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研究成果の概要（和文）：バクテリオロドプシンとFoF1-ATP合成酵素を組み込んだ（BR-FoF1）リポソームベースのバ
イオナノリアクターの構築が研究目的である。PURE systemによりFoF1-ATP合成酵素の全サブユニットをリポソーム上
に発現させた。特に、各サブユニットの合成量が等しくなるように、ＤＮＡ量の条件検討を行った。合成されたATP合
成酵素が十分な活性を有していることを見いだした。バクテリオロドプシンについては、レチナールのスペクトルから
ナノディスク上には活性を有した形で挿入されていることが示された。さらに、変異型と天然型のバクテリオロドプシ
ンをリポソームディスプレイ法による選抜が可能であった。

研究成果の概要（英文）：For production of membrane protein, liposome integrated PURE system was 
developed. Using this system, bacteriorhodopsin and FoF1-ATP synthase were successfully expressed onto 
lipid bilayer. While bacteriorhodopsin expressed onto liposome composed of soy bean extract exhibited 
proton-pumping activities, artificial liposome such as POPC cannot provided scaffold for the activity of 
bacteriorhodopsin. Concerning FoF1-ATP synthase, amount of template DNA for individual subunit was 
optimized for the synthesis of active ATPase. Both synthesized bacteriorhodopsin and ATPase were 
evaluated by measuring enzymatic activities. To synthesize photosynthetic cell, the Gigantic Unilamellar 
Vesicle (GUV) containing the Small Unilamellar Vesicles (SUV) onto which bacteriorhodopsin and FoF1-ATP 
synthase were translocated, were developed.

研究分野：合成生物学
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１．研究開始当初の背景 
光合成は植物やある種のバクテリアが光

エネルギーを利用して水と二酸化炭素から

酸素と有機化合物（炭水化物）を作り出す

生体システムである。農業は、光合成を活

用する工学とも換言できる。しかし、光合

成は生命を利用しなければならないという

考えが、工学的な発展に大きな制約を与え

ている。たとえば、空気中の CO2固定を目

標としての植林でも、樹木が十分生長し期

待される効果が得られるまでには、数十年

間の時間を要する。また光合成細菌による

CO2の取り込みに関しても、バクテリアが

生存可能な環境をまず確保し適した条件へ

整備する必要がある。この問題に対して本

提案は、光合成のメカニズムを模倣した自

立的かつ制御性に高い人工バイオシステム

を構築し、太陽光エネルギー変換による

CO2固定（同時に CO2削減）を目標とする。 
この構想は、現時点では試験管内もしく

は実験室スケールで実現可能なシステムで

あるが、いくつかの問題点を克服し基盤技

術を確立すれば、将来的には地球環境の

CO2固定という極めて大きなスケールへの

応用が期待できる。本提案の構想は、人工

光合成システムを組み込んだ、自己複製型

の人工細胞の構築である。人工細胞の構築

は生命科学、主に合成生物学の分野で研究

が開始されているが、個々の生体システム

は構築可能な段階まで進んでいるものの、

それらを統合したメタレベルとしての大き

なシステムの構築までには至っていない。

特に細胞の持つ最もダイナミックな反応で

ある自己複製については、基礎的なレベル

を含めた研究がまだ不足している。しかし

仮に、上述のような光エネルギーから CO2

を固定できるシステムが構築され、かつ自

己触媒的にシステムが複製（増殖）する特

性を有しているとすれば、農業における人

工細胞利用という可能性が生まれる。その

ためには、光合成という生体システムの再

構築化が必須であり、さらシステムに自己

複製性（もしくは増殖性）を付与する必要

がある。なぜなら、化学工業とは異なり、

生物の増殖という特性は、農業における最

大の利点であるからである。バイオテクノ

ロジーにおいて、こうした増殖する再構築

型生命システムが求められるのは必至であ

り、来るべき低炭素化社会においても基盤

的技術となるものと考える。本提案では、

自己複製系の前段階として遺伝情報から自

動的にバイオシステムが生産される自発的

なシステムを作製する。PURE system は
まさに独自技術であるため、そのユニーク

は十分であると確信している。 
生命システムを解析しメカニズムを解明

するという研究が、生命科学におけるメイ

ンストリームであった。しかし、生命の複

雑なシステムの理解が進み、そうした知見

をもとに生命を作ることもできるのでは、

という思いが膨らみつつある。こうした新

たな芽が、合成生物学である。本研究は、

こうした合成生物学の一つの挑戦というこ

とができる。バイオシステムを再構築する

ことで、システムのより定量的なデータを

得ることができる。こうしたデータをもと

により精緻な生命システムのシミュレーシ

ョンが可能となり、生命のより深い理解へ

とつながる。 
 
２．研究の目的 
光エネルギー変換系の酵素と CO2 固定

系の酵素を融合したハイブリッド光合成シ

ステムの人工細胞化を目的とする。光エネ

ルギー変換系には好熱菌由来のバクテリオ

ロドプシンと ATPaseを、CO2固定系につ

いては植物由来の酵素を用いる。再構築型

遺伝子発現システム PURE systemでこれ
らの酵素群の遺伝子を共発現させ光合成人

工細胞を構築する。本研究の新規性は、次

の二点である。①生細胞では組み合わせる

ことが困難なハイブリッドシステムを、異

種の遺伝子を PURE systemで共発現させ
ることで容易に達成できること、②PURE 
system で遺伝子から酵素群が無制限に生
産できること、である。遺伝子情報からバ

イオシステムを構築する合成生物学的アプ

ローチにより、酵素の機能を最大限に利用

しながらも細胞を用いない光合成化学工場

の構築を目標とする。 
 
３．研究の方法 
異種の生物種の光合成関連プロセスを融

合させた人工的光合成システムを構築する。

具体的なシステム構築は、光合成細菌の持

つバクテリオロドプシン、好熱菌の持つ

FoF1-ATP 合成酵素、さらに植物の持つ



Ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase
（RubisCO）を融合し、これらの反応が連
続して進行するバイナノオリアクターの、

遺伝子からの作製を目指す。基盤技術は、

私達が開発した無細胞、タンパク質合成系

PURE systemである（Shimizu et al. Nat 
Biotechnol,2001）。この PURE systemは任
意の DNA を加えるだけで、数時間のうち
に目的のタンパク質が得られる再構築型タ

ンパク質合成系である。細胞内での発現・

精製が難しいタンパク質、特に膜タンパク

質の合成に有効なツールとして、現在注目

を集めている。すでにリポソーム存在下に

おいて、活性を維持したいくつかの膜タン

パク質の合成に成功している。特に、巨大

膜タンパク質複合体（分子量約 550 kDa）
である FoF1-ATP 合成酵素（FoF1）を
PURE system で高い生理活性を有する形
で合成すること示した（Kuruma et al. 
Biochemical Journal, 2012）。また、バクテ
リオロドプシン（BR）に関しても、すでに
無細胞系で天然の構造を維持した活性状態

で合成されることが確認されている。この

二つ酵素を統合した人工膜小胞を構築する

事によって、光によるリポソーム内への

H+勾配の形成と、それに依存した FoF1−
ATP 合成酵素による ATP の合成を行なう
リアクターが構築を目的とする。光エネル

ギー変換系の酵素と CO2 固定系の酵素を
融合したハイブリッド光合成システムの人

工細胞化を目的とする。光エネルギー変換

系には好熱菌由来のバクテリオロドプシン

と ATPaseを、CO2固定系については植物
由来の酵素を用いる。再構築型遺伝子発現

システム PURE systemでこれらの酵素群
の遺伝子を共発現させ光合成人工細胞を構

築する。 
 
４．研究成果 

バクテリオロドプシンとFoF1-ATP合成
酵素を組み込んだ（BR-FoF1）リポソーム
ベースのバイオナノリアクターの構築をま

ず行った。PURE systemによりFoF1-ATP
合成酵素の全サブユニットをリポソーム上

に発現させた。特に、各サブユニットの合

成量が等しくなるように、ＤＮＡ量の条件

検討を行った。合成された ATP合成酵素が
十分な活性を有していることを見いだした。

バクテリオロドプシンについては、レチナ

ールのスペクトルからナノディスク上には

活性を有した形で挿入されていることが示

されたが、リポソーム上では明確なスペク

トルを測定することができなかった。しか

し、リポソームの調製法や脂質の組成を検

討することにより、光照射でプロトン勾配

が形成できるバクテリオロドプシンの合成

に成功した。リポソームについて POPCな
どの合成脂質を検討したが、良好な結果を

えることができず、Soy Bean Extractの
みが、活性を有していた。また変異体のバ

クテリオロドプシンをリポソームディスプ

レイ法で選抜することにも成功した。また、

合成脂質で構成した GUV 中に、バクテリ
オロドプシンとＡＴＰ合成酵素を組み込ん

だ SUV を内包することに成功し、人工オ
ルガネラ様の構造を構築することに成功し

た。 
またバクテリオロドプシンも ATP 合成
酵素も脂質二重膜上に配向性を制御して合

成する必要がある。そのためには、トラン

スロコン（SecYEG）をあらかじめ合成し
ておけば、制御が可能になると考えられる。

大腸菌の SecYEGを PURE systemで発現
させ、合成された SecYEGがタンパク質の
膜の挿入活性を有していた。 
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