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１．研究計画の概要 
膜タンパク質の大量発現系構築は困難であ
る場合が多く試料調製が容易ではない。その
ため，その重要性にも関わらず膜タンパク質
についての理解は，可溶性蛋白質と比較して
遅れているのが現状である。そこで本研究で
は，モデル膜タンパク質としてバクテリオド
ドプシン (BR) を用いて，無細胞タンパク質
合成技術を利用し大量機能発現系を開発し，
詳細な機能解析に応用できる系を構築する
ことを目的とする。以下に示す課題をもとに
研究を進めた。 
(1) 大量機能合成系の開発 
膜タンパク質は疎水性であるので，反応液に
疎水性場を提供する必要がある。翻訳物の疎
水性場への移行を安定かつ高効率に行なう
ことができる条件を探索する。  
(2) 機能発現機構の理解 
膜移行速度と凝集速度およびリポソーム形
成速度の関係を検討することで，BR の機能発
現過程を理解し，系の改良を遂行する。 
(3) 他の光受容膜タンパク質への適用 
BR 以外の光受容膜タンパク質に対して，本系
を適用して，その有用性を確認する。 
(4) アミノ酸ラベル体の調製 
無細胞タンパク質合成系の利点の１つとし
て，ラベルアミノ酸導入が容易であることが
挙げられる。実際に，アミノ酸ラベル体を合
成し，構造・機能解析に利用可能か確認する。 
 
２．研究の進捗状況 
(1) 大量機能合成系の開発 
様々な種類の界面活性剤 (11 種) を検討し

た結果，ステロイド系界面活性剤 (コール酸，
CHAPS，ジギトニン) と卵黄フォスファチチ
ジルコリンを反応液のみに共存させ，透析に
よる界面活性剤除去と脂質リポソーム形成
を同時に行わせた時に BR の機能体を脂質層
に挿入された状態で大量に合成（約0.5 mg/mL
反応液）できることを見いだした。さらに本
法によって合成された BR は，天然試料と同
様の光化学反応と光誘起プロトン移動機能
を有していることを確認した。また BR の機
能合成に対する脂質組成の影響も検討した
結果，脂質の相転移温度や曲率圧力が活性体
合成に影響を与えることがわかった。 
(2) 機能発現機構の理解 
コール酸/卵黄フォスファチチジルコリン共
存系において機能発現過程を解析した結果，
高濃度のコール酸存在下では，タンパク質合
成は阻害されていた。透析による界面活性剤
除去が進むとタンパク質合成が開始され，リ
ポソームも同時期に形成されていた。さらに
リポソーム形成速度とフォールド分子生成
速度は一致していた。従って本法では，脂質
ディスクまたは脂質・界面活性剤混合ミセル
が，疎水性の高いポリペプチド鎖を保護して
凝集体の形成を抑制しながら，BR の脂質膜移
行が起きる。このため，フォールディングが
効率良く進行すると考えられる。 
(3) 他の光受容膜タンパク質への適用 
大腸菌で大量発現が困難とされている光受
容膜タンパク質（海洋性藻類由来のロドプシ
ン(ARI, ARII)）に対し本技術を適応し，そ
の有用性を検証した。その結果，ARI，ARII と
もに構造を保持したと思われる状態で大量

研究種目：若手研究 (B) 

研究期間：2007～2011 

課題番号：１９７７０１３６ 

研究課題名（和文） 無細胞タンパク質合成系を利用した光受容膜タンパク質の発現法と機能

解析への応用 

研究課題名（英文） Development of Expression System for Photoreceptor Using Cell-free 

Protein Synthesis and Application of Its system for Their Functional Analysis 

研究代表者 

下野 和実（SHIMONO KAZUMI） 

松山大学・薬学部・助教 

研究者番号：３０４１５１８７ 

 
 



 

 

合成できることを確認した。従って，本技術
は，これまで大量試料調製が困難であった光
受容膜タンパク質の構造・機能解析のための
試料調製法として有用であると考えられる。
レーザーフラッシュフォトリス法により，そ
れらの光化学反応を測定した結果，ARI は，
センサー型 (SRI,II) のようにフォトサイ
クルが完結する時間が遅く秒オーダーであ
ったのに対し，ARII は，ポンプ型 (BR,HR) と
同様に速いミリ秒オーダーのフォトサイク
ルであることがわかった。また透明ガラス電
極（ITO）による光誘起プロトン移動を測定
した結果，中性付近では両者ともに BR と異
なりタンパク質内部へのプロトン取り込み
が放出に先立ち観測された。 
(4) アミノ酸ラベル体の調製 
高度好塩好アルカリ性菌の光駆動型クロラ
イドポンプ (NpHR) を特定のアミノ酸数種
の 13C, 15N ラベルアミノ酸存在下で機能合成
した。合成量はラベルアミノ酸導入によって
変化はなく，アミノ酸ラベル体合成にも有用
であることを確認した。現在，北海道大学理
学研究科出村教授との共同で，ラベル体の固
体 NMR による測定を行っている。 
 
３．現在までの達成度 
①. 当初の計画以上に進展している 
（理由） 
当初，膜タンパク質の無細胞合成系の確立に
多くの期間を要すると考えられたが，ステロ
イド系界面活性剤と脂質共存下で合成する
と BR が大量に機能合成できることを，比較
的早い段階で見いだすことができた。そのた
め他の光受容膜タンパク質への適用に時間
をかけることができた。特に大腸菌での大量
発現系が確立していない海洋性藻類由来の
ロドプシン(ARI, ARII)の無細胞タンパク質
大量機能合成の成功，および機能解析への応
用は，光受容膜タンパク質研究分野でのさら
なる進展をもたらすと考えられる。 
 
４．今後の研究の推進方策 
無細胞タンパク質合成系の開発，改良はほぼ
完了した。今後は，機能解析への応用を中心
に進める。本年度が最終年度であるため，こ
れまでの研究を継続する。固体 NMR 測定のた
めの選択アミノ酸導入や無細胞タンパク質
合成を利用しなければ大量試料調製ができ
ない ARI, ARII を中心に進める。ARI や ARII
は赤外分光法を含めた更なる詳細な機能解
析を行う。また現在，着手している大腸菌で
大量発現が困難とされている別の光受容膜
タンパク質（チャネルロドプシン）について，
合成条件（脂質や界面活性，合成温度）の検
討を行う必要がある。またポリペプチド鎖は
大量合成できるため，可溶化，界面活性剤除
去によるリフォールドを試みる予定である。 

 
５．代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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