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１． 研究のねらい 

本研究では、化合物に対する最も基本的かつ普遍的な防御機能であり、病原性バクテリアや

癌による獲得が医療分野において大きな問題となっている「多剤耐性」が、どのような分子機

構により引き起こされるのかを、溶液 NMR 法を中心とする「動的立体構造解析」を確立するこ

とで解明し、以下のような成果を確立することを目指した。 

 

・汎特異的相互作用を基盤とする多剤耐性転写因子の転写制御機構の解明 

・化合物に対する最も基本的かつ普遍的な細胞防御機構としての多剤耐性の理解 

・“静的な”立体構造解析技術と相補的な、動的立体構造解析技術の確立 

・汎特異的相互作用を基盤としてタンパク質・細胞機能が発現する分子機構の解明 

 

X 線結晶構造解析をはじめとする精緻な立体構造解析技術の普及により、特定の対象に対す

る特異的相互作用に基づくタンパク質・細胞機能については、構造生物学的理解が進んだ。し

かしながら、一見類似性の無い対象群との結合により特定のタンパク質機能が誘起される「汎

特異的相互作用を基盤としたタンパク質・細胞機能」については、その重要性が認識されてい

るにもかかわらず構造生物学的理解が遅れている。その主たる原因は、動的な性質を持つ汎

特異的相互作用を扱う解析基盤の欠如にある。本研究は、多剤耐性転写因子が様々な薬剤

との汎特異的相互作用を介して多剤排出トランスポーターの転写を亢進する分子機構を、

NMR を用いた動的構造解析を通じて提示し、これを生化学的実験により検証することで、解析

基盤としての「動的立体構造解析技術の確立」を行った。本研究の遂行により「汎特異的相互

作用を基盤とするタンパク質・細胞機能の発現」を解明する革新的な成果と、関連する研究領

域への大きな波及効果が期待される。 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

溶液 NMR 法を用いた多剤耐性転写因子 LmrR の動的構造解析を通じ、LmrR の薬剤結合部

位が、薬剤非結合状態において開・閉構造の間の幅広い動的構造平衡下にあること、また各

種薬剤添加に伴って、構造平衡が閉構造の方に傾くことを見出した。また、LmrR は、結合す

る薬剤に応じて異なる構造平衡に移行することで、多剤結合を達成していた。また本機構を、

構造平衡を傾けるような変異体を作成することで、分子論的にも証明した。さらに、薬剤非結

合時には薬剤結合部位とは離れた疎水コアで、メチル側鎖の運動が亢進された。このこと

は、LmrR が薬剤結合にともない構造エントロピーを稼ぎ、高親和性結合と汎特異的結合を両

立することを示している。 



 

 また多剤結合にともなう転写制御を明らかにするため、多剤耐性トランスポーターLmrCD の

オペレーター領域において LmrR の特異的結合領域を同定した。NMR 滴定実験により、

LmrR-DNA 結合の量論比を検討したところ、1 分子の DNA 二重鎖に対し、2 分子の LmrR 2

量体が結合していた。このユニークな結合量比を、ITC、ゲル濾過、超遠心解析により検証・

証明した。また DNA を LmrR に添加したところ、DNA 結合時には、化合物とは逆に、構造平衡

が傾いた。よって、薬剤は DNA 結合に不利な構造平衡を誘起することで、LmrR の転写制御

活性を制御していると考えた。本機構は、閉・開構造に平衡が傾いた変異体の DNA 結合強度

を、WT と比較することで証明した。さらに、LmrR と非特異的 DNA との結合実験を行った結

果、LmrR がランダムな配列と結合することが明らかとなった。この非特異的結合を考慮する

と、in vivo で見られる定常的な多剤耐性トランスポーターの発現と薬剤添加に伴う発現誘導

プロファイルがよく再現された。よって、非特異的 DNA 吸着の存在により LmrR の効果的な転

写制御が達成されることが見出された。 

以上のように、本件研究では溶液 NMR 法を中心とする動的立体構造解析により、汎特異

的相互作用を基盤としてタンパク質・細胞機能が発現する分子機構を解明することで、化合

物に対する最も基本的かつ普遍的な細胞防御機構としての多剤耐性の理解を進めることに

成功した。 

（２）詳細 

研究テーマ１：動的立体構造解析に基づく汎特異的多剤・高親和結合の理解（原著論文１） 

本研究では、PadR-likeファミリーに属するMDTRであり、L. lactisの主要な多剤耐性機構を

担う LmrR を題材に、LmrR が様々な薬剤を汎特異的かつ高親和に認識する分子機構を明ら

かにするため、溶液 NMR 法を用いた動的立体構造解析を行った。 

まず薬剤非結合状態における LmrRの NMR緩和測定を行った結果、C へリックスが μs-ns

時間スケールの運動性を有することが明らかとなった。メチル基シグナルに関しても基質結合

部位のシグナル強度が弱い傾向にあり、主鎖の運動を直接反映する Ala のメチル基オーダー

パラメーター（S2）を算出すると、C へリックスに存在する Ala-92, Ala-108 の S2 が小さく、C へリ

ックスの構造的柔軟さが示唆された。 

X線結晶構造によって明らかになった各種構造を比較すると、各構造の由来する結晶型は

異なるものの、Cへリックスには付け根をヒンジとして上下に可動域が存在した。Cへリックス

が上向きの時には薬剤結合部位は閉じる方向に、Cへリックスが下向きの時には薬剤結合部

位は開く。興味深いことに、X線結晶構造におけるCへリックスのコンフォメーションとIle-62の

χ2角が相関し、Cへリックスが上向きの時には、Ile-62の χ2 角がgauche-となっており、メ

チル基は上を向いていた。逆にCへリックスが下向きの構造の時には、メチル基が押し下げら

れIle-62の χ2 角がtrans構造をとることが明らかとなった。 

一方13C HMQC スペクトル中でIle-62のδ1シグナルは13C方向に広幅化しており、またその

S2は他に比べて小さかった。Ileのδ1シグナルの13C化学シフトは、χ2角を反映することが知

られているが、薬剤非結合状態におけるIle-62 δ1の13C化学シフトからそのχ2はtrans/ 

gauche-がほぼ等しく存在する状態にあった。よって、Cへリックスは非結合状態において上・

下向きの間での構造平衡下にあり、両者間のエネルギー差がほとんど存在しないことが示さ

れた。また測定温度を変化させるとIle-62 δ1の13C化学シフトは他の残基と比べて大きく変化

し、Cへリックスの構造平衡の存在がさらに支持された。 



 

次に LmrR に結合する各種薬剤を飽和量添加し、Ile-62 δ1 の 13C 化学シフト変化を解析し

た。その結果、薬剤結合に伴い Ile-62 δ1

の 13C 化学シフトはすべて高磁場シフトし、

薬剤結合が C へリックスの構造平衡を上

向き（閉方向）に傾けることが分かった。ま

た Ile-62 δ1 の 13C 化学シフトの温度依存

性を見ると、非結合状態においては11.5～

12 ppm からの幅広い分布がみられたのに

対して、化合物添加時には、非結合状態

を超えない範囲で構造平衡が上向きに移

行した。このことは LmrR が非結合状態に

おいて広く浅い自由エネルギー平面を有

する一方、各種薬剤結合時には一定の運

動性を保ちながら異なる度合いで上向き

閉方向へ構造平衡を傾けることを示してい

る。すなわち LmrR は非結合状態で既に存

在する構造平衡から、一部の平衡が薬剤

に応じて安定化される、構造選択機構によ

り多剤結合を達成していることが強く示唆

された（図１）。 

そこで、さらに次に C へリックスの接触面を中心に変異体を 65 種作成し、開閉（上下）の構

造平衡に摂動を与えることで、先在的な動的構造平衡の多剤結合における重要性を検証し

た。その結果、開閉両方向に平衡が傾いた変異体を得ることに成功した。これらの中から閉

状態にバイアスされた変異体 G85A, 開状態にバイアスされた変異体 Q12A を選択し、これら

に対する薬剤結合を WT と比較した。その結果、両変異体ともに WT に比べて結合定数が低

下していることが確認された。また WT と比較すると、薬剤が好む閉構造に傾いた G85A より

も、薬剤が好まない開構造に傾いた Q12A 変異体の方が、薬剤結合をより大きく低下させた。

低下の度合いは、Rho6G に対してよりも、Ethidium, Daunomycin に対して顕著であり、構造平

衡にバイアスがかかると多剤結合に支障をきたすことが分かり、構造選択機構による多剤認

識が証明された。 

また非結合状態では、薬剤結合サイトから離れた疎水コアに存在するメチル基は ps-ns の

速い運動性が抑制されていたが、薬剤結合によりそのような部位での運動性が増大し、負の

構造エントロピー変化を示すことで、2～10 倍程度結合定数を増強させていた。運動性の増

大は C へリックスの構造平衡が上向きに傾くことで、その直下にある疎水コアが緩むことによ

り達成されていると考えられ、実際上向きに構造平衡を傾ける変異体においては、疎水コア

内での NOE の観測効率が減少した。すなわち LmrR は薬剤結合にともなって疎水コアにおけ

る速い運動性を増大させることによりエントロピー的に高親和性結合を実現していた。 

 

研究テーマ２：「汎特異的」多剤結合による転写制御機構の解明（原著論文４） 

LmrR の結合領域は DNA フットプリンティング法などで大まかに決定されているが、構造解

図１：動的構造解析により明らかとなった構造

選択機構による多剤結合と転写制御機構 



 

析を行うためにはこれを30 bp程度に絞り込む必要がある。そのため、配列を重複させたDNA

断片を複数合成し、それらと LmrR との結合を SPR 法により解析し、33 bp の結合領域を同定

した。NMR タイトレーション実験により LmrR-DNA 結合のストイキオメトリーを検討したところ、

1 分子の DNA 二重鎖に対して 2 個の LmrR 2 量体が結合していることが明らかとなった。実

際，LmrRの構造変化を鋭敏に反映する Ile-62のシグナルは４個に分裂しており、上記量論比

が成立していると考えられた。このユニークな結合量比は、ITC、ゲル濾過、超遠心解析によ

り検証・証明した。 

DNA 結合は、Ile-62 δ1 に対して化合物とは逆向きの化学シフト変化を誘起した。このこと

は、薬剤結合が α4 ヘリックスの構造平衡を上向き閉方向に変化させる一方、DNA 結合は

α4 ヘリックスの構造平衡を下向き開方向に変化させることを示している。C ヘリックスの向き

は DNA へリックス間の距離を規定する。すなわち、C ヘリックスが上向きの時には DNA 結合

ヘリックス間の距離は長く、下向きの時は短くなっており、薬剤結合に伴い、DNA 結合状態よ

りも C ヘリックスが上向きになることは、DNA 結合ヘリックス間の距離が増大することを意味し

ている。よって、薬剤結合に伴い DNA 溝間の距離と DNA 結合ヘリックス間の距離が合わなく

なることで LmrR の特異的サイトに対する結合が減少すると考えられる。実際、WT と比較する

と、薬剤が好む上向き構造に傾いた変異体は、DNA に対する結合を大きく低下させた。低下

の度合いは、構造平衡が上向きに傾くほど低下していたことから、構造平衡により特異的

DNA 結合サイトに対する結合が制御されていることが証明された（図１）。 

さらに、薬剤添加にともなうRFVの添加によりLmrRのDNAに対する結合強度は85 nMから

350 nMへ約1/4に低下することが明らかとなった。一方、L.lactisにおけるLmrR濃度を半定量

WBにより検定したところ、細胞内濃度が3.6 μMと判明した。このことは、薬剤結合にともなう

結合強度の低下はLmrRの細胞内濃度に対して十分でなく、薬剤が結合してもLmrRは解離し

ないことを示している。そこで、薬剤結合はゲノムDNA上でのLmrRの局在を変化させると考

え、非特異的DNAの調製と結合実験を行った。その結果、平均47 μMの親和性で LmrRがラ

ンダムな配列と結合することが明らかとなった。プロモーターへの実効的な結合強度は非特

異的DNA吸着の分だけ低下するため、LmrCDプロモーターへの実効的な結合強度: Keff は 

3.1 μMとなり、薬剤結合状態では1/4に低下すると考えると、in vivoで見られる定常的な多剤

耐性トランスポーターの発現と薬剤添加に伴う発現誘導プロファイルと合致した。よって、非特

異的DNA吸着の存在によりLmrRの効果的な転写制御が達成されると結論付けた。 

以上、NMRを用いた緩和解析、温度依存性解析、変異体解析などからLmrRは柔軟な構造

選択機構により多剤認識を達成することが明らかとなった。またその際、遠位における運動性

が増大し、構造エントロピーのロスを回避し高親和性を実現していた。さらに、薬剤・DNA結合

は相反する構造平衡を誘起し、このことが薬剤による転写制御の基盤になっていると考えら

れた。またその際非特異的なDNA吸着がLmrRの薬剤応答性を最大化するように積極的に寄

与していたこのような動的分子機構はタンパク質の動的平衡をありのままに解析できる溶液

NMRにより初めて明らかとなったものであり、タンパク質の機能発現における運動性および構

造エントロピーの重要性を示すものである。 

 

 

３． 今後の展開 



 

これまでに PadR-like family 多剤耐性転写因子 LmrR に加えて、その他のファミリー2 種の代表と

して QacR (TetR Family, 44 kDa), BmrR (MerR Family, 66 kDa)の低コスト発現・精製法および Ile

メチル基シグナルの帰属を確立している。そこで、多剤耐性転写因子群が汎特異的な薬剤結合

を転写制御に変換する分子機構を横断的に理解することを目指す。これらの多剤耐性転写因子

は分子構造が全く異なっており、異なる機構により多剤・高親和結合および転写制御を行ってい

ると考えられる。これらを横断的に解析することで、化合物に対する最も基本的かつ普遍的な細

胞防御機構としての多剤耐性のより深い理解に繋げる。 

また本研究を通じて、多剤耐性タンパク質が、非特異的に多様な薬剤と結合する様式を理解

することで、これを反面教師としてより特異的な薬剤を設計する方法を開発することが可能にな

ると考えている。このことと関連して、既に本課題で開発した運動性解析を応用し、結合時の局

所運動性を定量的に解析し、運動性を抑制する様にリガンドの構造を改変することで、エンタル

ピー的に結合親和性を改善し、特異性を上昇させる方法を開発した（原著論文３，５）。またその

社会実装を行う一環として、JST が主導する SciFos (Science for Society)に参加し、製薬企業 6

社を訪問し、動的構造創薬の推進について意見を交換させていただいた。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

研究目的の達成状況：本研究では多剤耐性が「汎特異的な相互作用」を基盤として発現する

分子機構を、溶液 NMR 法を中心とする動的立体構造解析の確立により解明し、以下のような

成果を確立することを目指した。 

 

・汎特異的相互作用を基盤とする多剤耐性転写因子の転写制御機構の解明 

・化合物に対する最も基本的かつ普遍的な細胞防御機構としての多剤耐性の理解 

・“静的な”立体構造解析技術と相補的な、動的立体構造解析技術の確立 

・汎特異的相互作用を基盤としてタンパク質・細胞機能が発現する分子機構の解明 

 

本研究においては、その一種であるLmrRの動的構造解析を進めることで、そのすべてについ

て、十分に目標を達成できたと考えている。また、現在その一般性の検証や概念の展開を行

うため、その他の多剤耐性転写因子を含めた横断的な解析を行っており、今後さらなる研究

の展開が期待できる。 

 

研究の進め方（研究実施体制及び研究費執行状況）：本研究は申請者が主体的に進めたが、

本研究で開発した動的構造解析技術を動的構造創薬へと展開することで、グループ全体とし

ての活動の活性化にも繋がった。また研究費は研究の推進はもちろんのこと、冷媒の購入費

用に充てることで、NMR 装置の維持・管理にも活用させていただいた。 

 

研究成果の科学技術及び社会・経済への波及効果（今後の見込みを含む）： 

本研究は、タンパク質が本来持つ運動性に着目し、汎特異的結合を基盤として、多剤耐性転

写因子が機能を発揮する仕組みの一端を解明した。このことにより、結合の非特異性の持つ



 

機能的意義を、明快かつ一定の一般性を持って示すことができたと考えている。なお、細胞内

は、様々なタンパク質が高濃度で存在する密集環境であり、特異的結合と非特異的結合が常

に共存する。よって、本研究は、タンパク質が細胞の中で機能する仕組みを理解するためにも

不可欠である。また本件研究により、原核生物の多剤耐性転写因子は、少なくとも複数あるフ

ァミリーごとに汎特異的結合と高親和性を両立する仕組みが異なっていることが示唆されてい

る。よって、今後多剤耐性転写因子群を横断的に解析することで、新たな方法論と学術的概

念のさらなる創造が期待される。また本研究は、多剤耐性転写因子群の動的構造と機能の関

係を明らかにすることで、病原体やがんの多剤耐性機構を理解するだけでなく、多剤耐性を抑

制する阻害分子を見出すことや、動的構造創薬の創出にも繋がる。よって、本研究が切り開く

方法論と概念により、新たな創薬化学の展開も期待され、本研究の学術的、社会的な意義は

大きい。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

多剤耐性転写因子 LmrR 及びその変異体を用いた NMR による動的構造解析により、薬

剤結合部位の開・閉構造の動的構造平衡や多剤結合機構を始め、多くの構造知見を明ら

かにした。また、LmrCD のオペレーター領域での LmrR の特異的結合領域を同定し、LmrR

が２量体として結合することを種々の測定により証明すると共に、薬剤結合や DNA 結合に

よる LmrR の転写制御機構と多剤耐性の分子機構を明らかにした。更に、別ファミリーに属

する多剤耐性転写因子 QacR や BmrR についても同様なアプローチにより研究を進め、「汎

特異的相互作用」による多剤・高親和性結合と転写制御の概念に関する理解を深掘りした。

本研究の最大の成果としては、従来の静的な立体構造をベースとした創薬研究では明示

的に取り扱われなかった（取り扱えなかった）標的蛋白質の複合体形成時の動的特性を加

味した「動的構造創薬」を提唱するための基盤情報を提示したことであり、特筆すべき成果

と言える。 
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