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研究成果の概要（和文）：真核生物由来の巨大な膜タンパク質であるP糖タンパク質のNMRによる解析の実現を目
指して、安定同位体標識に適した大量発現系の構築と限定的な同位体標識法を検討した。その結果、メタノール
資化性酵母Pichia pastorisを用いることにより、15N標識を行って、数十ミリグラムレベルの標識試料タンパク
質を精製することができた。また、そのタンパク質を用いてNMR測定を行うことにより、動的構造の解析に適す
ると考えられるスペクトルを得ることができた。

研究成果の概要（英文）：P-glycoprotein is an ATP Binding Cassette multidrug transporter which is a 
large membrane protein that works in eukaryotic cells.  Thus, it is difficult to have a large amount
 of its 15N-labeled preparation suitable to measure NMR spectrum.  To overcome this obstacle, we 
tried to develop a over-production system of 15N-labeled P-glycoprotein using a methylotrophic 
yeast, Pichia pastoris.  We obtained several ten milli-gram of purified preparation of 15N-labeled 
P-glycoprotein from a thermophilic eukaryote, Cyanidioschyzon merolae. We measured 1H-15N TROSY 
spectrum, suggesting normally folded protein behavior and the specimen is suitable for an analysis 
of dynamic structure.

研究分野：構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
 P 糖タンパク質 (ABCB1)は、外来化合物
から生体を防御する一方で、医薬品も排出す
ることから、抗癌剤治療などの障害となって
いる多剤排出トランスポーターであり、その
多剤認識と排出メカニズムの解明が希求さ
れている。分子メカニズムの解明には、詳細
な立体構造の把握が必須である。最近いくつ
かの ATP Binding Cassette (ABC)トランス
ポーターのX線結晶構造が明らかとなったが 
(Science 323, 1718, 2009; Nature 490, 566, 
2012; PNAS 110, 13386, 2013 )、マウスの
ABCB1 ホモログの結晶構造解析結果では
3.8 オングストロームと分解能が低いためメ
カニズムの詳細を明らかにはできていない。
そこで我々は、遺伝子配列だけでなく、薬理
学的な性質もヒト ABCB1 とよく似た
CmABCB1 を温泉に棲む好熱性真核生物
Cyanidioschyzon merolaeから発見し、これ
までで最高となる 2.4オングストローム分解
能でX線結晶構造解析を達成することに成功
した(PNAS 111, 4049, 2014 )。その構造は、
細胞質側に開口部をもつ、いわゆる「内向型」
状態の構造であるが、さらに最近、基質を細
胞外へと排出した後の状態「外向型」構造を
2.1 オングストローム分解能で結晶解析する
ことにも成功しつつある。これまでトランス
ポーターの両状態の構造を同一の分子につ
いて決定した例は、SLC型 LeuTだけであり
(Nature 448, 952, 2007; Nature 481, 469, 
2012 )、他には、ABCフリッパーゼMsbAで
曖昧な構造(5.3, 3.8 オングストローム)が異
なる細菌のホモログ同士について報告され
ている(PNAS 104, 19005, 2007 )ものの、分
子メカニズムの解明には至っていない。した
がって、同一の CmABCB1 分子の内向型と
外向型構造の決定は、ABCB1 のメカニズム
解析の起点として非常に重要な位置を占め
ると言える。 
 トランスポーターの分子メカニズムの特
徴は、内向型と外向型の間を往復運動して基
質排出を実施する点であるが、多様な基質を
いかにして認識しているのかを捉えるため
には、動きの基点となる静止状態の両構造だ
けでなく、その途中状態の立体構造、すなわ
ち、動的な構造あるいは構造変化を直接捉え
ることが重要である。基質の構造の違いが、
中間状態構造の違いに基づくのか、基質が変
わっても同じ構造で捉えることが可能なの
か、疑問は尽きない。しかし、X線結晶構造
解析は、動的構造の解析には不向きな手法で
あり、核磁気共鳴スペクトル（NMR）解析
が適していると考えられる。ただし、NMR
は、試料の分子量が３万程度でなければ解析
不可能であると言われており、脂質膜や界面
活性剤ミセルに包含された状態の巨大な膜
タンパク質の解析は見送られてきた。また、
NMR解析には、13Cや 15Nで試料を同位体
標識することが必須であり、試料調製が難し
く、大腸菌や無細胞系でのタンパク質発現が

困難な場合は、そもそも試料調製ができない
ことになってしまうという問題がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、分子量 13 万を超える巨
大な膜タンパク質－界面活性剤ミセル複合
体となる P糖タンパク質 ABCB1 の NMR による
動的構造解析を可能にするための実験法を
確立することである。すなわち、すでに申請
者が立体構造を明らかにしているP糖タンパ
ク質ホモログCmABCB1の内向型と外向型の結
晶構造情報を活用することにより、特定のア
ミノ酸残基のみに限定的な同位体修飾を施
すことで NMR スペクトルを単純化して、結晶
構造を参照しながらのNMR解析を可能にでき
るのではないかというアイデアに挑戦する。
そのために、３つの実験系の構築を試みた。
すなわち(1)化学修飾による 13C 標識体の調
製と NMR 解析、(2)15N 標識を目指したメタノ
ール酵母 Pichia pastoris 発現系の構築、
(3)15N-トリプトファン(Trp)のスペクトル
解析によるCmABCB1の動的構造解析の可能性
の検討である。NMR 解析では、1 回の測定に
最低でも 0.1 mM 程度の濃度の試料が 0.2 mL
必要である。したがって、CmABCB1 の場合は、
約 3mg となる。これは結晶化に必要な量を 1
回の測定だけで消費することを示しており、
実用的な試料調製法の確立が研究の是非を
左右することを表している。一方、機能解析
の結果、Trp 残基の変異は CmABCB1 の基質排
出活性を低下させることから、重要な役割を
果たしていることが判明している。また、Trp
残基は内向型と外向型の構造変化の要とな
る膜貫通アルファ－ヘリックスに存在する
ことが判明しており、その動きを NMR で捉え
ることができれば、構造変化の経路解析によ
って、基質輸送と構造変化の相関解明に大き
な進展が期待される。Trp 残基のインドール
側鎖の NH 基は、特徴的な化学シフトの位置
に観測されることが知られており、NMR 解析
の可能性を判断するためには優れた性質を
持っている。 

 

３．研究の方法 
（１）化学修飾による13C標識体の調製とNMR
解析：タンパク質のリシン（Lys）残基は以
下の図のように13Cラベル化ホルムアルデヒ
ドと反応させることにより、13C ジメチル化
を行うことができる。しかし、巨大な膜タン
パク質でこの反応が試みられた例は知られ
ておらず、また、13C ラベル化した Lys 残機
が NMR解析で検出可能かどうかについても前
例がない。 

CmABCBI には、サブユニット当り 16 残基の



Lys がある。結晶構造から Lys の場所は特定
できており、周囲の環境についての情報も得
られていることから、NMR スペクトルの分析
を有利に進めることができる。したがって、
この反応による 13C標識体の NMR解析が可能
かどうかがわかれば、巨大膜タンパク質の
NMR 解析に突破口が開かれることになるだろ
う。16 残基それぞれの Lys が就職されたかど
うかは、修飾反応後の CmABCB1 をトリプシン
消化した後 LC-MS 解析を行い、標識の有無を
確かめた。ジメチル化標識資料については、
1H-13C-TROSY (transverse relaxation 
optimized spectroscopy) NMR 解析を行なっ
た。NMR シグナルの帰属を行うため、阻害剤
の添加によってNMRスペクトルが変化するか
どうかを調べた。 
（２）15N 標識を目指したメタノール酵母
Pichia pastoris 発現系の構築：CmABCB1 は
真核生物由来であることからNMR用の胴体た
い標識に関して実績のある大腸菌は利用す
ることができないため、P. pastoris による
培養系を15N標識に適した条件に最適化する
ことが必要となる。そこで、同位体の中では
比較的安価な15N標識塩化アンモニウムを用
いて、培養条件の検討を行った。培養には、
培養フラスコまたはジャーファーメンター
を用いて、目的タンパク質の発現量と生産性
の向上を検討した。また、得られた 15N ラベ
ル体は、His タグを利用する親和修飾クロマ
トグラフィーとゲル濾過クロマトグラフィ
ーを用いてSDS電気泳動で単一バンドが得ら
れるまで精製した。 
（３）15N-Trp のスペクトル解析による
CmABCB1 の動的構造解析の可能性の検討：
CmABCB1 には、6残基の Trp が存在する。Trp
残基は以下の 2点から NMR解析の対象として
優れていると考えられる。すなわち、① Trp
側鎖の NH ε1 由来のシグナルは低磁場領域 
(δH = 10–12 ppm, δN = 129–135 ppm) に
特徴的に出現するため、均一 15N 標識試料を
用いてもシグナルを同定することができる
と予想される。② CmABCB1 モノマー中に 6つ
ある Trp のうち、Trp400 が機能に重要である
ことが知られている。そこで、各 Trp に由来
する NMR シグナルを帰属するため、Trp をチ
ロシン(Tyr)に置換した変異体を作成した。
さらに、Trp が基質排出機能と関係するかど
うかを確認するため、それぞれの変異体を含
む酵母が薬物耐性を向上させるか否かを利
用して活性評価を行なった。Trp-Tyr 置換変
異体は(2)で確立した方法を用いて 15N 標識
を行なった。さらに精製を行なったのちに
NMR スペクトルを測定した。 
 
４．研究成果 
（１）Lys 側鎖を 13C-ジメチル化するため
に、CmABCB1 精製標品に対して 13C ホルムア
ルデヒドを用いた還元的アルキル化反応処
理を行なったところ、95%を超える Lys がア
ルキル化を受けていることが判明した。すな

わち、13C ジメチル化反応後の見反応のアミ
ンの割合を定量したところ、3%程度であるこ
とが明らかとなった。13C-ジメチル化した
CmABCB1 試料を用いて、13C-ジメチル化 Lys
のメチル基の 1H-13C TROSY (transverse 
relaxation optimized spectroscopy)NMR 解
析を行った。まず生理的条件である pH 7.5
で測定を行なったところ、ジメチル化された
Lys 由来のメチルシグナル領域 (δH = 2.5–
3.0 ppm, δC = 43–46 ppm)でシグナルが観
測された。ピークの分布を見るとδH = 2.7–
3.0 ppm, δC = 45–46 ppm 付近で多くのピー
クが重なっており、このままでは帰属が困難
になると考えられた。Lys 側鎖の pKa は 9.3–
13.2 であり、この付近の pH では周囲の環境
のわずかな違いがスペクトルに現れること
が知られていることから、pH を上げて測定を
試みたところ、pH7.5 では多くのピークがそ
れぞれ重なっていたが、pHを上げるにつれて
ピークの分離が良くなり、pH 9.0 で測定する
ことでそれら重なったピークを分離するこ
とができた。ついで、ある阻害剤と相互作用
することが判明している Lys162 に由来する
NMR シグナルの同定を試みた。その結果、４
つのピークで化学シフト変化が観測されタ
コとから、この変化したピークのいずれかが
Lys162 由来のシグナルであることが示唆さ
れた。さらに、Lys162 を Arg に置換した K162R
変異体作製し、精製標品を調製後、13C-ジメ
チル化して NMR 測定を行なった。その結果、
阻害剤の添加による化学シフト変化が見ら
れたピークのうち、１つのピークが消失した
ことが明らかとなった。未だ、全てのシグナ
ルを帰属するには至っていないが、これまで
の結果から、13C-ジメチル化 CmABCB1 は Lys
への単変異導入による帰属が実験的に可能
であり、これを実行すれば NMR 解析が可能で
あることが示唆される結果が得られた。 
（２）CmABCB1 の安定同位体標識法として、
15N 塩化アンモニウムを窒素源とした酵母組
換え発現による均一15N標識法を用いて、NMR
解析によるTrp残基由来シグナルの検出を試
みた。15N 塩化アンモニウムを含む基礎塩培
地で P. pastoris に CmABCB1 を組換え発現さ
せ、得られた菌体を用いて精製した結果、8 L
培養から 4回分の測定に相当する約 10 mg の
均一 15N標識 CmABCB1 を取得することができ
た。これにより、真核生物に由来する分子量
13万を越える巨大膜タンパク質の15N安定同
位体ラベル試料を測定に十分な量取得し、
NMR スペクトルを観測することができた。こ
れにより、大腸菌では発現が困難な真核生物
由来の膜タンパク質のNMR試料を調製する実
験系を確立することができた。 
（３）均一 15N 安定同位体標識した CmABCB1
を用いて、1H-15N TROSY NMR 解析を行なうこ
とができた。その結果、シグナルが広範囲に
広がっており、ランダムコイル領域 (δH = 
8.0–8.6 ppm)以外にもシグナルが観測されて
いることから、タンパク質のフォールディン



グは保たれていることが示唆されるスペク
トルが観測されたと考えられた。ついで、機
能に必須である Trp400 のシグナルを同定す
るため、Trp400 以外の 5つの Trp を Tyr に置
換した変異体を用いて NMR 測定を行なった。
すなわち、均一 15N 標識の当該変異体試料を
調製して測定したところ、δH = 10.13 ppm, 
δN = 130.5 ppm にシグナルが得られた。し
たがって、このシグナルが Trp400 由来のも
のだと同定することができたと考えられる。
この測定に対して、ATP アナログや輸送基質
を加えてみたところ、顕著なスペクトルの変
化が観測された。このことは、Trp400 がトラ
ンスポーター活性に必須であることを反映
していると示唆された。これらの結果から、
均一 15N標識した CmABCB1 の NMR 測定によっ
て動的構造変化の解析が可能であることが
示唆された。 
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