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MsbAは ABCトランスポータースーパーファミリーに属するタンパク質であり、Lipopolysaccharide

の前駆体である LipidA を細胞内膜の脂質二重層の内葉側から外葉側に輸送するフリッパーゼとして

の機能を持つ。本研究では、Esherichia coli由来MsbA(EcMsbA)の高分解能立体構造解析の実現を目指

して各種結晶の調製と X線回折実験を行った。 

 

キーワード：	 ABCトランスポーター、MsbA、X線結晶構造解析 

 

背景と研究目的： 

ABC トランスポータースーパーファミリーに属する MsbA は、細胞外膜で生体保護に重要な

Lipopolysaccharide の前駆体である LipidA を細胞内膜脂質二重層の内葉側から外葉側に輸送するフリ

ッパーゼとしての機能を持つ膜タンパク質である。このフリッパーゼ活性の基質認識、基質輸送メカ

ニズムは明らかになっていない。EcMsbAの立体構造は、Wardらによって内向型構造が分解能 5.3 Åで

決定された[1]。さらに我々は、EcMsbAの C末端 21残基(H562-Q582)からなる 2本のαへリックスを欠

失させた EcMsbA(ΔC21)の結晶を調製し、BL41XUにおいて 4.5 Å分解能の X線回折強度データを収

集した。このデータを解析したところ EcMsbA(ΔC21)は外向型構造をしていることが判明した[2]。こ

の研究では結晶格子への EcMsbA分子の充填を変換することで異なる構造の捕捉に成功した。 

しかし、いずれの構造も分解能が低く、分子メカニズムを明らかにするには不十分であった。そこ

で、分解能向上に寄与すると考えられる要因として、結晶中の溶媒含量、リガンドとの共結晶化によ

る立体構造安定化、結晶化条件の再探索、部位特異的変異導入による格子中での分子間接触面積の増

加を検討した。 
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実験： 

EcMsbA(ΔC21)および EcMsbAの C末端領域(V555–Q582)を SAV1866の C末端領域(H552–L578)に

置換したキメラ変異体（EcMsbA(chimera)）は大腸菌株 C41(DE3)を用いて組換え発現させた。SAV1866

は、高分解能(3.0 Å)で構造決定されている Staphylococcus aureus由来の ABCトランスポーターである
[3]。大腸菌破砕上清を 1%(w/v) β-UDMにて可溶化した後、超遠心にて不溶画分を除去した。得られた

サンプルをヒスチジンタグ用アフィニティ樹脂に結合した後、20 mM Tris-HCl pH8.0もしくは pH7.5, 

300 mM NaCl, 300 mM Imidazole, 0.02%(w/v) β-UDTMの組成の溶液にて溶出させた。Thrombinにより

ヒスチジンタグを切断したのち、ゲルろ過用溶液（20 mM Tris-HCl pH8.0もしくは pH7.5, 150 mM NaCl, 

0.02% (w/v) β-UDTM）を用いてゲルろ過クロマトグラフィーを行った。濃縮後、2.0–2.5 mM AMP-PNP, 

6–10 mM MgCl2または CoCl2, 2.5%(w/v) 1,2,3-heptanetriol となるように添加し、タンパク質濃度 7–8 

mg/mLの結晶化サンプルを調製した。ただし、新たに取得したペプチド性結合リガンドとの共結晶化

では、タンパク質濃度 32 µM(2 mg/mL)の EcMsbA(ΔC21)精製標品にリガンドを 40 µMになるように添

加し、4℃で一晩インキュベートした後、濃縮して結晶化に用いた。 

結晶化は sitting drop蒸気拡散法にて行った。沈殿剤として 22–30%(w/v) PEG400、ただし結晶化条

件の再探索の検討では PEG550MMEを用い、主に緩衝液として 0.1 M Tris-HCl pH7.5、添加物として

ナトリウム塩を含む条件で結晶が得られた。これらの結晶は、結晶ドロップの PEG400 または

PEG550MME の濃度を 30–40%(w/v)まで高くしたのち、ループに回収して液体窒素にて凍結させた。

ただし、新たに取得したリガンドとの共結晶については、PEG400 は 29%(w/v)のまま PEG2000MME

を 18%(w/v)になるように加えたのち、結晶を回収、凍結した。X線回折実験は BL41XUにおいて 100 

Kの温度下、検出器に Rayonix社製MX225HEを用いて行った。測定の際の測定条件は表 1に示した｡

得られた回折イメージはプログラム Crystal Clearにて処理した。 

 

結果と考察： 

1.	 結晶中における溶媒含量の検討 

脱水処理によって結晶の溶媒含量を減らすことにより、結晶中の分子がより高い規則性を持って密

に充填され、分解能が改善することが知られている[4]。そこですでに得られている EcMsbA(ΔC21)結

晶に対して、クライオプロテクタント溶液内の PEG400濃度を 30, 35, 40, 45, 60%(w/v)へと高め、結晶

中の溶媒含量変化による分解能への影響を検討した。その結果、40%(w/v)のときに 4.2 Å分解能にお

いて Rmerge=6.1%の X 線回折強度データ#1 が得られた(図 1-#1、表 1-#1)。すでに報告済みである

EcMsbA(ΔC21)のデータ#0[2]と比較したところ、わずかながら分解能の向上は見られたものの、データ

の大きな改善には至らなかった(表 1)。 

 

2.	 リガンドとの共結晶化による立体構造安定化の試み 

リガンドとの複合体形成によって結晶中での分子構造を安定化するために、RaPIDシステムを用い

た環状ペプチドのライブラリー[5,6]からEcMsbA(ΔC21)に結合するリガンドのスクリーニングを行った。
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得られた新規リガンド2SとEcMsbA(ΔC21)との複合体結晶(図1-#2)のX線回折実験を行った結果、4.0 Å

分解能においてRmerge=4.1%でデータ#2を得た(表1-#2)。 

プログラムPhaserを用いた分子置換法により位相決定後、phenix.refineにて構造精密化を行った。そ

の結果、膜貫通へリックスTM2, TM5, TM4の近傍に差電子密度(Fo-Fc)を新たに観測することができた

(図2)。その電子密度はリガンド2Sの一部である可能性が示唆されたが、不明瞭なものであった。これ

は、リガンド2Sの結合が不安定であるためと考えられる。したがって、より強固に結合するペプチド

を選抜する方法の検討が必要であることが示唆された。 

 

3.	 EcMsbA(ΔC21)の結晶化条件の再検討 

沈殿剤および添加物の種類について EcMsbA(ΔC21)の結晶化条件の再探索を行った。その結果、沈

殿剤に PEG550MME、緩衝液に 0.1 M glycine pH8–9、添加物に NaNO3を用いた新規の条件により、結

晶が得られた(図 1-#3)。X線回折実験の結果、4.1 Å分解能において Rmerge=5.4%でデータ#3を取得し

た(表 1-#3)。データ#0及び#1と比較すると、空間群が同じ P1であり、単位格子定数が類似していた(表

1)。EcMsbA(ΔC21)は結晶が得られた条件も類似していたことも考え合わせると、分解能の向上にはタ

ンパク質自体の大きな改良が必要であると考えられた。 

 

表 1.  各データセットの測定条件と統計値 

 #0 #1 #2 #3 #4 

protein EcMsbA(ΔC21) 
 

EcMsbA(ΔC21) 
 

EcMsbA(ΔC21)+  
ligand 2S 

EcMsbA(ΔC21) 
 

EcMsbA(chimera) 
 

      Wavelength (Å) 1.0000 1.0000 0.9780 1.0000 1.0000 

Oscillation angle (°) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 

Exposure time (sec) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 

Crystal-to-detector distance 
(mm) 

300 250 320 350 300 

      Space group P1 P1 P1 P1 P1 

Unit cell parameters 
  a, b, c (Å) 
  α, β, γ (°) 

 
110.0, 145.7, 156.7 
67.0, 70.6, 70.7 

 
109.9, 143.4, 155.5 
66.8, 70.5, 71.4 

 
111.4, 141.0, 155.2 
69.1, 69.0, 66.7 

 
110.3, 143.8, 153.8 
67.6, 70.3, 71.3 

 
117.2, 138.4, 156.5 
71.9, 69.7, 66.4 

Resolution range (Å) 49.9–4.50 

(4.66–4.50) 

48.7–4.20 

(4.35–4.20) 

50.0–4.00 

(4.14–4.00) 

50.0–4.10 

(4.25–4.10) 

49.2–7.30 

(7.56–7.30) 

Average redundancy 2.0 (2.0) 3.9 (3.9) 2.0 (2.0) 3.9 (3.8) 2.0 (2.0) 

Rmerge 0.063 (0.339) 0.061 (0.435) 0.041 (0.360) 0.054 (0.395) 0.079 (0.404) 

<I/σ(I)> 8.0 (1.8) 9.0 (2.4) 13.5 (2.1) 20.2 (2.3) 11.3 (1.7) 

Completeness (%) 98.1 (98.8) 98.3 (99.1) 98.9 (99.1) 97.1 (79.5) 96.0 (98.5) 

 

4.	 結晶格子中での分子間接触面積の増加を目的とした部位特異的変異導入の検討 

膜タンパク質の結晶の分解能を向上させるには、結晶格子中での分子間接触面積の増加が必要であ

ると考えられる[7]。そこで、外向型構造の中で最も高い分解能(3.0 Å)で構造決定されているSAV1866[3]
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の結晶構造を観察したところ、SAV1866のNucleotide Binding Domain(NBD)間で見られる相互作用は

EcMsbA(ΔC21)のNBD間で見られる相互作用とは異なっていた。この相互作用にはSAV1866のC末端側

のH552-H565の領域が関与していた。したがって、この部分を含む領域をEcMsbAの相当する領域と変

換すれば結晶中の分子間接触部位に変化が起こる可能性があると考えられた。 

そこで、EcMsbAのC末端領域(V555–Q582)をSAV1866のC末端領域(H552–L578)に置換した変異体

EcMsbA(chimera)を作製した。EcMsbA(chimera)を精製し、結晶化条件スクリーニングを行ったところ、

図1-#4に示す結晶が得られた。この結晶を用いてX線回折実験を行った結果、得られたデータは7.3 Å

分解能においてRmerge=7.9%であった(表1-#4)。本変異体の検討結果から、適切に分子間接触部位を導入

するためには、単に他のタンパク質の配列と置換するだけでなく、改変後の分子内と分子間相互作用

面の立体化学的相補性を考慮した設計が必要であることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	 	 図 1.  EcMsbA変異体の結晶（上）とそれぞれから得られた回折イメージ（下）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2.  データ#4の差電子密度マップ(Fo-Fc, 3σ)を EcMsbA(ΔC21)の細胞外側から見た図。 

リボンは EcMsbA(ΔC21)のモデル構造を示す。 

 

今後の課題： 

本課題で得られた結果の分析により、EcMsbA の高分解能での構造解析には、構造のさらなる安定
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化が必要であることが示唆された。そこで、骨格構造が共通のホモログと比較してタンパク質工学的

な改変を加え EcMsbAの構造を安定化させることを計画している。すなわち、我々が高分解能で構造

決定した ABCトランスポーターCmABCB1[8]との構造比較に基づいて、安定性への寄与が推測される

特徴を EcMsbAに導入し、熱安定性の高い変異体の取得を目指すものである。 
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