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研究成果の概要（和文）：鉄は、すべての生物において生命維持に必須な微量金属元素である。病原性細菌が宿
主（ヒト）に感染した際には、宿主血液ヘモグロビンからヘム（鉄ポルフィリン錯体）の形で鉄を奪い取り、増
殖に必要な多くの重要な機能に活用している。本研究では病原菌がヘムを細胞内に取り込むときに機能している
ATP駆動型のヘムトランスポーターを研究ターゲットとし、その作動原理を明らかにすることが目的である。ク
ライオ電子顕微鏡を用いた解析によってヘムトランスポーターの多状態での構造決定に成功した結果、分子の中
心を通る基質輸送チャネルに大きな構造変化が起こることが明らかとなり、新たなヘム輸送サイクルのメカニズ
ムが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Bacterial pathogens acquire the heme from host erythroid cell via several 
proteins and use it as a nutrition for their growth. The heme in the periplasm is imported into the 
cytoplasm across the inner membrane by heme transporter using ATP hydrolysis energy. In this study, 
we performed Cryo-EM analysis to obtain the structural snapshots of heme transporter from pathogenic
 bacteria which causes a serious respiratory disease to human. Our analysis revealed that the 
ATP-free apo structure has asymmetric TMD dimer with a narrow and closed cavity along the heme 
translocation channel. We suggest a possibility that apo-form of heme transporter might exist in 
equilibrium between two conformational states (asymmetric occluded structure and symmetric 
inward-facing structure) in physiological conditions. Furthermore, we compare the structures apo and
 ATP analog-bound form and propose a novel heme transporting mechanism based on these results.

研究分野： 構造生物学

キーワード： クライオ電子顕微鏡　ABCトランスポーター　ATP　膜タンパク質

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はBurkholderia cenocepacia (セノセパシア菌)という日和見感染菌が持っているヘムトランスポーター
を解析の対象としている。この細菌は指定難病である嚢胞生線維症という遺伝病患者の気管支や肺に感染しやす
い細菌である。1990年代から多剤耐性菌の出現が臨床現場から報告されており、この患者はセノセパシア菌との
戦いが大きな課題となっている。鉄の輸送や代謝に関わるタンパク質をターゲットとしたワクチン開発や治療薬
の開発が試みられていることから、本研究で明らかにする構造情報は、創薬・医薬の基礎的な面で社会へ貢献す
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 

私たちが食べ物から体内に吸収した鉄分は、各細胞へ運ばれて様々なタンパク質と結合して
生理反応を触媒する。病原菌でも同じように鉄は必須元素であるため、宿主（ヒト）に感染した
際に、血液ヘモグロビンから鉄をヘムの形で奪い取り、増殖に必要な栄養素として利用している。
そのため、ヘムの取り込みの過程に関わるタンパク質は感染症を抑制する上でも注目されてき
た。ヘムは病原菌の細胞表面のタンパク質による受け渡しを経てから、病原菌の細胞膜で発現す
る「ヘムトランスポーター」によって細胞質へ取り込まれる。細胞質へ取り込まれたら、ヘム分
解酵素の作用で鉄イオンがヘムから取り出されて菌の増殖に必要な重要な機能に鉄を利用でき
るようになる。このヘムトランスポーターは生体エネルギーである ATP を駆動力とする ABC
（ATP-binding cassette）トランスポーターに分類される [1]。当研究グループは、ヒトに感染症を
引き起こす Burkholderia cenocepacia 菌由来のヘムトランスポーターの解析を進めてきており、
2016 年に X 線結晶解析法によって 3 種類のサブユニットが 1:2:2 で結合した 5 量体のアポ型構
造を分解能 3.2 Å で決定した [2]。図 1 に示すように基質輸送チャネルが細胞質側の出口に大き
く開いた「内開き構造」と外側のペリプラズム側に開いた「外開き構造」という状態があり、ATP
がその大規模な構造変化を制御していることが明らかとなっている [3]。しかし、それらは連続
的な変化の一部に過ぎず、反応サイクルの全容を解明するには多状態の構造解析が必要である。 

 
２．研究の目的 

グラム陰性菌由来のヘムトランスポーター
は、ABC モチーフ配列を含む ATP 結合ドメイン
（NBD）と呼ばれるサブユニット 2 つと、膜貫通
ドメイン（TMD）というサブユニットを持つ膜タ
ンパク質である。図 2 に示す大まかな分子メカニ
ズムは、ペリプラズム層のヘム結合タンパク質
(PBP)がトランスポーターの TMD の表面に結合
してヘムを入り口まで運び込み、NBD に結合し
た ATP の加水分解を駆動力とする構造変化が基
質（ヘム）を細胞質へと輸送すると説明されてき
た。結晶構造からは、分子の中心を通る基質輸送
チャネルに大きな構造変化が起こることが示唆
された（図 2A,B）。ヘムがタンパク質に認識・輸
送されるときの親和性の制御機構についての我々の仮説では、輸送チャネル表面の電荷が構造
変化によってうまく制御され（図 2C）、ヘムは電荷の“反発力”を利用してチャネル内部から細胞
内の方向へ排出されると予測している。しかし、ヘムや ATP が結合した状態での構造は未だに
決定できていないせいもあり理解が進んでいない。本研究では、構造決定法としてクライオ電子
顕微鏡による単粒子解析法を用いることによって、ヘムの輸送過程の各構造を取得して、ATP 依
存的なヘム輸送の仕組みの全容を解明することが目的である。 

 

図 2  ABC トランスポーターによる 
膜輸送の概念図 

 

図 1 ヘムトランスポーターの結晶構造  (A) 細胞質側へ開いた内開き構造 [2].  (B) 外開き
構造 [3]  (C) 内開きの輸送チャネル表面に露出した Asp 残基 



 
３．研究の方法 

本研究では構造決定法としてクライ
オ電子顕微鏡による単粒子解析法を用い
た。Thermo Fisher Scientific 製の vitrobot
装置を用いてグリッドの凍結を行い、デ
ータ収集は SPring-8 共用クライオ電子
顕微鏡 CRYO ARM 300（日本電子）を使
用した。画像解析ではソフトウェアパッ
ケージである RELION 4.1 [4]、自動粒子
ピッキングに crYOLO [5]、分子モデル構
築と精密化には Coot [6]と PHENIX [7]を
用いた。図 3 に RELION を用いた画像解
析の流れを示した（AMPPNP 結合型の
TM+NBD の例）。 

上述したように、ABC トランスポータ
ーは ATP の NBD ヘの結合・加水分解に
依存して TMD の構造変化を誘導し、そ
の結果として内開き (inward-facing) や
外開き (outward-facing)といった大きな
スケールでのコンフォメーション変化が
起こると考えられている。NBD あるいは
TMD の分子表面に Cys 残基を変異導入
することでスピンラベルが可能になる。
CW-EPR 測定によって得られたスペクト
ル形状を解析することで、スピンラベル
をおこなった部位の運動性や表面露出の
程度を評価できる。 

図 3  クライオ電子顕微鏡データ解析のワークフロー 
４．研究成果 
 

（１）アポ型 TMD+NBD とアポ型 TMD+NBD+PBP の立体構造 

ヘムトランスポーターのアポ型の解析では、PBP の結合の有無で 2 種類の構造を決定した。ア
ポ型の TMD+NBD のタンパク質に PBP が結合することによる構造変化は、TMD の分子表面に
ある PBP との相互作用部位などに若干の変化が見られたものの、膜貫通ヘリックスの向きや
NBD の位置については大きな違いはなかった。TMD ダイマー内の片方のモノマーにある 5 番目
の膜貫通ヘリックス（TM5）が内開き構造、他方の TM5 が外開き構造のような配置となってお
り、2 回対称が崩れて非対称な構造をしていた（図 4）。ヘム輸送経路中の cavity は狭くヘムが通
れない状態である。細胞質側のゲートは 2
つの TM5 が閉じており、ペリプラズム側
のゲートは短い H5a へリックスが閉じた
閉塞型だった。グリッド試料を調製すると
きにはヘム結合型の PBP を用いたが、本解
析ではトランスポーター分子全体に渡っ
てヘムの密度は観測できなかった。 

このように、クライオ電子顕微鏡で観測
したアポ型の構造は非対称な閉塞構造で
あった。一方、アポ型の X 線結晶構造では
TMD とNBD は 2 回対称軸を持った内開き
構造である（図 4）。この違いは使用した界
面活性剤の違いや、溶液中と結晶中という
環境の違いが原因として考えられる。同じ

 
図 4  アポ型のヘムトランスポーター 
クライオ電子顕微鏡の構造（左）と X 線結晶構
造（右）の比較 
 

 



Type II の ABC トランスポーターである大腸菌のビタミン B12トランスポーターでも、非対称な
閉塞構造のアポ型の結晶構造が報告されている [8]。これらの非対称な構造は、輸送経路中の
cavity 幅が狭いため基質を細胞質側へ押し出すのに有利である。また、細胞質側のゲートが閉じ
ているので基質の逆流を防いでいると考えられる。ビタミン B12トランスポーターのアポ型は非
対称な構造しか観測されていないことについて、Hvorup らは、内開き構造はおそらくエネルギ
ー的に不安定なため、結晶構造では観測できないと解釈している。アポ型は構造の揺らぎが大き
いと考えられるため、ヘムトランスポーターやビタミン B12トランスポーターのいずれにおいて
も細胞膜中では対称な内開き構造と非対称な閉塞構造の 2 つの構造が平衡状態で存在している
可能性がある。 

（２）AMPPNP 結合型の構造 

AMPPNP 存在化の試料の構造解析では予想通り
2 つの NBD の境界にヌクレオチドの密度が観測さ
れ、合計２分子の ATP アナログ（AMPPNP）の分子
モデルを構築した。AMPPNP は ABC トランスポー
ターで保存されている walker A motif と signature 
motif に挟まれるように結合していた（図 5）。ヘム
結合型の PBP を混合させて AMPPNP を加えたサン
プルからデータを収集したが、解析で得られたマッ
プ中にヘムの密度は確認できなかった。NBD に
ANPPNP が結合すると TMD ダイマーが外開き構造
へ変化すると予想していたが、実際に得られた構造
は上下２つのゲートが閉じている閉塞型であった。
アポ型とは異なり、NBD ダイマーと TMD ダイマー
が 2 回軸を持つ対称な構造であった。輸送経路中に
はヘムを十分内包できる大きな cavity が存在した。PBP の有無で構造に大きな違いはなかった。 

前項で示した閉塞構造のアポ型（電顕構造）とこの AMPPNP 結合型の構造を比較してみると、
図 6 に示すように NBD-NBD 間の距離が短くなり、それと連動する TMD のコンフォメーション
の違いも顕著であった。特に、TM2 から TM 2-3 loop の領域の主鎖構造の違いは大きい。TM2-3 
loop 中の Asp112 は輸送チャネル
を形成する残基のひとつであり、
他の Type II ABC トランスポータ
ーで高く保存されている。Asp112
は非対称な閉塞構造では周りの
疎水性残基に埋もれていたが、
AMPNPNP 結合型では輸送経路の
表面へ露出していた。結晶構造の
対称な内開き構造 [2]でも輸送経
路の表面に露出していた（図 1C）。
したがって、この Asp 残基は構造
変化の複雑な過程で重要な役割
を担っていると示唆される。 

（３）構造ダイナミクス 

スピンラベル剤をタンパク質中に部位特異的変異によって導入した Cys 残基に結合させ、ATP
や PBP の結合の有無で EPR スペクトルを計測した。そこから得られるゲート領域の運動性に関
する情報は、立体構造解析と一致するものであった（詳細は省略）。トランスポーターの NBD に
ヌクレオチドが結合することで NBD のダイマー間の距離が小さくなり、それがきっかけで TMD
ダイマーに構造変化が起こることは間違いない（図 6）。しかし、本解析では NBD に ATP や ATP
アナログの AMPPNP が結合するだけでは TMD ダイマーが外開きに変化せず、もうひとつの閉
塞構造となっていた。これらの結果から、ATP の結合が果たす重要な役割としては、TMD ダイ
マーを対称な構造へ変化させることで基質輸送が可能な状態を形成することが考えられる。 
 

（４）今後の展望 

 

図 5  NBD のダイマー境界にある ATP

結合部位の密度とモデル 

 

図 6  ATP アナログ化合物の結合による構造変化 

 



ABC トランスポーターはヒトでは ABCA〜ABCG の 7 つのサブファミリーに分かれて合計約
50 種類が存在する膜タンパク質ファミリーである。大腸菌では約 80 種の ATP トランスポータ
ー遺伝子があり、これはゲノムの 5%を占める。これまでに、X 線あるいはクライオ電顕によっ
て 30 種類以上の構造が報告された。しかし、特にヘムや金属錯体をインポートするタイプは、
輸送基質のための基本的な作動メカニズムが解明できていない。本課題ではインポートの反応
の中でカギとなる ATP 結合による分子構造の変化のメカニズムの一端を明らかにした。しかし、
ヘムが結合した構造が決定できないという大きな課題に直面した。その理由は、エネルギー的に
不安定で短寿命な中間体であるからだと考えられる。市販の急速凍結装置でグリッドに塗布し
た試料を凍結するには早くても数秒のデッドタイムを要するため、一般的には反応の阻害物質
の添加や、反応速度が低下する変異を導入することで構造を捉えることが可能になる。また、プ
ロトンポンプ ATPase、GroEL やリボソームの解析などでは、膨大な数の粒子画像をクラス分類
し、共存する多状態の構造を同時に決定するような単粒子解析の特徴を活かした例が報告され
ている。しかし、代謝回転中のタンパク質は律速状態の構造に偏ってしまうので、多剤排出トラ
ンスポーターABCG2 の例のように、実際には 1 つか 2 つの構造しか得られないような場合が多
い [9]。今後の展望としては、時間分解構造解析の手法の基盤技術開発を進め、ATP 加水分解に
伴う構造変化やヘムの移動を反応軸に沿って追跡する必要がある。これが実現すれば、ヒトから
バクテリアまで存在する ABC トランスポーター研究全般が大きく進展するはずである。また、
ヘムはダイナミックにシグナル伝達物質として遺伝子情報発現を制御し [10-12]、高等生物では
細胞の分化・免疫に重要な役割を果たしていることも明らかになりつつある。今後もヘムの輸送
や代謝に関連する研究は生命科学に新しい展開をもたらすと期待される。 
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