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研究成果の概要（和文）： 

輸送体（トランスポーター）は、交互アクセスモデルと呼ばれる機構で生体膜を介して物質を
輸送する。交互サクセス機構とは、基質結合部位を膜の外側、内側に交互に開閉して基質を輸
送するとするものである。この機構を分子レベルで理解するために、我々は、二次性能動輸送
体 Mhp１を用いて、交互アクセス機構の主要な３種の中間状態（外向き構造、閉じた構造、内
向き構造）の構造を決定した。これらの構造を比較することで、Mhp１は、４本のヘリックスを
他の部位に対して剛体として動かすことで輸送を行っていることが明らかとなった。この機構
は、Mhp１が含まれる LeuT スーパーファミリーでは基本的に共通と考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Transporters transport the substrates across the membrane by the alternating access 
mechanism in which the proteins have three functionally distinct conformational states 
(outward-facing, occluded, and inward-facing). Mhp1 is a secondary active transporter 
belonging to the LeuT superfamily. We succeeded to determine the Mhp1 structures in these 
three states of the alternating access mechanism. By the comparison of these structures, 
the conformational changes between these states are found to be achieved by the rigid 
body movement of the four helices relative to the rest of the protein. The molecular basis 
of the alternating access mechanism should be common among t he LeuT superfamily. 
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2009 年度 4,500,000 1,350,000 5,850,000 

2010 年度 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

2011 年度 2,800,000 840,000 3,640,000 

年度    

  年度    

総 計 10,900,000 3,270,000 14,170,000 

 

 

研究分野：生物学 

科研費の分科・細目：構造生物化学 

キーワード：Ｘ線結晶解析、輸送体、ヒダントイン、トランスポーター、交互アクセスモデル、

膜タンパク質 

 
１．研究開始当初の背景 

輸送体は、図１のように、基質結合部が構造
変化により膜の異なる側からアクセスでき

るようになるとする“Alternating access 
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model” という共通する輸送機構で輸送を行

う(Nature 211, 969-970,1966)。ATP の加水

分解エネルギーを利用して輸送を行う一次

性能動輸送体では、Ca2+-ATPase で多くの中間

体構造が決定されており、この機構は詳しく

解 明 さ れ て い る (Arch.Biochem.Biopys. 

474,3-11, 2008)。一方、細胞内外のイオン

の濃度勾配と共役させて他の分子を輸送す

る二次性能動輸送体に関しては、構造情報が

少なく、輸送機構について分子メカニズムの

理解が進んでいなかった。 

 
２．研究の目的 

  Microbacterium liquefaciens 由来の

Mhp１は、pH 依存的にアミノ酸誘導体ヒダン

トインを輸送する二次性能動輸送体として

同定された (J. Bacteriol. 188, 3329 -3336, 

2006)。その後、申請者らにより Mhp1 の構造

生物学的研究がスタートした。その結果申請

者らは、Mhp１がナトリウムイオンと共役さ

せて基質の輸送を行う核酸塩基-陽イオン共

輸送体（NCS1 ファミリー）に属すことを示し、

更に、Mhp１の構造を図１の「外向き構造」

と「閉じた構造」の中間体で決定し、Mhp1 の

構造は、ヒトの神経伝達物質輸送体や、小腸

において糖の取り込みを行うナトリウム依

存税グルコース輸送体と類似の構造である

ことを解明した(Science 322, 709-713 2008)。

また、Mhp１と構造上の類似性の高い、ガラ

クトース輸送体 vSGLT の図１の「内向き構造」

に相当する構造（Science 321,810-4,2008）

との比較により、これらの輸送体では、図１

のように、外向き／内向きの空洞が対称的な

形で存在し、同期して開閉するという分子メ

カニズムの一端も明らかにした。 

 しかし、Mhp１と vSGLT の間には、基質及び
イオンの結合部位のずれが存在すること等
により、詳細な分子メカニズムはまだ分かっ
ていない。これを解決するために、Mhp１で
「内向き構造」に相当する中間体の構造を決
定することを目的として研究を行った。 
３．研究の方法 

Mhp１の「内向き構造」を安定化させるため
に、蒸気拡散法による結晶化を行い、より多
くの結晶化条件をスクリーニングした。また、
抗体を結合させたり、キュービックフェーズ
法による結晶化も行った。 
４．研究成果 
 Mhp１は、Na+イオンと共役してアミノ酸
関連物質であるヒダントインを輸送する。
我々は、既に構造を決定していた「外向き
構造」、「閉じた構造」に加え、「内向き構造」 
を決定した（図２）。 
 これらの構造を比較することで、Mhp１が
基質を輸送する際の動きが明らかになった。
Mhp１は、１２本の膜貫通へリックス
(TM1-12)を持つ。また、膜貫通へリックス
のうち最初の１０本のヘリックス（TM1-10)
が輸送機構に関与する。一方、C 末端の残 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

りの二本のヘリックス（TM11,12)は輸送機
構には関与せず、その役割は分かっていな
い。輸送機構に関わる１０本のヘリックス

図１ 交互アクセスモデル 

図２ Mhp１の内向き構造 

図３ 外向き構造と内向き構造の 

   重ね合わせ 



 

 

は、３個の部位に分けると輸送機構を考え
易い。それらは、４本のへリックス（TM
１,2,6,7）からなる bundle motif（図２、
赤色）、４本のへリックス（TM3,4,8,9）か
らなる hash motif（図２、黄色）、そして、
青色で示す TM5、TM10 である。「外向き構造」
と「内向き構造」を重ねると図３のように
なる。図３からわかるとおり、輸送の前後
で bundle motif（赤色）は動かず、hash 
motif（黄色）が動いていることが分かる。
一方、輸送の前後で、hash motif の構造上
の変化は見られなかった。また、「外向き構
造」から「閉じた構造」への変化では、TM
１０が折れて細胞外へ向かう基質の通路を
塞ぎ、「閉じた構造」から「内向き構造」へ
の変化では、TM５が折れて細胞内に向かう
基質の通路を開いていた。 
 これらのことから、Mhp１は、hash motif
を剛体として TM３に沿う回転軸の周りに
約３０度回転させることで輸送を行ってい
ることが解明された（図４）。また、青色の
TM5 と 10 は、膜の外側、内側で、基質の通
路の扉の役割を果たしており、輸送体の動
きに応じて、扉を開閉していると考えられ
た。 
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