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研究成果の概要（和文）：脂質に由来する生理活性物質であるエイコサノイドの代謝に関与する３個の膜タンパ
ク質（FLAP, LTC4S, mPGES1）について、酵母を用いたリコンビナントタンパク質の発現・精製・疑似膜環境へ
の再構成手法を確立した。得られたリコンビナントタンパク質について、NMR等の物理化学的手法を用いた性状
解析・相互作用解析を行い、FLAPについては、阻害剤結合に伴い構造変化が誘起されることを見出した。本研究
においては、膜タンパク質を脂質二重膜中に封入した状態でNMR解析を行う手法など、他の膜タンパク質研究に
対しても応用可能な技術も開発した。

研究成果の概要（英文）：Eicosanoids are chemical mediators synthesized from arachidonic acid.  Three
 tetra-span trimeric membrane proteins, FLAP, LTC4S, and mPGES1, are (co)-enzymes involved in this 
arachidonic acid metabolism, and are thought to be drug targets.  To understand molecular mechanisms
 for these proteins to function, we performed structural analyses of these membrane proteins using 
NMR.  We expressed these proteins by using the yeast Pichia pastoris expression system, and found 
the yield of FLAP is more than 30 times higher than that of the E. coli system.  We then 
reconstituted these proteins in detergent micelles and/or nanolipoprotein particles.  The NMR 
interaction study of FLAP and its inhibitor MK-591 revealed that amino acids located more than 10 
angstrom apart from the ligand in the crystal structure experienced chemical shift change by the 
addition of the inhibitor, which suggests the MK-591 binding induces conformational changes around 
the transmembrane helices of FLAP.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 構造生物学

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）エイコサノイドは、脂質に由来する生
理活性物質群であり、生体膜から切り出され
た不飽和脂肪酸であるアラキドン酸（AA）が
シクロオキシゲナーゼ（COX）により代謝を
受けて生じるプロスタグランジン（PG）類と、
5-リポキシゲナーゼ（5-LO）により代謝を受
けるロイコトリエン（LT）類に分類される。
（２）抗 PG 薬としてはアスピリンなどが存
在するが、副作用が強いことが知られている。
アスピリンなどの COX 阻害薬に対して、PG
合成カスケードの下流に存在する酵素、特に
発熱・発痛作用を有する PGE2 の合成酵素 1
（mPGES1）を標的分子とすることにより、
より副作用の小さい薬物を創出することが
期待できる。 
（３）抗 LT 薬は、喘息、アレルギー性鼻炎
などのアレルギー疾患において有効と考え
られるが、抗 PG 薬と比較して開発が立ち遅
れている。LT の生合成は、核膜中の AA が、
5-lipoxygenase-activating protein（FLAP）に結
合することにより開始される。FLAP に結合
した AA は、可溶性酵素である 5-LO に受け
渡され、5-LO において LTA4へと変換される。
LTA4 は生合成カスケードの下流に存在する
酵素群により、さらに代謝を受けるが、強い
気管支収縮作用を有する LTC4は LTC4合成酵
素（LTC4S）により合成される。FLAP、LTC4S
は、いずれも創薬標的分子として重要と考え
られている。 
（４）FLAP、LTC4S、mPGES1 は、MAPEG
（Membrane Associated Proteins in Eicosanoid 
and Glutathione metabolism）スーパーファミリ
ーに属する 4 回膜貫通タンパク質であり、3
量体として存在する。これらのタンパク質の
立体構造はすでに決定されているが、基質で
あるエイコサノイドの結合部位は明らかに
されていない。また FLAP については、その
機能を理解する上で、5-LO との相互作用機構
を解明することが必要不可欠であると考え
られるが、未だに解析が行われていない。 
（５）mPGES1 と FLAP について、分子内部
に運動性・構造多型が存在することが示唆さ
れている。これらのタンパク質の運動性は、
mPGES1 の酵素活性、FLAP のリガンド受け
渡しの機能の発現において重要な役割を担
うと考えられるが、その詳細は解明されてい
ない。 
 
２．研究の目的 
本研究は、3 個の MAPEG ファミリータン

パク質（FLAP, LTC4S, mPGES1）を標的とし
た新規薬物デザインを行う上で基盤情報と
なり得る、高次構造情報・相互作用情報を取
得すること、および他の膜タンパク質を対象
とした創薬研究にも応用可能な NMR 研究手
法を開発することを目的とする。具体的な研
究目的を以下に示す。 
（１）3 個の MAPEG ファミリータンパク質
（FLAP, LTC4S, mPGES1）について、NMR を

用いた構造生物学的解析を行うためのサン
プル調製方法を確立する。 
（２）各 MAPEG ファミリータンパク質につ
いて、リガンド分子（各種ロイコトリエン、
阻害剤、相互作用タンパク質（5-LO））との
相互作用解析を行い、相互作用メカニズムを
明らかにする。 
（３）各 MAPEG ファミリータンパク質につ
いて、NMR を用いた運動性解析を行い、運
動性がタンパク質の機能に対して及ぼす影
響を考察する。 
 
３．研究の方法 
（１）酵母 Pichia pastoris 発現系を用いた、
各 MAPEG ファミリータンパク質の発現系を
構築し、酵母の膜中に目的タンパク質を発現
させる。NMR を用いた構造解析、相互作用
解析を行うため、安定同位体標識化合物を含
む最小培地中で培養を行う。 
（２）酵母膜に発現したリコンビナント
MAPEG ファミリータンパク質を可溶化し、
精製する。目的膜タンパク質を可溶化する疑
似膜環境として、界面活性剤ミセル及びナノ
リポプロテイン粒子（NLP：またはナノディ
スク）を用いる。 
（３）500 MHz および 800 MHz の NMR を用
いて MAPEG ファミリータンパク質のスペク
トルを測定し、性状解析を行う。十分な安定
性を有するサンプルについては、リガンドを
添加し、スペクトル変化を解析する。 
（４）FLAP との相互作用解析を行うために、
大腸菌を用いてリコンビナント 5-LO を調製
する。 
（５）サイズ排除クロマトグラフィーにより、
界面活性剤ミセル中および NLP 中に可溶化
した FLAP と 5-LO との相互作用解析を行う。 
 
４．研究成果 
（１）FLAP の解析 
①界面活性剤ミセル中の FLAP の解析 
FLAP の発現・精製・性状解析 
本研究を開始した段階で、研究代表者らは

大腸菌を用いたリコンビナント FLAP 発現系
を構築していたが、収量が少なく（< 1 mg / L 
culture）、また膜タンパク質の NMR 解析にお
いて必要不可欠となる重水素標識が困難で
ある等の問題点が存在した。そこで、より高
い発現量が期待できる酵母 Pichia pastoris を
用いた FLAP 発現系の構築を行った。ヒト
FLAP の遺伝子をタンパク質発現用プラスミ
ド（pPICZB, Invitrogen）に組み込み、酵母
Pichia pastoris の KM71H 株に導入した。得ら
れた形質転換株を培養した結果、酵母の膜画
分に FLAP が含まれていることが明らかとな
った。酵母膜中の FLAP について界面活性剤
を用いた可溶化の条件検討を行った結果、
DDM(1%)/DOC(0.5%)混合物を用いることに
より、効率よく FLAP を可溶できることを見
出した。可溶化した FLAP を Ni2+アフィニテ



ィークロマトグラフィーにより精製すると
同時に、DDM/DOC を NMR 解析により適し
た界面活性剤である LMPG に置換し、溶出さ
せた。溶出したリコンビナント FLAP の収量
は、1 L 培養当たり約 27 mg であり、大腸菌
発現系の収量の 30 倍以上であった。 

LMPG ミセル中に可溶化した FLAP
（FLAP/LMPG）をサイズ排除クロマトグラ
フィー（SEC）により分析した結果、単一の
溶出ピークが出現した。また、グルタルアル
デヒドによる架橋反応を行った FLAP/LMPG
を SDS-PAGE により分析した結果、FLAP に
由来するバンドが 3 個出現した。これらのバ
ンドは、FLAP の単量体、2 量体、3 量体に相
当すると考えられる。さらに、FLAP/LMPG
のネガティブ染色電子顕微鏡像を解析した
結果、FLAP/LMPG が、直径約 6 nm の分散し
た均一な球状粒子として存在していること
が明らかとなった。以上の結果から、LMPG
ミセル中において FLAP 分子のほとんどが 3
量体として存在していると結論した。 

FLAP/LMPG について CD を用いた 2 次構
造解析を行った結果、FLAP が、α へリック
スを多く含むことが示された。 

FLAP の膜貫通領域に存在する残基の構造
情報を抽出することを目的として、メチオニ
ン残基のメチル基に 13C を導入したサンプル
を調製し、NMR スペクトル（1H-13C HSQC）
の測定を行った。サンプルの安定性を評価す
るため、経時的なスペクトル変化を解析した
結果、FLAP/LMPG のスペクトルは、12 時間
経過しても変化が観測されず、LMPG ミセル
中において、FLAP が 12 時間程度安定に存在
することが示された。一方、大腸菌発現系を
用いて調製した FLAP/LMPG についても同様
の解析を行った。この結果、測定開始の 3 時
間後に、膜貫通ヘリックス 4（TMH4）上に
存在する M125 由来シグナルの広幅化が観測
され、大腸菌から調製した FLAP の安定性が
酵母から調製した FLAP と比較して低いこと
が示された。可溶化・精製段階において、界
面活性剤により除去されない程度に強く
FLAP に結合する脂質が酵母膜中に存在し、
FLAP の安定化に寄与した可能性が考えられ
る。このような脂質の候補として、ステロー
ル類などが考えられる。 

LMPG と比較してよりマイルド（膜タンパ
ク質の構造に与える影響が小さい）と考えら
れている DDM ミセル中に可溶化した FLAP
（FLAP/DDM）についてもサンプルを調製し、
性状解析を行った。グルタルアルデヒドによ
る 架 橋 反 応 を 行 っ た FLAP/DDM を
SDS-PAGE により分析した結果、FLAP/LMPG
の場合と比較して、2 量体、3 量体に相当す
ると考えられるバンドが強く現れ、DDM ミ
セル中の方が、LMPG と比較して FLAP3 量
体の安定性が高いことが示唆された。NMR
スペクトルの経時変化については、DDM と
LMPGとの間で顕著な差は観測されなかった。 
 

MK-591 との相互作用解析 
阻害剤である MK-591 との結合が FLAP の

構造に対して及ぼす影響を明らかにするた
め、MK-591 添加に伴う FLAP の NMR スペク
トルの変化を解析した。解析プローブとして、
測定感度の高い Ile, Met, Val 残基のメチル基
を選択した。Ile, Met, Val 残基のメチル基に
13C を導入した FLAP/LMPG を調製し、1H-13C 
HSQC スペクトルを測定した結果、Ile, Met, 
Val 領域において、それぞれ 6, 4, 9 個のシグ
ナルが観測された。これらのうち、Met 由来
シグナルは、大腸菌発現系と酵母発現系を用
いて、3 個の Met 残基の変異体（M1A（大腸
菌発現系のみ）, M89V, M125V）を調製し、
LMPG ミセル中における変異型 FLAP の
NMR スペクトルを野生型 FLAP のスペクト
ルと比較することにより帰属した。 

FLAP/LMPG に対して MK-591 を添加した
結果、M1, M89, M125 の全てについて、僅か
な化学シフト変化が観測された。スペクトル
の ILV 領域については、MK-591 添加に伴い
化学シフトが変化したシグナルが 3 個以上、
消失したシグナルが 3 個存在した。 

FLAP/DDM について、MK-591 非存在下、
存在化の各状態において 1H-13C HSQC スペ
クトルを測定し、両者を比較した結果、
FLAP に結合した状態の MK-591 の tert-メチ
ル基に由来するシグナルが観測された（図
１）。本結果は、FLAP/DDM が MK-591 に対
する結合活性を有していることを直接的に
示すと考えられる。 
 

図１、MK-591 非存在下（黒）、存在下（赤
および青）の各状態において測定した
FLAP/DDM/MK-591 混合サンプルの 1H-13C 
HSQC スペクトル。 

 
さらに、Ile, Met 残基のメチル基 13C 標識に

加えて重水素標識を行った FLAP を重水素化
DDM ミセルに可溶化したサンプルを調製し、
MK-591 添加に伴うスペクトルの変化を解析
した。この結果、M125 に由来すると考えら
れるシグナルが化学シフト変化を示すこと
が明らかとなった（図２）。また、Ile 領域に
おいても、MK-591 添加に伴い化学シフトが
変化したシグナルが観測された。今後 Ile 領
域のスペクトル変化を詳細に解析するため
には、変異体等を用いたシグナルの帰属が必
要である。 

FLAP/LMPGおよびFLAP/DDMに共通して
化学シフト変化が観測された M125 は、FLAP
の結晶構造において TMH4 の中央部分に位



置しており、MK-591 からは 10 Å以上離れて
いる。したがって、MK-591 添加に伴う M125
由来シグナルの化学シフト変化は、MK-591
結合に伴う M125 周辺の構造変化を示唆して
いると考えられる。 

図２、MK-591 非存在下（黒）、存在下（赤）
の 各 状 態 に お い て 測 定 し た [Ile-13CH3, 
Met-13CH3, u-2H] FLAP / d25-DDM の 1H-13C 
HSQC スペクトルのメチオニン領域（左）と
イソロイシン領域（右）。 
 
②ナノリポプロテイン粒子（NLP）を利用し
た脂質二重膜中の FLAP の解析 
FLAP/NLP の調製 
界面活性剤ミセルと比較して、より細胞環

境に近い、脂質二重膜中において FLAP の解
析を行うために、脂質二重膜を可溶性の粒子
として取り扱うことが可能な、ナノリポプロ
テイン粒子（NLP またはナノディスク）中に
FLAP を再構成するための条件検討を行った。
酵母膜に発現した FLAP を DDM/DOC により
可溶化した後、脂質および膜外周タンパク質
（MSP1）と混合し、ポリスチレンビーズを
用いて界面活性剤を吸着除去することによ
り NLP を自発的に再構成させた。FLAP が封
入された NLP（FLAP/NLP）を、Ni2+アフィニ
ティークロマトグラフィーおよび SEC によ
り精製した。この結果、約 270 ml 培養分の酵
母膜画分から、1.7 mg の FLAP/NLP を得るこ
とに成功した。本調製プロトコールを確立す
る過程において、MSP1E3D1 を用いた直径約
13 nm の NLP の再構成効率が、MSP1D1 を用
いた直径約10 nmのNLPの形成効率と比較し
て高いことが明らかとなった。 
再構成した FLAP/NLPをネガティブ染色し、

電子顕微鏡像を解析した結果、FLAP/NLP が、
直径約 13 nm の分散した粒子として存在して
いることが明らかとなった。 

Ile, Met 残基のメチル基に 13C を導入した
FLAP/NLP を調製し、1H-13C HSQC スペクト
ルを測定した結果、Ile, Met 領域において、そ
れぞれ 2, 1 個のシグナルが観測された。本ス
ペクトルを、FLAP/LMPG について得られた
スペクトルと比較した結果、FLAP/NLP の
Met 領域のシグナルが M125 に由来すること
が示唆された。一方、Ile 領域に観測された 2
個のシグナルは、膜外に位置する、C 末端の
構造非形成領域の Ile に由来すると考えられ
る。 
 
MK-591 との相互作用解析 

FLAP/NLP に対して MK-591 を添加した結
果、M125 に由来すると予想されるシグナル
について、強度減少が観測された（図３）。
また、膜外に存在する Ile に由来すると考え
られるシグナルについては変化が観測され
なかった。これらの結果は、FLAP/NLP が
MK-591 に対する結合活性を有していること
を示唆すると考えた。 

図３、MK-591 非存在下（左）および存在下
（右）において測定した FLAP/NLP の 1H-13C 
HSQC スペクトルの比較。 
 
5-LO との相互作用解析 
ヒト 5-LO については、これまでに結晶構

造が報告されており、この結晶構造解析にお
いて用いられている水溶性を向上させた可
溶性 5-LO 変異体（s-5-LO）の調製を試みた。
S-5-LO 遺伝子を含むプラスミドを大腸菌に
導入した後、IPTG を加えずに培養を行うこ
とにより、正しい立体構造を形成した s-5-LO
を発現させた。大腸菌の可溶性画分中に発現
した s-5-LO を、Ni2+アフィニティークロマト
グラフィーおよび SEC により精製した。 
精製した s-5-LO と FLAP/NLP を 1:1 および

5:1 のモル比で混合し、それぞれ SEC による
分析を行った。しかし、s-5-LO-FLAP/NLP 複
合体に由来すると考えられる溶出ピークは
出現せず、両者の相互作用は観測されなかっ
た。 

s-5-LOとFLAP/NLPの相互作用が観測され
なかった要因の一つとして、s-5-LO では、水
溶性を向上させるために、5-LO と脂質膜との
相互作用形成に重要であると考えられてい
る疎水性残基が親水性残基に置換されてい
ることが考えられた。そこで、これらの疎水
性残基を再導入した野生型 5-LO（w-5-LO）
の発現系を構築し、大腸菌による発現・精製
を試みた。この結果、w-5-LO は水溶性が低
く、精製を行うためには、界面活性剤（DDM）
を共存させる必要があることが明らかとな
った。 

DDM 存在下において精製した w-5-LO を、
Ca2+非存在下および存在下の各条件において、
FLAP を含まない NLP と混合し、SEC により
分析した。NLP の溶出フラクションを



SDS-PAGE により分析した結果、MSP に加え
て w-5-LO のバンドが検出された。Ca2+存在
下において混合したサンプルにおいて、より
強い w-5-LO 由来バンドが観測されたことか
ら、w-5-LO と脂質膜の Ca2+依存的な結合が
観測されたと考えた。次に、Ca2+存在下にお
いて、w-5-LO と FLAP/NLP を混合し、SEC
により分析した。FLAP/NLP の溶出フラクシ
ョンに含まれる成分をSDS-PAGEにより分析
した結果、FLAP、MSP に加えて w-5-LO のバ
ンドが検出された。しかし、w-5-LO のバン
ド強度は、コントロール実験において FLAP
を含まない NLP と共に溶出した w-5-LO と同
等であり、FLAP と w-5-LO の特異的な相互作
用の有無についてはさらなる検証が必要で
あると結論した。 
 
（２）LTC4S の解析 

LTC4S の遺伝子を導入した酵母 Pichia 
pastoris/KM71H 株をファーメンタ―を用い
て培養し、菌体の膜画分中に含まれる LTC4S
について界面活性剤を用いた可溶化の条件
検討を行った。この結果、DPC を用いた場合
に最も効率よく目的タンパク質が可溶化さ
れることが明らかとなった。DPC を用いて可
溶化した LTC4S を Ni2+アフィニティークロマ
トグラフィーにより精製し、溶出液を
SDS-PAGE により分析した結果、3 個のバン
ドが出現した。これらのバンドは、LTC4S の
単量体、2 量体、3 量体に相当すると考えら
れ、SDS を含む溶液中においても 2 量体・3
量体由来バンドが出現することから、FLAP
と比較してサブユニット間の相互作用が強
いことが示唆された。 

DPC ミ セ ル 中 に 可 溶 化 し た LTC4S
（LTC4S/DPC）について CD スペクトルを測
定した結果、α へリックスを含むタンパク質
に特徴的なスペクトルパターンが得られ、リ
コンビナント LTC4Sが αへリックス構造を形
成していることが示された。サイズ排除クロ
マトグラフィーにより LTC4S/DPC の見かけ
の分子サイズを解析した結果、分子量 44K の
マーカータンパク質と同じ溶出体積である
ことが示された。この結果は、上記 SDS-PAGE
の結果と異なり、DPC ミセル中の LTC4S の多
くが単量体もしくは 2 量体として存在し、3
量体を形成している分子は少ないことを示
唆する。 

15N 標識を行った LTC4S/DPC を調製し、
1H-15N TROSY スペクトルを測定した。得ら
れたスペクトル上には、膜外の構造非形成領
域のアミノ酸残基に由来すると考えられる
約 20 個のシグナルのみが出現し、今後詳細
な NMR 解析を行うためには、リコンビナン
トタンパク質の発現量・収量を増加させ、
NMR サンプル濃度を上昇させることが必要
不可欠であると考えた。 

 
（３）mPGES1 の解析 
酵母 Pichia pastoris/X33 株の膜画分中に発

現させた mPGES1 を DDM(1%)/DOC(0.5%)を
用いて可溶化し、FLAP の場合と同様にして
NLP に再構成した。Ni2+アフィニティークロ
マトグラフィーおよびサイズ排除クロマト
グラフィーにより mPGES1 が導入された
NLP（mPGES1/NLP）を精製した。 

mPGES1/NLP と、mPGES1 の基質であるグ
ルタチオンを 1:10 のモル比で混合し、飽和移
動差スペクトル（STD）法を用いた、相互作
用解析を行った。しかし、mPGES1/NLP の選
択的飽和に伴うグルタチオン由来シグナル
の強度減少は観測されず、両者の結合を確認
することができなかった。この理由として
mPGES1 が精製段階で失活している可能性と、
これとは逆に、脂質中に埋め込まれた
mPGES1 とグルタチオンの親和性が、界面活
性剤ミセル中の親和性（Kd = 0.7 mM ; Thoren, 
JBC, 2003）よりも高く、STD 法の検出限界を
超えた可能性が考えられる。今後、グルタチ
オンカラムに対する吸着実験等、他の手法で
活性評価を行う必要がある。 
 
（４）研究の総括 
本研究において、3 個の MAPEG ファミリ

ータンパク質について、それぞれ酵母 Pichia 
pastoris を用いたリコンビナントタンパク質
発現系を構築し、FLAP に関して、従来まで
に報告されていた大腸菌発現系をはるかに
上回る収率でリコンビナントタンパク質を
得ることに成功した。本成果は、ヒト膜タン
パク質の構造生物学研究における酵母発現
系の有用性を示す一例として位置づけられ
る。 
本研究においては、NLP を活用することに

より、脂質二重膜中における FLAP の構造情
報を取得することに成功した。また、mPGES1
についても NLP に封入したサンプルの調製
に成功した。近年、生体において機能してい
る膜タンパク質の情報を取得するためには、
従来まで用いられてきた界面活性剤ミセル
ではなく、脂質二重膜中において膜タンパク
質を解析する必要があるとの指摘がなされ
ており、本研究において確立した FLAP/NLP, 
mPGES1/NLP の調製手法は、今後これらのタ
ンパク質の機能解析を推進するための有用
な研究ツールとなり得る。 

NMR を用いた相互作用解析の結果、阻害
剤である MK-591 の結合に伴い、FLAP に構
造変化が誘起されることが示唆された。化学
シフト変化が観測された M125 は FLAP の
TMH4 上に位置しているが、このヘリックス
は結晶中において、疎水部の多くが膜外に突
き出した不安定な状態で存在している。本研
究により得られた情報は、TMH4 が、リガン
ドとの相互作用により移動する可能性を示
唆しており、このような構造変化が、FLAP
から 5-LO へのアラキドン酸の輸送に重要な
役割を果たす可能性がある。これまでに報告
されている FLAP の結晶構造解析においては、
リガンドとの相互作用に伴う FLAP の構造変



化については情報が得られておらず、本研究
により FLAP の機能を理解する上において重
要な知見が加えられたと考えた。 
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