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研究成果の概要（和文）：ヒトのABCトランスポーターには、基質輸送活性とこれを駆動するATP加水分解活性との間に
高度な調節メカニズムが存在すると考えられる。そこで、ヒトのABCトランスポーターと機能がよく似たCmABCB1の結晶
構造に基づいて、CmABCB1のアミノ酸残基を置換した変異体を作成し、構造機能解析を実施した。その結果、膜貫通ド
メインの基質輸送経路上にあるグルタミン残基とアラニン残基が、ATP加水分解による基質輸送を調節していることを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Human ABC transporters are predicted to have a characteristic mechanism to 
control the substrate transport driven by hydrolysis of ATP. In this study, structural and functional 
analyses were performed using CmABCB1 mutant designed based on the crystal structures of CmABCB1, the 
function of which is similar to that of human ABC transporter. The analyses revealed that glutamine and 
alanine residues localized on the substrate transport pathway in the transmembrane domain of CmABCB1 act 
as an important role in the control mechanism.

研究分野： 構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
 ABC トランスポーターは、ATP 加水分解
（ATPase）反応によって基質を能動輸送する。
ヒトの ABC トランスポーターの特徴は、基質
がないときには、低い ATPase 活性（基底活
性）を示し、輸送基質の添加に伴いその活性
が亢進されることである。申請者は、ヒトの
ABC トランスポーターには、基質がないとき
には ATPase を抑制し、基質結合によって活
性化するスイッチ構造があると予想した（図
1）。また申請者はこれまでに、ヒトの ABC ト
ランスポーターと同じ共役機構を示す
Cyanidioschyzon merolae 由来 ABC トランス
ポーターCmABCB1 を用いて、高分解能（2.4Å）
での結晶構造解析に成功した(Kodan, A., et 
al., PNAS, 111, 4049 (2014))。この結晶構
造を基に予備的な実験を行い、部位特異的変
異導入を行ったところ、基質輸送を担う膜貫
通ドメイン（TMD）にある Gln 残基を Ala に
置換した変異体では、ATPase と基質輸送の共
役が消失していることを初めて発見した。 
 

 
２．研究の目的 
 そこで、この変異体を足がかりとして、ヒ
ト型 ABC トランスポーターにおける ATPase
―基質輸送共役の調節を担うスイッチの役
割（スイッチ仮説）の解明を目指した。すな
わち、当該 Gln 残基や、その相互作用相手と
なる周囲の残基を様々なアミノ酸に置き換
えた変異体を作成して機能を調べるととも
に、機能が変化した変異体や基質アナログ複
合体の X線結晶構造解析によって、ATPase と
基質輸送の共役機構を形成している複数の
アミノ酸残基を同定し、これらの役割を明ら
かにすることを目指した。 
 ATPase と基質輸送の共役メカニズムの研
究はほとんど進んでおらず、本研究はヒト型
ABC トランスポーターに特徴的なメカニズム
の核心に迫る新たな試みであり、学術的に高
い意味を持つと考えた。また申請者は、ヒト
と同じ性質のホモログを好熱性の真核生物
である C. merolae から見いだし、その結晶

構造決定を 2.4 Åという高い分解能で達成し
ており、その機能解析に必要な実験系も構築
済みであった(Kodan, A., et al., PNAS, 111, 
4049 (2014))。したがって、これまでに誰も
到達できていなかった立体構造基盤を手掛
かりとすることで、新たなメカニズムの解明
というブレークスルーを産み出せるものと
期待された。 
 
３．研究の方法 
(1) タンパク質精製標品の調製 
機能構造解析に用いたCmABCB1タンパク質の
精 製 標 品 は 、 出 芽 酵 母 Saccharomyces 
cerevisiae の変異株 AD1-8u-に CmABCB1 タン
パク質を組換え発現させて膜画分を取得し、
界面活性剤(C12E9)による可溶化後、His タグ
アフィニティーおよびゲルろ過クロマトグ
ラフィーによって調製した。 
(2) CmABCB1 変異体の機能解析 
CmABCB1変異体の機能解析ではATPase活性と
基質輸送活性を測定した。ATPase については、
界面活性剤βDDM ミセル中の精製タンパク質
を様々な濃度の基質と 10 mM MgCl2存在下で、
37℃にて 5 mM ATP と反応させ、加水分解反
応によって生じた無機リン酸をリン酸モリ
ブデン法で定量した。この無機リン酸濃度の
経時変化から反応初速度を計算し、酵素反応
速度論解析法によって解析した。基質輸送に
ついては、酵母 AD1-8u-の薬剤感受性を利用
した活性測定系を用いた。この株は、7 つの
主要なABCトランスポーター遺伝子が欠失さ
れているため、導入したトランスポーター
の 毒 物 排 出 活 性 の 測 定 に 適 し て い る
（Nakamura, K., et al., Antimicrob. Agents 
Chemother., 45, 3366 (2001)）。CmABCB1 タ
ンパク質を組換え発現させた酵母を様々な
濃度の基質を含む培地中で培養し、各化合物
濃度における増殖量から増殖を 50%阻害する
基質濃度 (IC50) を調べた。 
(3) CmABCB1 変異体および CmABCB1-基質アナ
ログ複合体の結晶化 
① CmABCB1 変異体結晶の調製 
CmABCB1変異体の結晶化は、精製標品を10-15 
mg/mL のタンパク質濃度まで濃縮し、シッテ
ィングドロップ蒸気拡散法により 20℃にて
行った。 
② CmABCB1-基質アナログ複合体の結晶化 
CmABCB1-基質アナログ複合体を共有結合で
調 製 す る た め に 、 基 質 ア ナ ロ グ に は
tetramethylrhodamine-5-maleimide (TMRM5)
を用い、これと共有結合する Cys 残基を基質
輸送経路上に導入した変異体を作成した。
Cys導入変異体の精製標品とTMRMR5を反応さ
せた後、ゲルろ過クロマトグラフィーによっ
て未反応の化合物を除去した。得られた標品
を 8 mg/mL のタンパク質濃度まで濃縮した後、
シッティングドロップ蒸気拡散法により
20℃にて結晶化を行った。 
(4) X 線結晶構造解析 
上記(3)により得られた結晶を用いて X 線結

図 1 ABC トランスポーターの推定作動機構模式
図。A. 輸送基質非存在下での基底活性発現時。
B. 基質輸送と共役している時。 



晶構造解析を実施した。実験室の X線装置を
用いて多数の結晶から分解能の高いものを
選抜し、SPring-8 シンクロトロン放射光を用
いて X線回折データを収集した。位相決定に
は、すでに決定している内向型の結晶構造を
用いて、分子置換法を用いて行った。 
 
４．研究成果 
 申請者の仮説では、基質がないときには当
該 Gln 残基が関与する相互作用によって、
ATPase を伴う構造変化が阻害されると考え
られた。そこで、この相互作用に必要な側鎖
の大きさと形状、その相互作用は van der 
Waals 相互作用か水素結合か、を明らかにす
るために、当該 Gln 残基を Ala 以外のアミノ
酸残基に置換した変異体を作成し、これらの
変異体の基質 rhodamine 6G の濃度依存的な
ATPase 活性を測定した。Gln よりも側鎖の長
さが 2 原子分以上短い Ala、Val に置換した
変異体では基底活性が野生型から大きく上
昇し、ATPase 活性の上昇も消失していた。ま
た、炭素鎖が 1 原子分だけ短い Leu、Asn に
置換した変異体では活性挙動は野生型と似
ていたが、基底活性は 2-3 倍程度上昇してい
た。さらに、1 原子分長い Lys に置換したと
ころ基底活性が低下していた。これらの結果
から、基底活性の抑制には、当該 Gln 残基の
側鎖の適切な長さが重要であることが示唆
された。 
 当該 Gln残基による ATPase―基質輸送の共
役調節が基質輸送において重要かを調べるた
め、上記の変異体を発現させた酵母を用いて
rhodamine 6G に対する薬剤耐性試験を行った
。その結果、ATPase 基底活性が上昇した変異
体 (当該 Gln 残基を Ala, Val, Leu, Asn に置
換した変異体) では IC50が野生型に比べ低下
した。特に、ATPase 基底活性が大きく上昇し
た Ala、Val 変異体では IC50の低下が顕著であ
った。また、ATPase 基底活性が野生型より低
い Lys 変異体もまた IC50が大きく低下してい
た。これらの結果から、当該 Gln 残基の側鎖
は基質輸送に寄与していることが示唆された。 
 当該 Gln残基の改変による立体構造への影
響を明らかにするために、Ala 変異体の結晶
化を試みた。結晶化に適した条件を探索し、
得られた結晶を用いて SPring-8 の放射光 X
線を用いて X 線回折データの収集を行った。
得られたデータを解析したが、構造決定に至
らなかった。そこで、ATP の非加水分解性ア
ナログを用いてX線結晶解析により決定した
外向型構造に基づいて、当該 Gln 残基と相互
作用する残基を探索した。その結果、この残
基は基質輸送経路をはさんで反対側にある
Ala 残基とファンデルワールス相互作用を形
成することを見出した。この Ala 残基を Phe
に置換した変異体を作成したところ、この変
異体の ATPase 基底活性は著しく増強してい
た。以上の結果から、当該 Gln 残基の Ala 変
異体では、側鎖が短いためにこの相互作用が
適切に形成されなくなり、ATPase―基質輸送

の共役が崩れた立体構造をとるようになっ
たのではないかと考えられた。 
 ヒト型 ABC トランスポーターの ATPase は
基質によって 10 倍以上に増強される。そこ
で、当該 Gln 残基が基質と相互作用するかを
明らかにするために、CmABCB1―基質複合体
の X線結晶構造解析を行った。これまでヒト
型 ABC トランスポーターは、基質が結合した
状態で構造決定された例がなく、基質複合体
結晶の調製には困難が予測された。そのため、
基質複合体を共有結合で調製することを検
討した。すなわち、Cys 残基と共有結合を形
成するマレイミド基を付加したローダミン
アナログ TMRM5 を用いて、安定な共有結合を
形成する Cys 導入部位を探索したところ、当
該Gln残基と同じ膜貫通ヘリックス上にあり、
基質輸送経路の奥側に位置する Metを Cys に
置換した変異体で共有結合の形成を確認し
た。そこで、この共有結合複合体試料を用い
て結晶化条件を探索したところ結晶化に成
功したため、SPring-8 の放射光 X線を用いて
X 線回折データを収集し、X 線結晶構造解析
を行った。その結果、3.8 Å分解能で結晶構
造を構築し、基質アナログと推定される新た
な電子密度を観測することができた。立体構
造におけるこの電子密度の位置から、基質は
当該Gln残基と相互作用していないと考えら
れた。 
 本研究によって、ヒト型の ABC トランスポ
ーターに特徴的な ATPase―基質輸送の共役
調節において中心的な役割を果たす残基が
はじめて明らかになった。しかし、基質がど
のようにこの調節機構に影響するかについ
てはその解明に至らなかった。今後、構造変
化途中状態の X線結晶解析や NMR動的構造解
析によって基質輸送経路の中で基質が当該
Gln 残基に近い位置にいる状態を捉えること
で、基質がどのように ATPase―基質輸送共役
を活性化するかが明らかになると期待され
る。 
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