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研究成果の概要（和文）：　本研究では、生体膜と（プロテオ)リポソームとの差異に解明し、生体膜を創成す
ることを目的として研究を進めた。特に（１））リポソームでは 膜タンパク質が無秩序かつ自発的に膜挿入す
る、（２）リポソームは機械的強度、化学物質に対する耐性度が膜小胞より著しく低いという点に着目した。そ
の結果、自発的膜挿入がジアシルグリセロールやコレステロールにより抑制される分子機構について、コンピュ
ータシミュレーションの結果も交えて明らかにした。また、生体膜に機械的強度、化学物質に対する耐性度を与
える因子を同定し、構造解析を開始した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to clarify the differences between biomembranes and 
artificial (proteo)liposomes, in order to build biomembranes. The differences include some points 
that membrane proteins spontaneously and disorderly insert into liposomes (1) and that the physical 
strength and resistance against chemical compounds in liposomes are significantly weaker than those 
in biomembranes. We clarified the molecular mechanisms underlying the blockage of spontaneous 
insertion by diacylglycerols and cholesterols, which was confirmed by computer-simulation analysis. 
Moreover, we identified a membrane component that gives the physical strength and resistance against
 chemical compounds to biomembranes. The structure determination the compound is on progress.

研究分野：生化学、ケミカルバイオロジー

キーワード： リポソーム　タンパク質膜挿入　生体膜保護物質　ジアシルグリセロール　コレステロール　MPIase

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　タンパク質膜挿入反応は、リポソームを用いた試験管内再構成系が考案され、詳細な分子機構が解析されてい
るが、無秩序な自発的膜挿入を排除するのが困難であるため、タンパク質膜挿入機構が正しく解析されていなか
った。そのため、報告により膜挿入機構が異なるなど大きな問題となっていた。この自発的膜挿入を抑制するこ
とにより、普遍的で統一的な膜挿入機構を明らかにすることができた。
　生体膜に機械的強度、化学物質に対する耐性度を与える因子は、リポソームを用いたドラッグデリバリーシス
テムを安定化させる等の作用が期待できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 
生物を構成する基本単位は細胞である。生体膜は、細胞が自己と外界を区別する閾となってお
り、物質や情報のやり取りを制御し、エネルギー産生にも大きな役割を果たしているだけでなく、
自己を保持するための機械的強度も提供している。生体膜は、一般的には、リン脂質が親水的な
残基を一方向に、疎水的な残基を反対方向に二次元的に並んだ層が、疎水的面を内部にした形で
二層に配置された「リン脂質二重層」を形成し、その内部及び表面に膜タンパク質を配置して形
成されていると考えられている。生物試料から膜画分を調製すると、生体膜で囲まれた球状の膜
小胞が得られる（図１）。この膜小胞を模した人工的膜小胞である
プロテオリポソームを調製する方法が多く考案されており、膜タ
ンパク質の機能解析に役立てられてきた。界面活性剤で可溶化し
たリン脂質や膜タンパク質を混合し、その後界面活性剤を透析等
で除去することにより容易にプロテオリポソームが再構成でき
る。膜タンパク質が溶媒や界面活性剤に高濃度に溶解できるとき
は、膜タンパク質とリポソームを混合するだけでもプロテオリポ
ソームの再構成が可能である。こうして調製したプロテオリポソ
ームが生体膜小胞と全く同じとして扱えるのであれば、プロテオ
リポソーム内部に DNA、タンパク質発現システム等の細胞質成分
を封入すると、最も単純な人工細胞とも呼べるものが出来上がる。
こうした細胞質成分封入プロテオリポソームが、タンパク質合成、
DNA 複製などの主要生命活動のプログラムが作動し、細胞分裂
を行うことができれば、このリポソームは人工細胞と呼ぶにふさ
わしいものと言え、ひいては「生物の創成」と言える。主要な生
命活動のプログラムには、生体膜のバイオジェネシスが不可欠で
ある。上記プロテオリポソームがリン脂質や膜タンパク質など、
膜成分を合成でき、分裂まで可能になったときに、プロテオリポ
ソームは「生体膜」と同等になると考えられる。タンパク質合成
系を封入したリポソームで膜タンパク質や一部のリン脂質の合成
が可能となっているなど、研究の萌芽は認められるものの、以下
に示す点でリポソームと生体膜には大きな差異がある。 

 
(1) リポソームでは膜タンパク質が無秩序かつ自発的に膜挿入する。 
(2) リポソームは機械的強度、化学物質に対する耐性度が膜小胞より著しく低い。 
 
(1) に関しては、ジアシルグリセロール（DAG）を大腸菌細胞質膜小胞と同程度の濃度でリポ
ソームに添加することによりほぼ完全にブロックできることを明らかにした。この知見を用い
て、大腸菌における膜挿入因子の依存性を完全に再現したタンパク質膜挿入の再構成系を確立
することに成功し、さらに、タンパク質膜挿入に関わる新因子の同定に至った。この因子は予想
に反して糖脂質であり、その機能にちなみ MPIase（Membrane Protein Integrase）と命名し
た。MPIase は膜挿入にかかわる膜内在性因子 SecYEG や YidC とも協調して作用することも
明らかにした。これらの発見により膜タンパク質の合成・膜挿入が再構成できただけでなく、生
体膜のバイオジェネシスにはタンパク質性因子以外の成分が重要な役割を果たしていることが
強く示唆された。しかし、F0F1 ATPase の c サブユニット（F0-c）など一部の膜タンパク質に
関しては、DAG だけでは自発的膜挿入が完全にはブロックされないことが報告されていた。さ
らに、大腸菌では発現していないフォスファチジルコリン（PC）で形成したリポソームでは、
自発的膜挿入は DAG では十分にブロックできないことも明らかになったため、DAG 以外の自
発的膜挿入の抑制システムが存在することが示唆されていた。 

 
(2) については、（プロテオ）リポソーム懸濁液に高濃度のマグネシウム（10 mM 以上）やポ 
リエチレングリコール（PEG）（0.5%以上）を添加すると、小胞構造が破壊され、凝集体が形成 
される。一方、大腸菌由来の膜小胞ではこうした凝集は観察されない。また、音波処理によりリ
ポソームは容易により小さな小胞に変化する。（プロテオ）リポソーム作製時に DAG を添加し
た場合、機械的強度、化学物質に対する耐性度がわずかに上昇するが、膜小胞に比べるとまだま
だ弱い。生体膜の創成のためには、上記 2 点の問題点を克服することが不可欠であった。 
 
 
２． 研究の目的 

 
本研究は、分子生物学的、生化学的な研究が多く蓄積している大腸菌をモデルシステムとして
用いて上記 2 点の問題点を克服し、実際に生体膜創成を目指すことを目的とし、以下の研究を
実施した。 

 
(1) 無秩序な自発的膜挿入の完全ブロックの試み 

タンパク質 

物質・情報 

プロトン駆動力 

図１ 大腸菌反転膜小胞（IMV）の構
造。リン脂質二重層が小胞構造を形
成し、内部、表面には膜タンパク質が
存在する。膜を横断する物質・情報の
やり取りや、プロトン駆動力の形成、
膜脂質の生合成などを行うことがで
きる。リポソームに比べて、IMVで
は、膜タンパク質の膜挿入が厳密に
制御され、機械的強度、化学物質に対
する耐性度、ともに著しく高い。膜表
面には、本研究で同定した膜を保護
する物質 (BPF; ) が存在する。 



我々は、DAG をリポソームに加えることにより自発的膜挿入を大幅に低下させることができ
ることを明らかにしたが、F0-c については、DAG だけでは自発的膜挿入が完全にはブロックで
きないことが報告されていた。そこで、F0-c の自発的膜挿入をブロックできる条件を検討する。
さらに、PC リポソームで自発的膜挿入をブロックする条件を検討する。 

 
(2) リポソームの機械的強度・化学物質に対する耐性度を上昇させる試み 
大腸菌細胞質膜小胞（反転膜小胞；IMV）を界面活性剤で可溶化し、得られた上清（可溶化膜）
から界面活性剤を除去するとプロテオリポソームが形成される。得られたプロテオリポソーム
では自発的膜挿入活性は概ねブロックされているが、機械的強度・化学物質に対する耐性度は元
の膜小胞に比べ大幅に低下する。再構成の過程で、生体膜に機械的強度・化学物質に対する耐性
度を与える物質（BPF; Biomembrane-protecting factorと命名）が喪失したと考えられる。BPF
を精製し、構造を決定する。 

 
本研究を進めることにより、人工的な（プロテオ）リポソームを限りなく IMV のような生体
膜に近づけることが可能になる。このことは生体膜の人工的な創生の大きな第一歩になると考
えた。 

 
 
３．研究の方法 
 
(1) 自発的タンパク質膜挿入のブロックに関して 
① F0-c の自発的タンパク質膜挿入のブロック 
F0-c は、DAG が存在するリポソームでも自発的タンパク質膜挿入がブロックされないことが
報告されている。F0-c は膜を 2 回貫通し、N 末端、C 末端をペリプラズム（細胞外）に露出す
る配向性をもつ。試験管内でのタンパク質膜挿入実験では、膜に挿入した部分・領域が外部から
加えたプロテアーゼ消化から保護されることを指標として解析される。膜挿入後、膜表面から露
出した部分はプロテアーゼで消化され、膜内部に挿入した部分の断片が検出される。F0-c では、
膜挿入の結果、F0-c 分子全体がプロテアーゼに耐性となると報告されている。そのため、膜挿入
の結果プロテアーゼ消化から免れたのか、膜やリン脂質など膜成分と相互作用した結果プロテ
アーゼ耐性の構造を獲得したのか厳密には区別されていない。そこで、膜挿入した F0-c は界面
活性剤で可溶化後にプロテアーゼ感受性になるのに対し、プロテアーゼ耐性を獲得した F0-c は
界面活性剤存在下でもプロテアーゼで消化されないと考えた。 
 
② フォスファチジルコリン（PC）リポソームでの自発的膜挿入のブロック 
PC はリポソーム形成によく使われるリン脂質であるが、大腸菌では PC は発現していない。
PC リポソームでは DAG の効果は限定的であり、自発的膜挿入活性は約半減するものの完全ブロ
ックには至らなかった。予備実験では大腸菌リン脂質にコレステロールを加えると、自発的膜挿
入がブロックされることが判明していたので、PC リポソームでコレステロールの作用を調べる 
 
(2) リポソームにおける機械的強度、化学物質に対する耐性度の低さの克服について 
① リポソーム凝集効果の定量的な評価系の確立 
リポソーム懸濁液の濁度を測定し、高濃度マグネシウム（>10 mM）や PEG による凝集効果を定
量的に評価する系を構築する。リポソームや大腸菌膜小胞（IMV）マグネシウムイオンや PEG を
加えて保温し、濁度を測定し、これらの影響を定量的に評価する。 
 
② リポソームの機械的強度・化学物質に対する耐性度を増強させる因子（BPF）の精製 
IMV を可溶化し、リポソームに再構成して Mg や PEG に対して耐性度を獲得するかどうか調べ
る。耐性度獲得が確認できたら、可溶化膜をプロテアーゼ、ヌクレアーゼ、グリコシダーゼ等の
酵素処理を行い、BPF がどのような分子であるか明らかにする。さらに、酸処理、アルカリ処理
で変化が生じるかどうかも調べる。 
続いて、Mg や PEG に対しる耐性度獲得を指標に BPF を精製する。溶媒抽出、分配、カラムク
ロマトグラフィーなどを進め BPF の精製を進め、MS分析や NMR 分析で構造を決定する。 
 
 
４．研究成果 
(1) 自発的タンパク質膜挿入のブロックに関して 
① F0-c の自発的タンパク質膜挿入のブロック 
 F0-c はタンパク質膜挿入に関わる YidC の作用により膜挿入すると報告されている。実際、野
生株から調製した IMV には膜挿入するが、YidC 枯渇株から調製した IMV では膜挿入効率が著し
く低下していることが確認された。一方、タンパク質合成システムに非標識メチオニンを加えて
F0-c の合成レベルを上昇させると、YidC 枯渇 IMV でも野生型 IMV と同様、高い膜挿入活性が検
出された。このとき検出される膜挿入断片は、F0-c 膜挿入を反映していない可能性が考えられ
た。DAG を含むリポソームでも同様に高い膜挿入活性と考え得るプロテアーゼで消化されない



F0-c が観察された。YidC 枯渇膜や DAG 含
有リポソームで観察されるプロテアーゼ
で消化されない F0-c は、膜挿入断片ではな
く、プロテアーゼ耐性の構造を獲得した
F0-c が観察されている可能性を考え、DAG
含有リポソーム存在下で F0-c を合成し、界
面活性剤存在下でプロテアーゼ消化を行
ったところ、F0-c はプロテアーゼ耐性であ
った。一方、DAG を含まないリポソームで
自発的膜挿入した F0-c はプロテアーゼで
完全に分解された。種々のリン脂質存在下
で F0-c を合成し、界面活性剤存在下でプロ
テアーゼ消化したところ、フォスファチジ
ルグリセロール（PG）やカルジオリピン
（CL）といった酸性リン脂質存在下では
F0-c は構造変化し、プロテアーゼ耐性の構
造を獲得することが判明した（図
2、’transformation’）。DAG 含有リポソ
ームに MPIase を再構成しておくと、F0-c
はプロテアーゼ耐性の構造に変化するこ
となく膜挿入することが明らかとなった。
MPIase 依存の膜挿入は、YidC を共存させ
ることにより数倍に促進されることが判
明した（図２、’insertion’）。これらのことから、F0-c は DAG 含有リポソームであっても自発
的膜挿入するのではなく、酸性リン脂質と相互作用することによりプロテアーゼ耐性の構造に
変化することが明らかとなった。F0-c、DAG により自発的膜挿入は抑制されるものの MPIase の
作用により膜挿入し、さらに YidC の作用により膜挿入が促進されることが判明した。この膜挿
入機構は、他の膜タンパク質と同様であることを実証した。 
 
② フォスファチジルコリン（PC）リポソームでの自発的膜挿入のブロック 
 大腸菌で発現していないリン脂質 PC で形成したリポソームに DAG を共存させても、自発的膜
挿入の抑制効果は限定的であった。そのため、PC を含む真核生物では、自発的膜挿入を抑制す
る DAG 以外の物質が存在することが示唆されていた。コレステロールは大腸菌リン脂質から形
成されるリポソームに共存させると自発的膜挿入の抑制効果が観察されていたため、PC リポソ
ームにもコレステロールを導入し、自発的膜挿入が抑制されるかどうか調べた。その結果、生理
的濃度のコレステロール含有 PC リポソームで自発的膜挿入の抑制が顕著に観察された。このこ
とは、DAG がセカンドメッセンジャーとして重要な機能を果たす真核細胞では、DAG ではなくコ
レステロールが自発的膜挿入の抑制に大きな役割を果たしていることを示している。コンピュ
ータ・シミュレーションでリン脂質二重層内における DAG とコレステロールの位置を解析した
ところ、化学構造は大きく異なっているにもかかわらずこれらの分子は同様の位置に局在する
ことが明らかとなった（図３）。すなわち、脂質二重層においてリン脂質の頭部の脂質側に形成
される間隙がこれらの分子により埋められ、熱力学的に安定な構造を取り、これにより膜の疎水
性物質に対する吸引力が抑制され、その結果、膜タンパク質の自発的膜挿入が抑制されることが
明らかになった。 
 
(2) リポソームにおける機械的強度、化学物質に対する耐性度の低さの克服について 
① リポソーム凝集効果の定量的な評価系の確立 
 リポソームや大腸菌 IMV に 5mM MgSO2、3.2% PEG を加えると、リ
ポソームのみで著しい凝集が観察された（図３）。この凝集に関し
て、660 nm の吸光度を測定することにより凝集効果を定量的に評
価する系を確立した。 
  
② リポソームの機械的強度・化学物質に対する耐性度を増強
させる因子（BPF）の精製 
 大腸菌 IMV をコール酸ナトリウムで抽出し、リポソームに再構
成すると物をリポソームに再構成すると、5mM MgSO2、3.2% PEG を
加えても凝集しないことが明らかとなった、そのため、この抽出
物に生体膜に機械的強度、化学物質に対する耐性度を付与する因子（BPF）が含まれていると考
え、BPF の精製・同定を進めた。 
 この抽出物をアセトン沈殿し、クロロホルム－メタノール－水（５：１０：４）に懸濁したと
ころ、水層に BPF が回収された。水層について限外ろ過濃縮を行ったところ、分画分子量が 3 
kDa の膜を用いたところ BPF は通り抜け画分に回収されたのに対し、分画分子量が 1 kDa の膜で
は濃縮画分に回収された。したがって、BPF の分子量は 1 kDa～3 kDa であることが判明した。

図２ F0-cの膜挿入機構。合成直後の F0-cは MPIaseと相互作
用し凝集を免れる (1)。MPIase の作用により F0-c は膜挿入す
る (2)。その後 YidCに受け渡され、膜挿入が完了する (3)。膜
挿入した F0-c はプロテアーゼ（PK）消化から免れる 
(“insertion”)。一方、酸性リン脂質（灰色）と相互作用した F0-
cは構造変化し、PK耐性となる (“transformation”)。膜と相互
作用しなかった F0-c は凝集するものの、PK で消化される 
(“aggregation)。 

図３ マグネシウム（Mg）やポリエチ
レングリコール（PEG）によるリポソ
ームの凝集。+Mg/PEG では、5mM 
MgSO2、3.2% PEGを加え、37℃で 10
分間保温した。 

 



この濃縮画分を、Sol C（クロロホルム－エタノール－水：3/7/4）で平衡化したシリカゲルカラ
ムで分画した。BPF を含む画分を、さらに MonoQ カラムにかけた。BPF 活性のある画分を TLCで
分析したところ、主要なスポットに加え、もう一つ小さなスポットが検出された。主要なスポッ
トを回収したところ、BPF 活性が検出された。そのため、この主要なスポットが BPF であること
が示された。このスポットは Dittmer 試薬で検出されたことから、BPF はリン酸を含んでいるこ
とが明らかとなった。 
 精製 BPF 画分を LC/MS 分析に供したところ、主要なピークとして m/z 値が 1061 のピークが観
察された。このピークを MS/MS 分析したところ、m/z 値が 675 と 398 のピークが観察された。そ
のため、BPF の分子量は 1061 であり、二つのドメイン構造をもつことが示唆され、一つは膜に
挿入した疎水的な領域、もう一つは膜表面の親水的な領域であることが考えられる。現在、NMR
分析により BPF の構造をより詳細に解析している。 
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