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研究成果の概要（和文）：　細胞膜上にある膜タンパクは，細胞の代謝，物質輸送，信号伝達などに重要な役割を果た
している。膜タンパク分子の立体構造や機能解明を進めるためには，大量培養が容易な微生物を用いた遺伝子組換え型
膜タンパクの大量生産系が必要である。本研究では，光合成微生物であるシアノバクテリア細胞内に豊富にあるチラコ
イド膜上の膜タンパクのN末端側ポリペプチドを利用して，遺伝子組換え型タンパクをチラコイド膜画分に産生できる
ことを示すことができた。

研究成果の概要（英文）：Membrane proteins are very important in cell systems such as metabolism, 
substance transport, and signal transduction. High-level production system of recombinant membrane 
protein using easily caltivable bacteria is strongly required for the development of structural and 
functional studies on various membrane proteins. In this study, it was founded that recombinant protein 
could be accumulated in the thylakoid membrane fraction of a plant-type photosynthetic microorganism, 
cyanobacteria, using an N-terminal polypeptide containing signal sequence of the thylakoid membrane 
protein of the cyanobacteria.

研究分野： 蛋白質工学

キーワード： 膜タンパク質　発現系　シアノバクテリア　チラコイド　膜移行シグナル
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１．研究開始当初の背景 
 X 線結晶構造解析等によるタンパク質の立
体構造解析技術の進歩によって，多くのタン
パク質の立体構造が原子レベルで明らかに
されている。しかし，その多くは細胞質内や
細胞外に分泌される可溶性タンパク質や，膜
タンパク質の可溶性ドメインであり，代謝，
物質（膜）輸送，シグナル伝達，エネルギー
代謝などの生命現象に重要な膜タンパク分
子全体を構造解析した例はそれほど多くな
い。研究開始当初までに膜結合部分を含めて
構造解析された膜タンパクとしては，
Rhodopseudomonas viridis 光合成反応中心複
合体，好熱性シアノバクテリア Synechococcus 
elongates PSI，同 PSII，ミトコンドリア電子
伝達系のウシ心臓シトクロム c 酸化酵素や酵
母の複合体 III，チャネルタンパクであるウシ
赤 血 球アク ア ポリン ， 好熱性 古 細 菌
Aeropyraum perix の電位依存 K+チャネル
KvAP などが挙げられる（ D.Voet et al. 
Fundamentals of Biochemistry, 2006, Willey），こ
れらはいずれも大量培養が容易なバクテリ
アの細胞膜中にもともと大量に存在するか，
あるいは家畜など大量に入手できる動物の
組織から単離された膜タンパク質などであ
る。しかし，レセプター分子などの動物細胞
に微量しか存在しない膜タンパク質につい
ては，大腸菌や酵母に比べて動物細胞の遺伝
子組換えと大量培養が容易でないことから，
十分な量の試料が得られず，結晶構造解析の
結晶化条件の検討にも至らない場合が多い。
したがって，膜タンパク質の構造生物学研究
を大きく進展させるためには，培養が容易な
微生物宿主を用いた膜タンパク質の大量発
現・精製技術の確立が不可欠であり，現在で
もその状況に大きな変化はない。 
 光合成微生物の一種であるシアノバクテ
リア（ラン藻）は，その培養の容易さなど
から，主として光合成の研究材料として用
いられ，すでにその全ゲノム塩基配列も明
らかにされている。しかし，これまで膜タ
ンパクの大量発現用宿主としては利用され
てこなかった。シアノバクテリアは，遺伝
子組換えや大量培養などの取り扱いが比較
的容易で，細胞内に発達した膜（チラコイ
ド膜）を持つ（図１） 
 また，シアノバクテリアのチラコイド膜
内には光合成系膜タンパクが大量に発現し
ている。このことは，膜タンパク質発現の
場としてチラコイド膜が膜タンパク質生産
の場として十分なポテンシャルを有してい
ることを意味する。また，光合成系タンパ
ク質の膜移行シグナル配列は，膜タンパク
質を大量にチラコイド膜内に移行させて埋
め込むのに適した配列であるはずであり，
これらを利用すれば，異種生物由来の膜タ
ンパク質をチラコイド膜内に大量に発現で
きる可能性が高いと考え，本研究に着手し
た。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1. シアノバクテリア Synechocystis sp. 
PCC6803 の電子顕微鏡写真
（http://www.c.u-tokyo.ac.jp/scholar/03
.html より引用，一部改変した） 
 
２．研究の目的 
 本挑戦的萌芽研究では，大量培養が容易で
細胞内に発達したチラコイド膜を持つシア
ノバクテリアを宿主に用いて，異種膜タンパ
ク質遺伝子を発現させ，合成されたタンパク
質をチラコイド膜上に局在化，蓄積させて，
単離・精製する方法の確立を目指し，異種生
物由来の遺伝子組換え型タンパク質遺伝子
をシアノバクテリア細胞内で発現させ，合成
されたタンパク質をシアノバクテリアのチ
ラコイド膜上に移行させることが可能かど
うかを明らかにすることを主な目的とした。 
 本研究は，膜タンパク質の原子レベルでの
構造・機能研究の推進に必要なブレークスル
ー技術の提供を目指すものであり，最終的に
異種細胞由来の遺伝子組換え型膜タンパク
質をチラコイド膜上に局在化・大量発現させ，
単離・調製する方法を確立することができれ
ば，様々な膜タンパク質の構造・機能研究が
大きく進展すると期待され，その波及効果は
極めて大きいと考えられる。さらに，本研究
を通じてシアノバクテリアの膜構造形成機
構，光合成系タンパク質の合成と膜局在化機
構などについての新知見が得られる可能性
も期待できる。 
  
３．研究の方法 
（1）シアノバクテリアの培養 
 シアノバクテリア Synecocystis sp. 
PCC6803 は 40 µM photon·m-2s-1 の白色蛍光灯
光照射下，BG11 培地中で震盪培養した。培養
は，二酸化炭素濃度 0.3 %，湿度 70 %，30℃
に設定した人工気象器（TOMY CLH-301）中で
おこなった。 
（2）シアノバクテリア用発現プラスミドと
シアノバクテリアの形質転換 
 Synecocystis sp.PCC6803 株の染色体 DNA
から,psbE 遺伝子のプロモーター領域を PCR
で増幅し,プラスミド pVZ321（Zinchenko, et 
al. Russian Journal of Genetics, Vol.35, 
p.291-296, 1999）に導入して作製した光誘
導型遺伝子発現用プラスミド pVEZ321(西澤
明人ら，特許広報 P5751756)に目的の構造遺

細胞膜 

チラコイド膜 



伝子を導入してシアノバクテリア用発現プ
ラ ス ミ ド を 構 築 し た 。 Synecocystis 
sp.PCC6803 株由来遺伝子の取得，His タグの
付加，プラスミドに組み込むための制限酵素
部位の付加は，PCR を利用して行った。 
 シアノバクテリアの形質転換はヘルパー
大腸菌 R751 を用いた Zinchenko らの方法
（Zinchenko, et al. 同上）により行った。 
（3）シアノバクテリアのチラコイド膜画分
の調製 
 培養液から遠心分離したシアノバクテリ
ア細胞を 1 mM ジチオトレイトール（DTT），
2%グリセロールを含む 25 mM リン酸緩衝液
（pH7.5）中に懸濁し，ガラスビーズを加え
て破砕機（ Scientific Industries 社製
DISRPTER GENINE）にかけて細胞壁を破砕し
た。破砕物を 4℃，遠心加速度 21,500g で遠
心して不溶物を含む沈殿画分（画分 P）と，
チラコイド膜を含む上清画分（画分 S）に分
離した。分離した画分 S をさらに 4℃，
110,800g で超遠心分離して上清画分（画分
SS）とチラコイド膜を含む沈殿画分（画分 SP）
に分画した（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. シアノバクテリア Synechocystis sp. 
PCC6803 細胞のチラコイド膜画分の分離 
 
（4）シアノバクテリア細胞内の遺伝子産物
の発現の確認 
 遺伝子産物の蓄積と局在は，SDS ポリアク
リルアミド電気泳動（SDS-PAGE）およびポリ
フッ化ビニリデン（PVDF）膜を用いたウエス
タンブロット法による免疫化学的検出法に
よって行った。 
 SDS-PAGE 後のゲルから PVDF 膜上にエレク
トロブロットしたタンパクは，HRP 標識二次
抗体によるルミノールの化学発光検出法に
よって検出した。His タグ付加タンパクの検
出には，一次抗体として抗 His タグマウスモ
ノクローナル抗体，二次抗体として HRP 標識
抗マウス IgG ヤギ抗体を，また，Acidvorax 
KKS102由来フェレドキシン還元酵素BphA4の
検出には一次抗体として抗BphA4ウサギポリ
クローナル抗体，二次抗体として，HRP 標識
抗ウサギ IgG ヤギ抗体を用いた。化学発光の
検出には，スキャナー型化学発光検出器（ウ
エスタンブロットイメージングシステム
C-DiGit）を用いた。 
 

４．研究成果 
（1）シアノバクテリアのチラコイド膜局在
化タンパク遺伝子のpVE系発現プラスミドの
構築 
 シアノバクテリア細胞内で合成した目的
タンパクをチラコイド膜上に効率的に蓄積
させるために必要なチラコイド膜への移行
シグナルを選定するために，Synecocystis sp. 
PCC6803 のチラコイド膜上に局在化している
タンパク質に関する文献（Norling et al. 
J.Proteome.Res. 10, 3617-3631, 2011）を
参考に，3 種のチラコイド膜タンパク質遺伝
子，PetA（sll 1317）, PsaF（sll 0819），
および PsaL（sll 1655）を選定し，これらの
タンパクのチラコイド膜移行シグナルを利
用することにした。これらの遺伝子のうち，
PetAは光合成系のシトクロム b6f複合体を形
成する Sec型シグナル配列を持つ 1回膜貫通
領域を持つタンパクの遺伝子である。また，
PsaFと PsaLは光化学系 I（PSI）のタンパク
遺伝子で，このうち PsaF は Sec 型シグナル
配列を持つ1回膜貫通領域を持つタンパクで
ある。 
 まず，Synecocystis sp. PCC6803 のゲノム
DNA を鋳型として PCR でこれら 3 種類の遺伝
子を取得し，Ｃ末端側に His（His×6）タグ
遺伝子を付加した構造遺伝子（PetAH, PsaFH，
および PsaLH）(図 3)を作製して，シアノバ
クテリアでのそれぞれのpVE系発現用プラス
ミド，pVEPetAH, pVEPsaFH，および pVEPsaLH
を構築した。 
 
 
 
 
 
 
図 3. PetAH, PsaFH，および PsaLH 
 
（2）pVE 系発現プラスミドによるチラコイド
局在タンパク遺伝子産物のチラコイド膜画
分への移行の確認 
 上 記 (1) で 構 築 し た プ ラ ス ミ ド を
Synecocystis sp. PCC6803 に導入して，産生
される遺伝子産物の局在を，ウエスタンブロ
ット法による抗Hisタグ抗体を用いた免疫化
学的化学発光検出系を構築して確認した。そ
の結果，PsaFH および PsaLH の菌体内蓄積は
確認できなかったが，PetAH については画分
ＰとＳＰへの蓄積が確認された。この結果か
ら，PetA の Sec 型シグナルを利用することに
よってチラコイド膜に異種タンパクを移行
できる可能性が示唆された。また，構築した
抗Hisタグ抗体を用いた免疫化学的化学発光
検出系の有用性も確認することができた。 
（3）PetA の膜移行シグナル配列を用いた
BphA4 遺伝子の発現と遺伝子産物の局在 
 PetAのSec型シグナルを含むＮ末端領域ア
ミノ酸残基を利用して，異種タンパクである
Acidvorax KKS102由来フェレドキシン還元酵



素 BphA4 を Synecocystis sp. PCC6803 のチ
ラコイド膜上に蓄積できるかどうかをしら
べた。PetA の Sec 型シグナル配列を含む N末
端から 45 残基，38 残基のポリペプチドを
BphA4 の N 末端側に，C 末端に His タグを付
加した構造遺伝子（ PetA45A4H および
PetA38A4H）(図 4)を作製して，シアノバクテ
リアでのそれぞれのpVE系発現用プラスミド，
(pVE45AH および pVE38AH)を構築することに
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. PetA45A4H，PetA38A4 および野生型
BphA4 
 
 構築した PetA45A4H 発現用プラスミドを
Synecocystis sp. PCC6803 に導入して，産生
される遺伝子産物の局在を，ウエスタンブロ
ット法による抗BphA4ウサギポリクローナル
抗体を用いた免疫化学的化学発光検出系を
構築して確認した(図 5)。PetA45A4H 遺伝子
を 導 入 し た シ ア ノ バ ク テ リ ア
（PCC6803/pVE45AH）では，画分ＳＰに野生
型のBphA4よりも高分子量側にバンドが観察
され(図 5,SP 矢印位置)，チラコイド膜上へ
の PetA45A4H の蓄積が示唆された。また，画
分ＳＳにはPCC6803/pVEA4中で産生される野
生型のBphA4とほぼ同じ位置にバンドが現れ
たことから(図 5,SS)，PetA45A4H のシグナル
ペプチドが切断された分子種が可溶性画分
に存在することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. シアノバクテリア Synecocystis sp. 
PCC6803 細胞内での PetA45A4H 遺伝子産物の
蓄積 
 
 以上のように，本研究では Synecocystis sp. 
PCC6803 のチラコイド膜に局在化する膜タン
パク PetA の Sec 型シグナル配列を利用する
ことによって，Acidvorax KKS102 由来フェレ

ドキシン還元酵素 BphA4を Synecocystis sp. 
PCC6803 のチラコイド膜画分に蓄積できるこ
とが示唆された。この結果は，異種生物由来
の遺伝子組み換え型膜タンパクをシアノバ
クテリアのチラコイド膜上に蓄積させるこ
とが可能であることを示唆する結果であり，
本研究によって，膜タンパク質の構造生物学
研究に必要な遺伝子組換え型膜タンパク質
の生産系としてのシアノバクテリアの有用
性を示すことができた。現在，pVE38AH 遺伝
子産物の局在についても解析を進めている 
 今後も本挑戦的萌芽研究の成果を踏まえ，
最終目的の達成に向けてチラコイド膜への
タンパク質の移行と局在機構について詳細
にしらべると共に，他の異種生物由来膜タン
パク質遺伝子の大量発現，遺伝子産物のチラ
コイド膜への大量蓄積，汎用的な精製法の開
発を進める予定である。 
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