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１．はじめに
　蛋白質は生体内のいたるところに存在する，生体機能の
担い手である。蛋白質は働いている環境によって，それ自
体の性質も大きく異なる。主に細胞質などを活動場所とす
る蛋白質は可溶性蛋白質と呼ばれる。一方，生体膜（脂質
二重膜）に組み込まれた蛋白質は膜蛋白質と称される。こ
の様に蛋白質を分類すると，Pore-Forming Toxin （PFT）に
属する蛋白質の性質の面白さが際立ってくる。PFTは可溶
性蛋白質として生産され，生体膜上で構造変化を経て膜貫
通型多量体（小孔）を形成する蛋白質である。これまで，
この自発的な小孔形成の詳細な機構や，生体膜の組成が
PFTの小孔形成能に影響を与えるメカニズムは未解明であ
った。可溶性蛋白質が生体膜上で不可逆的に膜貫通蛋白質
に変化するメカニズムの解明は，蛋白質のフォールディン
グや自己組織化の本質的な理解に貢献することが期待され
ている。本研究では PFTの一種 FraCを用いて，PFTの自
己組織化機構や生体膜の影響の解明を目指した。

２．FraC 可溶性単量体と脂質結合単量体の結晶構造
　FraC可溶性単量体（Soluble monomer: S）の結晶構造は
分解能 1.7 Åで決定された（Fig. 1A, B）。この構造は，イ
ソギンチャク由来 PFTである actinoporin類に共通する構
造を有していた [1, 2]。Actinoporin類の N末端に存在する
両親媒性 α-へリックス（Fig. 1:橙色部分）は生体膜上で
コアドメイン（Fig. 1:青色部分）から離れ膜挿入される，
膜貫通ドメインである [3]。
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Abstract
　FraCはイソギンチャクが分泌する Pore-Forming Toxinである。Pore-Forming Toxinは可溶性蛋白質として発現した後，
生体膜に付着して膜貫通蛋白質に変化するという興味深い挙動を示す。本研究では，FraCの単量体と反応中間体構造の構
造比較，及び生体膜の組成が FraCの小孔形成に及ぼす影響の解析を通じて，FraCの詳細な反応機構を提案した。FraCの
有する膜貫通ドメインは生体膜の小さなゆるみを感知するセンサーであることが示され，FraCの多量体化に伴う「疎水ポ
ケット挿入残基の交換反応」がセンサー作動のスイッチとなることが示唆された。

Figure 1  
Crystal structures of soluble monomeric form and membrane bound-
monomeric form of FraC. The core region and the amphipathic 
N-terminal helix are depicted in blue and orange, respectively. (A) Front 
view and (B) side view of the water-soluble monomer of FraC. (C) 
The chemical structure of DHPC. (D) Structure of membrane-bound 
monomer of FraC. The residues interacting with DHPC are depicted in 
green. The region occupied by the lipid head groups and the acyl chains 
are colored pink and grey, respectively.
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　また，FraCをリン脂質ジカプロイルフォスファチジル
コリン（DHPC）と共結晶化することで，FraC脂質結合単
量体（Membrane binding monomer: M）の結晶構造が分解
能 2.3 Åで決定された（Fig. 1C, D）。FraC (M)は三分子の
DHPCと結合しており，それらの DHPCは生体膜様の平
面を形成していた。FraCと脂質頭部と水素結合を形成し，
さらに芳香族残基をアンカーのように生体膜深部に突き刺
すことで，脂質尾部と疎水性相互作用をしていた。今まで
actinoporinは脂質一分子のみを認識すると考えられてきた
[4]。しかしながら FraC (M)の構造解析から，FraCは単に
生体膜中の脂質一分子をリガンドとして 1:1で結合してい
るのではなく，特異的結合と非特異的相互作用を併用する
ことで生体膜を「膜」として認識していることが明らかと
なった。

３．脂質ドメインを標的とした小孔形成
　FraCの小孔形成過程は，膜結合ステップとそれに続く
多量体形成ステップからなることが知られている [5]。本
研究では，生体膜の組成の違いが FraCの膜結合と多量
体形成に与える影響を，モデル生体膜であるリポソーム
を用いて解析した。リポソームの作成にはリン脂質であ
るジオレオイルフォスファチジルコリン（DOPC），スフ
ィンゴ脂質であるスフィンゴミエリン（SM）を用いた。
DOPCリポソーム，SMリポソーム，DOPC/SM等量混合
リポソームと FraCをそれぞれ反応させ，FraCを界面活性

剤によって再可溶化・再精製した後，サイズ排除クロマ
トグラフィーを行った（Fig. 2A）。その結果，生体膜と反
応していない FraCは 28 mLに溶出した。DOPCリポソー
ム，あるいは SMリポソームと反応した FraCの溶出位置
は共に 22 mLであり，DOPC/SM混合リポソームと反応
した FraCは 11 mLに溶出した。溶出位置 28 mL, 22 mL, 
11 mLの FraCの分子種を SEC-MALSにより同定したと
ころ，それぞれ FraC (S)，FraC (M)，FraC膜貫通型多量体
（Trans-membrane pore; P）であった。この結果より，FraC
は DOPCと SMいずれの脂質にも結合するが，両脂質の
共存下でのみ膜貫通型多量体を形成することが示された。
　DOPC 膜，SM膜は均一な膜であるが，DOPC/SM混合
膜は脂質ドメインを形成する（Fig. 2B）。このドメインの
境界面では，脂質の均一なアラインメントが局所的に損
なわれ，膜の水和状態も均一な膜とは異なる [6, 7]。この
ような脂質分子の小さなゆるみは defectsと呼ばれる。よ
り詳細な生化学的解析により，defectsが FraCの N末端へ
リックスの生体膜中への移行を促進していることが明らか
になった。つまり，N末端へリックスは defectを感知し攻
撃するセンサーであるといえる。しかしながら，FraC (M)
でコア領域に密着している N末端へリックスが，どのよ
うに展開して生体膜センサーとして働くのか，そのきっか
けは依然不明であった。そこで FraC反応中間体の構造決
定を行い，構造変化の最初期に起こる現象の解明を目指し
た。

４．FraC 二量体の結晶構造
　FraCを界面活性剤 DDM及び脂質頭部類縁体 POCと共
結晶化することで，FraC二量体構造（Dimer: D）が分解能
1.6 Åで決定された (Fig. 3A)。FraC (M)の脂質結合様式か
ら FraC (D)と生体膜との位置関係を外挿すると，FraC (D)
は生体膜上で単量体同士が横に並んだ形をしていた。FraC 
(D)と FraC (S)との構造比較を行ったところ，FraC (D)右
側のプロトマーは単量体と同じ構造を有していた。一方
FraC (D)左側のプロトマーでは，N末端へリックス部位に
存在する Phe16残基周辺の主鎖構造が FraC (S)とは大き
く異なっていた（Fig. 3B）。FraC (S)では Trp149, Phe163, 
Ile171残基からなる疎水性のポケットに Phe16残基が挿入
されているのに対して，二量体では Phe16残基は疎水ポケ
ットから外れ，その疎水ポケットには隣接したもう１つの
FraCの Val60残基が挿入されるという，「疎水ポケット挿
入残基の交換反応」が観察された（Fig. 3C）。また，FraC 
(D)の Ramachandran plotを解析したところ，この Phe16残
基周辺はエネルギー的に不安定であった。この結果から，
FraC (D)は実際の反応プロセスでは遷移状態にあたり，生
体環境下では存在しない構造であることが示唆された。今
回このような不安定な構造を取得できたのは，結晶化の際
の溶液環境や，結晶中での蛋白質の配向によるものである
と考えられる。 
　そこで我々は，二量体が反応中間体であることを，二種
類の変異体解析によって確認した。(A)疎水ポケットを構

Figure 2  
Effect of the lipid composition on the membrane-binding and pore-
formation of FraC. (A) SEC analysis for effect of the lipid composition 
of the liposomes in reaction route of FraC. Buffer contains 3 mM LDAO. 
(B) Model of lipid membranes. Liposomes composed of only DOPC 
or only SM have homogeneous membrane surfaces. Lipid domains are 
observed in liposomes composed of DOPC/SM. Defects are formed 
at the interface of the lipid domains because of the difference of lipid 
packing and the mismatch in the thickness of bilayer. 
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成する Trp149残基と，隣接した FraCの疎水ポケットに挿
入される Val60残基への変異により，疎水ポケット挿入残
基の交換反応を阻害した変異体 Val60Glu/Trp149Ala。変異
体 Val60Glu/Trp149Alaは小孔形成効率が野生型の約 10分
の 1に低下し，さらに安定な多量体を形成することが出来
なかった。(B)ジスルフィド結合の導入 [5]により N末端
へリックスの展開を阻害した変異体 Val8Cys/Lys69Cys。変
異体 Val8Cys/Lys69Cysの機能解析の結果，N末端へリッ
クスの展開を阻害すると，多量体化も同時に阻害された。
これらの変異体解析から，疎水ポケット挿入残基の交換反
応は FraCが小孔を形成する際の重要なステップであるこ
とが示された。また，疎水ポケット挿入残基の交換反応に
続いて N末端へリックスの展開が起きなければ，多量体
構造は保持されないことが明らかになった。

５．まとめ
　本研究では FraCのＸ線結晶構造解析と生化学的実験に
より，FraCが可溶性蛋白質から膜貫通型多量体に変化す
る際の詳細な分子機構を記述した（Fig. 4）。まず FraC (S)
はコア領域の脂質結合部位で生体膜に結合する。FraC (M)
は両親媒性の N末端へリックスにより生体膜の defectsを
認識し，へリックスを膜中に挿入する。この defectsを標
的とした両親媒性へリックスの生体膜中への移行メカニズ
ムは，生体膜パッキングセンサー・ALPSモチーフ [8, 9]
の作用機序と類似している。ただし単量体中の N末端へ

リックスは，Phe16が疎水ポケットに挿入される留め具と
なることで，コアドメインに繋ぎ止めているため，何らか
のきっかけがなければセンサーとして働かない。そのきっ
かけとなるのが疎水ポケット挿入残基の交換反応であると
みられる。FraCの多量体化がこの留め具を外し，N末端
へリックスのコンフォメーションを不安定化することで，
N末端へリックスの展開を促すことが示唆された。また
疎水ポケット挿入残基の交換反応では，Val60が隣接した
FraCの疎水ポケットに挿入されることで，多量体の安定
化にも貢献していた。さらに，膜にドメインが存在しない
場合や，N末端へリックスの展開が変異により阻害された
場合は，Phe16はエネルギー的に安定な元の疎水ポケット
内に戻り，二量体化が解消された。Actinoporinの構造変
化と多量体化はどちらが先に起こるステップなのかは長ら
く議論の対象になってきた。本研究により，N末端へリッ
クスの展開と多量体構造の安定化は，疎水ポケットに挿入
される残基の交換反応を介して協奏的に進んでいるという
新たなモデルが提案された。

６．おわりに
　本研究ではＸ線回折データの収集に，高エネルギー加速
器研究機構・Photon Factoryのビームライン AR NW12A及
び NE3Aを用いた。研究を滞りなく行えたのは，高エネ
ルギー加速器研究機構・Photon Factoryのスタッフの方々
のご助力のおかげである。ここに感謝の意を表したい。
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