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研究成果の概要（和文）：本研究では、高い活性を保持した膜タンパク質を担持した磁性粒子の創製に向け、磁
性細菌内で発現させたヒト由来タンパク質を、細胞外(in vitro)で磁性細菌粒子上に再構築するin vitro 
docking (IVD)法の確立を目的とした。IVD法のためのドッキングタンパク質を検討した後、甲状腺刺激ホルモン
受容体(TSHR)をモデルとしてIVDに供し、リガンドとの結合能を評価した。更に、磁性粒子上への膜タンパク質
発現の最適化に向けて、必要最低限の量のタンパク質を発現させて、適切なフォールディングを促す発現調節機
構 (Minimum expression system)の構築についても検討した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to establish the in vitro docking (IVD) method in the 
magnetotactic bacterium towards the development of the functional composites of bacterial magnetic 
particles (BacMPs) and human-derived membrane proteins. In the IVD method, recombinant proteins 
(including membrane proteins) expressed in the periplasmic space of the magnetotactic bacterium were
 assembled onto BacMPs, which were separately synthesized in the identical bacterium, with the aid 
of docking protein pairs after cell disruption. Several types of docking protein pairs were examined
 for the IVD method. Subsequently, as a proof-of-concept, thyroid stimulating hormone receptor 
(TSHR) was displayed on the BacMPs through the IVD method. In addition, the minimum expression 
system was established in the magnetotactic bacterium for appropriate protein folding, which could 
be beneficial for functional expression of recombinant proteins.

研究分野：生物機能・バイオプロセス

キーワード： 磁性粒子　膜タンパク質　in vitro docking　細胞内区画
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１．研究開始当初の背景 
 膜タンパク質は、細胞の物質認識やシグナ
ル伝達などの生命現象を司る重要な役割を
果たしており、主な臨床治療標的である。治
療薬の 60％が膜タンパク質に直接的または
間接的に作用し、製薬メーカー各社はこの創
薬探索研究に多くの資金を投入している。創
薬探索の第一スクリーニングにはリガンド
結合試験が欠かせないプロセスとなってい
るが、その前調製である「膜タンパク質の大
量生産」、「精製」、「再構築膜の作製」に
多くの技術的なハードルがあり、膜タンパク
質ごとに条件設定をする必要があるため、多
くの時間と労力がこの前調製に費やされて
いる。そのため、リガンド結合試験用に簡易
化・迅速化した膜タンパク質の調製法を確立
することが創薬探索における革新的プロセ
スの提案に繋がると期待できる。 
 これまでに提案者は簡易な膜タンパク質
調製法として、脂質二重膜で被覆されたナノ
メートルサイズの磁性粒子（マグネトソー
ム）を生合成する磁性細菌を用い、その磁性
粒子上に外来（ヒト由来を含む）膜タンパク
質を発現する“マグネトソームディスプレイ
法”を開発してきた。本手法は磁性細菌を遺伝
子組換えすることにより、膜タンパク質を発
現させ、その細胞破砕物から磁性粒子を磁気
分離することで、膜タンパク質調製の迅速化、
簡易化、及び低コスト化を図ることが可能で
ある。しかし、発現させた外来膜タンパク質
により活性の低減や、活性をほとんど保持し
ていない場合があることが課題であった。 
そこで本研究では、磁性粒子上におけるヒ
ト由来膜タンパク質の機能発現を目指し、新
しい膜タンパク質の調製法である in vitro 
docking (IVD)法 (図 1)の開発を目的とした。
これまで膜タンパク質の活性（機能）が保持
されない要因は膜タンパク質のフォールデ
ィングが行われていないことが原因と推測
された。これはこれまでのマグネトソームデ
ィスプレイ法が還元的環境（細胞質内または
マグネトソーム）で膜タンパク質を発現する 

図 1. in vitro docking法の概略 

ことを前提としている為である。そこで IVD
法では、フォールディングを促す酸化的環境 
(ペリプラズム空間)で機能的なヒト由来膜タ
ンパク質を発現させ、細胞破砕後に磁性粒子
上に in vitroで docking (再構築)することとし
た。IVD法により創製した膜タンパク質-磁性
粒子複合体は、マグネトソームディスプレイ
法の利点に加え、活性（機能）を有した状態
で膜タンパクを担持することができ、リガン
ド結合試験に応用可能であると考えられる。
また本技術は創薬探索のみに留まらず、環境
測定分野などの工学的応用や膜タンパク質
の機能解析を始めとした基礎研究など多方
面への波及効果が見込める革新的な技術で
ある。 
   
２．研究の目的 
 本研究では、活性を保持した膜タンパク質
-磁性粒子複合体の創製に向け、酸化的環境で
発現させたヒト由来膜タンパク質を in vitro
で docking (再構築)する IVD法の開発を目的
とした。標的タンパク質のペリプラズム空間
での機能発現、IVDのためのドッキングタン
パク質の検討を行い、ヒト由来膜タンパク質
の標的リガンドとの結合能を評価した。また、
磁性粒子上への膜タンパク質発現の最適化
に向け、必要最低限の量を発現させて適切な
フォールディングを促すMinimum expression 
systemの構築のためのタンパク質発現調節の
検討も実施した。 
 
３．研究の方法 
 ドッキングタンパク質を用いて in vitro 
docking における膜タンパク質の機能評価を
行った。磁性粒子 (マグネトソーム) 上に局
在するタンパク質である Mms13 にドッキン
グタンパク質 A を融合したアンカータンパ
ク質を粒子上に発現させた。その一方で、ド
ッキングタンパク質Bにペリプラズム輸送シ
グナル配列、および粒子上へ固定化する標的
タンパク質を融合し、ペリプラズム内で発現
させた。それぞれを発現した磁性細菌を破砕
し、粒子画分とペリプラズム画分を混合する
ことで、粒子上への標的タンパク質の in vitro 
docking を行い、得られた磁性粒子上に標的
タンパク質が固定化されているかを
Enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA)により確認した。ドッキングタンパ
ク質 A、Bのペアとして、細菌のセルロソー
ムに見られるコヘシンとドックリンのペア、
および抗体結合タンパク質 Aの ZZドメイン
と IgGの Fc領域のペアを検討した。 
次いで、IVD法より磁性粒子上に再構築し
た甲状腺刺激ホルモン受容体（TSHR、7回膜
貫通タンパク質）の機能評価を行った。まず、
細胞内におけるTSHR-ドックリンと、Mms13-
コヘシンの発現を、ウェスタンブロッティン
グにより確認した。次いで、酸化的環境であ
るペリプラズム空間で発現させた TSHR 
(TSHRox)を細胞破砕後に磁性粒子上に固定化
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した際のTSHR固定化量をELIZAにより評価
した。この時、対照実験として、IVDを用い
ず、従来通り還元的環境である細胞質で発現
させた TSHR (TSHRred)を固定化した磁性粒
子も実験に供し、TSHR固定化量を比較した。
その後、リガンドである甲状腺刺激ホルモン 
(TSH)との結合特性を評価するため、ビオチ
ン標識した TSH とストレプトアビジン標識
したアルカリフォスファターゼを用いて、粒
子複合体上の TSHR (TSHRoxまたは TSHRred)
と TSH の解離定数を測定した。更に TSHR
の自己抗体への結合能及び構造保持を評価
するために、TSHRに対する自己抗体であり、
立体構造認識抗体である M22 モノクローナ
ル抗体の結合を評価した。 
 加えて、必要最低限の標的タンパク質を細
胞内に発現させる発現調節機構 (Minimum 
expression system)の構築のため、研究代表者
が以前から構築してきたアンヒドロテトラ
サイクリン (ATc)による発現誘導システムを
用いた、精密な膜タンパク質の発現制御条件
を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）in vitro docking (IVD)法による標的タン
パク質の磁性粒子上への固定化 
 IVD法に用いるドッキングタンパク質のペ
ア として、コヘシンとドックリンのペア、
および抗体結合タンパク質 Protein Aの ZZド
メインと IgG の Fc 領域のペアを評価し、い
ずれを用いた場合も、細胞破砕時に粒子画分
とペリプラズム画分が混合されることで粒
子上に標的タンパク質を固定化できること
が確認された。これにより本研究の基盤技術
である IVD 法を確立することができたと考
える。以降の実験では、高い親和性 (Kd 値
10-9 ～10-11 M)を示すコヘシンとドックリン
のペアをドッキングタンパク質として用い
ることとした。 
 
（２）IVD法によるヒト由来膜タンパク質の
機能向上 
 ヒト由来膜タンパク質のモデルとして
TSHR を用いて、IVD 法による磁性粒子上へ
の固定化を評価した。TSHRの N末端にシグ
ナル配列を融合し、ペリプラズム空間で発現
するように設計した融合タンパク質が、全長
発現していることをウェスタンブロッティ
ングにより確認した。同様に、磁性粒子上の
アンカー分子である Mms13 に融合したコヘ
シンの発現も確認した。これらのタンパク質
を IVD 法で再構築し、TSHRox-磁性粒子複合
体を構築した。 

TSHRox-磁性粒子複合体と、従来のマグネ
トソームディスプレイ法により構築した
TSHRred-磁性粒子複合体における TSHR 固定
化量を比較したところ、手法の違いによる固
定化量に顕著な差は確認されなかった (表 
1)。 
 

表1 磁性粒子上のTSHR発現量及び自己抗体 
(M22 IgG)結合量 

 
次に、IVD 法で構築した TSHRox-磁性粒子
複合体と、従来法により構築した TSHRred-磁
性粒子複合体における TSH との親和性を評
価したところ、それぞれのKd値は 3.3×10-7 M、
および 1.0×10-6 Mであった。このことから、
IVD 法により構築した膜タンパク受容体は、
従来法と比較して高いリガンド結合活性が
保持されていることが示唆された。更に、立
体構造を認識する TSHR に対する自己抗体
を用いた結合試験ではMms13-TSHRと比較
して結合量の向上が確認された (表 1)。この
結果はペリプラズム空間の酸化的環境下で
TSHR 中の S-S 結合の形成が促され、TSHR
の機能の向上及び高次構造の保持につなが
ったことを示唆している。 
本検討よりヒト由来膜タンパク質を用い
た場合においてもペリプラズム内で発現さ
せることで高い機能を有した状態で発現可
能であり、IDV法によりそれらを効率的に磁
性粒子上にディスプレイ可能であることが
示唆された。 
 
（３）Minimum expression systemの構築に向
けた発現調節の検討 
 磁性粒子上への標的タンパク質発現の最
適化に向けて、必要最低限の標的タンパク質
を細胞内に発現させる発現調節機構 
(Minimum expression system)の構築を行った。
前述した通り、ドックリン融合タンパク質発
現をATcにより発現誘導を行えるよう調節し
た。細胞質内及び磁性粒子上における標的タ
ンパク質の発現量を ELISA により評価した
ところ、細胞質での発現量は ATc濃度 (0-500 
ng/ml)依存的に向上していくことが確認され
た (図 2A)。一方で、磁性粒子上においては
200 ng/ml以上の ATcを添加した場合、磁性粒
子上へのドックリン融合タンパク質の固定
化量は一定となった (図 2B)。これらの結果
は、200 ng/mlの ATc添加によりに、磁性粒子
上のコヘシンへの結合は飽和に達し、それ以
上の発現誘導は必要ないことを意味する。こ
のことから、Minimum expression systemのた
めには 200 ng/ml 程度の ATc添加による発現
誘導が適していることが示唆された。本検討
により構築した発現制御系を利用し、効率的
に磁性粒子上にディスプレイすることで細
胞毒性を大きく低減させることが可能にな
ると期待できる。膜タンパク質はその多くが
過剰発現による細胞毒性が問題視されてい
ることから、それらの問題点解決においても、

TSHR
(ng/mg particles)

M22 IgG
(ng/mg particles)

in vitro docking 
(IVD)法 1.7±0.7 0.54±0.01

マグネト ソーム
ディ スプレイ法

(従来法)
1.3±0.1 0.06±0.01



本発現調節機構は重要な知見となる。 
 

 
図 2. 磁性細菌の細胞内(A)、または 磁性粒子
上(B)における標的タンパク質誘導発現量と
添加した発現誘導剤 (ATc)濃度との相関 
 
（４）細胞内におけるドッキング（In vivo 
docking）の原理検証 
 本研究では、細胞外領域に S-S結合を多数
有する TSHRをモデル膜タンパク質として用
い、酸化的環境であるペリプラズムにおいて
S-S 結合の形成を促した。その後に、異なる
細胞内区画 (ペリプラズムと細胞質)でそれ
ぞれ発現した組み換えタンパク質をドッキ
ングタンパク質ペアの相互作用を介して磁
性粒子上に固定化した。 
 一方、ドッキングタンパク質を介した固定
化法を利用すれば、標的タンパク質の磁性粒
子上への固定化を細胞内 (in vivo)で完了させ
ることも原理上可能である。この in vivo 
docking法は、含まれる少数の S-S結合が少数
であるタンパク質や水溶性タンパク質をド
ッキングさせる場合に適用できると考えら
れる。従来のマグネトソームディスプレイ法
と異なり、アンカータンパク質 (Mms13)と標
的タンパク質を別々に発現できるため、サイ
ズの大きいタンパク質を固定化する場合な
どにおいて特に有効あると考えられる。 
 そこで、本研究で確立したドッキング法の
更なる適用性拡充を目指し、in vivo docking
法の原理検証を行った。ドッキングさせるタ
ンパク質のモデルとして蛍光タンパク質を

採用し、磁性細菌の磁性粒子上に Mms13-コ
ヘシンを、細胞質に蛍光タンパク質融合ドッ
クリンをそれぞれ発現させ、蛍光タンパク質
の細胞内の局在解析をした。その結果、マグ
ネトソーム上に蛍光が観察され、細胞質に発
現した蛍光タンパク質融合ドックリンが、磁
性粒子上に発現しているコヘシンと結合し
ていることが示唆された。更に、異なる細菌
由来のコヘシンとドックリンのペアを用い
ることで、GFP、mCherry という 2 種類の蛍
光タンパク質を特異的に固定化できること
も確認された (図 3)。固定化された 2種類の
蛍光タンパク質間において蛍光共鳴エネル
ギー移動 (FRET)が確認され、2種類の組み換
えタンパク質が極近傍に固定化されている
ことも示唆された。 
以上の結果から、本研究で確立したドッキ
ングタンパク質を利用した組み換えタンパ
ク質-磁性粒子複合体の構築法は、磁性細菌の
細胞外(in vitro)のみならず細胞内 (in vivo) 
においても有効であり、様々なタンパク質-
磁性粒子複合体の構築に応用できると期待
される。 

 
図 3. In vivo dockingを用いた 2種類の蛍光タ
ンパク質 (GFPおよびmCherry)の磁性粒子上
へ固定化  
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