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研究成果の概要（和文）：本研究では、磁性細菌を宿主として用い、膜タンパク質の精製や再構築膜の作製等の
前工程を必要とせずに創薬探索に直接利用できる、新しい膜タンパク質の調整方法を開発した。磁性細菌が生合
成するマグネトソーム（磁性粒子）を被覆する脂質膜を膜タンパク質のプラットフォームとして用い、遺伝子工
学的な手法により膜組成を改質することで、ヒト由来膜タンパク質の機能発現を実現した。この方法により創製
したヒト由来膜タンパク質-磁性粒子複合体は、創薬研究のハイスループット化を実現する画期的な方法へ応用
することが可能である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a new method for the preparation of membrane 
proteins using magnetic bacteria as a host, which can be directly used for drug discovery without 
the need for complicated processes such as purification of membrane proteins or preparation of 
reconstituted membranes. The lipid membrane covering the magnetosomes (magnetic particles) 
biosynthesized by magnetic bacteria was used as a platform for expression of membrane proteins, and 
the functional expression of human-derived membrane proteins was realized by modifying the 
composition of the membrane using a genetic engineering method. The human-derived membrane 
protein-magnetic particle complexes created by this method can be applied to innovative methods to 
realize high-throughput drug discovery research.

研究分野： 生物工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膜タンパク質は、細胞のストレス応答やシグナル伝達などの生命現象を司る重要な役割を担い、主な臨床治療標
的である。治療薬の多くがこの膜タンパク質に直接的または間接的に作用することから、膜タンパク質の解析ツ
ール開発は創薬研究への貢献が期待できる。本研究では、マグネトソーム上への膜タンパク質発現に加え、さら
なる機能化、利用性の拡大を図るためにマグネトソーム膜の改変技術を確立した。本技術により、創薬研究のハ
イスループット化を実現する画期的な方法を提供すると共に、膜タンパク質の活性と脂質組成との関連性の包括
的な理解が進むことが期待されることから、学術的な意義は大きいと判断される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
膜タンパク質は、細胞のストレス応答やシグナル伝達などの生命現象を司る重要な役割を担

い、主な臨床治療標的となっている。治療薬の多くがこの膜タンパク質に直接的または間接的
に作用することから、製薬メーカー各社はこの創薬探索研究に多くの資金を投入している。創
薬探索の第一スクリーニングには膜タンパク質へのリガンド結合試験が欠かせないが、その前
調製、すなわち「膜タンパク質の大量生産」、「精製」、「再構築膜の作製」に多くの技術的なハ
ードルがある。膜タンパク質ごとに条件設定をする必要があるため、多くの時間と労力がこの
前調製に費やされていた。また膜タンパク質の活性は細胞膜の脂質組成によっても影響を受け
ることが知られるが、膜環境とタンパク質活性との相関やその包括的な理解はほとんどなされ
ていない。したがって、簡易・汎用化した脂質‐膜タンパク質の調製法が確立できれば、創薬
探索における革新的なプロセスを提案できることとなる。 
研究代表者は、脂質二重膜で被覆されたナノメートルサイズの磁性粒子 (マグネトソーム)を

生合成する磁性細菌 Magnetospirillum magneticum AMB-1 を用い、そのナノ反応場であるマグ
ネトソーム膜を外来タンパク質の足場として利用できることを示してきた。このマグネトソー
ムを利用する最大の利点は、遺伝子組み換えにより、標的タンパク質と磁性粒子の複合体を生
合成でき、外部磁場により細胞破砕液から磁気分離によって精製できることにある。申請者は
膜タンパク質を局在させるプラットフォームとしてマグネトソーム表面を利用することを提唱
してきた。これまでに、ヒト由来の G タンパク質共役受容体 (GPCR) (Yoshino et al. AEM, 2004)
やチロシンキナーゼ受容体 (Sugamata et al. Int. J. Mol. Sci., 2013) とマグネトソームの複合体の
創成に成功している。一連の研究を通して、同じ GPCR においてもマグネトソーム上での比
活性が著しく異なっており、また総じて活性が低下する傾向にあることを見出している。主な
原因の一つに真核生物と原核生物との細胞膜組成の違いが挙げられる。真核生物の細胞膜はホ
スファチジルコリン (PC) を主要成分とし、ホスファチジルエタノールアミン (PE)やホスファ
チジルグリセロール (PG)、スフィンゴミエリン (SM)、糖脂質、コレステロールなどによって
構成されているのに対し、原核生物である磁性細菌の細胞膜は主に PE、PG 及びカルジオリピ
ン (CL)によって構成されている。原核生物の 90%が真核生物の主要なリン脂質である PC を持
っていないことがわかっており、磁性細菌も PC を合成していないことが確認されている。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、磁性細菌のマグネトソーム膜の組成を自由に設計する技術を確立し、こ

れまで困難であったヒト由来膜タンパク質を機能発現したマグネトソームの創製の実現を目指
した。具体的には、(1) 磁性細菌の脂質代謝を明らかとし、遺伝子工学的な手法による代謝改
変により、磁性細菌内での PC 合成を行った。また、(2) PC 含有量の異なるマグネトソームの
作製技術を確立した。さらに(3) PC 導入の有無により、膜タンパク質の機能への影響評価を行
った。マグネトソーム膜上への PC の導入に加え、(4) 動物細胞の主要な脂質の１つであるコ
レステロールの導入技術を確立し、膜タンパク質活性に与える影響も評価した。本研究により
創製したヒト由来膜タンパク質-磁性粒子複合体は、リガンド結合能評価に利用できることか
ら、創薬研究のハイスループット化を実現する画期的な方法へ応用することが可能である。 
 
３．研究の方法 
 PC 合成遺伝子には、CDP-diacyl-glycerol から PC を合成する PC synthase (pcs)、及び PE から
PC を合成する phosphatidyl-ethanolamine N-methyltransferase (pemt)を用いた。pcs には、大腸菌
の先行研究により PC 合成が確認されている Legionella pneumophira 由来遺伝子を、また pemt
には磁性細菌 AMB-1 と系統的に近縁種である Azospirillum brasilense 由来の遺伝子を用いた。
また、モデルヒト由来膜タンパク質として、これまでにマグネトソーム膜上への発現に成功し
ている 1 回膜貫通タンパク質である受容体型チロシンキナーゼ：TrkA（神経栄養因子受容体）、
及び 7 回膜貫通タンパク質である G タンパク質共役受容体：TSHR（甲状腺刺激ホルモン受容
体）を用いた。磁性細菌で複製可能な pUMG ベクターに PC 合成酵素及び膜タンパク質の遺伝
子をそれぞれ導入した発現ベクターを構築した後、磁性細菌の形質転換を行った。得られた各
形質転換体を定常期まで培養後、細胞回収・細胞破砕を行い、磁気分離によりマグネトソーム
画分を回収した。マグネトソーム膜は、クロロホルム／メタノール溶液により抽出し、以降の
脂質解析に用いた。マグネトソーム膜、及び細胞膜成分を二次元薄層クロマトグラフィー
（TLC）により解析した。また、定量解析には得られたリン脂質をメチルエステル化し、GC-
MS 解析を行った。得られた脂肪酸メチルエステルの定量結果からリン脂質組成を算出した。
各形質転換体から得られたリン脂質プロファイル結果、及び磁性細菌 AMB-1 のゲノム情報に
基づいた KEGG pathway 解析により、磁性細菌 AMB-1 の脂質代謝経路を明らかとした。各形
質転換体から得られたマグネトソーム上の膜タンパク質の発現解析には、ウェスタンブロット
及び ELISA による確認を行った。さらに各膜受容体の機能解析には、各受容体に対するアゴ
ニストまたはアンタゴニストを用いて、リガンド結合試験を行い、PC 導入の有無による結合
能を評価した。 



 
４．研究成果 
(1) 磁性細菌の脂質代謝経路の解析と PC 合成経路の導入 
磁性細菌 AMB-1

のゲノム情報に基づ
いた KEGG pathway
解析により、磁性細
菌 AMB-1 の脂質代
謝経路を明らかとし
た。その結果、磁性
細菌 AMB-1 のゲノ
ムには PC を合成す
る酵素群がコードさ
れていないことが示
された。この結果は、
磁性細菌膜の脂質組
成解析の結果と一致した。次いで、２種類の方法により PC 合成
遺伝子のノックインを行った（図１）。作出した形質転換体から
総脂質を抽出し、TLC、および GC-MS による解析を実施したと
ころ、両形質転換体において PC が新規に合成されていることが
確認された（図２）。Azospirillum brasilense 由来の PC 合成酵素の
遺伝子保持株において PC 導入率は 19 %、また Legionella 
pneumophira 由来の PC 合成酵素の遺伝子保持株において 33 ％で
あった。野生株では PC 導入率が 0 ％であることより外来性の PC
合成酵素が磁性細菌内で機能していることが示された。また、磁
性細菌の細胞膜に加えて、マグネトソーム膜上へも PC 導入が確
認された。さらに、各形質転換体および野生株が含有する脂肪酸
の組成解析により、膜タンパク質の流動性に関連する不飽和度は、
PC 合成酵素の発現により変化しないことが示された。以上より、
PC 合成酵素の遺伝子導入により、磁性細菌の脂質代謝を制御す
ることが可能であり、マグネトソーム上に PC を in vivo で導入で
きることが示された。 

 
(2) PC 含有量の異なるマグネトソームの作製 

PC 合成酵素の発現には、その発現量調節が可能な発現誘導システム (テトラサイクリン誘
導型)を利用した。研究代表者は既に磁性細菌内でアンヒドラテトラサイクリン (ATc)を発現誘
導剤とし、ATc の濃度により標的遺伝子の発現量の調節が可能であることを示している
(Yoshino et al. AEM, 2010)。本技術を利用することで PC 合成酵素の発現量を調節し、マグネト
ソーム上の PC 含有率の調節を試みた。各培養菌体から抽出したマグネトソーム膜のリン脂質
組成解析を行った結果、誘導剤濃度の変更により、マグネトソーム上の PC 導入率が変化する
ことが示された。また、発現誘導剤以外の調節方法として、培養時に添加するコリン濃度を変
更することによる PC 導入率についても評価した。その結果、コリン添加濃度依存的な PC 含
有率の増加が示された。さらに、PC 合成に伴う PE の減少がみられた一方で、PG 含有率に大
きな差は示されなかった。これらの結果より、培地中の ATc 添加またはコリンの添加により、
マグネトソーム膜上の PC 導入率を制御できることを実証した。 

 
(3) PC 導入による膜タンパク質機能への影響評価 

PC 合成酵素遺伝子に加え、膜タンパク質遺伝子の同時発現が可能であるかについて検討を
行った。標的として 1 回膜貫通タンパク質である受容体型チロシンキナーゼ：TrkA（神経栄
養因子受容体）、及び 7 回膜貫通タンパク質である G タンパク質共役受容体：TSHR（甲状腺
刺激ホルモン受容体）の発現を試みた。マグネトソーム上に元来存在するタンパク質 Mms13
をアンカー遺伝子とし、膜タンパク質との融合遺伝子を構築した。さらに PC 合成酵素遺伝子
を上記融合遺伝子とオペロンとして発現させるためのベクターを構築し、磁性細菌を形質転換
した。得られた形質転換体を対象に上記と同様に PC の生合成、及び膜タンパク質の発現を確
認した。また、コントロールとして PC 合成酵素の遺伝子を導入していない膜タンパク質のみ
を発現させた磁性細菌の形質転換体も作出し、PC 導入の有無による影響を評価した。各形質
転換体から抽出した膜画分の TLC 解析の結果、PC 合成酵素を導入した形質転換体においての
み PC の生合成が確認できた。また、２割以上の PC 導入が確認され、主に PE が PC に置き換
わっているものと考えられた。次に、各形質転換体から抽出したマグネトソームへの ELISA 
解析を行った結果、PC 合成の有無で膜受容体の発現量に変化は確認されなかった。そこで、
膜受容体を発現したマグネトソームを用いたリガンド結合試験を行った結果、各形質転換体に



おいて濃度依存的なリガンド結合が確認された。Scatchard 解析結果から、TSHR を発現した磁
気微粒子においては、粒子膜上への PC 合成により Kd 値が 1.25×10-7 M から 2.50×10-8 M に変
化することが示され、TSHR のリガンド結合能の向上が確認された。一方、TrkA を発現した
磁気微粒子においては、PC 合成による膜組成改変は TrkA のリガンド結合能に影響しないこ
とが示唆された。そこでリガンド結合有無による自己リン酸化能を確認したところ、PC 合成
により自己リン酸化能が向上することが示された。細胞膜上の脂質組成がリガンド結合能や酵
素活性に影響することが報告されていることより、本結果においてもマグネトソーム上の膜脂
質組成の変化が膜受容体の機能向上に寄与したことが考えられた。本技術は、リン脂質の組成
変化が膜タンパク質の機能へどのように影響を与えるかを評価するためのプラットフォームと
して有効であると考えられる。 
 
(4) コレステロール導入による膜タンパク質機能への影響評価 

PC に次いで動物細胞の主要な脂質の１つであるコレステロールの導入技術を確立し、膜タ
ンパク質活性に与える影響も評価した。標的とする受容体として、7 回膜貫通タンパク質であ
る G タンパク質共役受容体である β２アドレナリン受容体（β2AR）のマグネットソーム上へ
のディスプレイを試みた。先行研究の結果から、β2AR の活性は細胞膜のコレステロール存在
の有無にも大きく影響することが知られている。そこで PC の導入に加え、コレステロールに
よるマグネトソームの膜改変技術の確立も行った。コレステロールの導入には Methyl-β-
cyclodextrin (MβCD)を用いた。導入条件を検討した結果、マグネトソーム上の膜やタンパク質
のプロファイルを変化させることなく、コレステロールを導入できる条件を見出すことに成功
した。また、コレステロールの有無と β2AR 活性との関連を確認した結果、コレステロールの
添加によりわずかに機能向上も確認された。 
本研究では、マグネトソーム上への膜タンパク質発現に加え、さらなる機能化、利用性の拡

大を図るために、PC やコレステロール導入による膜改変技術を確立した。磁性細菌が生合成
する磁性粒子を被覆する脂質二重膜を膜タンパク質のプラットフォームとして用い、遺伝子工
学的な手法により膜組成を改質することで、ヒト由来膜タンパク質の機能発現を実現すること
ができた。この方法により創製したヒト由来膜タンパク質-磁性粒子複合体は、リガンド結合
能評価に利用できることから、創薬研究のハイスループット化を実現する画期的な方法へ応用
することが可能であると考えられる。また、本技術を用いることで膜タンパク質の活性と脂質
組成との関連性の包括的な理解が進むことが期待されることから、学術的な意義は大きいと判
断される。 
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