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研究成果の概要（和文）：１回膜貫通型タンパク質、または膜貫通ペプチドの脂質二重膜中での構造生物化学的解析を
行う上で、その挿入方向がしばしば問題となる。本研究においては、膜貫通ペプチドをリポソームに対して一定方向で
挿入する技術の開発を中心に、膜タンパク質、膜貫通ペプチドの脂質二重膜への再構成法を見直すこととした。細胞の
大きさと類似の大きさのリポソームへのペプチドの挿入に関しては、膜貫通配列のC末側に膜透過配列を導入したペプ
チドを試料とした。この試料は、数十分の間はリポソーム膜上に留まるが、後に内部へと移行してしまうことが分かっ
た。一方、再構成法の見直しにおいては、大きな時間短縮を可能とする条件を見出すことに成功した。

研究成果の概要（英文）：Structural studies on the transmembrane region of membrane protein should be done 
in lipid bilayers. Direction of the transmembrane peptide insertion to the membrane often provides a 
problem. In this project, uni-directional insertion of a transmembrane peptide to liposome was examined. 
The peptide was designed to have a cell penetrating sequence in the C-terminus of the transmembrane 
sequence. This peptide was found to exist on the surface of the liposome. However, a longer 20-30 min of 
incubation, the peptide passed through the membrane. Additional techniques are required to achieve the 
goal. Another trial for obtaining better condtions for the reconstitution has been successful. The 
protocoal enabled more rapid reconstitution than the general ones that have been used.

研究分野： 構造生物化学

キーワード： 膜タンパク質　再構成
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１．研究開始当初の背景 
生体膜は膜の内と外を仕切る役割のほか、情
報伝達、物質の輸送等の機能を有する。それ
ら生体膜上の事象において、タンパク質は中
心的役割を担っている。そのタンパク質の機
能を理解していくことは生体膜上における
事象の分子機構の解明、さらにはその制御を
達成し、そこから始まる創薬的研究等の応用
研究への発展に必須である。また、そのよう
な発展を目指す上で、タンパク質の構造と機
能の相関解析が果たす役割は大きい。膜タン
パク質の構造解析研究で報告された構造が
その膜上での biology を反映しうるのか、こ
のような問題を念頭におきながら、それら構
造を基盤とした機能解析が行われる。 
 構造と機能の相関解析を再考すると、その
ベースは実際に機能している分子の構造変
化を高分解能で捉えることになるはずであ
る。その究極的手法は細胞における(in vivo)
解析であり、そのような観点では in cell 
NMR は有効な方法である。しかし、膜タン
パク質を標的とした解析を考えると高等細
胞を用いた実験が可能かどうかは現段階で
は疑問である（測定試料タンパク質の濃度、
運動性、または測定感度等を自由に操るには、
さらなる開発が必要であると感じている）。
従って、人工的な系（本申請書では再構成系
と呼ぶ）を用いての研究を行っていくことと
なるが、このような系を用いる上での大きな
挑戦は、試料とするタンパク質を最大限機能
させることである。受容体型チロシンキナー
ゼを例に挙げれば、細胞外領域におけるリガ
ンド結合能、膜貫通部位における構造変化を
可能とする脂質組成、細胞質内領域における
キナーゼ活性等、それぞれ異なる環境に存在
している領域が連動し、一つの受容体として
最大限機能するための条件を見出さなけれ
ばならない。高効率な機能の再現は注目して
いるタンパク質が一様に活性型構造を呈す
る結果であると考えれば、高分解能構造解析
を達成する上でも重要となる。 
 
２．研究の目的 
 最近、膜タンパク質の構造解析、特に溶液
NMR ではバイセルやナノディスク等の可溶
化を第一目的とした脂質二重膜系が用いら
れるが、今後、再構成系において膜タンパク
質の機能も合わせて注目していくためには、
膜の内と外、個別の環境を作り出すことが可
能な実験系、つまりリポソームを用いた研究
も必要となる。リポソームの可溶性が問題と
なる可能性があるが、試料の可溶化を前提と
しない固体 NMR による解析を想定すれば、
むしろ、その低分解能、低感度を克服する方
法を捻出することに力点をおくべきである。
再構成系は、膜組成等の膜タンパク質の存在
環境を自由自在にデザインできるという点
において優れた実験系であり、構造と機能の
相関解析においては詳細な情報を与える。一
方で再構成系においてリポソームを用いた

場合の問題点は、試料タンパク質の挿入方向
が一様にならないところであり、その結果試
料の機能を最大限引き出すことができない。
先の受容体を例とすれば、リポソームの外か
らリガンドの結合を試みた場合、それが結合
するのは細胞外領域がリポソームの外側に
存在するもののみである。本研究では、この
問題点に絞って、膜タンパク質の構造と機能
の相関解析手法の基礎技術の開発を行う。す
なわち、細胞の大きさに近いリポソーム表面
において膜タンパク質の方向を揃えて存在
させる技術開発を行う。将来、固体 NMR に
よる膜タンパク質の構造解析を見据えた基
礎技術の開発である。 
 
３．研究の方法 
図 1にリポソーム表面において 1回膜貫通型
膜タンパク質の方向を揃えて存在させる技
術戦略について模式的に示し、まず、その全
体像を説明する。 
 細胞の大きさに近い直径が10-15 μmのリ
ポソームを調製しておく。このリポソームに
は、膜内環境に存在させることを想定したタ
ンパク質断片等を封入しておく。それらのタ
ンパク質断片等は膜貫通部位を有するタン
パク質断片と protein ligation で反応させ
るため、必要な官能基を有するものとする。
本申請研究では、膜貫通配列の C末端側をリ
ポソーム内部に位置させることを目指す。す
なわち、図に示すように protein ligation
によって、リポソーム内のタンパク質断片と
反応させることを想定し膜貫通部位のC末側
にチオエステルを導入しておく。 

 膜貫通部位を有するペプチドの脂質二重
膜への挿入方向を決定するのは膜透過性配
列(CPS)である。本研究において、膜透過配
列は、まず非常に多くの研究がなされている
HIV-1 の TAT(transactivator of 
transcription)由来の配列（RKKRRQRRR）を
用いることとする。CPS の配列は目的に応じ

 

図１本研究の概念図 



て、検討していくこととする。CPS 配列はペ
プチドチオエステルのC末端側に存在するた
め、protein ligation 反応の後には、膜貫通
部位からは切り離される。 
 
リポソームの調製:共同研究者である
Surajit Ghosh(Insdian Institute of 
Chemical Biology, Kolkata, India)らが用
いているリポソーム調製法を参考とする(図
２; Saha et al. ChemComm 2013)。簡単にリ
ポソーム作成に関して述べる。まず、ミネラ
ルオイル中に、リポソーム内部に封入する緩
衝液等を lipid-coated water droplet とし
て作成する(図 2b; w/o emulsion)。その
droplet を油/水（リポソーム外部の緩衝液と
なる）の二相分離した液体中に流し込むこと
でリポソームが調製できる 

 
元々は”w/o emulsion transfer method”ま
たは”inverted-emulsion method” と呼ば
れ、Pautot らによって開発されたリポソーム
の調製法（Pautot Langmuir 2003）であり、
膜融合、マガイニンによる pore の形成等、
様々な研究に用いられている（for review, 
Walde et al ChemBioChem 2010）。非常に簡便
な方法で直径が 10 μm 以上の大きなリポソ
ームが調製可能であること、または短時間で
はあるが、非対称な脂質二重膜組成状態にお
ける実験も可能であるという報告もある
（Hamada et al. J.Phys.Chem B, 2008）。 
 
膜貫通ペプチドの脂質二重膜への挿入実
験：最初のターゲットは、グリコホリン Aの
膜貫通部位[GpA(70-98)]とし、図３に示すペ
プチド誘導体を合成し、リポソームとの相互
作用を蛍光顕微鏡で見ていくこととした。今
回は蛍光物質として FITC を用いることとし
た。 

 
４．研究成果 
①リポソームとペプチドの相互作用観察 
脂質混合物(Egg-PC, DOPS, POPG より構成さ
れる)に TRITC-DHPE(DHPE にテトラメチルロ
ーダミンを導入した脂質誘導体)を加えるこ

とで、表面も蛍光標識したリポソームを作成
し、FITC 標識したペプチドとの相互作用を
confocal 蛍光顕微鏡で画像を捉えていくこ
ととした。まず、ペプチドを加えた直後の画
像を示す(図 4)。 

 
図 4 リポソーム懸濁液にペプチドを加えた直後の画像。

棒線の長さは 20 μm に相当する。 

 

図２ リポソーム調製の概念図 

 
図 3 本実験で用いたペプチドのデザイン。

TMD;膜貫通部位；CPP：膜透過配列；FITC: 
fluorescein isothiocyanate 

 

 

図５ペプチドを加えて 60 分後の画像。 

 



図 4 から明らかな通り、GpA ペプチドはリポ
ソーム表面に結合した。この状態は約 30 分
程度続いた。しかし、別の試料において、GpA
ペプチドを加え、さらに長時間 incubate し
た後の画像では（図 5）では、ペプチドがリ
ポソームの中に入っていくことが観察され
た。現在も、実験は進行中であり、ペプチド
を加える時の温度、脂質組成等を変化させて、
測定を行っている。しかし、良好な結果を得
るには至っていない。 
 
②膜貫通ペプチドの脂質二重膜への挿入法
の開発。 
 従来の膜貫通ペプチドの脂質二重膜への
挿入法に改善を加えることに成功したので
報告する。  
 膜貫通ペプチドの脂質二重膜中における
挙動解析を行う上で、当該ペプチドの脂質二
重膜への挿入は重要なステップとなる。一般
的には、ペプチド、脂質をクロロホルムとア
ルコールに溶解させ、有機溶媒を減圧下にお
いて除去の後、水和を行うことで解析試料と
する。困難な作業ではないが、有機溶媒の除
去が不十分である場合は、再現性のある結果
が得られない。また、有機溶媒の完全な除去
は一般的には一晩という時間を有する。また、
構造解析実験においては、再現性の高い結果
を与える detergent dialysis 法という方法
があるが、この手法においては、界面活性剤
を除去するための透析に数日を要する、さら
に、透析時にペプチドを失うという問題点が
存在する。筆者は、クロロホルムの代わりに
シクロヘキサンを用いることで、短時間での
ペプチド挿入、再現性の向上が可能であるこ
とを見出した。 
 膜貫通ペプチド、脂質をシクロヘキサンと
hexafluoroisopropyl alcohol（HFIP）の混
合溶媒に溶かし、有機溶媒は凍結乾燥によっ
て除去、水和を行うことによって解析試料と
した。シクロヘキサンを用いることで、凍結
乾燥による有機溶媒の除去が可能となった。
この条件を用いることで、有機溶媒の十分な
除去を短時間（20 分程度）で達成できる。従
って、膜貫通ペプチドの脂質二重膜への挿入、
すなわち、再構成に要する時間は数時間程度
となり、大きな時間短縮となる。 
 当シクロヘキサンを用いた再構成法を用
いることで、膜貫通ペプチドを脂質二重膜に
包埋し、偏光 FT-IR によってその脂質二重膜
に対する配向を評価した。ペプチドは 2014
年 Biochemistry 誌に報告した研究で用いた
線維芽細胞増殖因子受容体の膜貫通配列由
来のものとし、比較対象は同論文中に報告し
た detergent dialysis 法によって再構成を
して試料由来の値（脂質二重膜の法線に対す
るヘリックスの角度）とした。図 6 に偏光
FT-IR のスペクトルを示す。スペクトルによ
って得られる配向係数は、上記論文にて報告
した値と同様、膜貫通ヘリックスの脂質二重
膜法線に対する角度は約 30°であることが

示された。この試料のみならず、他の配列ペ
プチドにおいても、再現性は良好であり、本
手法は、今後の膜貫通ペプチドの脂質二重膜
への再構成法としては有効であることが示
せたと考えている。 
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