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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、Acinetobacter sp. Tol 5細胞上の接着性ナノファイバータンパク
質AtaAをリポソーム内部で合成し、表面に生やすことである。我々は、AtaAの基本構造を損なわずに正しくフォ
ールディングされる縮小版ataAの遺伝子を作成し、無細胞タンパク質合成系でのポリペプチド鎖の合成を確認し
た。次に、縮小ataA遺伝子を細胞サイズのジャイアント・シングルラメラ・リポソーム内部で発現させ、縮小版
AtaAタンパク質の合成とリポソーム表層提示を試みた。フローサイトメトリ－により、抗体蛍光標識した縮小版
AtaAが極微量提示されている可能性が示されたが、確実と言えるレベルではなかった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to synthesize the adhesive nanofiber protein 
AtaA on Acinetobacter sp. Tol 5 cells inside the liposome and grow it on the surface. We constructed
 a gene of shortened ataA which folds correctly without compromising the basic structure of AtaA and
 confirmed the synthesis of polypeptide chain in a cell-free protein synthesis system. Next, the 
reduced ataA gene was expressed inside the cell-sized giant single lamellar liposome, and synthesis 
of the shortened AtaA protein and presentation of liposome surface layer were attempted. Flow 
cytometry showed the possibility that a trace amount of the shortened AtaA fluorescently labeled by 
the antibody was displayed on the liposome surface, but it was not a level that could be said to be 
definitely presented.

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
脂質二重膜で構成されるリポソームは、人工細胞のプラットフォームとして、あるいはドラッグデリバリーシス
テムの材料として有用である。しかし、実際の細胞は単なる脂質二重膜ではなく、様々なタンパク質が結合して
おり、これが物質輸送、接着、他の細胞との相互作用、情報伝達などの機能を細胞に与えている。したがって、
タンパク質をリポソームに生やすことは、より細胞に近い人工粒子を創出することになり、細胞膜および膜タン
パク質の機能解析などの基礎研究から、新奇機能性粒子材料の創出につながる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

研究代表者らは、独自に分離したグラム陰
性細菌Acinetobacter属Tol 5株（Hori et al. 
J. Chem. Eng. JPN. 2001 化学工学会論文賞）
の細胞表層が接着性ナノファイバーで覆わ
れていること（Ishii, Hori et. al. Appl. 
Environ. Microbiol. 2004 Highlighted）、
さらにこのファイバーが三量体型オートト
ランスポーターアドヘシン（TAA）に属する
新規蛋白質であることを発見した（Ishikawa, 
Hori et al. PLoS ONE. 2012）（図 1）。ホモ
三量体構造をとる AtaA は、ATP 非依存的に分
泌される。自身のカルボキシル(C)末端が外
膜中にバレル構造を形成し、バレルの孔を
通ってパッセンジャードメインと言われる
アミノ(N)末端側が細胞外に分泌される。最
終的に N末側の頭部を先端とするナノファイ
バーが細胞表層上に形成される。AtaA ファイ
バーは様々な材料表面に対し強固に接着す
る。代表者らは異種微生物に ataA 遺伝子を
導入発現させ、微生物を固定化する新技術を
開発した（Ishikawa, Hori et al. Biotechnol. 
Bioeng. 2013 Spotlighted; 特許第 5261775

号）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、AtaA をリポソーム内で合成し、
自己分泌蛋白質のセルフアッセンブリー機
構により、微生物細胞表層ではなくリポソー
ム表層に、AtaA またはその一部を生産するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
次の手順で研究を進めた。 
1) 縮小版 AtaAの設計と構築 
3630 アミノ酸からなるポリペプチドのホモ

三量体である全長の AtaAファイバーをリポ
ソーム上に生やすことは、分泌やフォールデ
ィングの困難さを考慮すると、ほぼ不可能で
あると考えられた。そこで、リポソームの表
層提示に適した縮小版 AtaAを設計、構築す
ることとした。 

2) 無細胞タンパク質合成系による AtaA の
合成 
無細胞タンパク質合成系で、AtaA 全長およ
び縮小版 AtaAの合成を行った。無細胞タン
パク質合成系には細胞抽出液ではなく、構成
成分が全て明らかとなっているピュアシス
テム（ピュアフレックス：ジーンフロンティ
ア）を使用した（図 2）。 
 

3) リポソーム内での縮小版ataA遺伝子の発
現によるリポソーム表層提示 
研究分担者の独自手法である遠心沈降法（図
3）により細胞サイズのジャイアント・シン
グルラメラ・リポソームを作成しながら、内
包液としてピュアシステムと縮小版 ataA 遺
伝子をリポソーム内に閉じ込めた。 

 
4）リポソーム外で調製した AtaA によるリ
ポソームの粒子外から修飾 
研究代表者は、リポソーム表層を AtaA ファ
イバーで修飾する別の方法として、短縮 AtaA
に SNAP タグの融合タンパク質を大腸菌に作
らせ、SNAP タンパク質と結合するベンジルグ

図 1. Tol 5細胞から生える
AtaAナノファイバー.  
上）AFM像．下）TEM像． 
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図 2．ピュアシステムによる AtaA蛋白
質の無細胞合成． 

DNA
（ataA遺伝子）

AtaA蛋白質

酵素類

リボソーム

翻訳関連因子

アミノ酸tRNA
NTPs

転写因子

エネルギー(ATP等)

転写
翻訳開始複合体形成
ポリペプチド伸長
エネルギー再生

図 3．遠心沈降法による GUV の作成
法．内包液(IS)を含んだ W/O エマルジ
ョンを外液(OS)に積層した後に遠心す
る。リポソーム表層提示に適した細胞
サイズで長寿命の GUV が効率的に調
製できる。 



アニン基を融合した脂質を埋め込んだリポ
ソームと反応させる方法を考案した。 
 
４．研究成果 
1) 縮小版 AtaAの設計と構築 

ホモ三量体 AtaA ナノファイバーは、ファイ
バー先端の N末端から順に、Nヘッド、 Nス
トーク、Cヘッド、Cストークと並び、C末端
がファイバー根元の外膜結合アンカー（TM）
を構成する（図 4）。さらに三量体形成前の未
成熟ポリペプチドは、N 末先端にグラム陰性
細菌の内膜通過のためのシグナルペプチド
を有しているが、これはタンパク質の分泌ま
でに切断除去される。リポソーム内で生産す
るには、このシグナルペプチドは不要で邪魔
なので除去し、その代わりに精製と検出を容
易にするために His タグを付加した。縮小版
AtaA の作成に当たっては、AtaA の高次構造
を壊さないように精密設計を行った。成熟ポ
リペプチドモノマー単位で 354.4kDa の AtaA
全長に対し、縮小版 AtaAは 139.6kDa である。
これが、細菌細胞表層上には三量体ファイバ
ーとして提示されることを、共焦点レーザー
顕微鏡、フローサイトメトリー、さらには電
子顕微鏡で確認した。なお、細胞表層提示の

場合は、シグナルペプチドは除去していない。 

2) 無細胞タンパク質合成系による AtaA の
合成 
全長 AtaA および縮小版 AtaA の遺伝子を、
ピュアシステムを使った無細胞タンパク質
合成に供した。通常、TAA はグラム陰性細菌
の外膜上で三量体を形成するので、脂質のな
いピュアシステム内では、三量体形成は期待
できない。リポソーム系にもっていったとき
に三量体ファイバーが形成されればよいの
で、ピュアシステム内ではポリペプチド鎖が
合成できればよいと考えた。 
AtaA の全長ポリペプチド鎖は、モノマーで
も 354kDa と巨大である。ピュアシステムに
おいて、これだけ巨大なポリペプチドの合成
例は、我々の知る限りでは報告がない。そこ
で、まずは縮小版の合成から始めた。合成物
を電気泳動で解析した結果、モノマーだけで
なく三量体と思われるシグナルまで検出さ
れた（図 5）。これは、上述のとおり、当初は
全く期待していないことであった。 
細胞内では三量体形成の場である脂質が
ない系で、また通常は不可欠なシャペロンも
存在しない系で、三量体が形成され得ること
が明らかとなった。 

3) リポソーム内での縮小版ataA遺伝子の発
現によるリポソーム表層提示 
 次にリポソーム表層提示するにあたって
も、縮小版で成功しなければより大きなタン

パク質ではうまくいくはずはないと考え、縮
小版のリポソーム内合成に挑戦した。共同研
究者の松浦が日常的に成功している EmrE を
ポジティブコントロールにして実験を行っ
た。リポソーム内封液に蛍光色素 Alexa647
を混合し、リポソームの形成と大きさ、形状
を評価した。リポソームの表層に提示された
目的タンパク質については、Alexa488 の蛍光
により検出した。縮小版の検出のためには、
抗 Nヘッド抗体を一次抗体に、Alexa488 結合
ウサギ IgG 抗体を二次抗体に用いた。EmrE の
リポソーム表層提示は確認されたが、AtaA 縮
小版については、リポソームの表層にごく微
量に提示された可能性を示す実験結果は得
られたが、確実に提示されたと断定できるレ
ベルではなかった。リポソームの形状を観察
したところ、破壊されたものが多く、膜タン
パク質である縮小版の挿入によりリポソー
ムの膜が乱れ、破裂したものと考えられる。 
 
4) 外部修飾による被毛リポソームの創出 
 AtaAファイバーの短縮と SNAPタグの融
合物の設計を行った。接着に関わらない
Chead から C 末の膜結合部位までを削除し
た NheadNstalk (NhNs)-AtaAに、三量体化
を促進するための GCN4-アダプターを付加
し、C末端に SNAPタグを結合させた融合タ
ンパク質を設計した。NhNs-AtaA ペプチド
は三量体化するが SNAP タグは単量体タン
パク質のため、融合タンパク質（NhNs－
AtaA-SNAP）は、短縮 AtaA三量体一分子に
三分子の SNAP タグが融合したキメラ体を
形成する。CD スペクトル解析や動的光散乱
（DLS）解析から、1 MDaほどになる融合タ
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図 5．ピュアシステムによる縮小版
AtaA の合成結果．（左）SDS-PAGE に
よるモノマーの検出．矢印が縮小版
モノマー．（右）ネイティブ PAGE に
よるオリゴマーの検出。両方とも電
気泳動後、TM 抗体で検出（ウェスタ
ンブロッティング） 
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図 4．AtaA の一次構造模式図．数珠状に並
ぶ反復ドメインをコイルドコイルがつなぐ。 
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ンパク質が目的の立体構造を有しているこ
とがわかった。大腸菌内で、これほど巨大で
複雑な構造をもつ外来タンパク質の生産事
例 は 、 ほ と ん ど な い は ず で あ る 。
NhNs-AtaA-SNAP を精製することなく、こ
れを生産させた大腸菌細胞破砕物と BGリポ
ソームを混合するだけという簡便な方法に
より、AtaA ファイバーデコレーションリポ
ソームを作製した。リポソームの AtaAファ
イバーデコレーションは、フローサイトメト
リーにより確認された。また、DLS測定によ
り、リポソーム粒子が AtaAファイバーで被
覆された分だけ大きくなっていることも確
認された。最終的には、電子顕微鏡観察によ
り、リポソーム上に AtaAファイバーが観察
された（図 6）。こうして、AtaAの毛を表面
に有するリポソームの創出に成功した。 

4) 結果の総括 
 研究期間内には縮小版 AtaAファイバーを
リポソーム内で合成し、リポソームの中から
外に毛を生やすことはできなかった。しかし、
代替手段として、別に大腸菌に生産させた
AtaA ファイバーで外側からリポソームを修
飾することにより、事実上の被毛リポソーム
を創出することに成功した。リポソームの内
部からタンパク質を分泌させることには、ま
だ技術上の困難があるが、外部修飾法は、機
能性タンパク質を表層に局在させたリポソ
ームを得る簡便な手法であり、タンパク質の
分泌そのものを目的としない限り、機能性粒
子を得る手段としては、応用範囲が広い。よ
って、困難を回避して当初の目的を達成した
と言えよう。 
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