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研究成果の概要（和文）：本研究では、温度応答性グラフトポリマーを基盤としたポリマーナノディスクを開発
した。ポリマーは、自己組織的に会合してナノディスクを形成し、生体膜とほぼ同程度の疎水領域のサイズを有
することが小角散乱測定から明らかになった。また、無細胞タンパク質合成を用いることで、ナノディスクにモ
デル膜タンパク質を直接組み込むことができることも見出した。さらに、この手法により、膜タンパク質が正し
く折り畳まれ、その機能が保持されていることも確認した。以上により、従来の膜タンパク質可溶化法の問題点
を解決し、膜タンパク質構造解析の新しいツールとしての可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed polymer nanodiscs based on 
temperature-responsive graft polymers to address the challenges in the structural analysis of 
membrane proteins. The polymers self-assemble to form nanodiscs, and small-angle scattering 
measurements revealed that these nanodiscs have hydrophobic regions similar in size to biological 
membranes. Additionally, we discovered that model membrane proteins can be directly incorporated 
into the nanodiscs using cell-free protein synthesis. Furthermore, this method confirmed that the 
membrane proteins are correctly folded and retain their functionality. These findings indicate that 
this new approach can solve the issues of traditional membrane protein solubilization methods and 
shows potential as a novel tool for membrane protein structural analysis.

研究分野：高分子材料

キーワード： ナノディスク　膜タンパク質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、温度応答性グラフトポリマーベースのナノディスクを開発し、膜タンパク質の構造解析における課題
の解決に寄与すると考えられる。この手法により、膜タンパク質が天然の構造を保持できることが示され、構造
生物学研究における有用な技術となる可能性がある。今後、膜タンパク質の構造解析が進むことで、新しい治療
薬の設計が期待される。特に、がんや神経変性疾患などの治療において、新たな治療法の開発が見込まれ、製薬
業界やバイオテクノロジー分野で広く応用され、健康の向上に貢献することが期待される。

※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 

膜タンパク質は、物質輸送やシグナル伝達などの機能を担うため、重要な創薬ターゲ

ットである。膜タンパク質の構造に基づいて薬を設計できれば高い薬効が期待できる。

しかし、膜タンパク質は細胞膜中に存在するため、その構造解析は困難である。この問

題を解決するために、膜タンパク質を界面活性剤で可溶化し、構造解析が行われる。し

かし、界面活性剤ミセルの疎水場は天然の生体膜環境とは異なるため、膜タンパク質が

天然の構造と同一ではない可能性が課題となっている。従って、膜タンパク質可溶化に

おける天然環境との非同一性に関する問題は、膜タンパク質構造解析の更なる進展に向

けた課題である。 
上記の問題を解決するため、生体膜と類似構造を持つナノディスクが膜タンパク質

の構造解析に用いられつつある。ナノディスクは二分子膜を持つため膜タンパク質を可

溶化できる。また、生体膜と類似の環境を有するため、膜タンパク質は天然構造を保つ。

しかし、ナノディスクは平面の二分子膜部分とディスクのふちに異なる 2 つの曲率を有

するため、単一の両親媒性分子の自己組織化により作製することが極めて困難である。

加えて、ナノディスクへの膜タンパク質の再構成は多工程の操作が必要という問題もあ

る。したがって、簡便にナノディスクを作製し、膜タンパク質を再構成できる方法を開

発することができれば、従来の膜タンパク質可溶化法の問題点を解決できるとの着想に

至った。 
そのような中で、申請者は温度応答性グラフトポリマーベシクルを開発し、自己組織

化過程で均一なナノディスクが融合することでベシクルを形成することを見出してい

る。以上の知見より、ベシクル形成を抑制できればナノディスクを容易に得ることがで

きる。さらに、このディスクを用いて無細胞タンパク質合成による膜タンパク質の直接

再構成技術を確立できれば、多工程の膜タンパク質可溶化操作が不要となる。これらに

よって、既存の可溶化剤の問題を解決した膜タンパク質構造解析ツールを創出できると

考えた。 
 
２．研究の目的 

 本研究では、この両親媒性グラフトポリマーを基盤とした簡便なナノディスク作製法

の構築、無細胞タンパク質合成を用いたナノディスクへの膜タンパク質の直接組み込み

法を確立する。これにより、既存の膜タンパク質可溶化法の問題点を解決した新しい膜

タンパク質構造解析ツールを創出することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

①温度応答性グラフトポリマーを基盤としたナノディスク創製 
 poly(vinyl alcohol)-graft-poly(propylene oxide)や pullulan-graft-poly(propylene oxide)
にコハク酸を修飾しアニオンとする。ここではコハク酸修飾率が 10個/100繰り返しユ

ニット前後で修飾率を変化させたグラフトポリマーを合成する。これにより静電反発を

利用してディスク融合を抑制する。また、膜タンパク質のサイズと疎水層の厚みに大き

な差があれば天然と同一の構造を形成しないことが考えられるため、PPO の重合度を

1K〜2.5K の間で変化させた種々のポリマーを合成し、生体膜の厚み(3〜5nm)と同程度

に揃える。次に、得られたポリマーがどのような自己組織化体を形成するのかを把握す

るため、ポリマー集合体の構造解析を行う。ここでは動的光散乱、静的光散乱により粒

子径を測定し、AFM、TEM観察により形態を把握する。並行して小角 X線散乱を用い

て疎水層の厚みを含めた詳細な構造情報を得る。 



②ナノディスクによる膜タンパク質の可溶化能の評価 

 ここではナノディスクの存在下で無細胞タンパク質合成を行うことで、ナノディスク

へ直接膜タンパク質を組み込む。具体的には血小板由来増殖因子レセプターの 1 回膜貫

通ドメインを持った膜タンパク質を用いてナノディスクの膜タンパク質可溶化能を評

価する。可溶化能を容易に評価できるように、赤色蛍光タンパク質(RFP)を連結した膜

貫通ドメインを使用する。 
 
４．研究成果 

①温度応答性グラフトポリマーを基盤としたナノディスク創製 
 まず、合成したアニオン性グラフトポ

リマーの水溶液中での自己組織化挙動を

DLS、AFM により調べた(Fig. 1)。その結

果、流体力学的半径 21 nm の粒子を形成

していることが判明した。また、AFM測
定から高さ10 nm程度の粒子を観察する

ことができた。より詳細な構造を把握す

るために SAXS測定を実施したところ、

低角領域の散乱強度が散乱ベクトルに対

して–2 乗で減衰する散乱プロファイル

が得られた。このことは、板状の集合体

を形成していることを示唆している。そ

こで、core-shell disk モデルを用いて散

乱プロファイルの解析を行ったところ、

疎水性コアの厚み 2.9 nm、親水性シェル

の厚み 2.5 nm、直径 49 nm のパラメーターで散乱プロファイルと理論式が概ね一致す

ることがわかった。以上から、合成したポリマーは水溶液中で会合してナノディスクを

形成することが明らかとなった。 
 

②ナノディスクによる膜タンパク質の可溶化能の評価 

 次に、項目①で得られたナノディスクの存在下で赤色蛍光タンパク質がリンカーを介

して結合している血小板由来増殖因子レセプターの 1 回膜貫通ドメイン（モデル膜タン

パク質）の無細胞膜タンパク質合成を行った。その結果、ナノディスク存在下では赤色

蛍光タンパク質由来の蛍光シグナルが観察できるのに対し、ナノディスク無しでは赤色

蛍光タンパク質の蛍光シグナルが観察できなかった。これは、ナノディスク存在下では

合成した膜タンパク質がナノディスクに組み込まれ、正しく折り畳まれることで赤色蛍

光タンパク質が蛍光を発したのに対し、ディスク無しでは膜貫通ドメインを組み込める

足場がないために凝集し、蛍光を発さなかったものと考えられる。また、ナノディスク

はリン脂質リポソームに比べても単位面積あたりでより膜タンパク質を組み込めるこ

とも明らかになりつつある。以上より、開発したアニオン性グラフトポリマーは水溶液

中でポリマーナノディスクを形成し、そのナノディスクは無細胞タンパク質合成で生成

した膜タンパク質を安定に組み込むことができることが明らかになった。 
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Fig. 1 a) ナノ粒子のサイズ分布、b) ナノ

粒子の SAXS プロファイル(黒丸)と core-
shell disk モデルの理論曲線(赤線)、c) AFM
像と高さプロファイル 
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