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研究成果の概要（和文）：膜タンパク質の機能発現には周辺脂質が必要不可欠であり、周辺脂質の構造と機能の解明も
重要である。膜タンパク質の結晶化は、膜脂質を除去し界面活性剤で膜タンパク質を可溶化させる方法が一般的である
が、膜タンパク質の不活性化が問題となる。本研究では、より生体膜に近いバイセルに着目し、モデル膜タンパク質と
してバクテリオロドプシン（bR）を用いた。その結果、臭素をアシル鎖末端に導入した新規Br-DMPCバイセルを用いた
結晶化に初めて成功し、従来法では不明瞭であったbR周辺に存在する脂質の構造を決めることができた。さらに異なる
脂質を取り入れた新規バイセルにおいてもbR結晶化に成功した。

研究成果の概要（英文）：The specific lipids binding to membrane protein play a crucial role in membrane 
protein organization and function, resulting in a very important to elucidate the detailed mechanism of 
its specific lipid recognition. Membrane protein is crystallized after solubilization by detergents, 
although this treatment often disrupts innate structures and functions. Here we focused on 
crystallization of bacteriorhodopsin (bR) using various lipid bicelles as membrane mimicking systems. 
Bicells are small bilayer disks that form in lipid / amphiphile mixtures. Eight lipid bicelles were 
crystallized by mixing bR, resulting successfully in formation of bR-bicelle crystals. X-ray crystal 
structure analyses indicated that heavy atom labeled lipids are successfully incorporated into the 
bR-bicelle crystal, successfully interacting with bR. Our bicelle crystallization technique may be 
applicable for structurally unknown membrane proteins.

研究分野：生物学
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異常分散

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 脂質二重膜の機能を理解するには、細胞表
面付近での脂質とタンパク質の相互作用解
明が極めて重要となる。脂質は、生命の維持
活動に必須の生体膜の構成成分というだけ
でなく、ダイナミックに変化して膜タンパク
質の機能発現に重要な役割を果たすほか、代
謝されてシグナル伝達の機能も発揮する。ま
た脂質と相互作用するタンパク質の構造-機
能相関に関する研究においては、一部では素
晴らしい成果が得られているものの、特に膜
タンパク質については、従来からタンパク質
安定化のために界面活性剤が用いられ、本来
の構造を維持しないままⅩ線構造解析のた
めの結晶化が行われてきている。しかし、そ
の結晶化の成功率は極めて低く、細胞膜中で
の活性状態の再現性等、解決すべき課題は多
い。従って、脂質とタンパク質の相互作用解
明のためには、細胞中での活性を維持したま
ま、タンパク質を安定化し高品質結晶を得る
技術の創出が待望されている。このような背
景において 10年程前に、脂質 DMPCと界面
活性剤 CHAPSO を混合して作製できる脂
質二重膜モデルのバイセル（図１）が、活性
を保ったままの状態で膜タンパク質を結晶
化させる試みがなされた。その結果、バイセ
ルを用いた膜タンパク質の結晶化は成功し、
界面活性剤に代わる安定化剤と成り得る可
能性が示された。しかし、その適用例は現在
までに 5例と極めて少ない。 
 申請者は JST CREST「タンパク質完全結
晶創成」（代表：大阪大学工学研究科 森勇介）
において、結晶成長は静置状態が理想である、
という従来の常識とは逆の発想で「溶液攪
拌」による高品質結晶化という独自技術の開
発を進めてきた。この技術は膜タンパク質
AcrBにも応用され、分解能 3.5Åが限界だっ
た結晶を 2.3Å分解能まで向上させることに
成功した。そこで申請者は、バイセル結晶化
法と溶液撹拌法との組み合わせによる膜タ
ンパク質の高品質結晶化技術を開発すると
いう新たな着想によって上記の課題を克服
しようと考えた。 
一方、新規膜タンパク質の構造解析をおこ
なう場合は位相決定が問題となる。位相決定
には、一般に重原子を含んだ結晶を調製する
必要があるが、結晶化が容易でない膜タンパ
ク質では、重原子の影響をうけて結晶の品質
がさらに低下することが多い。そこで本研究
では、重原子標識脂質をあらかじめ導入した
バイセルを用いて膜タンパク質の結晶化を
検討した。これにより重原子標識化合物が膜
タンパク質に結合した状態の共結晶が得ら
れれば、構造の安定化と同時に、導入した重 
 
 
 
 
 
 

原子が位相決定の手がかりになると期待さ
れる。 
 
２．研究の目的 
バクテリオロドプシンは、最も研究されて
いる膜タンパク質の１つであり、バイセル結
晶化が最初に成功した膜タンパク質でもあ
る。本研究では、既に結晶化報告例のある bR
をモデル膜タンパク質として、次の２つの項
目の研究開発を行うことにした。 
①膜タンパク質に最適な脂質を選択する新
規バイセル結晶化法と独自結晶化技術であ
る溶液撹拌法との組み合わせによる高品質
結晶化技術を開発する。 
②膜タンパク質と相互作用している脂質の
重原子標識化に取り組み、これを用いた重原
子誘導体結晶の調整法を確立する。 
 本技術は、新しい脂質によって作製した脂
質二重膜構造を有する新規バイセルと独自
技術の溶液撹拌法を組み合わせることによ
って、高品質な膜タンパク質結晶を育成する
技術を確立することを目指す。さらに重原子
で標識化した脂質により作製したバイセル
を用いることで、1 種類の膜タンパク質結晶
のみで構造解析が可能となる全く新しい膜
タンパク質結晶化技術の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 膜タンパク質 bRのサンプル調整 
 研究に用いる膜タンパク質 bR の発現と精
製を行った。bRを生産する好塩菌の培養およ
び紫膜の精製プロトコールは既に確立され
ているが、発現量を増やすため以下のように
培養の最適化を行った。菌体は野生株 R1M1
を用いて 500 mL培養液を 37℃で取り扱った。
培養中は定期的に OD660を測定し、この値が
0.7付近で本培養に移行した。培養期間は約 3
日間であった。次に培養液を 10L培養液へス
ケールアップし37℃で約6日間通気培養を行
った。その結果、100mg の bR 精製標品の取
得に成功した。またサンプルのロット差を無
くすため、A280/A570 の値（標準値 2.2）を
サンプル精製度の指標とした。 
 
(2) 新規バイセルを用いた bR の結晶化 
 バイセルは、DMPCなどの長鎖リン脂質と
CHAPSO などの界面活性剤を混合して構築
することができる。これらの混合比、濃度を 
系統的に変化させることで新規バイセルを
調整し、bRを再構成させた。次に、溶液撹拌
法を適用し bR-バイセル結晶の高品質化を行
った。 
 
(3) 重原子標識バイセルを用いた重原子誘
導体結晶の調整 
 臭素（Br）原子で標識化した Br-DMPCを
合成した後、新規 Br-DMPCバイセルを用い
て bR-Br標識バイセルの結晶化を行った。次
に、シンクロトロン放射光を用いたＸ線吸収
微細構造（XAFS）測定によって Br標識脂質

図 1 バイセル 



が結晶中に取り込まれていることを確認し
た。さらにＸ線回折実験により結晶の品質を
評価し、Br標識バイセルの有効性を検証した。 
 
４．研究成果 
(1) 新規バイセルの開発 
 これまでバイセル結晶化に用いられた脂
質は DMPC と DTPC のみであり、バイセルの検
討が十分になされてこなかった。脂質は膜タ
ンパク質の活性や構造に影響すると同時に、
バイセルの物性を決める重要な因子であり、
結晶成長に大きく影響している可能性があ
る。そこでバイセルを構成する脂質と界面活
性剤の種類や、結晶化温度等のパラメーター
を変化させ、結晶化の傾向を観察した。さら
に、脂質については DMPC だけでなく、これ
まで報告例の無い 3種類の脂質（DMPG, DMPA, 
DPhPC, DPPC）を用いた新規バイセルの開発
を行い bR 結晶化条件の最適化を行った。ま
ずバイセルを用いたbR結晶化において、DMPC
が紫膜中に含まれない脂質であることに注
目し、紫膜に多い酸性頭部をもつDMPGやDMPA、
好塩菌の細胞膜に一般的なアシル鎖をもつ
DPhPC の 3 種類の脂質を用いて新規バイセル
を作製し、bR結晶化検討を行った。その結果、
DPPC 以外の全てのバイセルから bR 結晶を得
ることに成功した。しかし、得られた結晶は
微結晶やクラスター結晶となり構造解析に
は適さなかった。 
 これらの結果は、膜タンパク質と親和性が
高いと想定した脂質を選択したにも関わら
ず、結晶の品質が低下したことになる。この
原因として、脂質の変更がもたらす脂質二重
膜の相状態の変化が、結晶生成に不利に働い
ていたと考えられる。そこで、結晶成長時の
バイセル脂質膜の相状態を調製することで、
良質結晶の取得を目指すことにした。負電荷
をもつ脂質二重膜による影響に重点をおき、
DMPC以外に図2に示した3種類のリン脂質を
選んだ。 

 
 
 
(2) bR-新規バイセルの結晶化検討 
新規バイセルを用いて、bRの結晶化検討を
行った。3 種類の脂質は、DMPC に対して 10
～ 20mol%加えた。結晶化剤は既に報告され
た bR 結晶化条件を参考にし、リン酸二水素
ナトリウム、1,6-ヘキサンジオール、トリエ
チレングリコールを用い、濃度をそれぞれ変
化させた。また、脂質二重膜の相状態の影響

を調べるため、結晶化温度は 20℃と 30℃の 2
条件で行った。また、DOPG は酸性頭部を持つ
ため、結晶化剤の pH も探索条件に加えた。
結晶化検討結果を図 3 に示す。その結果、3
種類の脂質から調整した全てのバイセルか
ら結晶は得られたものの、それらの結晶化傾
向は異なっていることが観察された。具体的
には、リン酸濃度を 2.9M 以上で実施した条
件では、大きさ 50ul 以下の細かい微結晶し
か得られなかった。一方、2.0M 以下の条件で
は、紫色の透明のままあるいはアモロファス
結晶しか得られなかった。 
次に、これらの低品質結晶を改善するため溶
液撹拌法を適用したが高品質結晶を得るこ
とはできなかった。最終的に、DMPC/CHAPSO
バイセルが、bR 結晶化には最適なバイセルで
あると判断した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) Br 修飾リン脂質を用いた bR-Brバイセル
結晶の構造解析 
先の結果から、DOPC の混合や結晶化温度を
上げることで脂質二重膜の流動性が変化し、
バイセル結晶化に有利に働く可能性が示唆
された。しかし、現時点では DMPC が bR 結晶
化には最適であったため、Br 修飾リン脂質の
合成はDMPCで進めることとした（Br-DMPC）。
この Br-DMPC（図 4）については構造が Br 原
子を含むこと以外はDMPCと同じであり、DMPC
の代替としてバイセルの二重膜部分に用い
る事が可能であると考えた。 
 
 
 
 

図 2 bR 結晶化に使用したリン脂質 

図 3 bR-新規バイセル結晶 

図 4 重原子修飾リン脂質 Br-DMPC 



結晶化実験の結果、Br-DMPC を用いた bR 結
晶を得ることに成功した。次に SPring-8 の
BL44XU にて XAFS 測定および X 線回折実験を
行った。その結果、Br-K の吸収端を得る事に
成功し、また 2.1 Å分解能の回折強度データ
収集にも成功した。さらに、構造解析の結果、
bR 結晶構造中に Br 原子の位置を観察するこ
とに成功し、このBr原子の位置を参考にDMPC
の構造の同定を行なった。新たに同定した結
晶構造と電子密度分布図を図 5に示した。 
特に、これまで PDB に登録された bR 周辺
のリガンドの構造のうち、リン脂質の構造を
化学合成的な根拠に基づいて決定できたの
は今回が初めてである。また、リン脂質が二
重膜を形成している様子を再現するように、
リン脂質同士が疎水性のアルキル鎖をお互
いの分子に向けるように配置している事が
分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (3) まとめ 
Br 原子を末端に標識した脂質でバイセル
を形成し、bR の結晶化を行った。その結果、
2.1 Å分解能の回折データを得ることに成功
した。bR は精製後も、生体由来の脂質が大部
分残っており、それらの脂質に取り込まれた
まま結晶化することが知られている。
Br-DMPC バイセル-bR 結晶構造では、Br 原子
の電子密度を 2 箇所観察することができた
(図 6)。これは、Br 標識脂質が生体由来の脂

質と置き換わり、bR に特異的に結合している
ことを示しており、膜タンパク質に対する脂
質の選択性を証明する興味深い結果である。
しかし、SAD 法による位相決定には至らなか
った。この原因は、26kDa の膜タンパク質全
体の構造を決めるには、1個の Br 原子のみで
は異常散乱効果が小さかった可能性もある
が、Br 原子の低占有率が主な原因であった可
能性も考えられる。 
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