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〈要 約〉

　トリオースリン酸/リン酸輸送体は葉緑体の内包膜に局在し，トリオースリン酸と3-ホスホグリセリン酸あるいはリン酸との交換輸送により，葉緑体からの光合成産物の運び出しにおいて重要な役割を担う．この研究において，筆者らは，トリオースリン酸/リン酸輸送体と基質である3-ホスホグリセリン酸あるいはリン酸との複合体の結晶構造を決定した．トリオースリン酸/リン酸輸送体は10回膜貫通型のDMTスーパーファミリーのフォールドをとっていた．基質は中央のポケットに結合しており，3-ホスホグリセリン酸とリン酸に共通するリン酸基は保存されたArgおよびLysにより認識されていた．過去に報告されたDMTスーパーファミリーに属する輸送体の外向き開状態との構造の比較，および，分子動力学法によるシミュレーションから，膜貫通ヘリックスの束が基質との結合に依存して動くことにより交換輸送が達成されることが示唆された．今回の結果から，葉緑体の内包膜における光合成産物の輸送機構がはじめて明らかにされた．

はじめに

　光合成生物は大気中の二酸化炭素を固定することにより生態系に有機炭素源を供給する．葉緑体をもつ植物や藻類において，固定された炭素はジヒドロキシアセトンリン酸やグリセルアルデヒド-3-リン酸などトリオースリン酸のかたちで葉緑体から細胞質へと運び出される1)．このトリオースリン酸の運び出しを担うのはトリオースリン酸/リン酸輸送体とよばれる膜輸送体である．トリオースリン酸/リン酸輸送体は葉緑体の内包膜に局在し2)，トリオースリン酸とリン酸あるいは3-ホスホグリセリン酸との1対1の交換輸送により葉緑体から有機炭素骨格あるいはエネルギーを運び出す3)．このようなトリオースリン酸/リン酸輸送体の機能は真核生物における光合成の代謝には欠かせないものであり，1960年代ごろからくわしく調べられてきた．

　トリオースリン酸/リン酸輸送体はプラスチド型リン酸輸送体ファミリーに分類される4)．このファミリーは植物や藻類などのすべての光合成をする真核生物に保存されているほか，2次プラスチドをもつアピコンプレクサ類などにもみられる．プラスチド型リン酸輸送体ファミリーは4種類のサブタイプに分類されており，トリオースリン酸/リン酸輸送体，グルコース-6-リン酸/リン酸輸送体，ホスホエノールピルビン酸/リン酸輸送体，キシルロース-5-リン酸/リン酸輸送体はそれぞれ異なる糖リン酸を輸送することによりさまざまな代謝経路に関与する．プラスチド型リン酸輸送体ファミリーはすべて厳密な1対1の交換輸送を触媒するアンチポーターであり，これにより葉緑体と細胞質とのあいだでリン酸の総量を維持しながらの有機炭素骨格およびエネルギーの効率的な輸送が可能になる．このような重要性にもかかわらず，トリオースリン酸/リン酸輸送体がどのように基質を認識し交換輸送をするのか，その詳細な分子機構は不明であった．

1．トリオースリン酸/リン酸輸送体の結晶化および構造の決定

　立体構造解析のためさまざまな植物あるいは藻類に由来するトリオースリン酸/リン酸輸送体の網羅的な発現スクリーニングを実施した結果，好熱性紅藻の一種であるGaldieria sulphurariaに由来するトリオースリン酸/リン酸輸送体が高い安定性を示すことが見い出された．また，リポソームを用いた輸送活性の測定により，このトリオースリン酸/リン酸輸送体は植物に由来するトリオースリン酸/リン酸輸送体と同様の基質特異性をもつことが確認された．精製されたトリオースリン酸/リン酸輸送体を用いて脂質キュービック相法による結晶化スクリーニングを実施したところ，基質である3-ホスホグリセリン酸あるいはリン酸の存在する条件において結晶が得られた．これらの結晶から，トリオースリン酸/リン酸輸送体と3-ホスホグリセリン酸との複合体の構造を2.2Åの分解能で（PDB ID：5Y79），また，トリオースリン酸/リン酸輸送体とリン酸との複合体の構造を2.1Åの分解能で（PDB ID：5Y78），それぞれ決定した（図1）．

　トリオースリン酸/リン酸輸送体は10本の膜貫通ヘリックスからなり，N末端およびC末端はストロマの側（内側）に位置していた．このトポロジーは，過去に予測された6～9本の膜貫通ヘリックスからなるトポロジーとは異なっていた5)．トリオースリン酸/リン酸輸送体の構造は疑似2回対称を含み，膜間腔の側（外側）からみると，N末端側の5回膜貫通領域は反時計回りに，C末端側の5回膜貫通領域は時計回りに並んでいた．このフォールドは，最近，明らかにされたDMTスーパーファミリーに属する輸送体YddGのフォールドと同じであり6)，DMTスーパーファミリーに属する遠縁のタンパク質が共通のフォールドをもつことが裏づけられた．一方で，基質結合部位が膜の外側に開いたYddGの“外向き開状態”の構造とは異なり，トリオースリン酸/リン酸輸送体は基質結合部位が膜の両側から閉ざされた“閉塞状態”の構造をとっていた．

2．3-ホスホグリセリン酸およびリン酸の認識

　結晶構造において，基質である3-ホスホグリセリン酸およびリン酸は8本の膜貫通ヘリックスによりかこまれた基質結合ポケットに捕捉されていた（図1）．3-ホスホグリセリン酸およびリン酸のリン酸基はLys204，Lys362，Arg363とのイオン性の結合，および，Tyr339との水素結合により同様に認識されていた．3-ホスホグリセリン酸との複合体の構造においては，リン酸の認識にくわえ，グリセリン酸基がHis185およびTyr339との水素結合により認識されていた．リン酸との複合体の構造においては，3つの水分子がグリセリン酸基と置き換わることによりHis185およびTyr339と水素結合を形成し，グリセリン酸基を模倣するように配置されていた．これらの水分子は水素結合ネットワークを形成することによりリン酸基の間接的な認識に関与すると考えられた．観察された相互作用が輸送において重要であるかどうか検証するため，基質の認識にかかわるアミノ酸残基の変異体を作製し輸送活性を測定した．その結果，His185，Lys204，Tyr339，Lys362，Arg363の5つのアミノ酸残基の変異体すべてにおいて輸送活性が失われたことから，これらのアミノ酸残基が輸送に重要であることが裏づけられた．

　3-ホスホグリセリン酸の結合様式から，似た化学構造をもつトリオースリン酸も同様に結合することが推測された．実際に，トリオースリン酸を結晶構造にあてはめると基質結合ポケットにうまくおさまり，C1位およびC2位に付加された酸素原子はそれぞれHis185およびTyr339と水素結合を形成できる距離に位置した．このことから，トリオースリン酸/リン酸輸送体はトリオースリン酸，3-ホスホグリセリン酸，リン酸の3つの基質をひとつの結合ポケットにより同様に認識することが明らかにされた．一方で，この結合ポケットは2つ以上のリン酸基を同時に収容することはできない．このことは，葉緑体の包膜がピロリン酸やビスリン酸化合物に対して低い透過性を示すことと合致した1)．

3．プラスチド型リン酸輸送体ファミリーにおける基質特異性の違い

　プラスチド型リン酸輸送体ファミリーはサブタイプごとに基質選択性が異なる．そこで，立体構造にもとづきサブタイプのあいだにおける基質結合ポケットの配列の保存性について調べたところ，リン酸基を直接的に認識するLys204，Tyr339，Lys362，Arg363の4つのアミノ酸残基は高度に保存されていることがわかった．また，これらのアミノ酸残基にくわえ，リン酸基の近傍にあるアミノ酸残基もほとんどが保存されていた．その一方で，リン酸基から離れたアミノ酸残基，すなわち，有機炭素基の近傍にあるアミノ酸残基は保存されておらず多様性に富んでいた．したがって，プラスチド型リン酸輸送体ファミリーにおいては保存された残基によりリン酸基が同様に認識される一方，多様性に富んだアミノ酸残基により有機炭素基が認識されることで，基質選択性の違いが生じると考えられた．

　基質選択性の構造基盤についてよりくわしく知るため，シロイヌナズナに由来する代表的な4つのプラスチド型リン酸輸送体ファミリータンパク質，トリオースリン酸/リン酸輸送体，ホスホエノールピルビン酸/リン酸輸送体，グルコース-6-リン酸/リン酸輸送体，キシルロース-5-リン酸/リン酸輸送体についてホモロジーモデルを作成した．トリオースリン酸/リン酸輸送体のモデル構造においては3-ホスホグリセリン酸の認識にかかわるHis184，Lys203，Tyr338，Lys359，Arg360が完全に保存されていたことから，植物のもつトリオースリン酸/リン酸輸送体もG. sulphurariaに由来するトリオースリン酸/リン酸輸送体と同様に基質を認識することが示唆された．一方，ホスホエノールピルビン酸/リン酸輸送体のモデル構造においてはPhe262がAsn262と置き換わりポケットの形状が変化することにより分枝したメチレン基をもつホスホエノールピルビン酸を好んで収容する環境が形成されていた．グルコース-6-リン酸/リン酸輸送体はプラスチド型リン酸輸送体ファミリーの基質のなかではもっとも大きい六炭糖リン酸を輸送する．グルコース-6-リン酸/リン酸輸送体のモデル構造はもっとも大きいポケットをもちこのこととよく一致した．一方，キシルロース-5-リン酸/リン酸輸送体のモデル構造はグルコース-6-リン酸/リン酸輸送体よりは小さいが，五炭糖リン酸を収容するのに十分な長く伸びたポケットをもちその基質選択性とよく一致した．このように，トリオースリン酸/リン酸輸送体の結晶構造はプラスチド型リン酸輸送体ファミリーの基質特異性を理解するための鋳型となるであろう．

4．1対1の交換輸送の基盤

　過去の研究から，トリオースリン酸/リン酸輸送体による交換輸送は基質結合ポケットが膜の両側に交互に露出される“交互アクセス機構”により達成されると推測されていた7)．しかしながら，結晶構造において基質結合ポケットは膜のどちら側にも露出されておらず，2つのゲートにより溶媒から隔離されていた．外側のゲートは膜貫通ヘリックス3および膜貫通ヘリックス4にあるPhe192およびIle197からなり，内側のゲートは膜貫通ヘリックス8および膜貫通ヘリックス9にあるLeu347，Phe352，Pro355からなっていた．これらのゲートが交互アクセスの過程においてどのように動くのかを知るため，外向き開状態のYddGと構造を比較した結果，膜貫通ヘリックス3および膜貫通ヘリックス4が30度ほど傾くような構造の違いが明らかにされた（図2）．したがって，これらの膜貫通ヘリックスは“ロッカースイッチ”8) 様の構造変化を起こすことにより外側のゲートを開閉すると示唆された．構造の対称性から，膜貫通ヘリックス8および膜貫通ヘリックス9も同様の構造変化を起こすと考えられた．

　この構造変化についてさらにくわしく調べるため，基質の存在下および非存在下において分子動力学法によるシミュレーションを実施した．すると，基質の存在下においては大きな構造変化は起こらなかった一方，基質の非存在下においては自発的な構造変化が起こり，トリオースリン酸/リン酸輸送体は外向き開状態あるいは内向き開状態へと遷移した．この構造変化はYddGとの構造の比較より推測されたモデルと合致しており，膜貫通ヘリックスの束がロッカースイッチ様の構造変化を起こすことによるゲート機構が強く支持された．

　シミュレーションにおいて基質の存在下あるいは非存在下で異なる挙動を示したことから，トリオースリン酸/リン酸輸送体の構造変化が基質に依存して起こることが示唆された．すなわち，基質の非存在下においてはゲートを形成する膜貫通ヘリックスにある正に帯電したアミノ酸残基Lys204，Lys362，Arg363の静電的な反発により，トリオースリン酸/リン酸輸送体は外向き開状態あるいは内向き開状態を好む．逆に，基質であるトリオースリン酸あるいはリン酸が結合すると，正に帯電した残基は静電的な引力により内側へと引き寄せられ，トリオースリン酸/リン酸輸送体は閉塞状態へと遷移する．このような基質に依存的な構造変化により，トリオースリン酸/リン酸輸送体は厳密な1対1の交換輸送を達成するのであろう．

おわりに

　今回の研究により，葉緑体からの光合成産物の運び出しを担う膜輸送体であるトリオースリン酸/リン酸輸送体の立体構造がはじめて明らかにされた．2種類の基質との複合体の結晶構造から，光合成産物の認識および1対1の交換輸送機構についての構造的な知見が得られた．今回の構造は，プラスチド型リン酸輸送体ファミリーの理解につながるのみならず，将来，農作物の改良にむけた葉緑体の機能改変9,10) のための基盤になることが期待される．
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〈図説明〉

図1　トリオースリン酸/リン酸輸送体の結晶構造および基質の認識機構

（a）トリオースリン酸/リン酸輸送体と3-ホスホグリセリン酸との複合体の全体の構造．3-ホスホグリセリン酸を球モデルで示した．水色のボックスは，（b）および（c）に対応する．

（b）3-ホスホグリセリン酸の結合様式．

（c）リン酸の結合様式．
図2　トリオースリン酸/リン酸輸送体におけるロッカースイッチ様の構造変化

（a）トリオースリン酸/リン酸輸送体においてゲートを形成する膜貫通ヘリックス．ゲートの形成にかかわるアミノ酸残基およびリン酸を球モデルで示した．

（b）YddGにおいてゲートを形成する膜貫通ヘリックス．予想される構造変化を青色の矢印で示した．
数字は，膜貫通ヘリックスを示す．
