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研究成果の概要：オートトランスポータータンパク質 Heme Binding Protein (HBP)のパッセ

ンジャードメイン立体構造解析に成功した。HBP の外膜貫通領域βバレルドメインとオートシ

ャペロン部分の発現系構築に成功し、タンパク質の結晶化および立体構造解析に成功した。 
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２００７年度 7,500,000 2,250,000 9,750,000 

２００８年度 6,700,000 2,010,000 8,710,000 
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  年度  

総 計 14,200,000 4,260,000 18,460,000 

 
 
研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：生物科学・構造生物化学 
キーワード：構造生物学、Ｘ線結晶構造解析、タンパク質、オートトランスポーター 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 オートトランスポーターとは病原性細菌
が分泌するタンパク質グループの名称で、こ
の中でもセリンプロテアーゼドメインを持
つものが SPATE family と呼ばれる。SPATE 
family に属するタンパク質は、病原性細菌に
よる腹膜炎や尿路感染症等の原因物質であ
り、この病気は発展途上国でいまだ多数の死
者を出している。このため、病原性細菌によ
るオートトランスポータータンパク質、
SPATE familyの分泌メカニズムが医療の点か
ら注目されている。 
 オートトランスポーターは３つの部分か
らできている。Ｎ末端のシグナルシーケンス

配列、中央のパッセンジャードメイン、Ｃ末
端のベータバレルドメイン、である。オート
トランスポーターの分泌メカニズムの特徴
は、病原性細菌の外膜から分泌される際に、
自身のＣ末端ベータバレルドメインがパッ
センジャードメインを膜外に押し出すとこ
ろにある。この分泌の際には他のタンパク質
の助けは要らない、とされており、これが「オ
ートトランスポーター」の名称の由来である。 
 
 
２．研究の目的 
 
 オートトランスポーターのパッセンジャ
ードメインが、どのようなメカニズムでベー



 タバレルドメインによって細菌の膜外に分
泌されるのかは全く解明されていない。我々
は構造生物学的手法を用いて、この分泌メカ
ニズム解明に挑む。分泌メカニズムが解明さ
れれば、病原性細菌対策薬剤開発に結びつく
と考えられる。 

 
 
 
 
 
  

  
３．研究の方法  
  
 以下の２つの手法を用いて研究を行う。  

 （１）当研究室で高分解能構造決定をした
SPATE family のひとつ、Hbp（Heme Binding 
Protein）の立体構造を基にして、置換する
アミノ酸残基を決定し、ミュータント Hbp を
作製する。我々が特に重要だと考えているの
は、Hbp のＣ末端領域である「オートシャペ
ロン部位」である。この部位は、Hbp の他の
部位の立体構造形成を助けていると考えら
れているからである。バクテリアからミュー
タント Hbpが分泌されるかどうかを確認する
ことにより、Hbp 分泌に重要なアミノ酸残基
を特定し、Hbp 分泌メカニズムの構造情報を
収集する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 （２）分泌される前の段階のオートトランス

ポータータンパク質は、シグナルペプチド、
パッセンジャードメイン、βバレルドメイン、
の３つの領域からなる。オートシャペロン部
分とβバレルドメインからなるタンパク質
部分の結晶構造解析を目指す。立体構造が明
らかになれば、オートシャペロン部分とβバ
レルドメインがどのような相互作用を伴っ
てパッセンジャードメイン部分を膜外に分
泌しているかが明らかになるであろう。 

図１ 
Heme Binding Protein の結晶構造（リボンモ
デル図） 
 
 
 この立体構造情報を基にして、オートシャ
ペロン部分中の重要なアミノ酸残基を特定
する実験を行った。ミュータント HBP を作成
し、ミュータント Hbp が分泌されるかどうか
を確認することにより、Hbp 分泌に重要なア
ミノ酸残基を特定し、Hbp 分泌メカニズムの
構造情報を収集した。結果、Hbp のオートシ
ャペロン部位で、アミノ酸置換を導入すると
分泌が起こらない現象が起こる重要な残基
を特定することに成功した。（論文準備中） 

 
 
４．研究成果 
 
（１）当研究室で詳細な立体構造を明らかに
したオートトランスポーターSPATE family, 
Heme Binding Protein (HBP)のパッセンジャ
ードメインの立体構造を以下に挙げる。HBP
の構造決定は、MAD(Multiple Anomalous 
Dispersion)法を用いて行われ、精密化によ
って最終的に 2.2Åの高い分解能で立体構造
を決定することができた。もっとも目につく
特徴は、やはりその巨大なβヘリックス構造
（図１中、青色部分）であろう。基本的に同
じ方向を向いている多数のβストランドが
らせんを巻いて筒状構造を形成している。筒
の内側には疎水性アミノ酸残基が多数パッ
キングを形成していることがわかった。この
目立つβヘリックス構造に、他の小さなドメ
インが付属している。図１中赤色の Domain1、
緑色の Domain2、水色のオートシャペロン部
分、である。 

 
（２）HBP オートシャペロン部分とβバレル
ドメインからなるタンパク質の発現系構築
に成功し、大量のタンパク質を得られるよう
になった。このタンパク質の結晶化を試みた
ところ、2.0Å分解能までの反射を示す結晶
を得ることに成功し、分子置換法を用いて立
体構造を決定することに成功した。オートシ
ャペロン部分とβバレルドメインの相互作
用様式が明らかになった。（論文準備中） 
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