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研究成果の概要（和文）：本研究では、in vitroで膜タンパク質をスクリーニング可能な技術であるリポソームディス
プレイ法を確立し、これを利用した膜タンパク質の機能進化を行うことを目的とした。大腸菌由来の多剤排出トランス
ポーターEmrEをモデル膜タンパク質として用い、これの２つの機能である輸送活性と膜挿入活性を指標に機能進化が行
える技術を確立した。次にランダム変異を導入した遺伝子ライブラリーから野生型EmrEよりも基質輸送活性の高い遺伝
子プールを取得した。また、リポソームディスプレイ法に膜タンパク質輸送装置であるトランスロコンを導入すること
で、ディスプレイ可能な膜タンパク質のレパートリーの拡張に成功した。

研究成果の概要（英文）：Liposome display is an evolutionary method that enables the directed evolution of 
membrane proteins in vitro. The method is based on the syntheses of membrane proteins using an in vitro 
transcription&#8211;translation system (IVTT) inside cell-sized phospholipid vesicles. Here, using EmrE, 
a multidrug transporter from Escherichia coli, as a model protein, the screening was performed based on 
two functions of EmrE: substrate transport activity and membrane integration activity. Starting from a 
mock gene library prepared by mixing an active and an inactive gene, 10- to 35-fold enrichment of the 
active genes was obtained. In addition, from a random mutagenized library of EmrE, gene pool exhibiting 
higher activity than the wild-type was obtained. We also succeeded in introducing the membrane protein 
transport machinery to the liposome display method, which expanded the repertories of the membrane 
protein that can be applied to liposome display.

研究分野： 生物工学

キーワード： 進化分子工学　無細胞翻訳系
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１．研究開始当初の背景 
	 進化分子工学的手法は、変異と選択のステ
ップを繰り返し行うことで生体高分子の性
質を改良、進化させる方法である。本手法は、
有用タンパク質の創出やタンパク質の機能
解析に大きく貢献してきた(Matsuura et al., J 
Biosci Bioeng, 2006; Turner, Nat Chem Biol, 
2009)。本手法が使われ始めた 1990年代の当
初は有機溶媒中で働く酵素の創出、最近では
製剤の大量生産、生体内のドーパミンを可視
化、神経ガスを分解する酵素の創出などが報
告されている。また、得られた多数の変異体
の配列-機能相関解析などから、タンパク質の
機能発現メカニズムの解明にも寄与してき
た。 
	 これまでの進化分子工学の標的タンパク
質のほとんどは可溶性タンパク質（酵素）で
あり、膜タンパク質を対象とした例は非常に
少ない（Magliery et al., Curr Opin Chem Biol, 
2011）。細胞がコードする遺伝子の 20-30％、
製剤のターゲット分子の 50%以上は膜タン
パク質であるとも言われている。しかし、一
般に不溶性であり、かつ異種細胞での発現が
困難な膜タンパク質は、少数の例を除いて、
進化分子工学の標的タンパク質として扱わ
れてこなかった。膜タンパク質を標的とする
手法が構築できれば、タンパク質工学領域に
おけるイノベーションとなり、膜タンパク質
研究だけでなく、創薬、膜タンパク質の産業
利用など多方面への波及効果が期待される。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、迅速かつ効率的に、膜タンパ
ク質進化分子工学を可能とする手法リポソ
ームディスプレイ法を構築し、これを高機能
型膜タンパク質変異体取得に応用すること
を目指した。リポソームディスプレイ法では、
一般に調製が困難な膜タンパク質を再構成
型無細胞翻訳系を用いて Giant Unilamelar 
Vesicle (GUV)内で合成することで機能発現
可能な状態で調製し、その技術を膜タンパク
質の進化分子工学に適用する(図１)。これま
で予備的な結果を得ていたが、リポソームデ
ィスプレイ法を用いた膜タンパク質の進化
分子工学は達成されていなかった。そこで本
研究では、具体的には以下の３つの項目を達
成することを目的とした。 
(1) リポソームディスプレイ法を構築する。

大腸菌由来多剤排出トランスポーター
の１つである EmrE をモデル膜タンパ
ク質として用いる。 

(2) 構築した手法を用いて高機能 EmrE 変
異体を創出する。 

(3) GUV 内へ膜タンパク質の膜輸送系を導
入する。主要な膜タンパク質輸送経路で
ある Sec 経路（Papanikou, et al, Nat 
Rev Microbiol, 2007）を GUV内に再構
成し、リポソームディスプレイ法をより
広範な膜タンパク質に適用可能とする。 

 

３．研究の方法 
	 リポソームディスプレイ法では、膜タンパ
ク質を再構成型無細胞翻訳系を用いて GUV
内で合成する。本研究では、無細胞翻訳系と
して東京大学の清水らの開発した PURE 
system（Shimizu et al., Nat Biotechnol, 2001）
をベースに、これのタンパク質合成活性の向
上させたシステムを用いた。これは研究代表
者ら独自に開発したものである（Kazuta et 
al., J Biosc Bioeng, 2014）。再構成型無細胞
翻訳系を内部にもつ GUV の調製は界面通過
法（Nishimura et al., Langmuir, 2014）を用い
て行い、膜タンパク質変異体のハイスループ
ットスクリーニングには蛍光セルソーター
（FACS）を用いた。 
 
４．研究成果	 
（１）リポソームディスプレイ法の構築	 
	 リポソームディスプレイ法では、図１に示
したように、膜タンパク質の機能評価を
FACSにより行う。	 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１：EmrEを用いた 
リポソームディスプレイ法の概略図 

 
	 まず、GUV 内に再構成型無細胞翻訳系
PURE systemと一緒に低濃度の DNAを封入
することで DNA 約１分子を各リポソームに
封入する。次にリポソームを 37ºC で
incubationすることでEmrEを内部で合成し、
挿入させる。 
	 進化工学を行うためには膜タンパク質の
機能を可視化する必要があり、EmrE トラン
スポーターには２通りの方法が考えられる。
活性でスクリーニングする方法(図１A)と膜
挿入効率でスクリーニングする方法(図１B)
である。FACS を用いた進化実験では、これ
ら２つのタンパク質の機能（活性と膜挿入効
率）を蛍光に変換する必要がある。前者は、
EmrEの基質の一つであるEtBrを用いること
で達成した。EtBrは EmrEの基質としてよく
知られており、これがリポソーム内に取り込
まれると内部の核酸（Ribosome, tRNAなど）
と結合し蛍光を発する。後者は EmrEの C末
端にmyc-tagを付加した配列を使用すること
で達成した。リポソーム内部で EmrEが合成
されこれが膜挿入されるとmyc-tagがリポソ
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alexa488ラベル抗体で標識した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２：EmrEの EtBr輸送活性を指標とした 

遺伝子スクリーニングの概略図 
 
	 次に、EmrE の活性をベースにスクリーニ
ングが可能かを調べた。そのために、EmrE
の野生型とトランスポーター活性を持たな
い変異体 E14Cの遺伝子を 1:9で混合したプ
ールを調製し、ここから野生型遺伝子を濃縮
できるかを検討した（図２Ａ）。その結果、
野生型遺伝子の濃縮が確認された。図２B に
示したようなゲートを 3種類設定しソート実
験を行った結果、小さいリポソームほど濃縮
率が高くなる傾向が観測された（図２C）。こ
れは、理論上リーズナブルである。リポソー
ムサイズが大きいほど遺伝子のコピー数が
増えるために、計算上濃縮率が下がる。また、
同様の濃縮実験を EmrEの膜挿入活性をベー
スとしたスクリーニングを行い、これが可能
であることも示した。 
 
（２）高機能 EmrE変異体を創出 
	 上記で確立した実験系を用いて EtBr の輸
送活性の高い EmrEをランダム変異ライブラ
リーから取得することを目指した。ランダム
変異の導入には GeneMorph ll Random 
Mutagenesis Kitを使用し、8種類のランダム
変異ライブラリーを作製した。その結果、得
られた最も高い平均変異率 4.17 アミノ酸置
換/クローンをもつ DNAライブラリーをリポ
ソームディスプレイ法へ適用した。 
	 EmrEの基質の 1つである EtBrの輸送速度
を指標とし、EtBr蛍光強度の高いリポソーム
をFACSにより分取することで高機能変異体
を取得することを目指した。DNAライブラリ
ーから高機能タンパク質をコードする DNA
を分取した。このスクリーニングを 3回行い、
遺伝子プールを取得した（R0-R3：R3は３回
スクリーニング実験を行った後に得られた
遺伝子プール）。その結果、野生型よりも EtBr
輸送活性の高い遺伝子プールが得られた。今
後、得られた遺伝子プールに含まれるクロー
ンの配列・機能解析することで高機能 EmrE
変異体が得られることが期待される。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：EmrEをのランダム変異ライブラリー

を用いた機能進化実験の結果 
 
（３）GUV内へ膜タンパク質膜輸送系を導入	 
	 大腸菌で代表的な膜タンパク質輸送系で
ある specialized translocation complex (Sec
トランスロコン)のうち、膜タンパク質の膜挿
入に寄与する signal recognition particle 
(SRP) /SRP receptor (SR)と SecYEG hetero 
trimer をリポソーム内に再構成した。具体的
には SRP/SP は精製タンパク質として、
SecYEG はこれをコードする遺伝子を GUV
内に封入し、標的膜タンパク質を合成した。 
	 Sec トランスロコンを再構成することで、
リポソーム膜に挿入された EmrE の量は約 3
倍向上した(図４上)。加えて、合成された
EmrE の EtBr 輸送活性も約３倍向上した(図
４下)。さらに Secトランスロコンを 13種類
の大腸菌由来膜タンパク質に適用し、そのう
ち 6種で膜挿入量の向上が確認できた。この
ことは Sec トランスロコンの導入により
GUV の膜上にディスプレイできる膜タンパ
ク質の種類や量が増加したことを意味して
いる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４：GUV内への Secトランスロコンの導
入による EmrEの提示率・活性への影響 
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