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研究成果の概要（和文）：膜蛋白質の分子メカニズムを詳細に理解するためには１ユニットの膜蛋白質を測定で
きる新しい測定手法が必要であった。本研究では膜蛋白質含有ナノ粒子に着目し、２種類の膜蛋白質を組み込ん
だナノディスクを調製した。どちらも条件を最適化することで膜蛋白質を特定の２方向から高速原子間力顕微鏡
で観察できた。さらに、１ユニットの膜タンパク質の動態を観測すべく、研究を進めた。本手法は今後の膜蛋白
質の動態観察への応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：To understand the molecular mechanism of membrane proteins in detail, a new 
method for monitoring a single unit of membrane protein complex was needed. In this study, we 
focused on membrane protein-containing nanoparticles and prepared nanodiscs containing two types of 
membrane proteins. In both cases, by optimizing the conditions, the membrane proteins could be 
observed by high-speed atomic force microscopy from two specific directions. Further studies were 
carried out to observe the dynamics of a single unit of membrane protein. This technique is expected
 to be applied to the observation of membrane protein dynamics in the future.

研究分野： 構造生命科学

キーワード： 膜蛋白質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膜蛋白質の分子メカニズムを理解するには、膜に埋め込まれた状態で１分子観察する必要がある。本研究の２つ
の膜蛋白質の測定の成功例から、本手法はさまざまな膜タンパク質に適応可能な手法である。たとえば，次のよ
うな膜蛋白質の動態観察に有用であると考えられる。膜を隔ててシグナルを伝達する膜タンパク質では，本手法
を用いることで膜の両側の構造変化を一度に確認することができ、リアルタイムでシグナル伝達の詳細を構造生
物学的に理解できる。また、大きな構造変化を伴って物質を輸送するABCトランスポーターの脂質中での動態解
析に適切な手法であると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 蛋白質には、水溶液中で働く蛋白質（可溶性蛋白質）と、膜に埋め込まれた状態で働く蛋白質
(膜蛋白質)がある。研究代表者は「細胞内で合成された蛋白質の膜を越えた輸送や膜への組み込
み過程」に興味をもち研究を進めている。これらの反応には特定の膜蛋白質が関わっているが、
これらの動態を探るためには１ユニット（反応最小単位）での解析が必要な段階となっている。
可溶性蛋白質は水溶液中で安定に存在するものが多く、溶液状態のままで相互作用解析や分光
計を用いた解析など多彩な手法で研究を進めることが可能である。しかしながら、多くの膜蛋白
質は、生体内と同様に脂質二重層に埋め込まれている状態で機能する。その場合、膜蛋白質の解
析では、細胞膜の状態をそのまま用いたり、リポソームや平面膜に再構成したりして解析を行う
が、これらの方法では、膜の占める領域が広く、膜の流動性なども問題となり、詳細な解析の妨
げとなっている。 
 
２．研究の目的 
 上記の制約を打破するため、脂質と膜蛋白質とポリマーで形成される膜蛋白質含有ナノ粒子
を用いた１ユニット解析を計画した。ある特定のポリマーを用いれば、ポリマーで囲まれた脂質
と膜蛋白質含有粒子を作成する事ができる。これは、膜蛋白質の解析法の一つとして注目されて
いる技術である、たとえば、脂質と膜蛋白質と膜骨格蛋白質で形成されるナノディスクを用いた
研究の報告がある。また、新しいタイプのナノディスクとしてポリマーを利用する試みがある。
本研究では、このナノディスクや新しいタイプのナノ粒子系を利用して、膜蛋白質の動的なメカ
ニズムを解析する。 
 
３．研究の方法 
 これまでの高速 AFM による解析にて、膜蛋白
質の動態観察には生体から抽出した膜や、膜蛋
白質を再構成したリポソームが用いられてき
た。しかしながら、これらは膜の流動性が詳細
な解析の妨げになったり、膜の片側からしか測
定できなかったりするなど問題点があった。そ
こで本研究では、MSPナノディスクと呼ばれる粒
子を用いた。このナノディスクは脂質と膜骨格
蛋白質(MSP: membrane scaffold protein)から
構成されるナノ粒子である。ナノディスク構成
時に膜蛋白質が存在している場合に、膜蛋白質
がナノディスク内に取り込まれ、膜蛋白質含有
ナノディスクが構築される（図１）。これを用い
ることで膜の流動性を最小限に膜の両側を一度
に観察することができる。MSPのサイズを変更す
ることで、ナノディスクのサイズは直径約 70Å
から 500Åまで変化し、さまざまな大きさの膜蛋
白質の測定に利用できる。本研究ではモデル膜
蛋白質として、蛋白質膜透過チャネルとなる SecYEG 複合体とマグネシウムイオントランスポー
ターMgtEを利用した。 
 
４．研究成果 
(1)蛋白質膜透過の観察の試み 
はじめに蛋白質膜透過チャネルである膜蛋白質複合体 SecYEG と膜透過駆動モーター蛋白質で
ある SecA ATPase の研究成果を紹介する。細胞質で合成された特定の新生ポリペプチド鎖はシ
ャペロンなどによりアンフォールドの構造を保ったまま、SecYEG-SecA複合体へと受け渡される。
その後、ATP の加水分解のエネルギーを利用して SecA が大きな構造変化を繰り返すことで、こ
の新生ポリペプチドを SecYEG チャネルへと押し込み、膜透過を達成する。しかしながら、この
反応をリアルタイムで追跡した例はない。これを達成すべく研究を進めた。SecYEGと SecA の複
合体を安定に形成させるため、融合蛋白質を用い、ナノディスクに再構成させた。SecYEG を含
むナノディスクを２種類の特定基盤（ストレプトアビジン２次元結晶表面とマイカ表面）上で高
速 AFM 観察を行った。ストレプトアビジン２次元結晶上では、ナノディスクの膜表面が測定基盤
に対して水平な上向きで固定されていた。高速 AFM 観察により、高さ約 11 nm の球状の粒子
が確認された（図２A）。対照的に、マイカ表面上ではナノディスクの膜表面が測定基盤に対し
て垂直な横向きで固定されていた。雲母基板上への吸着は非特異的に起こるため、ランダム
な配向になる可能性もあったが、バッファーの条件を検討した結果、均一な雪だるま状の粒
子が確認できた。この粒子はナノディスクの膜表面が基板に対して垂直となり SecYEG が「横

図１ 膜蛋白質含有ナノディスク． 
膜蛋白質、膜骨格蛋白質(MSP)、脂質(灰色)か
ら構成されるナノ粒子である。 



 

 

向き」であると考えられた（図２B）。さらに，ストレプトアビジン溶液を添加して調製した
ナノディスクを同様に観察したところ，雪だるま状の粒子に２つのタンパク質が結合して
いることが認識できた。ストレプトアビジンが結合している領域がペリプラズム側に相当
するので，間違いなくナノディスクを「横向き」に固定できたと考えられる（図２B）。これ
らの観察結果は測定基盤を変更するなど観測条件が整えば、選択的に膜蛋白質を含むナノディ
スクを真上からと横向きからの２方向から高速 AFM で観測できることを実証したものである。
さらに基質を加えて、高速 AFM で測定を行なったところ、蛋白質の膜透過中間体のような構造が
確認された。高速 AFM の像は、針先の質によって解像度が大きく変わってしまう。蛋白質の膜透
過を世界で初めて可視化すべく、さらなる測定条件や基質の最適化を進めている。アイデアの一
つとしては、基質の C 末端側に大きなドメインを付加して基質を見やすくさせることである。ま
た、基質の変異体を用いることで、基板へ基質をやや強く相互作用させることで基質の動きを制
限し、より見やすくする方法も模索している。本研究により、蛋白質膜透過反応のリアルタイム
観察への準備がほぼ整った。 

 
(2) マグネシウムトランスポーターの観察 
 次に、この測定手法を他の膜蛋白質にも適応させた。マグネシウムトランスポーターMgtE は
２量体で機能する膜蛋白質で、モノマーあたり５本の膜貫通領域と同程度の大きさの可溶性ド
メインを持っている。過去の報告から MgtEの可溶性ドメインは、マグネシウムイオン存在下で
は硬い構造、非存在下では緩んだ構造をとることが示唆されている。MgtE を上記の Sec 蛋白質
の系と同様にナノディスクに再構成させ、ストレプトアビジン２次元結晶ならびにマイカ基盤
上で高速 AFM を用いて観察を行った。Secの場合と同様に MgtEを含むナノディスクも、真上か
らと横向きからの２方向から観察することができた。マグネシウムイオン存在下での高速 AFM の
画像から、可溶性ドメインが密にパックしたコンパクトな構造体をとることを示した。一方、マ
グネシウムイオン非存在下では、断続的に可溶性ドメインが揺らいでおりフレキシブルに動く

図２ 高速 AFM による SecYEG 含有ナノディスクの解析．A、 ストレプトアビジン二次元結晶基
板上での SecYEG-SecA 含有ナノディスクの観察．SecYEG-SecA 含有ナノディスクを「上向き」に
固定し(左）、高速 AFM で観察した(右)。B、 雲母基板上での SecYEG-SecA 含有ナノディスクの観
察．SecYEG-SecA 含有含有ナノディスクを「横向き」に固定し高速 AFM で観察した。 

図３ 「横向き」に固定した MgtE 含有ナノディスクの解析．MgtE 含有ナノディスクを雲母基板
上に固定し(左)、高速 AFM によってマグネシウムイオン存在下(中上)と非存在下(右上)の条件
で観察した。マグネシウムイオン非存在下での観察ではリアルタイムで N ドメインと CBS ドメ
インの揺らぎか観測できた(右下)。 



 

 

ことを示した（図３）。本研究の高速 AFM の観察では、リアルタイムで MgtEのドメイン構造の変
化を見出した最初の報告例となった。この手法が有効であることが２つの典型的な膜蛋白質で
示されたため、本手法は他の膜蛋白質の分子メカニズムの解明に有用な手段の一つとなる。また、
本件研究では、本技術を他の膜蛋白質の解析に応用させる準備を進めた。 
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