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研究成果の概要（和文）：本研究の主要なターゲットである三者複合体形成型ABC輸送体であるLolCDEの機能解
析に関して、光クロスリンク法を用いた解析により、基質の輸送に直接関与する機能残基を明らかにすることに
成功した（共著）。これら残基を我々が明らかにしたMacBの結晶構造より求めたホモロジーモデル上にマッピン
グすることにより、細胞膜から引き抜かれた基質が輸送体のもつ基質結合ポケットをたどり輸送される経路を明
らかにした。また、外膜チャネルTolCとアダプターMacAのホモログとで同じく三者複合体を形成し機能する別種
の多剤排出トランスポーターの構造に基づく作動機構の一端を明らかにすることにも成功した。

研究成果の概要（英文）：We succeeded in identifying functional residues directly involved in 
substrate transport by optical crosslinking analysis (co-author) on the tripartite-type ABC 
transporter, LolCDE, the main target of this study. By mapping these residues on a homology model 
derived from our crystal structure of MacB, we clarified the substrate translocation pathway through
 the substrate-binding pocket in the periplasmic domain of the LolCDE. We also succeeded in 
elucidating the structure-based mechanism of another multidrug efflux transporters, BpeB and BpeF, 
that forms a tripartite complex with the outer membrane channel TolC and a homolog of the 
periplasmic adaptor protein, MacA.

研究分野：構造生物学

キーワード： 構造生物学　膜輸送体　多剤耐性　X線結晶構造解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
LolCDE系はグラム陰性細菌にとって生育に不可欠な蛋白質群であり、その阻害による抗菌剤開発など新たな作用
機序をもつ抗菌剤開発へと繋がる可能性がある。その分子機構解明は近年社会問題となっている多剤耐性化
（AMR）の対策へ繋がる知見となり、社会的な意義の高いものといえる。また、直接的に薬剤排出に関わる蛋白
質群の構造機能解析に於ける成果も同様の理由により社会的注目が大きい。
新たに認知されたVII型ABC輸送体であるLolCDEやMacBの構造機能解析において我々は世界のトップランナーであ
る。それ故、輸送体関連の教科書などへの執筆依頼も複数受けていることを研究成果として付記しておきたい。

※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 
 
グラム陰性細菌のマクロライド系抗生物質排出に関わる三者複合体形成型 ABC 輸送体である
MacBの結晶構造を世界に先駆けて明らかにする事に成功した（Nat. commun, 2017）。さらに、
MacB と共役して機能する外膜チャネル蛋白質 TolC、さらに MacB と TolC を繋ぐアダプター
蛋白質である MacA との三者複合体をクライオ電子顕微鏡解析により明らかにした
（Nat.Microbiol, 2017）。MacBの構造解析から明らかになったのは、これが全く新しいタイプ
の ABC輸送体であるということ（新たに Type-VII型と分類された）が分かった。加えて、MacB
のホモログだが、薬剤排出に関わるのではなく外膜蛋白質の輸送に関わる LolCDE との立体的
な相同性が高いことが明らかになった。Lol輸送系では、外膜チャネル蛋白質（OMC）やペリプ
ラズム・アダプター蛋白質（PAP）とは共役せず、別のペリプラズム蛋白質（LolA）と、外膜蛋
白質（LolB）と機能的に共役する。このように新たに立体構造が明らかになった Type-VII 型
ABC輸送体の構造に基づく輸送機能を考えることが出来るようになった、三者複合体型 ABC輸
送体におけるポスト構造時代が正に拓かれた状況であった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、マクロライド系薬剤の排出に関わる MacB と、外膜蛋白質輸送に関わる LolCDE
という 2 つの相同蛋白質、およびそれらと共役する蛋白質群に焦点をあて、これらの構造に基
づく作動機構の詳細を明らかにすることを研究の主目的とした。 
これまで研究代表者らが約二十年にわたり研究を進めてきた多剤排出輸送体である RND 型輸
送体と同様、OMCと PAPで形成されるチャネル複合体と共役するMacB 系は、ATP加水分解
エネルギー依存的に基質をペリプラズムから引き抜き、チャネル複合体へ放出すると考えられ
ている。チャネル複合体への基質輸送以降の排出については三者複合体型輸送体としての共通
性の点から RND型輸送体と類似していると考えられる。しかし、細胞膜外葉およびペリプラズ
ムからの輸送体蛋白質分子内への基質の取り込みについては、RND輸送体に見られる分子内の
基質輸送経路は Type-VII 型 ABC 輸送体には見つけることが出来ないため、機構が異なると考
えら得た。一方で、Type-VII 型 ABC 輸送体として、薬剤排出に関わる MacB も、外膜蛋白質
輸送に関わる LolCDE も分子構造の類似性の点から共通する基質輸送機構を持つ可能性が高い
と考えられた。MacBも LolCDEも ATP加水分解により輸送体の構造変化をともなう基質輸送
がペプラズムドメインで行われる。しかし、MacB では基質が OMC-PAP から成るチャネル複
合体に送り込まれるが、LolCDEでは運び屋の LolAへきちんと受け渡される。 
これら輸送体による作動機構を構造に基づき明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
MacB の基質認識および輸送過程を観るために、基質複合体や異なる輸送中間体の構造など、 
①:MacB の結晶構造解析の高度化を行うことを第一の目的とした。世界で我々だけが MacB の結
晶構造解析と三者複合体のクライオ電顕解析の両方に成功し、それらの構造比較による知見を
得ている。この優位性の上に立ち、既に MacB の構造変化についてのデータを蓄積しつつある。
2017 年に発表したアシネトバクター由来 MacB の ADP 結合型と構造比較が可能な MacB ホモログ
の高解像度解析に適した結晶を使って、基質結合型の構造を解き、基質認識とその輸送機構の両
方を明らかにする。また②:LolCDE の結晶構造解析および機能解析を進めることを第二の目的と
した。MacB について既に分解能が向上した結晶を得たのでその構造解析を進めることにした。
LolCDE の結晶構造解析については、MacB と同様の手法での結晶取得を目指した。一方、機能解
析については、MacB の構造を元にした LolCDE のホモロジーモデリングとび配列比較解析を行い
機能性残基を変異導入および輸送活性測定により明らかにする分子遺伝的アプローチのほか、
生化学的手法を用いることで、機能性残基および輸送経路の同定を行うこととした。 
 
４．研究成果 
 
本研究での主要なターゲットである三者複合体形成型 ABC 輸送体である LolCDE の機能解析に関
して、光クロスリンク法を用いた解析により、基質の輸送に直接関与する残基を明らかにするこ
とに成功した（J.Biochem. 共著：オンライン出版 2023年 12月）。これら残基を我々が明らか
にした MacB の結晶構造より求めたホモロジーモデル上にマッピングすることにより、細胞膜か
ら引き抜かれた基質が輸送体の持つ基質結合ポケット内のどの基質と相互作用するかを明らか
にした。さらに、同輸送体の阻害剤が輸送活性のどの過程を阻害するのかを明らかにすることが
できた。RND 型輸送体は、基質輸送に直接関わる基質輸送経路をペリプラズムドメイン中に持つ。
その蠕動運動のような分子構造変化を伴う機構で細胞膜外葉辺りおよびペリプラズムから分子



内部にある基質輸送経路中に基質を導き入れるが、LolCDE ではそのようなペリプラズムドメイ
ン中の基質輸送経路は存在せず、代わりにペリプラズムドメイン中の二量体の界面あたりにあ
る残基が基質を「摘まみ上げる」ような機構である可能性を見出した。このことは Type-VII 型
ABC 輸送体における輸送機構において重要な発見である。 
また、2017 年我々の Type-VII 型 ABC 輸送体の構造解析成功以降、幾らかの Type-VII 型 ABC 輸
送体の構造解析が報告されているが、それらの構造を比較解析することで、ペリプラズムドメイ
ンが当に基質を細胞膜からペリプラズム側に摘まみ上げるような動きがあることが示唆されて
いる。 
また、多剤耐性化（Antimicrobial Resistance:AMR）が社会問題となっている昨今、新奇の抗菌
剤開発が強く求められているところである。Lol による外膜蛋白質輸送はグラム陰性細菌にとっ
て欠くべからざる生理機能であり、それゆえ LolCDE は所謂ハウスキーピングな蛋白質であるた
め、その阻害は抗菌剤開発の可能性を拓く。詳細な立体構造と作動機構の理解は、この系を阻害
する基礎的知見を与える。 
また、外膜チャネル TolC とアダプターMacA のホモログとで同じく三者複合体を形成し機能する
RND 輸送体の構造も明らかにする事に成功した。一つは肺炎桿菌 Klebsiella pneumoniae 由来の
OqxB で、これは同種蛋白質の結晶構造解析の最高分解能世界記録タイ（1.85Å）をマークした。
（Nature Communications, 2021）また、殺人バクテリアと称されバイオテロへの悪用が危惧さ
れているBurkholderia pseudomallei由来BpeB,BpeFの結晶構造解析にも成功した（Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 2023）。これらもまた、グラム陰性細菌の多剤排出に関わる輸送体である。こ
ちらでは輸送機構における中間状態の構造を捉えることに成功し、輸送体を形成しているサブ
ドメインの大きな動きによる輸送経路の構造変化が観察でき、MacB および LolCDE の輸送機構を
考えるうえでの興味深い対比の対象となった。 
上述したが、我々は Type-VII の構造機能解析において世界のトップランナーである。それ故、
輸送体関連の教科書などへの執筆依頼も複数受けるなど当該研究分野における研究成果として
誇るべきことでありここに付記しておきたい。 
また、Lol 系蛋白質の結晶解析など研究期間内に出版には至らなかった成果もあり、それについ
ては適宜出版する予定である。 
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