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研究成果の概要（和文）：多剤排出輸送体は，多様な薬剤を認識し排出することで薬物耐性細胞出現の原因とな
っている．この幅広い薬剤に対する認識・排出機構の理解は，創薬の観点からも重要である．しかし，膜蛋白質
の構造解析は困難であり，近年いくつかの多剤排出輸送体の構造が解明されたが，分解能の低さのため，基質認
識など生物学的に重要な点が依然不明のままである．本研究では，多剤排出輸送体として同定され，その後の研
究により芳香族アミノ酸も排出する輸送体と判明したYddGの構造機能解析を行った．

研究成果の概要（英文）：Multidrug efflux transporters recognize and export various toxic compounds, 
thereby conferring antibiotics resistance to the multidrug-resistance pathogens. Understanding of 
this substrate recognition and export mechanism by multidrug exporters is important from the point 
of the view of drug discovery. However, the structural analysis of membrane transporters is very 
difficult. As a result of recent advance of the structural analysis, several crystal structures of 
multidrug efflux transporters have been determined, but their resolutions were not enough to 
understand the biologically important aspects, such as the substrate recognition mechanism. In this 
research project, we performed the structural and functional analyses of YddG, which was initially 
identified as an efflux pump of toxic compounds, and then shown to export aromatic amino acids by 
subsequent researches.

研究分野：構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
多剤排出輸送体は，多様な薬剤を認識し排出
することで薬物耐性細胞出現の原因となっ
ている．この幅広い薬剤に対する認識・排出
機構の理解は，創薬の観点からも重要である．
しかし，膜蛋白質の構造解析は困難であり，
近年いくつかの多剤排出輸送体の構造が解
明されたが，分解能の低さのため，基質認識
など生物学的に重要な点が依然不明のまま
である．一方で，アミノ酸は栄養源やタンパ
ク質の材料として利用される、すべての生物
にとって重要な分子である。しかし有用なア
ミノ酸も、細胞内に過剰に蓄積すれば薬剤同
様有毒であり、代謝阻害や細胞増殖阻害の原
因となる。原核生物には、このように細胞内
に過剰に蓄積した毒物（抗生物質等薬剤）や
アミノ酸を細胞外へと排出することで、過剰
な蓄積を防ぐ機構が存在することが知られ
ている。この輸送には、排出輸送体と呼ばれ
る一群の膜輸送体タンパク質が関わってい
る。 
YddG はアミノ酸排出輸送体の一種として
2007 年に発見された膜タンパク質であり，
同時に細菌の薬剤耐性にもかかわっている
と考えられている。YddG の遺伝子を欠損し
た大腸菌では芳香族アミノ酸の細胞内への
過剰な蓄積が見られたことから、YddG はフ
ェニルアラニン等の芳香族アミノ酸を輸送
する輸送体であると考えられている。また，
YddG を欠損した細菌は除草剤 methyl 
viologenに対する感受性が増加することから，
外来毒物の排出輸送体としても機能してい
る可能性が考えられた．一方で，YddG のア
ミノ酸排出機構を利用して、芳香族アミノ酸
の生産効率を上昇させるツールとしての特
許が取得されるなど，微生物を用いたアミノ
酸の発酵生産への応用も着目されており、
YddG の基質認識と輸送機構の解明は応用面
からも重要である． 
 
２．研究の目的 
YddG による薬物，アミノ酸排出機構を原子
レベルで解明することを目的とし、YddG の
機能構造解析を行った． 
 
３．研究の方法 
構造解析には，高純度・単分散のサンプルを
大量に調製する必要がある．既に遺伝子配列
が分かっている YddG に関して，網羅的に発
現系を作成し，構造解析に適した系の探索を
行った．スクリーニングに関しては，GFP 融
合蛋白質として標的輸送体を発現させ，精製
することなく蛍光を指標として単分散性・安
定性を評価できる FSEC 法を使用した．これ
により同時に多数かつ高速で発現系の評価
が可能となる．精製方法に関しても，FSEC 法
を使用し，安定して可溶化可能な界面活性剤
のスクリーニング等を行った．その結果，細
菌 Starkeya novella 由来の YddG が構造解析
に適すると明らかになった．結晶化に関して

は，Lipidic Cubic Phase (LCP)法による結
晶化を試みた．LCP 法は，キュービック相と
いう特殊な状態の脂質に膜蛋白質を再構成
して結晶化を行う方法であり，生体膜に近い
環境下で膜蛋白質を結晶化できる等多くの
メリットを持つ．特に当研究室の近年の解析
結果により，界面活性剤ミセル中に比べ，LCP
法による結晶化で分解能が格段に向上する
傾向があることが判明している．さらに，大
型放射光施設 SPring-8 BL32XU において回折
データ測定を行った．位相決定は YddG が構
造未知のファミリーに属する新規蛋白質で
あるため水銀化合物を用いた重原子置換体
を用いた単波長/多波長異常分散(SAD/MAD)
法により行った．以上の結果、最終的に，2.4 
Åという高分解能でYddGの立体構造を解明す
ることに成功した。 
 

４．研究成果 
構造解析の結果からは、YddG は 10 の膜貫通
ヘリックス（ＴＭ１～１０、図１）が擬 2回
対称を持ちつつ，交互に配置するという、極
めて特異な新規構造を有することが明らか
になった．さらには、これらの膜貫通ヘリッ
クスに囲まれた中央部に大きなくぼみ（ポケ
ット）が存在することが明らかになった。こ
のポケットの内部には、親水性アミノ酸残基
であるヒスチジンを中心に形成された親水
性領域と，疎水性アミノ酸残基であるトリプ
トファンを中心に形成された疎水性領域が
存在していた（図２）。また，このポケット
の表面を構成する残基は，異なる生物種のも
つ YddG の間で保存されており，このポケッ
トが基質認識など YddG の機能上重要な役割
に関わっている可能性が示唆された．次に，
以上の構造情報に基づいた YddG の生化学的

図１．S. novella YddG の全体構造 



解析を行った．ポケットを形成するアミノ酸
の変異体を作成し，再構成リポソームを用い
た輸送体のアミノ酸輸送活性の測定をおこ
なった．活性測定の結果から、YddG はポケッ
ト内部に形成した親水性・疎水性環境とポケ

ットの大きさによってアミノ酸とそれ以外
の物質を選択していることが示唆された。ま
た，構造に基づいた機能解析の結果からは，
輸送基質に関して、芳香族アミノ酸だけを輸
送するのではなく、側鎖の小さいアミノ酸分
子も輸送できることが明らかになった。この
ことは、芳香族アミノ酸のみならず、他の種
類のアミノ酸生産においても、YddG が生産効
率上昇のためのツールとして利用できる可
能性を示している。また、ポケット内部の環
境を変化させることで、アミノ酸のみならず、
抗生物質などの有用物質の微生物を用いた
工業的な発酵生産におけるツールとして応
用できる可能性が考えられた。 
さらに本研究の結果からは，基質認識に関し
てだけでなく，YddG がアミノ酸をどのように
輸送するかも明らかになった。構造情報に基
づく生化学的解析を進めた結果、YddG はポケ
ットを形成する 4本の膜貫通へリックスが折
れ曲がることで、「外側に開いた状態」、「閉
状態」、「内側に開いた状態」の 3つの状態を
行き来し、アミノ酸を輸送するという YddG
の構造変化モデルを提唱した（図３）。 
今回提唱した YddG によるアミノ酸の輸送メ
カニズムは、これまで類似の報告が無い全く
新規のものである。さらに、このメカニズム
を基に YddG を構成するアミノ酸残基に変異
を導入し、アミノ酸輸送活性が上昇した YddG
を作製、アミノ酸生産細菌に導入することに
よりアミノ酸の工業生産の効率向上につな
がることが期待される。 
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