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研究成果の概要（和文）： 膜タンパク質構造・機能解析システムの構築を目指し、短鎖リン脂

質による可溶化、部分フッ素化リン脂質リポソームへの膜タンパク質再構成、表面増強赤外分

光計測システムの構築の３つの基盤技術の検討・開発を行った。その結果、短鎖リン脂質は膜

タンパク質の可溶化に有用であることが示唆された。また、部分フッ素化リン脂質により、膜

タンパク質が天然類似の構造・機能を有する存在環境を実現できることを明らかにした。さら

に金薄膜表面にタンパク質を固定した、表面増強効果を利用した計測システムを構築した。 

 
研究成果の概要（英文）： Experimental techniques on membrane proteins for solubilizing 
with short-chain phospholipids, reconstituting into partially fluorinated phospholipid 
vesicles and on a sensitive infrared detection with surface-enhanced effects have been 
developed for constructing an analytical system of structure and function of membrane 
proteins.  It has been demonstrated that short-chain phospholipids are powerful for 
solubilization of membrane proteins and that vesicles of partially fluorinated 
phospholipids are suitable materials for incorporating membrane proteins under native 
conditions.  An analytical system with surface-enhanced infrared spectroscopy has been 
developed for membrane proteins research.   
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１．研究開始当初の背景 

情報伝達、エネルギー生産等の生命活動上
重要な機能の場である生体膜は、主として脂
質、タンパク質からなる分子集合体である。
生体膜における機能発現の主役である膜タ
ンパク質は複雑な環境にさらされているた
め、実験的な研究が進展しているものは非常
に限られている。近年のゲノム解析により、
ほとんど全ての生物種で全 ORF の約 1/4 が膜
タンパク質をコードしているのに対し、機能
発現機構の理解に不可欠な立体構造のデー
タベース PDBにおける膜タンパク質の登録数
が１％に満たないことに、この状況は象徴的
に表れている。しかしゲノム計画の進展と相
まって、基礎・応用の両面から膜タンパク質
研究の重要性はますます高まっており、構
造・機能解析に向けて、in vitro 膜タンパク
質再構成系を用いた研究基盤の確立が期待
されている。 

一方近年、膜タンパク質の機能場である生
体膜に関して、その構成分子が空間的、時間
的に興味深い特徴的な分布を示す脂質膜ド
メインの存在が注目されている。脂質膜ドメ
インは特定の脂質とタンパク質からなる分
子集合体であり、生物物理学的にも興味深い
対象となっている。天然の生体膜中に膜タン
パク質を含む分子集合体として脂質膜ドメ
インが見出されたという事実は、膜タンパク
質の構造・機能・物性の本質的な理解のため
に、機能場としての脂質二重膜の特徴、役割
を分子レベルで研究することの重要性、必要
性を改めて強く示すものである。したがって、
機能場である脂質二重膜との関係をふまえ
た、総合的な膜タンパク質研究の遂行が求め
られている。 
 
２．研究の目的 

研究代表者たちは、脂質・タンパク質分子
集合体である生体膜は膜タンパク質の機能
場であることを強く意識し、脂質二重膜の組
成・相挙動を踏まえた膜タンパク質の総合的
研究を遂行している。これまでの研究をさら
に発展させるために、本研究課題では、膜タ
ンパク質の研究基盤として、安定した可溶化
および再構成膜調製に関する技術をさらに
発展させることを第１の目的とした。可溶化
に用いる界面活性剤としては、天然生体膜中
のリン脂質と同じ基本構造を持つ短鎖リン
脂質に着目し、その特徴を詳細に調べた。一
方再構成に用いるリン脂質には、一般のリン
脂質二重膜の脆さを克服するために、新たに
設計・合成した含フッ素リン脂質を用いた再
構成を行い、非含フッ素リン脂質との比較か
ら、その特徴を明らかにすることを試みた。
さらにこれらの技術を利用して、生体膜近傍
の情報を選択的に得ることが可能な表面増

強赤外分光法（SEIRAS）を用いた、膜タンパ
ク質構造・機能解析システムを構築すること
を目指した。 
 

３．研究の方法 
本研究課題においては、主として３つの要

素技術、つまり膜タンパク質の可溶化、再構
成、表面増強赤外スペクトル計測システムを
開発し、それらを統合することにより、膜タ
ンパク質構造・機能解析システムの構築を目
指した。 
上記の目的を達するために、まず膜タンパ

ク質可溶化に関して、２種類の短鎖リン脂質
diheptanoylphosphatidylcholine（diC7PC）
と dihexanoylphosphatdiylcholine（diC6PC）
を用いて膜タンパク質の可溶化挙動を調べ
た。高度好塩菌由来のバクテリオロドプシン
（bR、H. salinarum 由来）とハロロドプシン
（hR、N. pharaonis 由来）を、モデル膜タン
パク質として用いた。bR および hR は既報に
従い精製した。 
界面活性剤濃度、可溶化温度・時間を変数

として、bR あるいは hR を界面活性剤と混合
後、超遠心後の上清と沈殿を可視吸収スペク
トルにより定量することにより、可溶化挙動
を詳細に調べた。また可溶化した膜タンパク
質の安定性を、暗中および可視光照射下にお
ける変性実験に基づき評価した。比較のため、
一般的な界面活性剤オクチルグルコシド
（OG）およびその類縁物質であるオクチルチ
オグルコシド（OTG）についても、同様な実
験を行った。 
含フッ素リン脂質を用いた膜タンパク質

の再構成法の検討では、これまでに実験結果
を蓄積してきた、通常の飽和アシル鎖を有す
るリン脂質と bR を用いた調製法に準じた。
含フッ素リン脂質再構成試料における bR の
構造・機能の特徴を、紫外可視吸収、円二色
性、可視過渡吸収の 3種類の分光法及び変性
実験により調べた。 
 



 

 

表面増強赤外計測システムの構築におい
ては、循環式恒温水槽と接続可能な ATR 付属
装置を用いて、Osawa らにより考案された無
電解メッキ法による ATR 用 Si 結晶表面への
金薄膜作成条件の検討を行った。また赤外ス
ペクトルにおける表面増強効果を、金薄膜状
に調製した有機薄膜の吸光度から調べた。さ
らに、末端領域にフリーな Cys を持つタンパ
ク質を用いて、金薄膜へのタンパク質の固定
を調べた。 
 
４．研究成果 
(1)短鎖リン脂質 diC7PC および diC6PC を用
いて bRの可溶化挙動を詳細に調べた。diC7PC
の場合、濃度 15 mM、4 ℃・12 時間の可溶化
条件が最適であることがわかった。この可溶
化条件では、全く変性することなくほとんど
全ての bR が可溶化されることがわかった。
さらに、暗中（非機能時）および可視光照射
下（機能時）における変性実験を行ったとこ
ろ、一般的な界面活性剤オクチルグルコシド
や Triton X-100 に比べて、著しく安定性が
高いことが明らかになった。特に機能時の安
定性が他の界面活性剤による可溶化試料で
は極めて低いのに対し、diC7PC を用いた場合
は格段に安定性が高くなることが特徴的で
あった。一方 diC6PC では、およそ 4 割程度
の可溶化率であった。 
同様の実験を hR に対して行った結果、bR

に比べるとやや低いものの、diC6PC、diC7PC
のいずれの場合も、高い可溶化率と安定性を
兼ね備えた可溶化が実現できることが明ら
かになり、短鎖リン脂質が膜タンパク質の可
溶化に用いる界面活性剤として有効である
ことが示唆された。bR および hR は膜タンパ
ク質の主要な基本構造である 7本膜貫通ヘリ
ックスを持つタイプであり、今後、他の膜タ
ンパク質へも展開を図り、その有用性を調べ
る予定である。 

一般的な非イオン性界面活性剤である OG
の類縁物質である OTG による可溶化では、短
鎖リン脂質に比べて、可溶化率は高いものの、
安定性が若干低いことがわかった。 
 
(2)構造・機能解析システム構築のための試
料調製において、最も重要である可溶化した
膜タンパク質の脂質二重膜への再構成法を
検討した。本研究課題では、脂質二重膜に一
定の強度を付与するために、脂質分子のアシ
ル鎖の一部をフッ素化した新規部分フッ素
化リン脂質を新たに合成し、その特徴を調べ
た。まず脂質二重膜としての物性を調べた結
果、対応する非含フッ素リン脂質に比べてゲ
ル−液晶転移温度は低下した。また、新規部
分フッ素化リン脂質は、非フッ素化リン脂質
に比べて、脂質二重膜としては固いが十分な
流動性を示すことがわかった。 

確立した適切な再構成条件の下、bR を再構
成したところ、およそ 9割の収率で再構成膜
の調製を実現した。各種分光測定の結果から、
再構成膜中の bR は、天然紫膜類似の機能サ
イクルをもち、液晶相においても三量体を形
成していることが明らかになった。このこと
は、非部分フッ素化リン脂質に再構成した bR
は、三量体がゲル−液晶転移により単量体へ
変化することや天然紫膜とは異なる光サイ
クル中間体を示すことに対して、極めて対照
的である。さらに、部分フッ素化リン脂質再
構成 bR は、液晶相における光照射下の安定
性が著しく高くなることが明らかにした。上
記の部分フッ素化リン脂質再構成試料に見
られる特徴は、フッ素原子導入による脂質二
重膜の物性に由来するものか、bR 分子との親
和性に因るものか、現在検討中である。 
 
(3)SEIRAS用セルの作成およびSEIRAS測定条
件の検討を行った。循環式恒温水槽により温
度制御可能となるように改良した ATR付属装
置を用いて、無電解メッキ法による ATR 用 Si
結晶表面への金薄膜作成法を最適化し、
SEIRAS 用セルを作成した。この SEIRAS 用セ
ルにおける表面増強効果を、有機薄膜を試料
として検討した結果、少なくとも一桁程度の
信号の増強を確認した。 
次に、金薄膜へ試料を固定するための実験

として、末端領域にフリーなシステイン残基
を有するいくつかの水溶性タンパク質を用
いて、固定化の挙動を調べた。その結果、金
薄膜上に一定量の固定が示唆される結果が
得られた。現在、それぞれの要素技術を統合
することにより、膜タンパク質構造・機能解
析システムの予備的なものの高度化を進め
ている。 
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