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研究成果の概要（和文）：脂質二分子膜と似たアシル鎖配向で膜タンパク質周囲を被い可溶化できるような新規可溶化
剤の開発を行った。リン脂質ファスファチジルコリンのアシル鎖のうち1本を界面活性剤に置換した可溶化剤を合成し
た。膜タンパク質バクテリオロドプシンを可溶化でき、従来の界面活性剤より変性作用が少ない事がわかった。また、
可溶化剤がタンパク質周囲を一層だけ覆う場合に予想される、30分子程度の少ない分子数で可溶化体を形成することが
わかり、構造解析研究に有用な膜タンパク質可溶化剤の初期開発を行うことができた。

研究成果の概要（英文）：New agents for solubilization of membrane proteins were designed to cover hydropho
bic surface of proteins with bilayer-like orientations.  A phosphatidylcholine-based solubilizing agent wa
s synthesized by substituting one acyl chain with a detergent.  The agent was found to stably solubilize b
acteriorhodopsins with lower denaturing effect compared with conventional detergents.  Only ~30 molecules 
were required for solubilization of one bacteriophodopsin.  These promising results indicate that the agen
t has superior properties for structural studies of membrane proteins.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
  G タンパク質共役型受容体(GPCR)をはじ
めとする膜受容体やトランスポーター、イオ
ンチャネルなど生命機能に重要なタンパク質
の多くは膜タンパク質であるが、膜タンパク
質の構造研究は水溶性タンパク質に比べ大幅
に遅れている。高分解能でタンパク質構造を
決定できる手法としては X 線結晶構造解析と
高分解能 NMR があるが、膜タンパク質の結晶
化は容易ではなく、また結晶状態は必ずしも
脂質二分子膜中での構造を反映していると
は限らない。一方、高分解能 NMR はタンパク
質の構造及び分子ダイナミクス情報を得る
ことができる強力な手法であるが、測定可能
な分子量は最大で 80 kDa 程度に制限される。
例えば6回膜貫通型の大腸菌セリンプロテア
ーゼ GlpG は分子量が約 31 kDa であるため、
分子量 50 kDa 程度以下の可溶化剤で可溶化
する必要がある。小さい分子量を達成するた
めには、界面活性剤によるミセル化のように
膜タンパク質表面を一層の両親媒性分子で
覆うことで可溶化する必要がある。しかし、
ミセル環境は生体膜環境とは大きく異なるた
め、膜タンパク質本来の構造を反映しないこ
とが多い。正しい構造を得るには脂質二分子
膜環境を持つ可溶化系が必要である。モデル
膜として汎用されるリポソーム、アポリポタ
ンパク質—脂質複合体ナノディスク構造、バイ
セルはいずれも表に示すようにキャリア単独
で高分解能 NMR 測定が可能な分子量を超えて
おり、ここに再構成した膜タンパク質の溶液
NMR 測定は困難である。従って現在、高分解
能 NMR に適した脂質二分子膜系は存在せず、
はるかに分子量の小さい新規ナノ粒子が強く
求められている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では分子量の小さい新規ナノディス
ク構造を形成する可溶化剤として、典型的な
グロセロリン脂質であるフォスファチジルコ
リンのアシル鎖（疎水基）のうちの１本を、
水と疎水基の両方に親和性を持つ分子に置き
換えた化合物をデザイン・合成する。この新
規可溶化剤によるナノディスクの構造を各種
分光法で評価する。さらに、膜タンパク質を
このナノディスクに組み込み、溶液 NMR 測定
を行う。膜タンパク質を脂質二分子膜と同様
の環境で可溶化を行うことができれば、分子
量が小さく、高分解能溶液 NMR に適したナノ
ディスクを創成できる。本研究が成功すれば
膜タンパク質の溶液 NMR 測定にブレークスル
ーをもたらすことになり、その意義は大きい。 

 
３．研究の方法 
【可溶化剤の合成】フォスファチジルコリン
の 2本のアシル鎖のうち一本を PEGで置換し
た新規可溶化剤（PEG-PC、分子量:784）を合
成した。4-pyrrolidinopyridine 0.1 mmol、
lyso-oleoil-phosphatidylcholine(lyso-PC) 
0.5 mmol、dicyclohexylcarbodiimide 0.06 
mmolを蛍光セル中に取り、30分間真空乾
燥 し た 。 PEG カ ル ボ ン 酸 誘 導 体 
(mPEG4-propionic acid) 0.5 mmolを加え、
さらに 1 時間 30 分真空乾燥した。その後
ジクロロメタン 3 mLを入れ、35℃で 1日
イ ン キ ュ ベ ー ト し た (Mason et al. 
Anal.Biochem.(1981)113, 96)。また、sn-2
位を cholic acid で置換した可溶化剤
cholyl-PC を合成した。Cholic acid 0.50 
mmol 、 lyso-PC) 0.25 mmol 、
4-pyrrolidinopyridine 0.050 mmol 、
dicyclohexylcarbodiimide 0.25 mmol、を、
クロロホルム 3.0 mL中に溶解させ、アルゴ
ン置換下で 2日インキュベートし、cholyl-PC
を合成した。  
 合成した可溶化剤は逆相 HPLC で精製し
エレクトロスプレーイオン化質量分析計を
用いて分子量をた精製した可溶化剤は凍結
乾燥し、MeOHに溶解させ-80 ℃で保存した。
(純度 95%以上) 
【臨界ミセル濃度測定】界面活性剤溶液(終濃
度 0 ~ 20 μ M) に 、
1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene(DPH)を溶解
させ(終濃度 5 μM)、分光蛍光光度計を用い
て 25 ℃における蛍光強度を測定した（励起
波長：358 nm、蛍光極大波長：430 nm）。
Cholyl-PC濃度上昇に伴う蛍光強度の変化を
プロットし、臨界ミセル濃度(cmc)を測定した。 
【可溶化能測定】各濃度の cholyl-PC(終濃度
0.1 ~ 1.5 mM)の PBS(-)(NaCl 137 mM, 
Na2PO4 8.1 mM, KCl 2.68 mM, KH2PO4 
1.47 mM, NaN2 7.69 mM, EDTA 1 mM, pH 
7.4 )溶液中に、バクテリオロドプシン(bR)を
溶解させ(終濃度 1μM)、1時間インキュベー
トした。その後、遠心分離(20,000 g, 1時間)
し、上清の吸収スペクトルを、紫外可視分光
光度計にて測定した。560 nm付近の吸収極
大波長における吸光度と可溶化剤の関係性
について分析した。 
【蛍光相関分光法(FCS)による拡散時間測
定】Tetramethylrhodamine(TMR)標識した
bR (終濃度 20 nM) [6] を 0.50 mM 界面活性
剤/PBS(-)溶液(C6-DHPCのみ 15.5 mM)中に
可溶化させ、25 ℃で 1 時間インキュベート



し、20,000 gで 1時間遠心分離した後の上清
を回収し、蛍光相関分光法(FCS)により30 ℃
におけるミセルの拡散時間を測定した。 
 また、bRを含まない空のミセルを測定する
サ ン プ ル に は 、 lissamine 
rhodamine-1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosp
hoethanolamine(rhodamine-DOPE)(終濃度
20 nM)を添加し、拡散時間を測定した。また、
Rhodamine B (30 ℃での拡散係数=4.84 
µm2/ sec [7]) を用いて、ピンホール径 Sにお
けるコンフォーカルボリュームを測定した
(半径= 0.287 µm, 高さ/ 半径= 5.56)。 
 
４．研究成果 
少量合成した PEG-PC は水や緩衝液（PBS）に
分散し、約 4 M の cmc を持つ事を確認した。
蛍光標識した膜貫通ヘリックス(AALALAA)3の
蛍光スペクトルから可溶化能を評価したが、
原料の lyso-PC と比較して、可溶化能が大幅
に減少することが判明した。そこで、置換す
る両親倍性分子を変更し、フォスファチジル
コリンの2本のアシル鎖のうち一本を 2本の
アシル鎖の内、sn-2 位を cholic acid で置換
した可溶化剤 cholyl-PCを合成した。Cholic 
acidは rigidな骨格および親水面・疎水面を
持つため、疎水面でアシル鎖と相互作用でき
ると考えられる。合成した cholyl-PCの cmc
は 2 μM であることが分かったため、可溶
化能の検討に進んだ。 
 各濃度の cholyl-PC溶液中に bRを溶解さ
せた所、cholyl-PC濃度 0.5 mMにおいて、
bR の吸光度がプラトーに達した。よって、
他の界面活性剤と比較する場合に、CMC が
0.5 mMを上回っている場合を除き、全て bR
の可溶化を 0.5 mMで行うこととした。膜タ
ンパク質の可溶化によく用いられる界面活
性剤や、cholyl-PC の原料となる lyso-PC を
用いて、 bR の可溶化能を比較した
（cholyl-PC: 0.5 mM, TritonX-100: 0.5 mM, 
DDM: 0.5 mM, C6-DHPC: 15.5 mM, 
lyso-PC: 0.5 mM）。Cholyl-PC は DDM や
TritonX-100 と同程度の可溶化能を持つ事が
分かった。bR が 3 次構造を保っている時、
内部に含まれるレチナールによって 560 nm
付近に吸収を示す。一方、bR が 3 次構造を
保っていない時、遊離したレチナールの吸収
が 380 nm付近に現れる。これらを利用して、
cholyl-PC や、膜タンパク質の可溶化によく
用 い ら れ る 界 面 活 性 剤 (TritonX-100, 
n-dodecyl- β -D-maltoside(DDM), 
C6-DHPC, lyso-PC)中の bRの吸収スペクト
ルを測定し、bRの熱安定性に与える影響を 

 
図 1 Cholyl-PC および各界面活性剤に溶解
させた bRの熱安定性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 ヘキサゴナル格子モデル 
 
 
比較した（図 1）。25 ℃~50 ℃において、界
面活性剤中でインキュベートした bR の吸収
スペクトルの 560 nm付近の最大吸光度をプ
ロットした。TritonX-100中では、40 ℃以上
で強い散乱が見られ、可溶化には適さなかっ
た。一方で、cholyl-PC 中では温度が 40 ℃
を超えても 560 nm付近の吸収が保たれてい
ることから、温度が上昇しても bR の構造を
維持していることが分かる。これは、
cholyl-PC がより安定に bR を可溶化してい
ることを示唆している。bRを cholyl-PC (0.5 
mM)、中に可溶化させ、40 ℃でインキュベ
ートし、吸収スペクトルの経時変化を測定し
た。12時間経過以降では短波長側に強い散乱
が見られ、bR または可溶化剤の凝集が考え
られる。 
 TMRラベル化bRを界面活性剤（cholyl-PC、
TritonX-100、DHPC）で可溶化し、FCS に
より拡散時間を測定した。（ cholyl-PC/ 
cholyl-PA: 0.3 mM/ 0.2 mM, cholyl-PC: 0.5 
mM, TritonX-100: 0.5 mM, C6-DHPC: 15.5 
mM）測定された拡散時間からミセルの分子
量を算出すると、C6-DHPC ＜  cholyl-PC 
＜ TritonX-100となり、cholyl-PCによるミ
セルは比較的小さなサイズで bR を可溶化出



来ることが分かった。 
 また cholyl-PC 中において、bR の周囲に
存在する界面活性剤分子数は約 36 分子であ
った。この分子数は、bR の周囲を界面活性
剤分子(約 26 分子)が取り囲んだディスク形
状で予想される会合数に近い（図 2）。 
 以上の結果から cholyl-PCは、従来の界面
活性剤より安定かつ小さな分子量で膜タン
パク質を可溶化することが出来る事が明ら
かになった。今後より凝集しにくいよう電荷
を持った可溶化剤を合成・可溶化能を評価し、
高分解能NMRを用いた膜タンパク質構造解
析へ適用を検討する。 
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