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研究成果の概要（和文）：日和見細菌である緑膿菌が多剤耐性化する主な原因として、菌体内に進入した抗生物質を排
出する異物排出タンパク質複合体が関わっている。異物排出タンパク質複合体は、内膜に存在するトランスポーター、
膜間に存在するアダプタータンパク質、外膜に存在する外膜チャンネルタンパク質の3種類からなり、２つの生体膜を
貫く巨大な膜タンパク質複合体である。本研究では、異物排出タンパク質複合体の試料調製を行い、複合体構成蛋白質
の化学量比を決定し、電子顕微鏡3次元再構成法により構造解析に成功した。また、緑膿菌の薬剤排出に関わる主な外
膜チャンネルタンパク質の構造解析に成功し、外膜チャンネルの開閉機構について明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The multidrug resistance of Pseudomonas aeruginosa is mainly attributable to high 
expression of the tripartite efflux pumps that transport antibiotics from within to the external 
environment. The tripartite efflux pumps, each of which is composed of an inner membrane transporter, a 
periplasmic adaptor protein and an outer membrane factor, are membrane-protein super-complexes spanning 
both the inner and outer membranes. In this study, we determined the stoichiometry of the tripartite 
efflux pump by size exclusion chromatography and gel electrophoresis and the structure of it by negative 
stain electron microscope. The structures of two major outer membrane factors from multidrug-resistance 
Pseudomonas aeruginosa were determined by X-ray crystallographic analysis.

研究分野：放射光構造生物学

キーワード： X線結晶構造解析　膜タンパク質複合体の物質輸送

  １版



様	
 式	
 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	
 

 

１．研究開始当初の背景	
 
（1）異物排出タンパク質複合体システムの
機能	
 
	
 日和見細菌である緑膿菌は、健常者では感
染症を発症しないが、免疫不全患者では重篤
な症状をもたらす。特に多種の抗生物質に耐
性を持つ緑膿菌（多剤耐性緑膿菌）は院内感
染を引き起こし社会問題の一つとなってい
る。緑膿菌の多剤耐性化は、菌体にとって異
物である抗生物質を菌体外に排出する機能
を持つ異物排出タンパク質複合体システム
の過剰発現によるものである（Pool,	
 Clin.	
 
Microbiol.	
 Infect.	
 2004）。異物排出タンパ
ク質複合体システムは、３種類のタンパク質
（異物の認識及び排出のためのエネルギー
獲得を行い内膜に存在するトランスポータ
ー、異物を菌体外に放出し外膜に存在するチ
ャンネル膜タンパク質、２種類の膜タンパク
質を繋ぎ膜間に存在するアダプタータンパ
ク質）からなり、２つの生体膜（内膜、外膜）
を貫く巨大な膜タンパク質複合体である。	
 
（2）異物排出タンパク質複合体システムの
構造	
 
	
 我々は、大腸菌由来の異物排出タンパク質
複合体システムの構成分子であるトランス
ポーターAcrBのX線結晶構造解析に世界で最
初に成功し、AcrB が３量体であることを明ら
か に し た (Murakami,	
 Yamashita	
 et	
 al.,	
 
Nature	
 2002)。さらに、抗生物質結合型の構
造解析に成功し、抗生物質認識部位の同定を
行うとともに、抗生物質を排出する新規の作
動機構(機能的回転機構)について提唱した
（Murakami,	
 Yamashita	
 et	
 al.,	
 Nature	
 2006）。
また、緑膿菌由来の異物排出タンパク質複合
体システムの他の構成分子であるチャンネ
ル膜タンパク質(OprM(Akama	
 et	
 al.	
 J.	
 Biol.	
 
Chem.	
 2004))及びアダプタータンパク質
(MexA(Akama	
 et	
 al.	
 J.	
 Biol.	
 Chem.	
 2004)
の立体構造を明らかにした。それぞれの構成
分子の立体構造が明らかになっているが、機
能する現場で形成する複合体システム全体
構造は解明されていない。	
 
	
 
２．研究の目的 
	
 多種の抗生物質に耐性を持ち、院内感染を
引き起す多剤耐性緑膿菌に作用する抗生物
質を開発するには、抗生物質を菌体外に放出
する異物排出タンパク質複合体システムを
阻害し、抗生物質を菌体内に蓄積させること
が重要と考えられる。異物排出タンパク質複
合体システムの阻害剤開発には、抗生物質を
菌体外に放出する機構を解明する必要があ
り、そのためには、機能する現場で形成する
複合体システム全体構造が必要不可欠であ
る。本研究は、緑膿菌の多剤耐性化に深く関
わっている異物排出タンパク質複合体シス
テムの機能する現場で形成する全体構造を
解明することを目的とする。	
 
 
３．研究の方法 

（1）異物排出タンパク質複合体システムの
構造解析	
 
①	
 各構成タンパク質(トランスポーター、
アダプタータンパク質、チャンネル膜タンパ
ク質)の化学量比の決定。各構成タンパク質
の培養・精製条件や複合体の精製条件をゲル
濾過クロマトグラフィーや動的光散乱法で
解析しながら、構造的に均質な複合体を得る
ための条件検討を行った。得られた複合体の
均質な試料を電気泳動法により、各構成タン
パク質の構成比を求めた。	
 
②	
 異物排出タンパク質複合体システムの
電子顕微鏡像解析。複合体をネガティブ染色
法を用いて、電子顕微鏡で観察した。得られ
た電子顕微鏡像から複合体の単粒子を拾い
出し、三次元再構成を行った。	
 
（2）緑膿菌の多剤耐性化に深く関わってい
る 2 種類のチャンネル膜タンパク質（OprN,	
 
OprJ）の構造解析	
 
①	
 OprN と OprJ の発現・精製・結晶化。緑
膿菌ゲノムから OprNと OprJのクローニング
を行い、大腸菌の大量発現系を構築した。各
膜タンパク質精製条件を確立し、結晶化条件
の探索を行った。	
 
②	
 X 線結晶構造解析。OprN 結晶及び OprJ
結晶を用いて放射光にて X線回折強度データ
を収集し、分子置換法により構造解析を行っ
た。緑膿菌由来のチャンネル膜タンパク質の
構造比較から、特徴的な構造と開閉機構につ
いて考察した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（1）異物排出タンパク質複合体システムの
構造解析	
 
①	
 チャンネル膜タンパク質の精製におい
て、界面活性剤の種類や用いるカラムを検討
した結果、界面活性剤では octyl	
 glucoside
が最も収量が得られ、アフィニティーカラム
だけの精製が安定した試料を得られること
が分かった。	
 
②	
 トランスポーターの精製では、可溶化の
界面活性剤には dodecyl	
 maltoside が、安定
化の界面活性剤には数種類のマルトシド系
の界面活性剤が利用できることが分かった。	
 
③	
 複合体が安定かつ均質な構造を形成す
る条件について、各構成タンパク質の培養・
精製条件を踏まえ、複合体の培養・精製にお
いて基質や塩などの種類や濃度の条件を変
え、動的光散乱法を利用して調べた。その結
果、複合体形成を促進するような試薬を見つ
けられなかったが、低塩濃度の条件であれば、
比較的安定な複合体が得られることが分か
った。低塩濃度で精製を行い、ゲル濾過クロ
マトグラフィーで確認したところ、各構成タ
ンパク質より高分子量側にピークが現れた
（図１a）。高分子量側のピーク領域を回収し、
動的光散乱法を用いて分子径や単分散度を
解析したところ、各構成タンパク質より大き
な分子サイズを示し（図１b）、単分散度は
30.2%と比較的良好な値であった。また、回



 

 

収した試料を SDS 電気泳動したところ、3 種
類の構成タンパク質が確認された（図２）。
このことから、複合体の精製方法を確立する
ことに成功した。また、電気泳動法で各構成
タンパク質の比を求めたところ、複合体では
バンド強度がトランスポーター、アダプター
タンパク質、チャンネル膜タンパク質の順番
で強く、各構成タンパク質の同じモル濃度で
はトランスポーター、チャンネル膜タンパク
質、アダプタータンパク質の順になるが、ア
ダプタータンパク質のモル濃度を 2倍にする
と複合体と同じバンド強度の順番になる（図
２）。このことから、複合体のトランスポー
ター:	
 アダプタータンパク質:チャンネル膜
タンパク質の構成比が 1:2:1 であることを明
らかにした。	
 

④ネガティブ染色法による電子顕微鏡での
観察では、大半が大きさや形のそろった複合
体であった（図３a）。数枚の写真を撮影し、
その中から、複合体単粒子像約 2000 枚を収

集することに成功し、低分解能での複合体シ
ステムの全体構造を明らかにした（図３b）。
複合体の大きさが膜面に垂直な方向に約
330Å であったことから、チャンネル膜タンパ
ク質とトランスポーターが直接相互作用し
ていないことを示唆した。	
 
（2）OprN と OprJ の構造解析	
 
①外膜のチャンネル膜タンパク質である
OprN 及び OprJ の可溶化には、共に octyl	
 
glcoside が最適であった。可溶化後、Ni ア
フィニティーカラムを用いることにより結
晶構造解析に耐えうる十分な質の精製標品
を得ることに成功した。	
 
②それぞれの精製標品から結晶を作製し、
SPring-8 の BL44XU で回折実験を行い、OprN
は 1.69Å 分解能と 2.70Å 分解能の 2種類の回
折強度データを、OprJ は 3.10Å 分解能の回折
強度データを収集した。OprM の結晶構造(PDB	
 
code	
 1WP1)をモデル分子として、分子置換を
行った。決まった座標を元に、精密化を行っ
たところ、OprN では、R 及び FreeR がそれぞ
れ 16.0%、18.0%の 1.69Å 分解能の構造と、そ
れぞれ23.2%、27.2%の2.70Å分解能の構造を、
OprJ では、それぞれ 26.9%、30.7%の 3.10Å
分解能の構造を得ることに成功した。これに
より、緑膿菌の多剤耐性化に深く関わってい
る主な異物排出タンパク質複合体システム
のチャンネル膜タンパク質の構造を全て明
らかにすることができた。	
 
③OprN、OprJ の構造（図４）は OprM と同様
に３量体で筒を形成しており、β-バレルド
メイン、α-バレルドメイン、エカトリアル
ドメインの３つのドメインから構成されて
いた。	
 

④OprN の構造はこれまで構造解析されたチ
ャンネル膜タンパク質の中で最も高分解能
で構造解析された構造で、N 末端のシステイ
ン残基がトリアシル化されていることを電
子密度で明らかにした（図５）。	
 
（3）緑膿菌の多剤耐性化に深く関わってい
るチャンネル膜タンパク質の構造比較	
 
OprN、OprJ、OprM の構造比較をすることによ
り以下のことが明らかになった。	
 
①緑膿菌のチャンネル膜タンパク質のペリ
プラズムエンドは閉構造を取っていた。この
閉じた構造が、抗菌薬への耐性をあげている
原因の一つだと考えられる。	
 

図３複合体の電子顕微

鏡像と構造	
 

a)電子顕微鏡写真	
 

b)三次元再構成像	
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図４	
 OprNと OprJの全体構造	
 

図２	
 SDS 電気泳動	
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図１	
 複合体の確認	
 
a)	
 再構成時のゲル濾過のチャート	
 
b)	
 動的光散乱法による分子サイズ	
 



 

 

②α-バレルドメインの内側コイルドコイル
のヘリックス７(H7)と８（H8）は３者共に同
じ構造を取っていたが、外側コイルドコイル
のヘリックス３(H3)と４(H4)は異なった構
造を取っていた（図６）。ペリプラズムエン
ドの開閉時には内側ヘリックスが同じ構造
変化を持つことを示唆した。	
 

③アダプタータンパク質と相互作用するα-
バレルドメインの部分について、表面電荷が、
OprN ではネガティブ、OprJ ではポジティブ
に分布しており、OprM が両者の中間に分布し
ていた（図７）。このことから、各チャンネ
ル膜タンパク質と各アダプタータンパク質
は特異的な相互作用を持ち、最適な複合体を
形成すると考えられる。	
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