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研究成果の概要（和文）：酵母発現系を用いることで、大腸菌発現系では調製することが困難なヒト由来膜タンパク質
について、NMRを用いた構造解析を行うための試料調製手法の開拓を行った。この結果、複数のヒト膜タンパク質を酵
母の細胞膜中に発現させることに成功するとともに、様々なバリエーションの安定同位体ラベル手法を確立し、NMRを
用いた膜タンパク質の構造解析に利用できることを示した。本研究により確立した酵母を用いた膜タンパク質の安定同
位体ラベル手法は、様々な膜タンパク質に対して応用可能であり、汎用性が高いと考える。

研究成果の概要（英文）：Human membrane proteins (hMPs) are important targets in the structural biology 
field because they contain a lot of drug targets. However, expression of recombinant hMPs by conventional 
prokaryotic cells is usually difficult. In this study, we constructed a robust strategy to express hMPs 
using two yeast species, P. pastoris and K. lactis. We further developed a variety of methods to 
isotopically label recombinant hMPs for structural studies using nuclear magnetic resonance (NMR) 
spectroscopy. We expressed six hMPs in the yeast membranes, and some of them were labeled with 2H, 15N, 
and 13C in a methyl-group selective manner. Using these samples, we could obtain molecular properties and 
structural information of several hMPs. The protocol established in this study is a widely applicable 
method and will contribute to following NMR studies of hMPs.

研究分野： 構造生物学

キーワード： NMR　膜タンパク質
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
（１）近年の放射光利用 X 線結晶構造解析の
進展により、各種イオンチャネル、GPCR、
トランスポーター等の複雑な膜タンパク質
複合体の立体構造決定が進められており、こ
れまでの生化学的知見を立体構造の視点で
解釈することも可能となりつつある。しかし
ながら、膜タンパク質を含む機能する生体分
子マシナリーの分子機構を解明していくた
めには、静的な立体構造情報に加え、その局
所的可動性・運動性に基づく構造変換メカニ
ズム、および他分子との相互作用機構解明な
どに焦点をあてた研究が、今後より一層重要
になっていくと考えられている。 
（２）NMR 法は、生体高分子のダイナミク
スの情報を得る上で、極めて有用な解析手法
である。従来溶液 NMR 法は、分子量 30K 以
下の比較的小さいタンパク質の構造解析に
利用されてきたが、近年の重水素ラベル試料
調製法の活用、および測定法の進歩により、
"メガダルトン"サイズの超分子複合体に対す
る構造解析、相互作用解析も可能になってき
ており、原核生物由来の膜タンパク質の解析
も行われている。しかしながら、高分子量膜
タンパク質複合体の溶液 NMR 解析において
必須となる、完全重水素ラベルをベースとし
た選択的 13C ラベル法など、高度なラベル手
法を駆使できるのは、各種タンパク質発現系
の中でも大腸菌発現系に限定されているた
め、NMR構造解析の対象となっているのは、
大腸菌での発現が可能な原核生物や古細菌
由来の高分子量複合体試料が大多数であり、
特に、創薬標的の約 50%を占めるヒト由来膜
タンパク質を対象とした NMR 構造解析は現
状では困難である。 
（３）最近では、酵母発現系、例えば P. pastoris
では、大腸菌発現系では発現困難だったヒト
由来GPCR発現についての成功例が複数報告
されてきている。その一方で、酵母発現系は、
大腸菌ほど扱いやすく低コストではなかっ
たこともあり、低分子量タンパク質を対象と
する NMR 構造解析の分野においては、限定
的に利用されるのみであった。真核細胞であ
る酵母発現系は、アミノ酸生合成経路も大腸
菌とは異なる点があるため、現状、酵母発現
系では完全重水素化をベースとする様々な
高度安定同位体ラベル手法が利用できる状
況にはないといえる。 
（４）このような背景のもと、我々は、酵母
発現系に活用できる高度な安定同位体ラベ
ル手法を開拓し、大腸菌では発現が困難なヒ
ト由来膜タンパク質を対象とした NMR 構造
解析に取り組むこととした。 
 
２．研究の目的 
 
（１）酵母細胞を用いて、大腸菌では発現不
可能なヒト由来膜タンパク質の発現を行う。 
（２）大腸菌で発現した高分子量試料のNMR

解析の際に用いられる高度なラベル化技術
（重水素ラベル、メチル選択的 13C ラベル、
等）を酵母発現系においても確立する。 
（３）酵母細胞における各種炭素源のアミノ
酸代謝経路を明らかにし、酵母発現系を活用
した多様な選択 13C ラベル試料調製を可能に
する。 
（４）確立したラベル化技術を（１）の膜タ
ンパク質に適用し、NMR 構造解析を行う。 
 
３．研究の方法 
 
（１）ヒト由来膜タンパク質発現系の構築お
よび精製法の確立：安定同位体ラベル利用
NMR 構造解析に供する複数のヒト由来膜タ
ンパク質の酵母発現系構築を行う。発現した
膜タンパク質については、溶液 NMR 試料と
するための可溶化法の検討（界面活性剤のス
クリーニング等）を行うとともに、それぞれ
の膜タンパク質に対し、安定性の評価、適切
な機能アッセイ（阻害剤結合活性等）を行い、
その活性を検証する。 
（２）酵母発現系による安定同位体ラベル技
術開発①：上記の膜タンパク質発現系構築と
平行して、可溶性モデルタンパク質を用いた
酵母発現系による安定同位体ラベル法に関
する検討を行う。高分子量タンパク質試料の
溶液 NMR 解析を進めるうえでは、高純度の
重水素ラベル試料の調製が必要となる。大腸
菌では、重水中の培養・タンパク質発現は可
能であることが知られているが、高等動物細
胞では重水培養は致死的に働く。他の真核細
胞に比べ頑健である酵母においても、重水中
は劣悪な環境であることから、細胞の生育速
度や発現タンパク質の収量の観点から培養
方法の至適化を進める。 
（３）酵母発現系による安定同位体ラベル技
術開発②：重水素ラベル法と組み合わせ、高
分子量 NMR 解析プローブとして大腸菌発現
系 で 活 用 さ れ て い る 、 高 感 度 な
Ile(δ1)/Leu(δ)/Val(γ)メチル選択的 13C ラベル
（ILV ラベル）法に取り組む。酵母における
アミノ酸代謝は、大腸菌の場合と異なるため、
当初は大腸菌発現系の場合と同様のアミノ
酸前駆体（α-ケト酸）を用いて行うが、検討
状況により、異なる前駆体の利用によるメチ
ルラベル法も考慮する。 
（４）ヒト由来膜タンパク質群の NMR 測
定・解析：酵母発現系が確立したヒト由来膜
タンパク質を対象とした NMR 構造解析を行
う。これまでに行ったラベル化法検討に基づ
き、重水素ラベルをベースとした 15N 均一/13C
メチルラベルを第一選択肢として試料調製
を行う。観測された NMR シグナルについて
は、部位特異変異等を活用して帰属を進める。
帰属完了後、機能に関わる外的条件の変化
（pH・塩濃度・温度変化、およびリガンド・
阻害剤結合、等）に伴う、化学シフト変化、
線形変化、等の NMR 構造情報を総合的に活
用することで、分子の安定性や機能的構造変



換メカニズム等を解明する研究を行う。 
 
４．研究成果 
 
（１）酵母 P. pastoris を用いたリコンビナン
ト膜タンパク質の発現条件の最適化 
複数のヒト由来膜タンパク質および安定同

位体ラベル条件検討用の分泌タンパク質につ
いて、P. pastorisによる発現系構築を行った。
菌株としてはX33またはKM71Hを用いた。形
質転換法の検討により、1回の形質転換実験で
、10~20個の形質転換株を安定して得ることが
可能なプロトコルを確立することができた。 
発現系を構築したヒト膜タンパク質（

AQP1, C99, FLAP, KCNE1, PMP22, TARPγ-2）
について、P. pastorisを用いた発現実験を行っ
た結果、いずれの膜タンパク質も酵母の膜画
分に発現していることが明らかとなった。今
回解析した膜タンパク質のうち、C99, KCNE1, 
PMP22は、大腸菌発現系では膜画分に発現し
ないことが知られており、本酵母発現系はこ
れらのヒト膜タンパク質発現に有効であるこ
とが示された。膜画分への発現が確認された
膜タンパク質のうち、主にAQP1, PMP22を用
いて安定同位体ラベルの導入を指向した最少
培地中における大量発現の条件検討を行った
。以下に条件検討内容と結果を示す。 
① 培養方法：ファーメンター培養により、培
養中の培地のpHや酸素供給量を制御するこ
とで、フラスコを用いた振とう培養に比べ、
高菌体数（約40%増）で安定な培養が行える
ことが実証された。さらに、溶存酸素量をモ
ニターすることで、適切なタイミングで誘導
剤兼炭素源であるメタノールの添加が可能と
なり、培養実験の確実性・再現性が増加した
とともに、安定同位体ラベルを行う際に高効
率なラベリングが可能となった。 
② Mutフェノタイプ：PMP22について、Mut+

フェノタイプを示すX33株におけるタンパク
質発現量とMutSフェノタイプを示すKM71H
株における発現量の比較を行った結果、
KM71Hにおける発現量は、X33における発現
量の約1.5倍となった。MutSフェノタイプの菌
株は、メタノールの消費速度およびタンパク
質の発現速度が遅くなることから、正しく折
りたたまれたタンパク質の割合が増加し、リ
コンビナントタンパク質の収量が増加したと
考えられる。メタノール消費量が少ないMutS

フェノタイプは、安定同位体ラベルサンプル
の調製においても、有用性が高いと考えられ
る。 
③ 遺伝子最適化（マイナーコドンの除去）：
PMP22 について、マイナーコドン除去等の最
適化を行った人工遺伝子を合成して酵母に
導入し、タンパク質の発現を行った結果、収
量が約 2 倍に増加した。酵母によるリコンビ
ナントヒト膜タンパク質の発現においても、

遺伝子の最適化が有効であると結論した。 
 
（２）リコンビナント膜タンパク質の精製条
件の最適化 
酵母膜中への発現に成功した複数の膜タン

パク質について、精製条件の最適化を行い、
膜タンパク質の精製に共通する最適化条件を
見出した。 
① 酵母の破砕条件：ガラスビーズを用いた破
砕方法と比較して、連続圧力式ホモジナイザ
ーを用いることにより、サンプルを冷却した
状態で、大量（>10 g）の菌体を、効率よく安
定して破砕することが可能となった。 
② 酵母膜画分の洗浄：酵母細胞破砕液から抽
出した膜画分について、2種類の緩衝液を用い
て洗浄することにより、標的膜タンパク質の
分解が抑制され、収量が増加することを見出
した。 
③ 膜タンパク質の可溶化条件の検討：各種界
面活性剤による膜タンパク質の可溶化の検討
を行った。タンパク質変性作用の強い
Empigen, DPC等の両性界面活性剤は、可溶化
効率が高く、タンパク質変性作用の弱いDDM
やβ-OG等の非イオン性界面活性剤は、可溶化
効率が低い傾向が見られた。検討の過程で、
DDMにコール酸またはデオキシコール酸を
加えることにより、可溶化効率が上昇するこ
とを見出した。 
 
（３）P. pastoris発現系を用いたリコンビナン
トタンパク質の安定同位体ラベル 
膜タンパク質発現・精製法の検討と平行し

て、酵母発現系における安定同位体ラベル法
の検討を行った。効率良い検討を進めるため
に、可溶性タンパク質 HEL（ニワトリ卵白リ
ゾチーム）をモデルタンパク質として用いる
こととした。 
① 重水素ラベル：95%の重水（2H2O）を含む
培地中における酵母の培養について検討を
行った結果、プレカルチャーと本培養の間に、
重水素化培地を用いた中間培養をはさみ、細
胞を馴化することによって、通常の非ラベル
培養時の 50%程度まで菌体数を維持できる
ことが明らかとなった。培地中に発現した
HEL について、質量分析および NMR 法によ
り、2H 標識率を測定した結果、標識率は 90%
であり、主鎖アミド基やメチル基の観測を行
うために十分な標識率が達成できた。標識率
の低下は、空気中からの水分の混入が主要因
と考えており、供給空気の除湿を行うことで
改善が可能であると考えている。 
② メチル基選択的 13C ラベル：可溶化した膜
タンパク質は高分子量となるため、通常の
15N ラベル試料に加え、メチル選択的に 13C
を導入して観測するアプローチが有効であ
ると考えられる。最初の試みとして、メチオ
ニン残基のメチル基に選択的に 13C を導入す
る方法について検討を行った。ε-13C ラベルさ



れたメチオニンを含む培地を用いて HEL を
発現したところ、HEL に 2 残基存在するメチ
オニンに対応すると考えられる 2 個の NMR
シグナルが検出されたことから、メチル基の
選択的 13C ラベルが可能となった。次に、大
腸菌発現系において活用されている、メチル
選択的 13C ラベル（ILV ラベル）を試みた。
アミノ酸前駆体（100 mg/L α-ketoisovalerate, 
50 mg/L α-ketobutyrate）を含む培地を用いて
HEL の発現を試みたが、酵母株が十分に増殖
せず、NMR を測定するために十分なリコン
ビナントタンパク質が得られなかった。 
 
（４）K. lactis発現系を用いたリコンビナント
タンパク質の安定同位体ラベル 

汎用的にタンパク質発現に用いられる酵母
株である P. pastoris による安定同位体ラベ
ル検討と平行して、異なるタイプの酵母株で
あるK. lactisを用いた安定同位体ラベル試料
調製法の検討も行った。我々は、これまでに
K. lactis株を活用した効率的な均一15N, 13Cラ
ベル試料調製法を確立しているが（Sugiki et 
al., J. Biomol. NMR (2008)）、本研究では、膜
タンパク質などの高分子量タンパク質の
NMR解析に適応できる重水素ラベル、および
メチル選択的13Cラベル試料調製法の確立を
試みた。 

K. lactisの重水培養時には生育速度が低下
し、発現タンパク質収量の減少が見られたが
、前培養での重水に対する馴化、および流加
培養法を併用することで収量を増大させるこ
とに成功した。さらに、2H, 13Cラベルしたαケ
ト酸を用いた、メチル選択ラベルについて検
討を行った結果、ILVメチル選択的に13Cラベ
ルを導入することに成功したが、K. lactisは、
大腸菌とは異なる代謝経路であるため、Val
、Leuのメチル13C標識率が低くなるという事
実が判明した。この結果は、K. lactisやP. 
pastorisなどの酵母では、通常、αケト酸は、
ミトコンドリア内で酵素的に生成され、メチ
ル含有アミノ酸へと変換されるが、本ラベル
実験で与えたラベル化αケト酸が、ミトコンド
リアへ取り込まれにくいことが原因であると
推察された。これを克服する目的で、形質転
換時に酵母細胞質内に新たにアミノ酸基転移
酵素（大腸菌およびS. cerevisiae由来）を共発
現させる試みを行ったところ、顕著な標識率
の向上が見られた。一方で、13Cラベルしたα
ケト酸に代え、アミノ酸である13Cラベルした
バリンを添加して培養したところ、高い標識
率でVal, Leuともラベルされることが明らか
となった(M. Miyazaw-Onami et al., J. Biomol. 
NMR (2012))。 

よって、酵母K. lactisで発現可能な膜タンパ
ク質系については、本アプローチを適用する
ことで、ILVラベルを実施できる状況が整って
きたといえる。しかしながら、我々の経験で

は、K. lactis発現系による標的タンパク質発現
量は、P. pastoris発現系を上回ることは稀であ
ったため、今後、K. lactisで開拓した本アプロ
ーチを、P. pastoris発現系に適応させていきた
いと考えている。本研究から得られた代謝経
路に関する考察は、P. pastoris発現系にもあて
はまると考えらえるため、同様のアプローチ
を、P. pastoris発現系に適用することは十分可
能であると考える。 
 
（５）P. pastorisを用いて安定同位体ラベルを
行った膜タンパク質のNMR構造解析 
① AQP1：15N 均一ラベル、およびメチオニ
ン残基のメチル基選択的 13C ラベルを行った
AQP1 をそれぞれ発現、精製し、β-OG ミセル
に可溶化した状態で NMR スペクトルの測定
を行った。この結果、AQP1 の C 末端膜外領
域に由来すると考えられるシグナルが出現
し、膜内残基に由来するシグナルについては
観測されなかったが、基本的には、酵母発現
系によるヒト膜タンパク質の安定同位体ラ
ベルおよび NMR 観測自体には成功している
と考えられた。膜貫通領域由来のシグナルが
観測できない理由としては、AQP1 自身の分
子量（>100K）に加え、β-OG ミセルのサイズ
も大きいため、みかけの分子量が増大し、ス
ペクトル感度が低下したことが主要因であ
ると推察される。 
② PMP22：これまで PMP22 は、大腸菌発現
系で封入体として発現した後、可溶化して構
造解析が行われた例（Sakakura et al., Structure 
(2011)）があるが、酵母発現系を用いること
で、構造解析が可能なレベルでの膜画分への
発現に初めて成功した。DH7PC ミセルに可溶
化した 15N 均一ラベル化 PMP22 について
NMR スペクトルを測定したところ、長い細
胞外ループである ECL1 ループ由来と考えら
えるシグナルのみが出現し、膜貫通領域につ
いてはシグナルが観測されなかった。精製し
た PMP22 を分析した結果、一部、二量体と
して存在していることが示された。今後、明
らかになった二量体成分の分離可能性の検
討、さらにその意義について別途解析する必
要があり、その後、重水素ラベル・メチル選
択的ラベルなどの高感度な NMR 解析を実施
していく。 
③ FLAP：FLAP に関しては、これまで大腸
菌での発現が報告されていたが、新たに酵母
発現系を構築することにより、従来の約 50
倍の収量での発現が可能となった。様々な可
溶化条件の検討を行った結果、比較的良好な
NMR スペクトルが得られた、界面活性剤
LMPG を用いた可溶化試料の NMR 解析を行
った。メチオニン残基のメチル基を選択的に
13C ラベルした FLAP を調製し、LMPG ミセ
ルに可溶化した状態で NMR 観測を行ったと
ころ、膜貫通領域を含む、全てのメチオニン
残基に由来するシグナルを検出することが
できた。さらに、複数の部位特異変異体を作



製することで、各 NMR シグナルの帰属を完
了した。 
 可溶化したリコンビナント FLAP の安定性
を検証する目的で、酵母発現系で調製した
FLAP と大腸菌発現系で調製した FLAP の安
定性の比較を行ったところ、大腸菌膜から抽
出し、LMPG ミセルで可溶化した FLAP につ
いては、経時的なスペクトル変化が観測され
たが、酵母膜から抽出した FLAP については
12 時間経過しても、スペクトル変化が現れな
かった。この結果から、酵母発現系により膜
画分に発現させた FLAP が、大腸菌を用いて
発現させた FLAP と比較して安定であること
が示された。ステロール類など酵母の膜中に
存在する特徴的な脂質成分が、可溶化した
FLAP 表面に残存し、その安定性を高めてい
る可能性が示唆された。このような観点での
膜タンパク質の安定性の評価は、これまで行
われておらず、今後の構造解析に供する膜タ
ンパク質試料調製において重要な視点を与
えるものと考えている。 
 
（６）総括と今後の展望 
 本研究は、NMR 解析を指向した酵母発現
系によるヒト由来膜タンパク質調製系、およ
び安定同位体ラベル技術の確立、を目指して
行われた。NMR 解析を行うためには、安定
同位体ラベルが必須であるため、最少培地で
の培養が必要となる。これは、一般に用いら
れる富栄養培地での培養とは、生育状況が大
きく異なってくるため、最適な膜タンパク質
発現条件検討、精製条件検討に多くの時間が
割かれることとなったが、最終的には効率の
良い酵母発現系による膜タンパク質発現お
よび精製プロトコルが確立できたと考えて
いる。 
 また、これまでに行われてきた膜タンパク
質の NMR 解析でも複数報告されているよう
に、15N ラベルを施し可溶化した膜タンパク
質では、（たとえ重水素ラベルを併用したと
しても）その膜貫通領域の 1H-15N シグナルが
検出できない、という事例に遭遇した。これ
は、分子量の問題というより、膜タンパク質
特有の運動性の影響による、という感触を得
ている。この点については、今後、部位特異
変異を導入し運動性を抑制した試料の NMR
解析、などを通して明らかにしていくととも
に、メチルラベルなどの高感度の 1H-13C シグ
ナル観測が、実践的には有効であると考える。 
 一方、酵母 P. pastoris や K. lactis における
炭素源の代謝は、大腸菌とは様相が異なり、
ラベルパターンや効率の相違が見られるこ
とが判明した。これに対し、共発現により細
胞質内にアミノ基転移酵素の導入を行うこ
とや、適切なアミノ酸を添加することで、代
謝経路の相違を克服できることを示したが、
今後、さらなる代謝経路の解明が必要になる
と考えられる。 
 X 線結晶構造の進展により、膜タンパク質
の静的立体構造情報は多く得られるように

なってきたが、今後は、膜タンパク質の機能
解明に必須となる、局所的可動性・運動性に
基づく構造変換メカニズム、および他分子と
の相互作用機構の解明、といった研究が重要
となる。このような研究において主要な役割
を果たすべき NMR 構造解析において、本研
究で確立してきたアプローチが有効に活か
せると確信し、現在も研究をさらに発展的に
継続している。 
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