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研究成果の概要（和文）：結核菌RND型トランスポーターMmpL5が膜融合タンパク質と想定されるMmpS5の存在下
で細胞膜上に固定されることを見出した。また，この固定されたMmpL5を蛍光褪色法によって解析した結果，三
量体を構成することで薬剤排出活性を維持していることがわかった。さらに，精製したMmpL5とMmpS5が共沈して
くることから，MmpL5とMmpS5の直接的な結合が示唆された。
　また，二成分制御系転写因子であるDevR, MtrA, NarL, PdtaR発現下でMmpSL5の基質に対するMICが上昇したこ
とから，環境刺激を二成分制御系を介して受容し，mmpSL5の発現を調整している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We found that the Mycobacterium tuberculosis RND transporter MmpL5 is fixed 
on the inner membrane in the presence of MmpS5, which is a putative membrane fusion protein. 
Photobleaching analysis of the fixed MmpL5 revealed that it maintains its drug efflux activity by 
forming a trimer. Furthermore, purified MmpL5 and MmpS5 were coprecipitated, suggesting direct 
binding of MmpL5 and MmpS5.
　In addition, the MIC of substrates of MmpSL5 increased under the expression of two-component 
regulatory transcription factors, DevR, MtrA, NarL, and PdtaR, suggesting that MmpSL5 may accept 
environmental stimuli via the two-component regulatory system and regulate the expression of mmpSL5.

研究分野： 細菌学

キーワード： 結核菌　一分子イメージング　多剤耐性　トランスポーター

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，これまで仕組みが不明であった結核菌のRND型異物排出ポンプMmpSL5に着目した。その結果，MmpS5
とMmpL5は直接的に相互作用を行い，１つのポンプを構築することが明らかとなった。また，大腸菌のような一
般細菌と同様に環境刺激を受容し，異物排出ポンプの発現を制御していることも示唆された。これらは結核菌の
基礎研究の分野に留まらず，抗結核薬が効きにくい非結核性抗酸菌症の耐性機構の解明につながることが期待で
きる。さらに，本研究を元に異物排出ポンプの活性阻害をするような創薬・多剤耐性菌治療への応用にも期待が
でき，人々の健康増進への寄与という大きな波及効果が期待できるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

結核は世界三大感染症の 1 つであり，年間で 170 万人の死者を出している。また，複数の抗生
物質に耐性を持つ多剤耐性株の発生も脅威となっており，2016 年には 60 万症例が報告された。
このように多剤耐性結核菌の出現は世界的な問題となっている。結核菌の多剤耐性機構の多く
は薬剤の標的タンパク質の点変異で説明が可能であるが，薬剤の種類によっては耐性株の
20~30%においては変異が存在しないにも関わらず耐性化能を示す。このような多剤耐性化の要
因の 1 つに薬剤の能動的排出が考えられ，この仕組みの代表格ともいえるのが RND (resistance-

nodulation-cell division) 型異物排出ポンプである。典型的な RND 型ポンプは以下の 3 つのコン
ポーネントから構成される。基質を捕獲・輸送する「内膜トランスポーター」，内膜トランスポ
ーターから輸送される基質の輸送通路である「外膜チャネル」，両者を構造的・情報的に繋ぐ「膜
融合タンパク質」である。膜融合タンパク質は内膜トランスポーターの基質捕獲時に生じる微細
な構造変化情報を外膜チャネルへと伝達することで，外膜チャネルの入口を開口し，基質薬剤の
輸送を媒介すると考えられる。このような RND 型異物排出ポンプはグラム陰性菌において広く
知られているが，結核菌においてはほとんどその詳細がわかっていない。結核菌 Mycobacterium 

tuberculosis H37Rv 株では薬剤排出をはじめ，脂肪酸代謝や宿主への感染制御に関わる 13 種類の
RND 型内膜トランスポーターMmpL が発見され，その内 MmpL5 と MmpL7 が薬剤排出能を持
つことが示唆されている。また，結核菌の膜融合タンパク質と推定される MmpS5 の遺伝子は
mmpL5 と同一オペロン上にコードされているが，MmpL7 には膜融合タンパク質に相当するよう
な遺伝子は見つかっていない。 

 

２．研究の目的 

 本研究では，以下の 2 つの実験を背景に結核菌の潜在的な多剤耐性機構の解明を目的とする。 
（１）一分子イメージングによる RND 型異物排出ポンプの構築過程解明 

 これまでの結核菌 RND 型ポンプの研究は，その多くが過剰発現による排出基質の特定や表現
系の解析を行うことだった。本研究では，これらの研究の基礎にある MmpL がこれまで知られ
ているような RND 型ポンプ複合体を形成するのか，それとも結核菌特有の仕組みを示すのかと
いう根本的な問を解決する。 

（２）二成分制御系レスポンスレギュレーターの RND 型トランスポーター発現制御機構解明 

 MmpL は薬剤の排出の他，代謝を含めた様々な細胞機能の維持に寄与している。このようなタ
ンパク質群は構成的な発現ではなく，外的環境に応じて発現を制御されている可能性が高い。そ
こで，細菌に広く保存される細胞情報伝達システムである二成分制御系に焦点をあて，これらが
結核菌 RND 型ポンプの発現を制御しているかどうかを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（１）結核菌内膜トランスポーターと緑色蛍光タンパク質 GFP との融合タンパク質を結核菌近
縁種である M. bovis BCG に発現させる系を構築する。これを全反射蛍光顕微鏡により細胞膜上
でのリアルタイムの動態解析，膜融合タンパク質の有無による拡散係数の差から RND 型異物排
出ポンプの構成を調べる。また，一輝点の輝度分布・褪色段階のモニタリングを組み合わせるこ
とで，トランスポーターがどのように振る舞い，分子間相互作用・多量体化するのかを可視化し，
これまで不明であった結核菌 RND 型異物排出ポンプの複合体構築過程を明らかにする。 

（２）発光酵素ルシフェラーゼ融合レポータープラスミドをベクターとし，レポーター上流に各
mmp(S)L 遺伝子のプロモーター領域を挿入したプラスミドと，各 RR遺伝子を挿入したプラスミ
ドをそれぞれ構築する。これらのプラスミドを大腸菌株に形質導入し発光強度を測定，プロモー
ター活性を算出する。 

 

４．研究成果 

（１）MmpL5 は MmpS5 存在下で抗抗酸菌薬に対する排出活性を獲得する 

結核菌の MmpL5 活性に対する MmpS5 の影響を調べるため，両者のホモログ遺伝子を欠損さ
せた M. bovis BCG 株を構築し，MmpS5 の存在下または非存在下で，各株におけるベダキリン 

(BDQ)，クロファジミン (CFZ)，クラリスロマイ
シン(CLR) の最小阻害濃度 (MIC) を測定した
（表. 1）。MmpL5 を MmpS5 とともに発現して
いる株は BDQおよび CFZに対するMICが空ベ
クターを搭載した株に比べて大幅に高くなった
が，CLRに対しては MICの上昇は認められなか
った。一方，MmpL5単独発現株では BDQと CFZ

に対する MIC はまったく変化がなかった。これ
らのことから，トランスポーターMmpL5 が薬剤
を排出するためには MmpS5 が必要であること



が示唆された。 

 

（２）MmpS5 が MmpL5 を細胞内膜に繋ぎ止め，三量体化させる 

 次に抗酸菌内膜における MmpL5-GFP の動態を調べるため，全反射蛍光顕微鏡（TIRF）を用い
て 1 分子観察を行った（図. 1-2）。その結果，MmpL5-GFP は MmpS5 が存在する場合は横方向へ
の移動が極めて限定的であるのに対し，
MmpS5 が存在しない場合は内膜全体に側方拡
散した（図. 1A）。輝点の軌道を図示したものが
図 1B であり，この図から MmpL5 が膜に沿っ
てランダムに拡散していると考えられる。ま
た，MmpL5-GFP の移動距離を平均二乗変位
(Mean square displacement; MSD) として表し
た。その結果，MmpS5 存在下では MmpL5-GFP

の MSD は 0.08 × 10-2 ~ 0.18 × 10-2 μm2の範囲に
分布した（平均値＝0.13 × 10-2 ± 0.03 × 10-2 μm2）
（図. 2A, B）。一方で，MmpS5 非存在下では，
MmpL5-GFP の MSD は非常に大きく (2.80 × 

10-2 ~ 9.10 × 10-2 µm2)，平均値は
5.69 × 10-2 ± 1.84 × 10-2 µm2だっ
た（図. 2A, B）。これらの MSD-

Δt プロットから算出される
MmpS5 存在下および非存在下
の拡散係数（D）は，それぞれ 5.8 

× 10-4 ± 2.2 × 10-4 および 3.4 × 

10-2 ± 1.7 × 10-2 µm/sec だった。
これらのデータは，MmpS5 が存
在し MmpL5 の動きが制限され
ている “fixed” 状態と，MmpS5

非存在下での MmpL5 が自由拡
散している “mobile” 状態との間で MmpL5 の動態が約 100 倍異なることを示している。 

  

（３）固定された MmpL5 は MmpS5 存在下でホモ三量体を形成する 

次に，fixed 型の MmpL5-GFP の輝点が単一
分子で構成されているか，もしくはオリゴマ
ーで構成されているかを確認するために，
GFP 蛍光強度の time-course 解析を行った。エ
ッジ検出法を用いて intensity-Δt プロットを
計算した結果，輝点の強度は時間経過ととも
に 3 段階の蛍光褪色パターンを示した（図. 

3A）。MmpS5 存在下での初期フレームにおけ
る強度値の分布は 6,000~6,500 (a.u.)でピーク
を示した。本実験条件下では GFP1 分子のス
テップサイズは 2012 ± 243 (a.u.)に相当する
ことから，この値は推定される単一 GFP 分子
の強度よりも約 3 倍高いことを示している
（図. 3B）。一方，MmpS5 非存在下では，そ
の輝度の値は 2,000 をピークに狭い範囲にと
どまった。これらの結果から，MmpL5-GFP が
MmpS5 の存在下で三量体を形成し，ポンプ
としての排出活性を獲得することが示唆さ
れる。 

 

（４）MmpS5 と MmpL5 の直接的結合は基質薬剤の存在下で促進される 

 さらに，MmpS5とMmpL5が直接的に相互作用している証拠を得るために，MmpS5は大腸菌，
MmpL5 は M. smegmatisをホストとした発現・精製系を構築し，タンパク質相互作用の解析を行
った。MmpS5-ΔTM（膜貫通領域を欠如している）と MmpL5 をそれぞれ His-tag でラベルし精製
し，これらのタンパク質を超遠心分離すると MmpS5-

ΔTM は遠心後の上清側に，MmpL5 は沈殿側に分画され
た。しかし，MmpS5-ΔTM と MmpL5 を混合してから超
遠心分離を行うと，MmpS5-ΔTM が沈殿画分に存在する
ことがわかった。コントロール群として野生型 M. 

smegmatis の全膜画分を MmpS5 と混合して泳動を行っ
たが，MmpS5 は上清画分に分画されたままだった。これらの結果は MmpS5 と MmpL5 の直接的



な結合を示唆している。また，MmpL5 が排出する基質である BDQ を MmpS5 と MmpL5 のタン
パク質混合液に添加すると，BDQ の濃度依存的に沈殿画分に分画される MmpS5 の量が増加し
た（図. 4）。これは排出する基質の存在が MmpS5-MmpL5 複合体の安定化，もしくは複合体構築
を促進している可能性を示している。 

 

（５）二成分制御系により MmpSL5 の発現は制御されている 

pLux ルシフェラーゼアッセイシステムを用いて，結核菌の二成分制御系レスポンスレギュレ
ーター (RR) の全てについて mmpS5-mmpL5 の発現調整機能を持っているかどうかを検証した。
具体的には mmpSL5 のプロモーターを搭載した pLux システムを構築した大腸菌において，結核
菌 RR をアラビノース誘導型のプラスミドを用いて発現させ，各 RR による転写活性を調べた。
その結果，DevR, MtrA, NarL, PdtaR の４つが mmpS5-mmpL5 プロモーターを活性化する可能性が
示唆された（1.3 倍以上の発光輝度の上昇を目安とし
た）（図. 5）。さらに，これらの RRをプラスミド上か
ら M. bovis BCG に強制発現させ BDQ と CFG に対す
る MICを測定した。その結果，DevR, MtrA, PdtaR 発
現 BCG において，ベダキリンに対する MICが二倍に
上昇，また，NarL 発現 BCG ではクロファジミンに対
する MIC も上昇した。このことから薬剤排出ポンプ
である MmpSL5 は環境刺激を二成分制御系を介して
受容し，その発現を調整している可能性が示唆され
た。この結果をさらに強化するために，RR と当該プ
ロモーター領域の DNA 配列との結合を解析する必要
がある。 

 

結核菌は外環境中からの刺激を受容し異物排出ポンプ MmpS5-MmpL5 複合体を発現，構築す
ることが示唆された（図. 6）。この際，MmpS5 は MmpL5 と直接結合することで MmpL5 のホモ
三量体化を促し，複合体を細胞膜中に固定させる役目を担っている。また，この複合体形成は基
質となる薬剤の存在下でより促進することが示唆される。さらなる研究は必要ではあるものの，
本研究成果により異物排出ポンプによる結核菌の多剤耐性化の仕組みの一端が明らかになった。
これらを応用することで，MmpL の三量体化や MmpS と MmpL の結合を阻害するような新たな
抗結核薬（もしくは抗抗酸菌薬）の開発に繋がることが期待される。 
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