
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 25 年 6 月 5 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

 多剤耐性菌の出現により、抗生剤が効かない病原菌で社会的に大きな問題となっている。特
にグラム陰性の病原菌が世界に広かっており、大きな問題になっている。そこで本研究では多
剤耐性グラム陰性菌に有効な新規薬剤標的分子として BAM(β-barrel assembly machinery) 複
合体の構造生物学的な基盤構築を行い、新規薬剤の開発を研究目的である。 
 BAM 複合体はグラム陰性菌の外膜生合成で中心的な役割を担う装置であり、菌の生存に必須
な機能を有する。しかし、新規薬剤開発のための構造基盤の情報は少なく、我々は、BamA-D を
ターゲットとし、発現系構築に成功し結晶化を試みたが、良好な結晶を得る事は出来なかった。
そこで、我々は BamC と BamD の複合体での機能解析や、結晶化に成功した。BamC と BamD の X
線小角散乱（small angle X-ray scattering）法や分析超遠心（AUC）により、溶液中での相互
作用を確認する事が出来た。また、複合体での微結晶ながら X線による反射点も確認する事が
出来たが、構造決定までには結晶化の最適化が必要である。引き続き、結晶化条件の最適化と、
Bam機構解析を行う。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Gram negative bacteria require the BAM complex for the insertion of membrane proteins 
into the outer membrane. This essential complex consists of five proteins, the large 
transmembrane barrel being BamA. BamA carries five POTRA domains at its N terminus which 
interact with other proteins in the complex. Only BamA and BamD are essential, but the 
roles of these proteins is unknown. We have solved the crystal structure of an outer 
membrane protein, Hbp, and studied the interaction between BamC and BamD. The Hbp 
beta-barrel is a substrate of BAM, but the interactions between the two are unclear. We 
have shown that BamC and BamD interact to give a flexible complex. 
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１．研究開始当初の背景 
現在多剤耐性細菌が増えてくる。黄色ブドウ
球菌は１７０類ほどの抗生物質に耐性を発
達した。この真剣な問題はこれからまだ悪に
なれば、持っている抗生物質は無効になる。
新しい薬剤を発明と発見するために、細菌の
まだ触れない弱点の利用が必要である。グラ
ム陰性細菌は二つの膜を持つ。外膜の中に、
色々膜貫通タンパク質がある。このタンパク
質をフォルドする BAM複合体は必須だから面
白いドラグターゲットである。 
また、抗生剤が効かない多剤耐性菌の出現が
社会的に大きな問題となっている。特にグラ
ム 陰 性 菌 の 仲 間 で あ る 緑 膿 菌
(P.aeruginosa) およびアシネトバクター(A. 
baumannii) が世界で蔓延しており、この状
態が続けば医療崩壊につながるのではと危
惧されている。この深刻な状況を打開するた
めの最も有効な方法は新規薬剤の開発であ
るが、残念ながらその進展は見られていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、多剤耐性グラム陰性菌に有効な
新規薬剤標的分子として BAM(β-barrel 
assembly machinery)複合体の機能と構造解
明を行い、新規薬剤の開発を研究目的である。 
BamAは膜貫通バレルと N末端 POTRAドメーン
を含む。POTRA ドメーンは基質タンパク質と
BamB と BamD をくっついていると考えられて
いる。BamC は BamD と一緒に複合体を作る事
ができる。BamC と BamD 相互作用部位の解析
で BamCを真似する化合物質を設計する。BamB
は基質タンパク質をくっ付く事ができると
報告されたがまだ確認していない。 
 
３．研究の方法 
①Hbp 膜貫通部分を結晶化する。 
②BamA の POTRA ドメーンと BamB, BamC と
BamDを結晶化する。 
③生物物理的手法で、相互作用を確認する。 
④BamDの構造を基に in-silico計算による化
合物の探索 
 
４．研究成果 
①Hbp の passenger ドメーンの構造はもう決
定されたが、膜貫通部分は決めっていなかっ
た。様々な断片を発現実験を行い、結晶がで
きる部分が分かった。この構造から、新しい
ペプチド切断メカニズムが明らかになった。 
BamA と相互作用領域は betabarrel ストラン
ドになる。BamBの相互作用は確認できていな

かった。 
②BamAは五つの POTRA ドメーンを持つ。この
ドメーンを発現し結晶化したが、三つのドメ
ーンが切断した。 
③X線小角散乱で BamCと BamD 
の複合体の形を調べた。BamC の N 末端と C末
端の間にあるリンカーは柔軟であると分か
った。 
④BamD の界面は薬剤に会うポケットがない
から、結合している低分子は見つかれていな
い。今後、BamCの構造を基新しい化合物質を
設計と実験行う予定である。また、BamD の結
晶は得られたが、現在最適化を行っている。 
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