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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  

 本研究では、大腸菌の推定異物排出タンパク遺伝子強制発現ライブラリをもとに、未知の排出タンパ

クの基質特異性と分子構造、排出タンパクとしての性質を網羅的に一つずつ詳しく解析する。すでに、

グラム陰性菌で初の ABC 薬剤排出タンパク、複数の内在性膜タンパク質がペリプラズム修飾タンパク

と複合体を作った新しい分子構築を持つ RND 型の排出タンパクなどが見つかっており、このライブラ

リは、新しいタイプの異物排出タンパクを検索同定する宝庫である。また、生化学的な性質を解明した

排出タンパクは順次結晶化を行い、結晶構造解析によって立体構造を決定する。もとより膜タンパク質

の結晶解析は容易ではなく、一般のストラクチュローム計画でも、膜タンパクの構造決定は後回しにさ

れている。しかし、私たちはマルチコンポーネント型排出タンパク結晶化に成功した経験を生かし、真

っ正面から、異物排出膜輸送体の網羅的分子構造決定に取り組み、異物認識の仕組みを明らかにしたい。

さらに、二成分情報伝達系によるこれら異物排出タンパクの発現制御と多剤耐性化は、臨床的には知ら

れていない新しい多剤耐性化機構であるが、二成分情報伝達系と異物排出系の遺伝子が細菌の中に元々

非常に多数存在するという事実を考えると、近い将来、臨床的に大きな脅威になる可能性がある。必要

によって、二成分情報伝達系遺伝子のライブラリも構築し、DNA チップ解析法を用いて、どの伝達系

がどの一組の排出タンパク遺伝子発現を制御するのかを示すマップを作りたい。これらの研究を元に、

将来的には、異物排出タンパクの構造情報に基づいた、異物排出タンパクをターゲットとする、あるい

はそれを回避する抗菌薬のドラッグデザインシステム構築を目指す。 
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⑦研究成果の概要（研究目的に対する研究成果を必要に応じて図表等を用いながら、簡潔に記入してください。）  

（１）大腸菌異物排出タンパクの網羅的解析 

 
図１．大腸菌の異物排出タンパク 

 強制発現クローニングを元に、大腸菌には 20 種類の異物排出タンパクのあることを明らかにした。そ

のうち、糖やアミノ酸の輸送体と同じファミリーに属する MFS 型が 11 種類、小さい SMR 型が 2 種類、

外膜チャネルと共役する RND 型が 5 種類、ATP 加水分解により駆動される ABC 型が 2 種類であった。

面白いことに、５種類の RND 型排出タンパクは全て同じ外膜チャネル蛋白 TolC と共役していることが

確かめられた。さらに、ABC 型にうち１つと MFS 型のうち２つがやはり TolC と共役しており、これら

はRND型と同様に第３のファクターとしてペリプラズム蛋白(MFP)を伴っていることが明らかになった。

RND 型の最も代表的な異物排出タンパク AcrB の結晶構造解析に成功し、その結果、AcrB は膜貫通部と

TolC との直接結合に必要な大きなペリプラズム性頭部を持つ３量体であることが明らかになった。そこ

でまず、ABC 型の MacB について、

部位特異的化学修飾法により膜貫通

トポロジーを決定したところ、４回膜

貫通型であり、細胞質側に大きな ATP
結合ドメイン、ペリプラズム側にTolC
とドッキング可能な大きなループドメ

インを持つハーフタイプ（２個でRND
型１分子に相当）であることがわかっ

た。次に、MFS 型の EmrB について

同様の方法でトポロジー決定した。そ

の結果、５回膜貫通型であり、ペリプ

ラズム側に２カ所長い親水性ループが

存在する構造が明らかになった。EmrB
はプロトンとのアンチポーターなので、細胞質側の ATP 結合ドメインは不要である。 
（２）大腸菌異物排出タンパクの結晶構造解析 
 本研究期間中に、私たちは世界で初めて異物排出タンパクの立体構造決定に成功した。また、最終年度

に、基質結合型立体構造の決定にも成功し、異物排出機構として、全く新しい Functionally rotating 
binding change mechanism を提唱した。 
（３）異物排出遺伝子発現制御機構の解明 
 大腸菌には 20 種類の異物排出遺伝子があるが、実験室条件下で実際に発現しているのは AcrAB などご

くわずかに過ぎない。私たちは、細菌の環境感知応答システムである二成分情報伝達系によって異物排出

遺伝子が発現誘導される現象を発見し解析した。推定二成分系は大腸菌に 30 種類あまりあるが、その大

部分は未だほとんど研究されていない。私たちは二成分系の転写制御因子全てを強制発現クローニングし、

異物排出遺伝子を制御するネットワークの存在を明らかにした。中でも、EvgSA, BaeSR 両二成分系は普

段ほとんど発現していないが発現すれば広範囲な多剤耐性を示す RND型の MdtEF, AcrD, mdtABCなど

を強く発現誘導した。 
 次いで、どのようなシグナルにより異物排出遺伝子発現が誘導されるかを探索した。最初に見出したの

がインドールである。インドールはアミノ酸の代謝産物で毒性があり、菌の発育定常期には培地に排出さ

れ蓄積される。インドールによりMdtEFが非常に強く発現誘導された。MdtEFはまたインドールを排出

する能力があることも示された。MdtEFはまた、菌の定常期に大きく発現誘導される。この発育期依存

的発現誘導は一部インドールに帰せられるが、それ以外にσS因子が関わる別の誘導経路があることもわ

かった。定常期でのMdtEFの発現高進は、菌の多剤耐性をもたらすことが示された。従来観察されてい

た、定常期に菌の示す薬剤抵抗性は少なくともその原因の一つが異物排出タンパクの発現誘導によるもの

であることが明らかになった。 
 インドール以外に、カタボライトコントロールによっても一部の異物排出タンパクが誘導されてくるこ

とがわかった。一方、通常の発現が低く抑えられている原因を、トランスポゾンランダム挿入法で調べた

ところ、鉄代謝に関与する転写制御因子 Fur が AcrD と MdtABC の発現を抑制していることが見出され

た。これらの異物排出タンパクは従って鉄欠乏条件下で発現誘導され、多剤耐性をもたらす。また、鉄を

取り入れるために菌が培地に放出する鉄イオンキレート分子シデロフォアの排出輸送体として働いている

ことが示された。これは、異物排出タンパクの本来の生理的役割解明に大きく踏み出す知見の一つといえ

る。 
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⑧特記事項（この研究において得られた独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、当該研究分野及び関連

研究分野への影響等、特記すべき事項があれば記入してください。） 
 我々は、本研究課題期間中に、大腸菌異物排出タンパクAcrBの結晶構造決定に成功し、2002年のNature

誌にArticleとして発表すると共に、表紙をも飾ったが、この構造決定は異物排出タンパクで初めての構

造決定であったばかりでなく、プロトンと共役する二次性能動輸送体としても全く初めての構造決定で

あった。その後、ラクトース輸送体、グリセロール輸送体、グルタミン酸輸送体などが次々と構造決定

され、膜輸送体研究分野も一挙にポストストラクチャー時代に突入したが、私たちの研究はまさにその

先鞭を付けたものとして高く評価されている。私たちの翌年、Yuらが私たちの構造に基づき、基質結合

型AcrB構造を解き、私たちが構造を元に基質結合部位として推定していたcentral cavityにまさに基質

が結合しているということをScience誌に発表した。ところが、私たちだけでなく、スイスのPosらも、

どうやってもYuの示した場所に基質を発見することができなかった。苦心の末、ようやく昨年になって、

私たちは、ブロム化ミノサイクリンを基質として用い、ブロムの位置を差フーリエ法で決定するという

手段により確実な基質結合位置の同定に成功した。その結果はまことに驚くべきものであった。基質は

中央のcentral cavityには結合しておらず、３量体モノマーの一つにのみ結合していた。その場所は、

モノマー頭部のほぼ中央、ファニルアラニンクラスター領域であった。多剤結合型転写調節因子QacR, BmrR

などの基質結合型結晶構造は既に決定されているが、それらの多剤結合部位もやはりファニルアラニン

クラスター領域であり、芳香環の相互作用を中心とする緩やかな疎水結合と、大きな結合部位へのマル

チサイトの結合が多剤認識の分子的基礎ではないかと言われている。多剤排出タンパクにおいてもまさ

にそのフェニルクラスターへのマルチサイト結合が認められた。さらに、３つのモノマーは、基質排出

輸送の３つの異なる段階にそれぞれ対応する構想をしていることが明らかになった。基質を結合してい

るモノマーでは、AcrB側面の入り口から結合サイトまでの通路がオープンしおており、結合サイトは広

がって基質との相互作用に適した側鎖の配置を取っている。また、結合サイトから頭頂部への出口は、

隣のモノマーから倒れ込んできたcentral helixによってふさがれている。一方、その隣のモノマーは、

central helixが倒れて退いたことにより、結合サイトから頭頂部に向かっての出口がオープンする一方、

側面入り口からの通路が閉じていた。また、基質結合部位は基質がはまりこめないほどに収縮していた。

すなわち、基質を送り出した直後のextrusion状態に対応している。第３のモノマーはその中間的な状態

で、出口は閉じ、入り口は開いているが、基質結合部位はまだ収縮したままである。これは、基質の結

合を待つaccess状態と考えられる。結晶構造はある瞬間のスナップショットであるため、通常は反応中

間体のいくつかの構造を解かない限り正確な反応機構を構造の上で追跡することができない。ところが、

基質結合型AcrBの場合まことに幸運なことに、たった一つの結晶で３つの反応中間体の構造が解けたこ

とになる。この機構は、実際には回転しないものの、FoF1-ATPaseにおける反応機構と類似しているため、

Functionally rotating binding change mechanismと名付けた。 

 異物排出タンパクの発現誘導機構についても本研究により画期的に前進したと考えている。異物排出

タンパクは普段はほとんど発現していない。また、その大部分は、排出する輸送基質（薬剤・毒物）に

よっては発現誘導されないということが謎であった。異物排出タンパクが、私たちの研究以前には多剤

排出タンパクと言われていた、その名の通り、薬剤を排出するための輸送体であったならば、薬物で発

現誘導されなければ役に立たないではない

か？私たちの研究はその疑問を解き明かすヒ

ントを与えるものと考えている。すなわち、

異物排出タンパクは細菌の環境感知応答シス

テムにより発現誘導された。このことは、そ

れらが、薬物の排出を第一義とする輸送体で

はなく、環境の変化に対応するための何らか

の役割を担う膜輸送体であることを示してい

る。その一部は、インドールや鉄欠乏により

発現誘導され、インドールや鉄キレート分子

の排出輸送体であることもわかった。異物排

出輸送体の本来の生理的な輸送基質が何で

あるのかはまだ解明の緒に就いたばかりであ

るが、excitingな成果が予想される。 
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⑨研究成果の発表状況（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（掲載が確定しているものを含む。）の全

著者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及び国際会議、学会、特

許等の発表状況について記入してください。なお、代表的な論文３件に○を、また研究代表者に下線を付し

てください。） 
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