、
本研究では c-diAMP の AAEx 輸送体の輸送活
性制御因子としての可能性を検討するため
に、AAEx 輸送体の AspT を人工膜小胞に再構
成し、c-diAMP による基質輸送活性への影響
を評価した。 
(2) AAEx 輸送体の結晶化と立体構造解析～ 
一般的に膜蛋白質の結晶化は機能性構造
の安定性と相関している。また、輸送体の構
造 は 細 胞 外 側 に 開 い て い る 状 態 
(outward-open) 、中間体状態 (occluded) 、
細胞内側に開いている状態 (inward-open) 
の三状態が遷移状態で揺らいだ状態にあり、
一状態に固定することが結晶化の鍵となる。
そこで、基質化合物・阻害剤の添加、pH やカ
チオン種の検討を行い、輸送体の構造を安定
化する条件を見いだし、その条件で結晶化条
件の探索を行った。 
(2-1) AspT の高純度精製方法の確立:AspT の
結晶化条件探索には、高純度の AspT が必要
となることから、従来の大腸菌での発現精製
法を見直し、大腸菌株の選定、培養条件。精
製条件を検討した。 
(2-2)高純度精製AspTを用いた熱安定化条件
の探索：界面活性剤 DDM で可溶化精製した
AspT を用いて、リガンド(基質化合物・阻害
剤)の添加、緩衝液種とその pH、カチオン種、
界面活性剤種を変えて、AspT を加熱した後、
超遠心で凝集物を除いて可溶性で残存する
AspT をゲルろ過クロマトに供して、残存する
安 定 AspT を 蛍 光 で 検 出 し た
(fluorescence-detection size-exclusion 
chromatography-based thermostability assay 
－FSEC-TS法)。 
(2-3)AspT の結晶化条件の探索： 
輸送体を含む膜蛋白質の結晶化には、界面
活性剤や沈殿剤など様々な条件の検討が必
要になる。本研究では、まず初めに、膜蛋白
質結晶化専用のスクリーニングキット
MemGold1/2(Molecular Dimensions社)を用い、
蒸気拡散法にて初期スクリーニングを行っ
た。キット中の 192 条件のうち、結晶創成の
確認できた条件について、結晶化条件の最適
化を行い、X線回折実験を行った。 
 
４．研究成果 
(1) c-diAMPによる AAEx輸送体の基質輸送制
御の解析～等温滴定法を用いてc-diAMPを含
む各種リガンドの結合定数解析を試みたが、
AspT の熱安定性の低さと各リガンドの AspT



への低親和性から結合定数の決定にいたら
なかった。また、AspT を人工膜小胞に再構成
してc-diAMPを添加したが輸送活性に顕著な
変化は見られなかった。そこで、c-diAMP を
用いた解析は中断し、(2)の結晶化へ注力す
ることとした。 
(2) AAEx 輸送体の結晶化と立体構造解析～ 
(2-1) AspT の高純度精製方法の確立: 
大腸菌 XL3 株に加え、BL21（DE3）株由来の 
C43 株、C43_pLysS 株を宿主として、それぞ
れの菌株を pTrc99A 及び pET25b に aspT  
または aspDaspT の配列を導入したプラス
ミドで形質転換し、IPTG により AspT の発
現を誘導した。培養後の菌体について、抗 
AspT 抗体を用いた Western blotting によ
り菌体あたりの AspT の発現量を比較した
その結果、pTrcaspD/T を導入した C43 株に
おいて AspT の発現量が最も高かった。次に、
C43 株を用いて、培養条件の検討を行い 
AspT の発現に適した培養条件を決定した。
最後に、TALON Metal Affinity Resin を用
いた精製方法を再検討し、従来法に比べ培養
液 1 L あたり得られる精製タンパク質量を
約 10 倍に増加させ、1.4 mg/L 培養液の精
製 AspT を得ることに成功した (図 2)。高生
産法により得られた精製 AspT は、従来法で
得られた精製 AspT と同等の輸送活性と分子
サイズを持つことを確認した(図 3）。 

図.2 AspT の高発現・高純度精製法の確立 
 

図 3. 高純度 AspT と従来法精製 ASpT の輸送
活性と分子量サイズ 
(2-2)高純度精製AspTを用いた熱安定化条件
の探索： 
(2-1)の高生産法により得られた精製 AspT、
の緩衝液をスピンゲルろ過カラムを用いて

各種リガンドや、カチオン、buffer 組成を変
えて置換し、任意の温度に加温、精密ゲルろ
過カラム（Superdex200 increase 10/300）
に供し、AspT のトリプトファン蛍光を検出す
る FSEC-TS 法により、可溶化 AspT への安定
性に関与する要因の探索を行った(図 4)。そ
の結果、陽イオン種・pH・グリセロール濃度
が AspT の構造安定性に寄与することが分か
り、基質非存在下での熱安定性の向上に成功
した。AspT は低親和性基質である L-Ala 500 
mM 存在下において、33℃、10 分間の加熱条
件でL-Alaによる熱安定性の向上が顕著に観
察できた。同加熱条件で基質濃度による熱安
定性の変化を観察したところ、L-Ala 存在下
では濃度依存的に熱安定性が向上した(図 5)。 

図4. AspTの根知安定性評価法～FSEC-TS法 

図 5. AspT の基質存在下の加熱変性

(FSEC-TS) 
図 6.AspT の基質結合とコンフォメーション変化 
また、L-Ala 以外にもアナログ基質である
L-Ser、D-Ala において熱安定性の向上がみら
れた。L-Asp、D-Asp では 100 mM の低濃度、
加熱温度 35℃で熱安定性が向上したのに対
し、L-Ala はより高濃度 500 mM、かつ低い加
熱温度条件 33℃で熱安定性の向上が観察さ



れた。これは AspT への結合親和性が L-Asp
よりも L-Ala の方が低いこと、各基質は異な
る結合型コンフォメーションをとるという
これまでの推察と一致する(図 6)。また、そ
れぞれの結合型コンフォメーションは熱安
定性が異なり、L-Asp 結合型よりも L-Ala 結
合型の方が不安定な構造をとることが示唆
された。 
(2-3)AspT の結晶化条件の探索： 
得られている高純度精製野生型AspTおよび、
FSEC-TS 法で見出された野生株よりも５℃耐
熱性が上昇した変異体AspT-G439W(図 7)を用
いて結晶化条件を探索したところ、いくつか
の条件で結晶が得られた(図 8)。 

図 7. AspT-G439W 変異体の耐熱性 

 
図 8. AspT-G439W の結晶化と X線回折データ 
X 線回折データを取得したところ、3.8-5.6
Åの分解能のデータが得られ、今後、結晶の
パッキングを向上させる条件を探索する予
定である。 
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