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研究成果の概要（和文）：本研究によって、βバレル構造をもつナノポアタンパク質群であるouter membrane 
proteinの一つのOmpGのβストランド数を増減させることで、ナノポアタンパク質のポア直径を変えることに成
功した。そして、改変OmpGナノポアにおけるDNA通過を人工細胞膜のパッチクランプにて観察した。ポア直径を
大きくした改変型OmpGのほうが、野生型OmpGに比べ、分岐部分のDNA残基が長いT字型の二本鎖DNAが通過できる
ことを明らかにした。
無細胞タンパク質合成系時にリポソームを共存させると、OmpGやOmpAがリポソームに再構成され、ナノポアを形
成していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We created a modified OmpG that expands and truncates β-hairpins, allowing 
the generation of small or large nanopores compared to that of wild-type (WT) OmpG nanopores. We 
demonstrated the detection of various structures of DNA (branched DNA) depending on the nanopore 
size using OmpG WT or mutated OmpG nanopores. Insights into the changes in pore diameters will be 
crucial to form precise pore diameters for the detection of various types of single biomolecules and
 for sequencing DNA, peptides, and proteins. Next, OmpG and OmpA synthesized by a cell-free 
synthesis system were incorporated into nano-sized liposomes. The nanopore formation in the 
nano-sized liposomes was confirmed using a patch-clamp method.

研究分野： 生体関連化学

キーワード： ナノポアタンパク質　リン脂質膜　バイオセンシング　タンパク質改変　無細胞タンパク質合成系

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
βストランド数を増減させることでポア内のイオンの通過には、ポア内の水と接する部分のアミノ酸残基の電荷
やかさ高さが重要な役割を果たしていることが分かった。改変体OmpGなどによって、分岐の長さが異なるT字DNA
の検出に成功した。しがたって、自由にポアサイズを設計できるようになると、様々な大きさの生体分子の検出
が可能になる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ナノサイズの孔をもつ膜タンパク質をナノポアタンパク質という。ナノポアタンパク質は、ポ
アの大きさに依存してイオンや小分子を輸送する働きを持っている。人工細胞膜上にナノポア
一分子存在していれば、人工細胞膜のパッチクランプにて、そのナノポア内を通過するイオンを
電流値として計測できる。この原理を利用し、ナノポアを通過することが出来る大きさの生体分
子の検出をすることが出来る。生体分子の検出法としては、ナノポア内に生体分子が閉塞すると、
イオンが流れずに電流値が低下し、生体分子が完全に通過すると、電流値がもとの値に戻る。こ
の原理によって、ナノポアによる長鎖 DNA シーケンスが実現している。二種類のナノポア形成
様式が存在する。多くのナノポアが、膜上で多量体化しナノポアを形成する。この種類の代表的
なナノポアであるαヘモリシンは、六量体と七量体のナノポアを形成する。そして、六量体と七
量体でナノポアの直径が異なる。一方、グラム陰性菌等の外膜に存在する１本のポリペプチド鎖
から形成されるβバレル構造をもった outer membrane protein(Omp)がある。この Omp はナ
ノポアを形成し、βストランド数によってナノポアの直径が異なる。この Omp は、イオンから
糖までの物質を輸送することが可能である。また、１本のポリペプチド鎖からナノポアが形成さ
れるため、αヘモリシンのような多量体から形成されるナノポアよりも、ポア直径が揃うことが
推測される。しかしながら、αヘモリシンのような多量体から形成されるナノポアよりも、Omp
を用いたバイオセンシング研究は、あまり進んでいない。 
  
 
２．研究の目的 
本研究では、Omp ファミリーの 14 本のβストランドから形成される OmpG のβストランド

数を増減させ、OmpG ナノポアの直径がどのぐらい変化するかを検討した。そして、そのナノ
ポアでどれぐらいの大きさの生体分子を認識できるかを検討した。大腸菌で発現させた OmpG
は多段階の精製過程やリフォールディング作業が存在するため、非常に煩雑である。そこで、無
細胞タンパク質発現にてOmpが正しいフォールリングで発現すれば良いと考えた。本研究では、
無細胞タンパク質発現にて発現した OmpG や OmpA がどのような組成のリポソームに再構成
されやすいかを検討した。 
 
 
３．研究の方法 

1. 改変型 OmpG の発現とイオン透過 
OmpG の任意の部分の４本の βストランドを挿入・欠損させた DNA を遺伝子組換えにて作製

し、大腸菌にて発現・精製を行い、改変型 OmpG を形成させた。そして、改変型 OmpG のフォ
ールリング状態を、円偏二色性分光測定によって確認した。そして、改変 OmpG１分子のイオン
輸送を人工細胞膜のパッチクランプ測定にて観察した。また、改変 OmpG のナノポアのポアサ
イズを確認するために、様々な分子量のポリエチレングリコール(PEG)を OmpG ナノポアに作用
させ、人工細胞膜のパッチクランプ測定にて電流値の減少等を観察した。 
 

2. 改変型 OmpG による様々な形状の DNA の検出 
改変型の OmpG ナノポアに一本鎖 DNA, 二本鎖 DNA, 分岐構造をもった DNA が検出できる

かを検討した。人工細胞膜に OmpG を再構成し、水溶液中に存在する DNA がポア内を閉塞する
様子を電流値の減少から検出した。それぞれの OmpG ナノポアがどれぐらいのかさ高い DNA ま
で検出できるかを検討した。 
 

3. 無細胞タンパク質発現によって発現させた OmpA と OmpG の機能評価 
表面電荷やアシル基が異なるナノサイズリポソームを共存し、無細胞タンパク質発現系によ

って OmpA や OmpG を発現させた。そして、リポソームに再構成されていない OmpA や OmpG
を除去するためにショ糖密度勾配遠心によってリポソームを精製した。そして、リン脂質濃度を
あわせて、SDS-PAGE を行うことで、タンパク質のバンドからリポソームへの再構成量を評価し
た。リポソームに再構成された OmpG や OmpA は人工細胞膜のパッチクランプによって、ポア
形成の有無を判断した。 
 
 
４．研究成果 

1. 改変型 OmpG の発現とイオン透過 
野生型の OmpG,改変型 OmpG として、βストランド数を４本増やした OmpG+4β、βストラン

ド数を４本減らした OmpG-4βの遺伝子を作製した。そして、大腸菌で野生型、改変型の OmpG
を発現精製した。円二色性スペクトルの結果から、それぞれの OmpG は凝集していないことが
明らかになった。そして、人工細胞膜のパッチクランプによって、それぞれの OmpG 一分子の
電流値は、野生型の OmpG が約 130 pA, OmpG+4βが約 150 pA, OmpG-4βが約 110 pA と 160 pA
であった。βストランド本数に比例して、電流値が大きくなった。しかしながら、OmpG-4βの１



つは、βストランド数を少なくしたにも関わらず、電流値が大きくなった。したがって、それぞ
れの OmpG のポア直径を概算する目的で、様々な分子量の PEG による OmpG ナノポアの閉塞の
状況を確認した。ナノポアの直径よりも小さな直径の PEG は、ナノポア内に留まるため電流値
が低下する。逆に、ナノポアの直径よりも大きな直径の PEG は、ナノポア内に入りこむことが
困難なため電流値が変化しない。この PEG 実験から、β ストランド数が多いほど、ナノポア直
径が大きくなることが明らかになった。OmpG-4β の 1 つが高い電流値を示した。これは、ポア
内の水と接する部分のアミノ酸残基の環境が他の変異体と変わったからであると推測される。 
 

図 1 様々な OmpG１分子の電流シグナルのヒストグラム 
 

2. 改変型 OmpG による様々な形状の DNA の検出 
それぞれの OmpG ナノポアを透過できる DNA を検討した。１分子の OmpG ナノポアの典型

的な電流シグナルは、短く浅い電流阻害シグナルが存在する。1 本鎖 DNA や 2 本鎖 DNA を含
んだ溶液で OmpG ナノポアのシグナルを計測すると、比較的長く深い電流阻害シグナルが観察
された。印加電圧を+100 mV から+120 mV に上げると、この電流阻害シグナルの阻害時間が短
くなった。この結果は、DNA が OmpG ナノポアを通過することが示唆された。2 本鎖 DNA ま
では OmpG ナノポアは通過可能であることが分かったため、T の字の分岐構造をもった 2 本鎖
DNA を設計した。分岐の長さを 4 塩基対、10 塩基対、15 塩基対とした。野生型 OmpG では、4
塩基対分岐まで顕著に阻害シグナルが観察された。一方、OmpG+4βでは、10 塩基対まで顕著に
阻害シグナルが観察された。この結果は、PEG の実験による OmpG のポア直径の概算と一致し
ている。しがたって、DNA の構造の形状を様々な OmpG で認識できる。これらの研究をまとめ、
ACS Applied Nano Materials に採択された。 
 

 図 2 分岐型 DNA の OmpG ナノポアへの通過 
 
 

3. 無細胞タンパク質発現によって発現させた OmpA と OmpG の機能評価 
 OmpG や OmpA を再構成させるリポソーム組成は表面電荷や膜流動性を考え、DOPC, DLPC, 
DOPE/DOPG, 大腸菌膜抽出リン脂質を用いた。これらのリポソームを含んだ状態で無細胞タン
パク質発現系によって OmpA と OmpG を発現させた。そして、ショ糖密度勾配遠心で精製した
後、リン脂質濃度を一定にして、SDS-PAGE にて OmpA と OmpG のバンドの濃さから再構成量
を検討した。負電荷をもった DOPE/DOPG(7:3)と大腸菌抽出リン脂質によるリポソームでは、
OmpA と OmpG の再構成量が高かった。次に、リポソームに再構成された OmpA や OmpG のポ
ア形成を確認するため、OmpA や OmpG 再構成リポソームを平面人工細胞膜に膜融合させ、パ
ッチクランプ測定を行った。その結果、大腸菌で発現・精製した OmpA や OmpG と同様な電流
値を示した。したがって、無細胞タンパク質発現系で発現した OmpA や OmpG はリポソーム膜
内でポアを形成することが確認された。これらの研究をまとめ、Scientific Reports に採択された。 

図 3 無細胞タンパク質発現系で発現した OmpG と OmpA から得られた電流シグナル 
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