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研究成果の概要（和文）：　本研究課題では、血漿中での高密度リポタンパク質（HDL）形成・構造維持を担うアポA-I
タンパク質が、各種脂質と均一サイズの開放構造を有する脂質膜ディスクを人工的に形成することに着目し、（１）ア
ポA-IのHDL型ディスク形成に関わる物理化学的原理の構築、（２）新規ナノディスク形成ペプチドの設計・開発、（３
）膜タンパク質の配向制御を目的としたHDL型ディスクの固定化と反応評価系の構築、を行うことで、バイオセンサ・
バイオリアクタ利用や１分子レベル構造機能解析に有用な新規HDL型膜ディスク/膜タンパク質再構成系の開発に向けた
基盤構築を行った

研究成果の概要（英文）： In this study, we have developed novel HDL-like lipid membrane disc system based 
on (1) physicochemical basis of formation of HDL-like discoidal particles by apoA-I protein, (2) design 
and development of novel nanodisc scaffold peptides. We also performed (3) immobilization of lipid 
membrane discs reconstituted with apoA-I on a sensor chip and examination of real-time interaction with 
anti-apoA-I antibody. These results provide useful information to application of HDL-like lipid membrane 
discs to bioreactor/biosensor, single molecule structural analysis, and reconstitution of membrane 
proteins.

研究分野：生物物理化学
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１．研究開始当初の背景 
 細胞膜や細胞内膜系に存在する膜タンパ
ク質は、膜を隔てた物質輸送やエネルギー生
産・変換等の高度な機能を有しており、創薬
分野におけるターゲットタンパク質として
のみならず、バイオリアクタやデバイスとし
ての産業利用が広く検討されている。 
膜タンパク質の利用・応用を図るためのデ
バイス構築において、機能を低下させること
なく化学的・物理的に安定な疎水性脂質膜環
境に再構築することが必要である。さらに、
膜タンパク質は存在する膜系に対して一方
向的に配向することで物質輸送や刺激伝達
機能等を発現しているため、その配向性を制
御する技術が併せて重要となる。 
しかしながら、界面活性剤ミセルや閉鎖小
胞膜（ベシクル膜）に膜タンパク質を再構成
する従来法は固定化時の配向制御が不能で
ある。そのため、開放構造の微小膜系である
bicelle（Chem. Rev. 2012）や膜ディスク（FEBS 
Lett. 584, 1720, 2010）の利用が近年提案され
ている。脂質膜ディスクは、ディスク膜骨格
タンパク質の両親媒性ヘリックスが脂質二
分子膜の疎水性エッジにベルト状に結合し
た構造をしており、微小な脂質膜領域に膜タ
ンパク質などを組み込むことができる。閉鎖
小胞(ベシクル膜)とは異なるこの開放二分
子膜構造のため、物質輸送を担う膜タンパク
質に特有なベクトル輸送機構を解析・利用す
る上で重要となる膜タンパク質の配向化が
可能である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、血漿中での高密度リポタンパ
ク質（HDL）形成・構造維持を担うアポリポ
タンパク質 A-I（アポ A-I）が、各種脂質と
均一サイズの開放構造を有する脂質膜ディ
スクを人工的に形成することに着目し、（１）
アポA-Iの人工的改変によるディスクサイズ
制御や構造安定性に優れた高機能化ディス
ク膜骨格タンパク質の創製、（２）安定人工
脂質やディスク形成ペプチドの設計などの
新たな脂質膜ディスク構成材料・方法論の開
発、（３）膜タンパク質を脂質膜ディスクへ
再構成・配向制御するための方法論の開発、
を通して、バイオセンサ・バイオリアクタ利
用や１分子レベル構造機能解析に有用な新
規 HDL 型膜ディスク/膜タンパク質再構成系
の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
 野生型ヒトアポA-Iやその各領域欠損変異
体、His-tag や biotin 残基を導入した改変ア
ポ A-I は、遺伝子工学による変異の導入と大
腸菌 BL21(DE3)株を用いた大量発現系によっ
て作製した。アポ A-I 模倣フラグメントペプ
チドは Fmoc 固相合成法によって作製した。 
アポ A-Iタンパク質やペプチドとリン脂質
や古細菌モデル脂質との複合体化による HDL
型脂質膜ディスクの作成は、主にコール酸透

析法によって行った。得られた脂質膜ディス
クの形態は透過型電子顕微鏡観察により、粒
子サイズや構造安定性は円偏光二色性や動
的光散乱測定、ゲルろ過クロマトグラフィー
により、動的・熱力学的構造安定性は標識プ
ローブの蛍光分光学的測定により、タグ付加
ディスクの固定化と反応性評価はバイオレ
イヤー干渉法により、それぞれ評価を行った。 
 
４．研究成果 
（１）アポ A-I の HDL 型ディスク形成に関わ
る物理化学的原理の構築 

 従来、HDL 型脂質膜ディスクの形成には膜
骨格タンパク質の脂質親和性が重要である
ことが知られていた。本研究では、膜骨格タ
ンパク質アポA-I分子内の異なる領域を欠損
させた変異体が形成する脂質膜ディスクの
物性を比較評価することで、アポ A-I による
ディスク形成の物理化学的原理構築を試み
た。 
 分子内の各領域を欠損したアポA-I変異体
(1-43、44-65、44-126、190-243）は、
い ず れ も コ ー ル 酸 透 析 法 に よ っ て
1-Palmitoyl-2-oleoyl phosphatidylcholine 
(POPC)と 9～10nm程度のディスクを形成した。 
この際、形成された脂質膜ディスクの脂質保
持能がアポA-I分子内のヘリックス形成アミ
ノ酸残基数と良く相関することを見いだし
た（図１）。すなわち、分子内の様々な領域
を欠損したアポA-I変異体のディスク形成能
（脂質/タンパク質組成比）は、欠損した領
域や長さに拘わらず構成アポ A-I１分子当た
りのヘリックス形成アミノ酸残基数と相関
関係がみられ、その関係は HDL ディスクモデ
ルから推定した理論曲線とよく一致した。し
たがって、アポ A-I のへリックス構造形成性
は、脂質膜ディスク形成におけるエネルギー
（エントロピー）的駆動力だけでなく、微小
膜環境を提供するディスクの脂質保持能も
制御していることが明らかとなった。 

図 1．脂質膜ディスク中のアポ A-I ヘリックス残
基数と脂質/タンパク質比の関係 
 
 また、環境感受性蛍光プローブである NBD
で部位特異的に標識したアポ A-I を用い、デ
ィスク形成アポA-I分子間の交換反応につい
ての詳細な速度論的・熱力学的解析を行った。
その結果、ディスク形成アポ A-I 分子は半減



期 10 分程度の動的交換反応状態にあり、エ
ンタルピー的には不利だがエントロピー的
には有利な遷移状態を経て結合・解離を繰り
返していることが明らかとなった（図２）。 

図 2．HDL 型ディスク結合アポ A-I と遊離アポ A-I 
との交換反応の動的エネルギー状態図 
 
（２）新規ナノディスク形成ペプチドの開発 

 アポ A-Iの高脂質親和性領域を模倣した新
規ナノディスク形成ペプチド（Nanodisc 
Scaffold Peptide, NSP）を設計・開発した。
これは、従来報告されていた 18 残基のアポ
A-I 模倣両親媒性ペプチドを Pro 残基で二つ
つなぎ、さらに C末端側の疎水面に Phe 残基
を導入した37残基からなるペプチドである。 
コール酸透析法によりディスクを調製し
た結果、NSP はアポ A-I と異なり、調製時の
ペプチド/脂質比を調節することでディスク
サイズ制御が可能であった。これは、１分子
でディスク周囲を１周覆うことによりディ
スクを形成するアポ A-I に対して、NSP は周
囲を覆う分子数を変化させることでペプチ
ド/脂質比に依存してサイズが変化するため
と考えられる。作製したディスクの構造を電
子顕微鏡により確認したところ、アポ A-I と
同様の円盤状構造が確認された（図３）。 

図 3．NSP/POPC ディスクの電子顕微鏡画像 
（ペプチド/POPC 重量比 1:1.5 で作製） 

さらに、NSP がコール酸などの界面活性剤
を必要とせずに直接脂質膜を可溶化しHDL型
ディスクを形成することを新たに見いだし、
NSP が目的膜タンパク質をナノサイズの微小
脂質膜環境に再構成するためのツールとし
て有用である可能性が示された。 
 
（３）膜タンパク質の配向制御を目的とした
ディスクの固定化と反応評価系の構築 

 脂質膜ディスクの固定化・配向制御を目的

として、遺伝子工学的に His-tag や biotin
残基を導入した改変アポA-Iを新たに設計し
た。これらタグ付加アポ A-I による脂質膜デ
ィスクの作成とセンサーチップ上への固定
化並びにバイオレイヤー干渉法による抗ア
ポ A-I 抗体との反応性評価を行ったところ、
特に biotin 導入アポ A-I がセンサーチップ
上への固定化ツールとして有用であること
が示された（図４）。 

 
 
 
 
 
 
 
 

図 4．バイオレイヤー干渉法（Octet RED 96 シス
テム）による HDL 型ディスクと抗アポ A-I 抗体と
の結合反応のセンサーグラム（上図）と結合等温
線（下図） 
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