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研究成果の概要（和文）：MPIaseはタンパク質膜挿入に必須の糖脂質である。MPIaseは糖鎖部分と脂質部分がピロリン
酸を介して連結されている。ピロリン酸の中央で切断した糖鎖部分（PP-MPIase）は、膜タンパク質と可溶性の複合体
を形成するため、この糖鎖は膜タンパク質可溶化剤として有用である。MPIase誘導体を検討したところ、酢酸処理した
糖鎖（AcOH-MPIase）はPP-MPIaseからリン酸が除去された構造をもつ。AcOH-MPIaseは膜タンパク質と相互作用しなく
なった。これらの結果から、MPIaseの糖鎖と膜タンパク質との相互作用には、多くのアセチル基だけでなくリン酸基も
必須であることが判明した。

研究成果の概要（英文）：MPIase is a glycolipid involved in protein integration into membranes. MPIase 
consists of a glycan chain and a lipid moiety, connected through a pyrophosphate linker. The glycan 
chain, obtained by cleaving MPIase at the center of pyrophosphate, forms a soluble complex with a 
membrane protein, which is integration-competent. This property of PP-MPIase is suitable for the 
solubilizer for membrane proteins. A search of modification of the glycan chain revealed that the glycan 
chain obtained by acetic acid digestion (AcOH-MPIase), in which a phosphate residue has been removed, has 
lost the ability to interact with membrane protein, strongly suggesting that not only many acetyl 
residues but also a phosphate residue are essential for interaction between the glycan chain of MPIase 
and membrane proteins.

研究分野：生化学
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図１ MPIase の構造。ｎは９～１１の整数、Ｒ１は炭素鎖１６
および１８の飽和／不飽和脂肪酸残基、Ｒ２は水素原子またはア
セチル基である。また、GlcNAcはＮ－アセチルグルコサミン、
ManNAcA はＮ－アセチルマンノサミンウロン酸、Fuc4NAc は
４－Ｎ－アセチルアミノフコースを示す。 

１．研究開始当初の背景 
 
膜タンパク質はすべての細胞で発現し、物
質輸送、情報伝達など、生命現象に必須の役
割を果たしている。近年では、新規薬剤開発
のためのターゲットとして特に注目されて
いる。一方、膜タンパク質はその疎水的な性
質のため、精製や機能解析などの取り扱いが
容易ではない。試験管内タンパク質合成系で
膜タンパク質を合成する試みが多くなされ
ているが、界面活性剤の種類や濃度をケース
バイケースで検討する必要があるなど、普遍
的な方法とは言い難い状況である。そのため、
汎用的な膜タンパク質の可溶化剤の開発が
望まれていた。さらに、界面活性剤は膜小胞
やリポソームも可溶化してしまうため、膜タ
ンパク質の機能解析には、界面活性剤を除去
し、プロテオリポソームに再構成するという
過程を膜タンパク質ごとに条件設定する必
要があった。 
申請者らは、タンパク質膜挿入機構を明ら
かにするため、膜挿入反応の再構成系を確立
し、この再構成系により、調べたすべての膜
タンパク質の膜挿入に必須である膜挿入因
子を同定した。この因子は、当初の予想に反
して糖脂質であったが、膜挿入反応に必須で
あることから MPIase（Membrane Protein 
Integrase）と命名し、続いてその構造を決定
した（図１）。MPIaseの糖鎖は、N－アセチ
ル化された 3種のアミノ糖を単位とした繰り
返しが 9~11 回連続し、これがピロリン酸を
介してジアシルグリセロール（DAG）に連結
していた。MPIase をピロリン酸フォスファ
ターゼ消化すると脂質部分を欠いた水溶性
の糖鎖部分（PP-MPIase）が得られる。
PP-MPIase は一部の膜挿入反応において機
能的であり、膜タンパク質と水溶性の複合体
を形成した。 
 

 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、PP-MPIaseを改変して機能的
膜タンパク質の可溶化剤として利用するこ
とを目的とした。PP-MPIaseは膜タンパク質
と水溶性の複合体を形成するが、約 1時間で
膜挿入活性がほぼ半分になる。したがって、

MPIase を化学的、遺伝学的に改変し、膜タ
ンパク質と安定な複合体を形成できる誘導
体、変異体を構築する。これらの誘導体、変
異体から水溶性の PP-MPIase を調製し、膜
タンパク質の可溶化剤として使用できるか
どうか、試験管内合成系を用いて検証する。 

MPIase は、申請者が世界に先駆けて膜タ
ンパク質膜挿入の再構成系を構築したこと
により同定が可能となった。さらに、MPIase
は糖脂質酵素（Glycolipozyme）であるとい
う、全く新しい概念を提唱している。本研究
により膜タンパク質一般に利用できる可溶
化剤の開発に成功すれば、試験管内タンパク
質合成系と組み合わせて、機能未知の膜タン
パク質の機能解析のための画期的なプラッ
トフォーム技術となることが期待される。 
 
 
３．研究の方法 
 
まず、PP-MPIase が膜タンパク質と可溶性
の複合体を形成し、膜挿入反応を保持してい
るという実験結果を足掛かりとして、MPIase
誘導体を調製する。調製した MPIase 変異体・
誘導体が膜タンパク質と複合体を形成する
かどうかについては、ゲルろ過分析で調べる
（図２）。膜挿入活性を保持しているかどう
かについては、DAG を含み自発的膜挿入が抑
制されたリポソームを使って、プロテアー
ゼ・プロテクション・アッセイにより調べる。
膜に挿入した部分は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
て調べることができる（図３）。 
 

 MPIase の脂質部分を欠く水溶性の
PP-MPIase が実際に様々な膜タンパク質と水
溶性の複合体を形成できるかどうか調べ、膜
タンパク質可溶化剤として利用可能な
MPIase 変異体・誘導体作成の準備を行う。
MPIase の GlcNAc 残基の一部がアセチル化さ
れていて、このアセチル基は膜挿入活性や膜
タンパク質との相互作用に必須である。その

図２ ゲルろ過による PP-MPIaseと膜タンパ
ク質との複合体解析。PP-MPIase存在下、非存
在下で膜タンパク質を合成し、ゲルろ過カラム
クロマトグラフィーを行った。各画分のに回収
される膜タンパク質を検出し（a)、定量後プロッ
トした(b)。 



ため、GlcNAc 残基に酵素的・化学的にアセチ
ル基を導入し、複合体が安定化されるかどう
か調べる。 
 得られた MPIase 変異体・誘導体が膜タン
パク質と安定な複合体を形成できるかどう
か調べる。十分に安定な複合体形成が認めら
れた場合、様々な膜タンパク質で同様の効果
があるかどうか検証し、汎用的な膜タンパク
質可溶化剤としての商品化を検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）AcOH-MPIase の調製と膜タンパク質と
の相互作用解析 
PP-MPIase は、MPIase を界面活性剤で可溶
化した後ピロリン酸フォスファターゼ消化
によって生成する。しかし、酵素消化には実
験によって消化され方が不均質であること、
反応後界面活性剤を完全に除去する必要が
あることから、大量に調製することが困難で
あった。そこで、まず MPIase を穏やかな条
件で酢酸処理してアセチル基を保持した
MPIase の糖鎖部分（AcOH-MPIase）を調製し
た。NMR 分析により、AcOH-MPIase は未処理
の MPIase と同様の糖鎖構造を保持している
こと、しかし、リン酸部分は完全に消失して
いることが明らかとなった。したがって、
AcOH-MPIase は、PP/P-MPIase（図３）と基本
的に同じ構造を取っていることが明らかに
なった。AcOH-MPIase とモデル膜タンパク質
3L-Pf3 coat（図２、３）との相互作用をゲ
ルろ過分析で調べた。しかし、PP-MPIase と
は異なり、AcOH-MPIase と 3L-Pf3 coat との
相互作用は全く観察できなかった。一方、
AcOH-MPIase は PP-MPIase と同様に 8 量体と
考えられるオリゴマー構造は形成している
ことが判明した。AcOH-MPIase が 3L-Pf3 coat
の膜挿入反応を触媒するかどうか調べたと
ころ、膜挿入活性は全く検出できなかった。
AcOH-MPIaseと水溶液にけん濁したMPIaseを
混合して膜挿入活性を測定してみたが、膜挿
入活性は検出できなかった。したがって、
AcOH-MPIase は膜タンパク質を可溶化し、膜
挿入させる機能が欠損していることが明ら

かになった。PP/P-MPIase に若干の活性が検
出されたのは、アルカリフォスファターゼの
作用が不十分で、PP/P-MPIase 標品中に
PP-MPIase が一部混入していたためであると
考えられる。これらの結果は、MPIase の（ピ
ロ）リン酸基は膜タンパク質との相互作用、
膜挿入活性のどちらにも必須であることが
明らかとなった。MPIase を温和な条件で水酸
化ナトリウム処理した MPIase（NaOH-MPIase）
は、PP-MPIase 同様にリン酸基を保持してい
るが、PP-MPIase とは異なり糖鎖部分のアセ
チル基（OAc 基）を消失している（図３）。
NaOH-MPIase は 3L-Pf3 coat を可溶化する能
力はなく、また膜挿入活性も消失していた。
これらのことから、MPIase と膜タンパク質と
の相互作用には、糖鎖部分のアセチル基とア
ノマー位のリン酸基の両方が必須であるこ
とが判明した。 
 
（２）MPIase 変異体・誘導体の調製 
 別研究プロジェクトにより MPIase 生合成
の第一段階の酵素を同定した。この酵素を枯
渇させると菌が致死的になることが明らか
になっている。この変異株を用いて、現在、
MPIase 変異体が発現しているかどうか調べ
ている。 
 化学的にもMPIase誘導体を調製している。
MPIase のアセチル基（OAc 基）は GlcNAc 残
基の約 1/3 にしか修飾されていない。残りの
GlcNAc の OH 基をアセチル化したもの、ベン
ジル化したものを調製した。AcOH-MPIase に
膜タンパク質との相互作用能、膜挿入能が喪
失しており、PP-MPIase を出発材料としたた
め、調製が遅れていたが、今後膜タンパク質
との相互作用が安定化されているかどうか
検証する。 
 
（３）基質レベルでの相互作用解析 
 上記（１）の解析は、基質膜タンパク質と
して放射能標識を行ったものを使用してい
る。この場合、検出感度は極めて高いが、絶
対量は使用PP-MPIaseの1/1000から1/10000
と、PP-MPIase に比べて非常に少ない条件で
ある。相互作用を定量的に評価するためには
解離定数を求めることが必要となるため、
3L-Pf3 coat タンパク質を精製した。精製は
高濃度（6 M）尿素存在下で行った。逆相カ
ラムクロマトグラフィーとゲルろ過カラム
クロマトグラフィーにより、SDS-PAGE 上で単
一になるまで精製した。この非放射性 3L-Pf3 
coat を用いて膜挿入活性を調べたところ、効
率のよい膜挿入活性が検出された。さらに、
PP-MPIase との相互作用も観察された。この
系を用いて、現在解離定数を測定している。 
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図３ MPIaseの構造機能損関関係。（a）MPIase誘導
体の構造。（b）MPIase誘導体の活性。 
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