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研究成果の概要（和文）：細胞機能の模倣を行うため膜タンパク質の再構成を目標とした。そこ

で我々は、膜移行性が知られているバクテリオファージのコートペプチドをシーズペプチドと

して、細胞膜モデルとしてリポソームを利用して、方向性を持って自発的に膜に移行・挿入さ

れるペプチドの合成を試みた。この結果、膜貫通領域にロイシンによる疎水性の付与を行うと

同時に、ペプチド両末端にアミノ酸変異を加え荷電をコントロールすることで特定の方向性を

持ってリポソームに移行できるペプチドの調整を行っている。この中でペプチド内のアミノ酸

変異による疎水性変化により、ペプチドに対する抗体との反応性が大きく異なることを見出し

た。この疎水性に基づく抗体との反応性の変化は、ニトロセルロース膜や PVDF 膜など通常の生

物学の分野で頻用されるウエスタンブロット法で抗原の固定を行い抗原抗体反応の反応場とし

て利用される膜上でも確認された。これはこれら膜上でペプチドがフォールディング構造を形

成することで抗体との反応性が大きく変化するものと示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We reconstructed the membrane protein for the mimicking the cell 
function.  During the replication processes, coat proteins of Pf3 phage is synthesized in the 
bacteria and inserted into bacteria membrane.  Since one mutant of coat protein Pf3 
phages, 3L-Pf3, having longer hydrophobic region could be inserted into lipid bilayer 
membrane even in the absence of membrane proteins, studies on the interaction of coat 
protein of bacterial phages with lipid bilayer membrane are expected to fundamental 
principles on the formation of membrane protein.  Using 3L-Pf3 as a template, we 
prepared two mutants of 3L-DR and 3L-RD.  Modification of the peptide with His-tag 
enabled the simple and rapid purification of the synthesized peptide, and those with T7- 
and Myc-tags enabled clear determination of their topologies in the liposomal membrane.  
The two peptides were found to be spontaneously and directionally inserted into negatively 
charged large unilamellar vesicle, according to the charge distribution in the peptides.  
Substitution of amino acids in a peptide caused remarkable differences in their 
immunoreactivities with antidodies.  Observed differences in immunoreactivities among 
the peptides were not due to the differences in efficiencies of their transfer onto 
nitrocellulose or PVDF membranes.  Rather, possible folding of the peptide on the 
membrane was considered to be the reason for their distinct immunoreactivities with the 
antibodies. 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞機能の模倣を目的として、機能的なタ
ンパク質の発現、特に膜タンパク質の機能的
な発現をいかに再現するかが大きな問題に
なる。そして細胞内で合成された膜タンパク
質は、自発的に膜構造に取り込まれることか
ら、人工的なタンパク質合成系を用いて膜移
行性ペプチドをデザインして、細胞膜を模倣
したリポソームとの相互作用の検討を行い
膜タンパク質の再構成を試みた。 
 
２．研究の目的 
 タンパク質の機能を理解するためには、人
工的にタンパク質を合成するタンパク質発
現系が有用と考えられる。タンパク質合成で
は、従来は生細胞を用いた発現系が用いられ
ているが、ホストの培養のための特定培養条
件が必要なこと、ホストに有害なタンパク質
は発現しないなどの問題がある。そこで生細
胞を用いない試験管内タンパク質合成系に
着目して、試験管内タンパク質合成システム
のタンパク質の効率的な合成を目指した基
本原理の洗い出しを行う。また膜タンパク質
の効率的な発現系構築を進め細胞機能の模
倣を目指す。 
 
３．研究の方法 
 試験管内タンパク質合成における効率的
なタンパク質合成のための条件の洗い出し
を行うため、転写・翻訳共役系（大腸菌、小
麦胚芽および網状赤血球抽出液）と翻訳系
（小麦胚芽由来）の各試験管内タンパク合成
システムを用いて、G3PDH の発現量を比較し
た。 
 さらに膜タンパク質の発現・動態を検索す
るため、合成ペプチドのアミノ酸配列を変え
ることでニトロセルロースや PVDF などの膜

上に転写されたペプチドのフォールディン
グによる抗原性変化を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）４種類の転写・翻訳共役系試験管内タ
ンパク質合成系を用いて、発現ベクターpET
及び 5’－globin leader sequence と 3’末
端 poly (A)を付加した pTnT の二種類のベク
タ ー を ベ ー ス に 、 pET/G3PDH お よ び
pTnT/G3PDHを作製してDNAを鋳型としてタン
パク質の発現量をウェスタンブロット法に
て比較検討した（図１）。その結果、原核生
物由来抽出液を用いた RTS500 および S30 シ
ステムで目的とするタンパク質の大量発現
を認めた。さらに TnT システムでの使用が推
奨される TnT ベクターを用いた場合では、麦
芽胚芽由来 TnT wheat germ システムでより
大量のタンパク発現が認められた。試験管内
タンパク質合成システムの由来や発現ベク
ターにより、タンパク質の発現量が大きく影
響されることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．RTS500 (1), S30 システム (2)、TnT 
wheat germ(3, 5)および TnT reticulocyte 
lysate system(4, 6)を用いた G3PDH の発現
量の比較。AではベクターpET/G3PDH、B では
ベクターTnT/G3PDH を使用して、それぞれウ



ェスタンブロット法を用いて発現タンパク
量の比較検討を行った。 
 
（２）前述４種類の試験管内タンパク質合成
系に含まれる T7 RNA ポリメラーゼ量には大
きな差は認められず、さらにこれら反応系に
含まれる合成 RNA量と合成タンパク量に明ら
かな相関は認められなかった。RNA を鋳型と
する PROTEIOS を用いて、pET/G3PDH および翻
訳 増 強 配 列 で あ る オ メ ガ 配 列 を 含 む
pEU/G3PDH を用いて RNA を合成して鋳型とし
て利用すると、 pET/G3PDH に比較して
pEU/G3PDH 由来合成 RNA を用いた場合が大幅
なタンパク合成が認められた。これは、mRNA
のリーダーシークエンスとして利用され翻
訳活性を上昇させるオメガ配列の存在によ
り、タンパク質合成が増加したと考えられた。
このように、RNA を鋳型とする場合では、タ
ンパク質合成において翻訳増強配列の存在
が大きな因子となることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．A. pET/G3PDH および pEU/G3PDH を鋳型
として RNA を合成。B. それぞれの合成 RNA
を鋳型としてタンパク質合成を行い、ウェス
タンブロット法にて合成 G3PDH量を比較検討
した。 
（３）緑膿菌ファージ Pf3 のコートタンパク
質は、膜貫通領域にロイシン残基３個を付与
し疎水性を高めることで(Pf3 (3L-4N))、タ
ンパク質を含まないリポソームに自発的に
組み込まれることが知られている。そこで、
これをリードペプチドとして、図３に示す変
異ペプチドを用いて「膜に挿入されるか」、
「膜中でのトポロジーを決定するペプチド
の構造特性は何か」について検討した。 
 
 
 
 
 
 
図３．N末端に負の荷電を有する Myc タグ、C
末端に中性の T7 と正の荷電を有する His タ

グを付けた 3L-DR。基本のアミノ酸はそのま
まで、ペプチド中の N末端側にあるマイナス
荷電のアミノ酸を C末端側のプラス荷電のア
ミノ酸と入れ替え、さらに N末端に His と T7
タグ、C 末端に Myc タグを付加した 3L-RD を
作製。ペプチドの荷電性アミノ酸の存在がト
ポロジー形成を支配する可能性があるため、
荷電性アミノ酸とタグの荷電は統一してい
る。 
 
アミノ酸変異を行った合成ペプチドを各タ
グ抗体でニトロセルロース膜を用いたウェ
スタンブロットを行い、その反応性を比較検
討した（図４）。一個のアミノ酸の置換によ
り抗体反応性が大きく異なることが示され
た。これは、タンパク質の膜上でのフォール
ディングを反映する可能性が考えられた。こ
のフォールディングの可能性は PVDF 膜にお
いても認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．アミノ酸変異を行った各ペプチドにつ
いて、抗 Myc、抗 T7 および抗 His タグ抗体を
用いてウェスタンブロット法にて抗体反応
性を検討した。CBB 染色により、ウェスタン
ブロット法に供されたアミノ酸量はほぼ同
等と確認されている。 
 
 以上のことから、図５に示す特定の界面活
性剤（この場合は Triton X-100）の存在下で
フットプリント効果として認識されると考
えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
図５．特定の界面活性剤の存在により、N 末
端のみトリプシン消化を受けることで、これ
はペプチドのフットプリント効果と認識さ
れる。 
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用チップ 
発明者：大家 利彦、田中 正人、中原 伴徳、
山瓶子 勇次、片岡 正俊、日野 真美、八代 聖
基 
権利者：独立行政法人産業技術総合研究所 
種類：特許権 
番号：特願 2008-165059 
出願年月日：2008/06/24 
国内外の別：国内 
 
名称：リポソームに抗体結合能を付与するペ
プチド、および当該ペプチドで修飾されたリ
ボソーム 
発明者：篠原康雄、際田弘志、石田竜弘、山
崎尚志，片岡正俊 
権利者：国立大学法人徳島大学、独立行政法
人産業技術総合研究所 
種類：特許権 
番号：特願 2007-288728 
出願年月日：2007/11/06 
国内外の別：国内 
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