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Trp 蛍光を利用した P 糖タンパク質分子内の基質結合部位の解析
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【目的】P 糖タンパク質(P-gp)は多種多様な化学構造の基質を細胞外へと排出する

多剤排出トランスポーターであり、ADME の要である。P-gp と多剤との相互作用

については内在性 Trp 残基の蛍光変化による解析が行われているが、蛍光変化が基

質と Trp の相互作用に由来するのか、間接的な構造変化に由来するものなのか調べ

られていない。そのため、蛍光変化が基質結合に対応しているか不明である。そ

こで、我々が結晶構造を決定した P 糖タンパク質 CmABCB1 の立体構造 1)を利用

して、内在性 Trp 残基の位置と蛍光スペクトルとの関係と、結晶構造から予想した

基質結合部位のアミノ酸残基を Trp に改変し、その Trp 蛍光の変化が基質濃度に依

存するのかを調べた。 
【方法】CmABCB1 の立体構造から基質結合部位の残基として Met391 を候補に選

んだ。そして部位特異的変異法により Trp に変換した M391W を作成した。さらに

M391W に対して、内在性の６つの Trp のうち輸送機能に影響しないことが判明し

ている 4 つを Tyr にする改変を加え、4WY/M391W 変異体を作製した。 
【結果及び考察】野生型や 4WY では、代表的な 5 種類の化合物の添加によっても

Trp 蛍光はほとんど減少しなかったが、4WY/M391W 変異体の場合は、大きな蛍光

減少が観測され、多様な構造の基質との直接相互作用に由来する消光が起きたこ

とが示唆された。今回注目した M391 は CmABCB1 が内向型から外向型へと大き

く構造変化する支点に位置しているので、M391 が存在する場所は CmABCB1 が基

質の輸送経路における関門である可能性が示唆された。 
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