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研究成果の概要（和文）： 

 酵母トリプトファン輸送体 Tat2 のクラスター解析のため、Tat2-GFP および Tat2-RFP を細胞
内で発現させ蛍光寿命 FRET を試みた。しかし発現量が低く有効な光子計数が達成されなかっ
た。方針を変え非変性ゲル電気泳動による分離を行ったところ、Tat2 は大部分がモノマーで存
在することがわかった。高圧下で時間分解蛍光偏光解消法を行うシステムを開発し、深海の好
圧性細菌における細胞膜物性を解析した。高圧や低温下で生育する微生物の膜は柔軟であると
考えられてきたが、予想に反し好圧性細菌の細胞膜は、大腸菌などと比べ著しく剛直であるこ
とがわかった。 

 

研究成果の概要（英文）： 

  To monitor clustering of the membrane protein using fluorescence lifetime FRET, GFP- 
or RFP-tagged Tat2, which encodes yeast tryptophan permease Tat2, was expressed in cells. 
However, the fluorescence signal was too low to obtain operative photon counting. Revising 
the strategy, native PAGE was performed to elucidate Tat2 clusters. The majority of Tat2 
proteins appeared to migrate as monomers after the membrane fraction was moderately 
treated with a non-ionic detergent. By means of high-pressure time-resolved fluorescence 
anisotropy measurement system, fluidity of the plasma membrane was analyzed in a deep-sea 
piezophile. The membrane revealed to be rigid as opposed to a general concept that the 
membrane of deep- sea microbes is highly fluid. 
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１．研究開始当初の背景 

 機能場として生体膜を見たとき、膜のドメ
イン化は分野横断的な注目を集めている。

1997 年、Simons と Ikonen らが提唱した脂質
ラフト説である。ラフトではシグナルタンパ
ク質がクラスター化し、スフィンゴ脂質やコ
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レステロールと相互作用する。界面活性剤不
溶性画分をラフトとする汎用法により、外的
シグナルで制御される膜タンパク質が次々と
明らかにされてきた。ところが、膜ドメイン
は本当に存在するのか？膜貫通型タンパク質
はどのような機構でラフトに集積するのか？
などへの本質的な答えは見いだされていない。
Edidin らによる膜タンパク質クラスターの
FRET 解析は、数尐ない実証例である。私は
Edidin 研究室で、ヒト MHC-I が小胞体上で
Bap31 タンパク質と相互作用することを解明
した。しかし、顕微測光では強度が蛍光分子
数に対しシグモイド特性を示す上、ダイナミ
ックレンジが非常に狭い。よって、限られた
タンパク質しか FRET 解析の対象にできなか
った。また、膜タンパク質の機能や会合状態
を知る上で、生体膜の物性を定量的に理解す
ることは重要である。一方、膜の流動性につ
いては脂質あるいは脂肪酸組成からの類推で
議論されているものの、流動性や剛直性を数
値化する試みはほとんどなされていなかった。 

 

２．研究の目的 

 脂質ラフトは細胞膜のドメインで、膜タン
パク質の機能場として脚光を浴びている。機
能分子の集積とシグナル伝達、細菌やウィル
ス感染など疾病との関わりが指摘され始めた
からである。しかし解析の多くは界面活性剤
不溶性画分をラフトと見なしており、多分子
が空間的に集積する姿を捉えた例はほとんど
ない。分子間相互作用は蛍光共鳴エネルギー
移動(FRET)測定で理解される。だが蛍光強度
ベースの FRET はダイナミックレンジが狭く、
存在量が大きく異なる分子間の解析にはなす
すべがない。そこで本課題では、10

4のダイナ
ミックレンジを実現する単一光子計数法を用
いた蛍光寿命計測で FRET を行い、出芽酵母
Sacchaomyces cerevisiae における膜タンパク
質クラスター、特にトリプトファン輸送体の
解析を目的とした。しかしながら後述するよ
うに、当初の想定よりも GFP 蛍光が弱く、蛍
光寿命測定に十分な蛍光強度が得られなかっ
た。そこで方針に軌道修正を加え、非変性ポ
リアクリルアミドゲルを用いたトリプトファ
ン輸送体分子の会合状態の解析、トリプトフ
ァン輸送体を制御するユビキチン系の関連タ
ンパク質の分子間相互作用解析、およびトリ
プトファン輸送体のトリプトファン取り込み
能に関する解析に主眼を置くことにした。ま
た、私たちは既に S. cerevisiae エルゴステロ
ール合成変異株の細胞膜物性を定量的に解析
している。本研究ではその測定系を基盤に、
深海由来の好圧性細菌 Shewanella violacea 

DSS12株の細胞膜が圧力や低温に応答してど
のように変化するのかを明らかにした。 

 

 

３．研究の方法 

 出芽酵母のトリプトファン輸送体 Tat2 に
ついて GFP と RFP 遺伝子を融合させたプラ
スミドを構築した。すなわち Tat2-GFP と
Tat2-RFP を含むプラスミドを別々に構築し、
一細胞内に共発現させる。FRET 測定のポジ
ティブコントロールとして蛍光分子がタンデ
ムに配置した Tat2-GFP-RFP を用いれば最大
の FRET 効率が期待される。一方、ネガティ
ブコントロールとしては GFP と RFP が 1 つ
の膜タンパク質で膜を挟んで両側に配置する
ようプラスミドをデザインする。この場合、
蛍光分子間の距離が 10 nm を越えるため
FRET は生じない。Tat2 がクラスターを形成
していれば Tat2-GFP と Tat2-RFP が近接する
ため FRET が生じ、GFP の蛍光寿命が短くな
る。一方、モノマーとして分散していれば、
GFP の蛍光寿命は GFP 単体のそれと同等の
はずである。TAT2, RSP5, EAR1 および SSH4

の発現プラスミドは研究室保有のものを用い
た。 

 生体膜の物性解析については S.violacea 

DSS12 株を用いた。培養菌体を蛍光偏光プロ
ーブ TMA-DPH でラベルし、蛍光寿命測定装
置 FluoroCube で時間分解蛍光偏光解消法を
実施した。このとき、石英窓を取り付けた高
圧セルを FluoroCube に設置し、10℃で 150 

MPa までの高圧条件で測定を行い、
TMA-DPH の回転ブラウン運動から膜の秩序
因子とアシル鎖の回転拡散係数を算出した。 

 
４．研究成果 
（１）出芽酵母における膜タンパク質の解析 

 市販の GFP タンパク質を緩衝液に溶解し、
470 nm のレーザー光源を用いて蛍光寿命を
測定したところ、4-6 ns という値が得られた。
10 nm 以内の近傍に RFP などのエネルギー受
容体が存在すれば、この値はより短くなるこ
とが予想された。Tat2-GFP 発現プラスミドを
酵母に導入し蛍光寿命測定を試みた。しかし
ながら多コピーベクターを用いても、測定に
有効な蛍光強度は得られなかった。すなわち、
プラスミドを有しない菌株からの自家蛍光が
実験区の 50％程度に達しており、内在性分子
の蛍光が無視できない強度であることがわか
った。これについては今後、細胞膜のみをシ
ョ糖密度勾配遠心法で分離し測定を行う予定
である。 

 非変性ポリアクリルアミドゲルを用いた電
気泳動を行ったところ、プロトン H

+
-ATPase

である Pma1 は多量体を形成し高分子量側に
バンドが確認されたのに対し、Tat2 はそのほ
とんどが単量体として存在することがわかっ
た。ただし、会合分子が電気移動中に分離し
た可能性もあるため、やはり単離した膜上で
の蛍光寿命 FRET にる解析が求められる。 

 出芽酵母の Ear1 と Ssh4 はいずれも



 

 

multivesicular body に局在するタンパク質で、
PPxY (Pro-Pro-x-Tyr) モチーフを有する。Ear1

と Ssh4 を過剰発現させたところ、トリプトフ
ァン要求性の YPH499 株が 25 MPa の高圧条
件下で増殖可能となった。トリプトファン要
求株における高圧増殖の支配要因は、細胞膜
に局在するトリプトファン輸送体 Tat2 の機
能である。高圧下で Tat2 は Rsp5 ユビキチン
リガーゼによってユビキチン化され、分解さ
れる。Ear1 と Ssh4 の過剰発現株では、Tat2

の分解が抑えられ安定化していることがわか
った。Ear1 と Ssh4 は Rsp5 の WW ドメイン
と相互作用することが知られている。従って、
Ear1 と Ssh4 は PPxY モチーフを介して Rsp5

の WW ドメインと相互作用し、Tat2 のユビキ
チン化を負に制御する因子であることが期待
される。そこで現在、Ear1-RFP、Ssh4-RFP、
および Rsp5-GFP の発現ベクターを構築中で
ある。すなわち、Rsp5 と両タンパク質が細胞
内で真に相互作用しクラスターを形成するな
らば、結果として GFP の蛍光寿命が短くなる
はずである。 

 

（２）好圧性細菌における細胞膜の解析 

 蛍光偏光試薬DPHやその誘導体TMA-DPH

は、人工膜の物性を調べるためこれまで広く
用いられてきた。DPH が脂質二重層のアシル
鎖尾部（膜中央部）に位置するのに対し、
TMA-DPH は末端に正電荷を持つため脂質二
重層の極性頭部にアンカーされる。蛍光異方
性 (fluorescence anisotropy, r) は式 (1) で定
義され、膜が剛直であれば r 値は高く、乱雑
さが増すとその値は低下する。 

  r = (IVV – G IVH)/(IVV + 2G IVH)        (1)  

ここで、I は蛍光強度、H と V は励起偏光に
対しそれぞれ水平および垂直方向の蛍光成分
を意味する。G は装置関数である。私たちは
蛍光寿命の時間分解測定を利用し偏光解消法
を行っており（以下、時間分解蛍光偏光解消
法）、酵母菌の細胞膜エルゴステロールとその
誘導体が膜におよぼす影響を調べてきた。 

r の時間変化は式 (2) で表される。 

 r(t) = [IVV(t) – G IVH(t)]/[IVV(t) + 2G IVH(t)] (2) 

脂質二重層に埋め込まれた分子は回転が制限
されているので、異方性の時間変化は最も単
純な近似で式 (3) で表される。 

 r(t) = (r0 − r∞) •exp(−t/) + r∞          (3) 

ここで、r0 は蛍光分子が動いていないときの
異方性、r∞は完全に偏光解消したときの異方
性、θは蛍光分子の回転相関時間である。こ
こで重要となるのが秩序因子  (S, order 

parameter)と蛍光分子の回転相関係数  (Dw, 

rotational diffusion coefficient) であり、それぞ
れ式 (4)と(5)で表される。 

 S = (r∞ /r0)
1/2

                        (4) 

 Dw = (r0 − r∞)/6r0                  (5) 

膜の秩序が低下すると S は低下し、アシル鎖

の回転運動が激しくなると Dw は高くなる。
最近私たちは 200 MPaまでの高圧下で時間分
解蛍光偏光解消法を行うシステムを開発し、
これを High-pressure time-resolved fluorescence 

anisotropy measurement system (HP-TRFAM) 

と呼んでいる。Fig. 1. にそのシステム構成を
示す。 

 

Fig. 1. Construction of a system employing 

HP-TRFAM 

 
 S. violacea DSS12 の細胞膜の物性を
HP-TRFAM を用いて解析した。培養菌体を緩
衝液で洗浄後 TMA-DPH でラベルし、10 ℃
で 0.1~150 MPaの圧力下でHP-TRFAMを行っ
た。EPA の役割を知るため、合成系遺伝子の
一つ pfaA を破壊したpfaA 株についても同様
の測定を行った。野生株は 50 MPa で良好に
増殖するが、pfaA 株では増殖速度が低下す
る。興味深いことに、野生株の細胞膜は大気
圧下でも非常に剛直で、S は 0.9 という高い値
を示した (Fig. 2A)。大腸菌などと比べてもは
るかに膜の流動性は低い。しかも 150 MPa ま
で加圧してもこの値は大きく変化せず、野生
株の細胞膜は常に剛直であることがわかった。
ところが予想に反し、pfaA 株では EPA を欠
損しているにもかかわらず、膜の S は野生株
よりもむしろ低い値を示し、剛直性が失われ
ていた。また、加圧とともにpfaA 膜の S は
増大することがわかった (Fig. 2A)。一方、Dw

は野生株よりもpfaA 株において高く、膜の
剛直性が失われるとともに、pfaA 株では脂
質アシル鎖の回転運動が高まっていた (Fig. 

2B)。いずれの細胞膜でも加圧とともに Dwは
低下し、アシル鎖の回転運動は抑制されたが、
その傾向はpfaA 株でより顕著だった (Fig. 

2B)。 

 では、なぜ EPA を含む野生株の細胞膜は、
EPA を含まないpfaA 株より剛直なのだろう
か？両者の脂肪酸組成を比較したところ、興
味深い結果が得られた。野生株の全脂肪酸に
占める EPA の割合は約 11％なのだが、pfaA

 



 

 

株では EPA が消失するとともにパルミトレ
イン酸（palmitoleic acid, C16:1）の割合が 24%

から 49%に増大していた。すなわち、 S. 

violacea DSS12 では EPA の欠損に伴い細胞膜
脂質が大規模に再構築されていたのである。
2
H-NMR や分子シミュレーションの結果によ
ると、同じく多価不飽和脂肪酸である DHA

（C22:6）は膜内でコイル状となり平均長が
0.82 nm なのに対し、オレイン酸（oleic acid, 

C18:1）では 1.42 nm とむしろ長いことがわか
っている。EPA も脂質二重層中で DHA のよ
うにコンパクトで細胞膜表層付近の剛直性を
高めているのかもしれない。一方、倍増した
パルミトレイン酸はpfaA 株の膜をかさ高く
し、剛直性の低下を引き起こしたものと解釈
される。 

 

 

Fig. 2. Effects of high pressure on the 
dynamic structure of the membrane in S. 
violacea wild- pfaA 

TMA-DPH in TE buffer containing 0.5 M NaCl. 
(A) Changes in the order parameter S as a 
function of pressure. (B) Changes in the 
rotational diffusion coefficient Dw as a 
function of pressure 
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