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研究成果の概要（和文）：一般に膜タンパク質は，無細胞タンパク質大量合成は困難である．本
研究では，透析法によりステロイド系界面活性剤除去・脂質二重膜形成・タンパク質合成を同
時に行わせる無細胞タンパク質合成技術を開発した．本法では，バクテリオロドプシンの機能
体を大量に合成（約 0.5 mg/mL 反応液）でき，従来法に比べ 5-25 倍の収量であった．さらに
生細胞系では，大量発現ができない海洋性藻類と好塩真正細菌由来のロドプシンの大量機能合
成にも成功した． 
 
研究成果の概要（英文）：In general, a functional cell-free protein synthesis for membrane 
proteins at high yield is difficult. In the present study, we developed the novel cell-free 
protein synthesis technology that was performed the steroid derived detergent removal, 
the lipid bilayer formation, and the protein synthesis by the dialysis method at the same 
time. We obtained the functional Bacteriorhodopsin in a large amount (0.5 mg/mL reaction 
solution), and this yield was 5-25 times higher than previously described preparations. 
In addition, it succeeded a functional overexpression of the rhodopsin from marine algae 
and eubacteria that could not be obtained in large amount using the living cell expression 
system. 
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１．研究開始当初の背景 
 膜タンパク質の大量発現系には大腸菌や
酵母，昆虫細胞，高等動物細胞などの生細胞
を用いた系が一般的である．しかし，生物種
の異なる膜タンパク質を生体膜に大量に機
能的に発現させることは，膜組成の違いや膜

移行過程の違いなどから困難である場合が
多い． 
 無細胞タンパク質合成系を利用した膜タ
ンパク質の発現系では，通常その高い脂溶性
のため，翻訳後に凝集体を形成し，沈殿物と
して回収され，その後技術的に困難な場合が
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多いリフォールドの過程を必要とする．従っ
て，膜タンパク質の無細胞合成では，凝集体
形成を回避する必要がある．この方法として
は，翻訳産物の可溶性増大と疎水性場の提供
の２つの方法に大別される（図１）． 

 前者では，大きな水溶性タンパク質タグを
融合して翻訳産物の水溶性を増大させる系
と温和な界面活性剤を系に添加することで
膜タンパク質を可溶性画分として得る方法
が開発されている．疎水性場の提供としては，
生体膜成分を共存させる系がある．しかしこ
の系では，合成量が少なく，夾雑膜タンパク
質が多量に存在しているので，精製，再構成
過程が必要となり，物理化学的手法に対する
試料調製法としては困難となる．一方，脂質
リポソーム中に膜タンパク質を合成する系
では，目的タンパク質以外の膜タンパク質が
リポソーム上に存在しないことからリポソ
ームを分離するのみで非常に純度が高い安
定な試料を得ることができるといった試料
調製の上で大きな利点がある．しかし，合成
脂質リポソームを添加した系では，唯一細菌
の多剤排出タンパク質 EmrE の成功例１例が
報告されているのみである． 
 このような背景のもと，脂質リポソーム中
への膜タンパク質の無細胞大量機能合成系
を確立するために，本研究課題を計画した． 
 
 
２．研究の目的 
 膜タンパク質は，生体膜を隔てたエネルギ
ー変換，物質輸送，そして情報伝達といった，
生命にとって極めて重要な機能を担ってい
る．このため膜タンパク質は医薬品開発の標
的として，現在盛んに研究が行われている．
しかし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．このことが，ボトルネックの１つとなり，
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． 
 無細胞タンパク質合成系は，生命体の細胞
機能維持性などの束縛条件が少なく合成系
を構築できるため，生細胞発現系に比べ系の
改変が容易などの利点をもつ．そのため生細
胞を用いた膜タンパク質の大量発現系構築
の問題点を克服できる手法として，無細胞タ
ンパク質合成系が期待できる． 
 そこで本研究では，無細胞タンパク質合成
技術を利用して合成脂質リポソーム中に光
受容膜タンパク質を大量機能発現できる系

を開発することを目的とし，さらに開発した
方法を用い詳細な機能解析に応用する． 
 
 
３．研究の方法 
 理化学研究所タンパク質構造・機能研究グ
ループ（横山茂之グループリーダー，現生命
分子システム基盤研究領域）で開発された大
腸菌抽出液を用いた高収率無細胞タンパク
質合成系を利用し，膜タンパク質を膜環境に
移行させる無細胞機能合成系確立を目指し
た．無細胞タンパク質合成は，反応内液に
種々の界面活性剤と脂質を共存させ 30 ℃，
６時間透析法（透析膜，分画サイズ 15 kDa）
により行った．反応スケールは，0.9 mL 反
応内液とし，外液は 9 mL とした． 
 系の改良，確立には，モデルタンパク質と
して細菌の光受容膜タンパク質であるバク
テリオロドプシン（７回膜貫通型）を用いた．
バクテリオロドプシンは，最も構造機能が詳
細に解明されている膜タンパク質の１つで
あり，安定性が高いことでも知られる．また
発色団であるレチナールの周辺環境の違い
により正常なフォールドとそれ以外の状態
を可視吸収により区別できるので，機能を保
持しているかどうかを簡便に評価出来る利
点をもつ．さらに光をトリガーとして反応が
開始するため高時間分解能での計測が可能
である．総タンパク質量は，SDS-PAGE CBB 染
色でのバンド染色強度比から算出し，機能体
量は，550 nm の吸光度から算出した．標品
は，金属アフィニティーとゲルろ過カラムク
ロマトグラフィーにより高純度に精製した
試料を用いた． 
 光化学反応や光誘起プロトン移動測定と
いった機能解析は，合成反応液超遠心沈殿物
または，金属アフィニティーカラム精製物や
卵黄フォスファチジルコリン再構成物を用
いた．測定は，北海道大学大学院薬学研究科
および松山大学薬学部加茂直樹教授と共同
で行った． 
 
 
４．研究成果 
 研究期間内に得た成果は，膜タンパク質の
無細胞合成技術の開発，改良として，１）光
受容膜タンパク質の大量機能合成系の開発，
２）開発した系の機能発現機構の解析である．
さらに開発した手法の有用性確認，機能解析
への応用として，３）他の光受容膜タンパク
質への適用および構造・機能解析，４）アミ
ノ酸ラベル体の調製である．以下に具体的な
内容を記す． 
 
(1) 光受容膜タンパク質の大量機能合成系
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
質二重膜層に挿入された状態で合成できる
ことを見いだした（図２）．本法による機能
体 BR の収量は，約 0.5 mg/mL 反応液であり，
従来法に比べ 5-25 倍の収量であった．また
本法では，従来法と異なり合成産物を沈殿画
分として得るため，遠心操作により簡単に BR 
を分離することができる．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，構成脂質として DMPC（ジミリストイ
ルホスファチジルコリン），アゾレクチン，
ウシ脳抽出脂質，高度好塩菌抽出脂質が適用
可能であり，界面活性剤として CHAPSO, デオ
キシコール酸，タウロコール酸を用いた場合
でも同程度の収量で BR を合成することがで
きた．これらの結果から本手法は，界面活性
剤として様々なステロイド系界面活性剤と
広範囲の脂質の組み合わせが適用でき，発現
させたい膜タンパク質の性質に合わせ選択
できる．従って，本手法は，新規膜タンパク
質大量調製法として有用あると考えられる． 
 
(2) 機能発現機構の解析 
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（図３）． 
 
(3) 他の光受容膜タンパク質への適用およ
び構造・機能解析 
 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（海洋性藻類と好塩真正細
菌由来のロドプシン (ARI, ARII，XR)，）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合成できることを
確認した．さらに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
うに光化学反応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
（Kikukawa, T. et al. 投稿準備中）．さら
に理化学研究所生命分子システム基盤研究
領域横山茂之領域長と共同で結晶構造解析
も進めている（Wada, T. et al. 審査中）． 
 XR も，構造を保持したと思われる状態で
大量合成できることを確認できた．合成産物
のフォトサイクルは，第２の発色団であるサ
リニキサンチンを化学的分解除去した天然 
XR と同様であった．しかし可溶化効率が悪
く，混入しているアンフォールド分子を除去
することができなかったため，さらなる詳細
な解析が不可能であった．そこで可溶化効率
をあげるために，バッファー pH，塩濃度を
検討した結果，酸性状態（pH 5.7）で収量が
増加し，純度の高い試料を得ることができた．
しかし，測定に十分とは言えず，現在，さら
なる効率化のために無細胞タンパク質合成
条件（共存脂質の量や種類，共存界面活性剤
の種類）の検討を行っている． 
 これらの結果から，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． 
 
(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
（Arg, His, Phe, Gly, Tyr ラベル体および
Asp, Thr, Met, Pro, Gly, Val ラベル体の２
種類合成）の 13C, 15N ラベルアミノ酸存在下
で機能合成した．無細胞合成系は，アミノ酸
の代謝活性が低く抑えられているため高効



率で特定のラベルアミノ酸を導入できる．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
科出村誠教授との共同で，ラベル体の固体
NMR による測定を行っている． 
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