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1．はじめに
膜タンパク質は、エネルギー生産、物質輸送、情

報伝達など生命の維持に重要な役割を担うだけでな

く、多くの病気に関与していることから、その構造

と機能の解明により、医薬品を合理的に設計するこ

とが可能になると期待されている。タンパク質の構

造と機能の解析のためには大量の試料が必要とされ

るが、組換え動物細胞などを用いた従来の膜タンパ

ク質の合成方法では、その合成量が少ないうえに、

合成の途中で変性しやすいなどの問題があり、大量

合成が困難だった。

そこで本研究グループは、文部科学省大規模研究

開発事業「ターゲットタンパク研究プログラム」で

理化学研究所（理研）が開発を進めている無細胞タ

ンパク質合成技術や脂質メソフェーズ法を用いた結

晶化技術を駆使し、膜タンパク質の合成と結晶化お

よびその構造と機能の解析に挑んだ。

2．ロドプシンタンパク質
生命現象と光には深い関わりがあり、そこで重要

な役割を果たしている物質のひとつがロドプシンで

ある。ロドプシンはレチナール分子を含む膜タンパ

ク質である。多くの薬剤標的となっている膜タンパ

ク質であるGタンパク質共役受容体（GPCR）と同

じ７回膜貫通構造を持ち、そのタンパク質部分（オ

プシン）の第７ヘリックスにあるリジン残基とレチ

ナール分子がシッフ塩基結合してオプシンに内包さ

れると赤～紫色を呈する。

動物の網膜に存在するロドプシンは、光を受ける

とレチナール分子の立体構造変化（11-cisからall-

transへの立体異性化）が起こり、Gタンパク質と

相互作用してシグナル伝達を行う。また、微生物に

おいても様々なロドプシンが発見されているが、こ

の中で最もよく研究されているのが好塩菌

Halobacterium由来のバクテリオロドプシン（BR）

である。BRが光を受けるとレチナール分子を異性

化する光サイクルが始まり、１サイクルあたり１分

子のプロトンが細胞質側から細胞外側に輸送され

る。微生物においては、BRのようなプロトンポン

プのほか、塩化物イオンを細胞質側へポンプするハ
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Abstract

膜タンパク質の１つで、真核単細胞生物の光駆動型プロトンポンプであるロドプシン「ARII」は、海藻

のカサノリ由来のタンパク質で、生きた細胞を用いる一般的な発現方法では大量合成が非常に難しい。

我々は、無細胞タンパク質合成技術※1を用いることで、ARIIの機能を保持したまま大量合成することに初

めて成功し、ARIIの機能を詳細に解析することができた。また、人工脂質二重膜中での膜タンパク質の結

晶化が可能な脂質メソフェーズ法※2をARIIに適用し、結晶化に成功した。そして、SPring-8のBL41XU

でX線回折実験を行い、3.2 Å分解能で立体構造を決定した。これは、真核単細胞生物由来のロドプシンと

して初めての構造解析例となる。

今回用いた無細胞タンパク質合成技術による膜タンパク質の合成方法は、医薬品開発など産業上有用な

膜タンパク質の機能や構造の解析などに幅広く適用されることが期待される。

※１無細胞タンパク質合成技術：生命体に依存しない人工的なシステムで、細胞からタンパク質合成に必要な成分一式を抽
出し、これに目的のタンパク質をコードする遺伝子を合成装置が読み取れる形にして添加して、タンパク質を合成する
技術。外部からさまざまな因子を加えることが容易であり、反応条件の変更や最適化も容易であるなど、多くの優れた
特徴を持つ。

※２脂質メソフェーズ法：人工脂質二重膜中で膜タンパク質の結晶化を行う新しい技術。生体外で不安定な膜タンパク質の
結晶化に適している。
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最近の研究から　

ロロドプシン（HR）、生体が光に反応して光源方向

に移動する性質（走光性）に関する情報伝達を行う

センサリーロドプシンなどが知られている。なお視

物質型ロドプシンと微生物型ロドプシンではアミノ

酸配列の類縁性が小さく、進化的に別の道筋をたど

って今日の構造に収斂したものと考えられる。

近年、藻類の遺伝子解析から、これまでに知られ

ていなかったオプシンが次々に発見された。2003年、

緑藻クラミドモナスChlamydomonasからチャネル

ロドプシンChR2が同定された。ChR2に光が照射さ

れるとゲートが開き、ナトリウムなどの陽イオンが

濃度勾配に従って輸送される。組換え技術でChR2

を発現した神経細胞（ニューロン）に光を照射する

と脱分極し、神経興奮が引き起こされた。同様にHR

を発現したニューロンに光照射すると過分極が起き

た。この研究分野は、オプトジェネティクス（光遺伝

学）と呼ばれ、進展が目覚ましい。また2006年には、

海藻カサノリAcetabularia acetabulumから新規の

オプシン（AR）の遺伝子が同定され、アフリカツ

メガエル卵母細胞内で発現させたARに、細胞内の

プロトンを積極的に汲み出す活性が認められ、光駆

動型プロトンポンプであることが確認された。AR

の生理的な役割は今でもよくわかっていないが、カ

サノリの配偶子がもつ走光性と関係しているかもし

れない。

3．ARIIタンパク質の合成
今回、我々はカサノリから新たな微生物型オプシ

ン（ARII）の遺伝子を同定した［1］。そして、ARII

遺伝子を導入した組換えアフリカツメガエル卵母細

胞に光を照射すると電流が発生することがわかっ

た。さらに機能解析を進めるためには、ARIIタン

パク質を純度高く大量に取得する必要がある。しか

し、多くの研究者がARIIを得ようと、大腸菌に遺

伝子を導入してタンパク質を生産させるといった生

きた細胞を用いる一般的な方法を試みていたが、発

現量が非常に低く成功例が無かった。大腸菌では、

膜タンパク質の多くが細胞質膜に挿入されるため、

生きている細胞で大量発現させると致死的になる現

象が散見される。これは膜構造が破壊されるためと

推測されている。死に至らない場合でも、生き延び

るために構造遺伝子やプロモーターに変異が入るこ

とが多く、その場合は目的タンパク質の発現量が極

端に少なくなる。一方、無細胞タンパク質合成技術

は転写と翻訳のみを基本とした試験管内反応である

ため、そのようなリスクを回避できる。そこで今回、

理研で開発した膜タンパク質の無細胞タンパク質合

成技術［2］を応用した。具体的には、大腸菌由来の

タンパク質合成反応液に脂質と界面活性剤を加え、

ARII遺伝子を組み込んだプラスミドDNAを添加し

て、天然の細胞膜に見立てた人工の脂質二重膜（リ

ポソーム）中でARIIを合成した。脂質二重膜は、

試験管内で実際の細胞膜と同様な構造を持っている

ため、活性体と呼ばれる正しい形と機能を保持した

状態で膜タンパク質を得ることが可能である。ここ

に、ロドプシンに必須のall-trans型のレチナール溶

液を添加して反応させたところ、反応開始前には反

応液がオレンジジュースのような黄色を呈していた

が、30℃で３時間保温したところ、トマトジュー

スのような赤色に変わり、ロドプシンの合成が進ん

でいることが一目瞭然であった。合成されたARII

は合成と同時に形成されたリポソーム内に移行し、

反応終了後に遠心分離によって沈殿として回収する

ことができた。この膜画分では、27 ml合成反応液

あたり4.5 mgの収量で、ARII分子が脂質画分の約

50％以上を占めるという大量発現が確認された。

この沈殿に界面活性剤を含むバッファー溶液を添加

するとARIIが可溶化し、続いてNiアフィニティカ

ラムとゲルろ過カラムによる精製を行った。最後に

限外ろ過により濃縮し45 mg/mlとした。

無細胞タンパク質合成技術によって大量合成・精

製されたARIIは、複数の生化学的および物理化学的

実験の結果からプロトンポンプ活性が確認された［1］。

4．ARIIの結晶構造解析
脂質メソフェーズ法による結晶化では、ARII溶液、

コレステロールを含んだ脂質モノオレインをシリン

ジに測り取り、ふたつのシリンジの先端同士を連結

してプランジャの押し引きを繰り返して混合した。

つぎにガラスプレート上に穴の空いた両面粘着シー

トを張り付け、プレート上の穴の中に混合試料をご

く少量押し出し、その上に結晶化溶液（0.1 M

Tris–HCl（pH 7.5）、6% 2-methyl-2,4-pentanediol、
14% polyethylene glycol 400）を滴下した。この上か

ら別のガラスプレートを被せてサンドウィッチ状に

して密閉した。このプレートを1～2週間、20℃で保

温すると一辺の長さが0.1 mm程度、厚さが10 μm

の薄い板状の赤紫色の結晶が成長した（図1）。

ARII結晶は環境の変化に弱く、一度ガラスプレ

ートを剥がして、外気に触れさせると数分で退色し
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た。in houseのX線解析装置では一度も反射が得ら

れず、また一見、赤色が残る凍結結晶でもビームラ

インで測定すると反射点の形が乱れることがしばし

ばで、研究室であらかじめ良さそうな凍結結晶を選

定することはできなかった。そこで何枚もの結晶化

プレートをBL41XUのビームラインハッチ内に持

ち込み、そこで開封してすぐに結晶をすくい取

り－180℃の窒素気流で凍結させて反射チェックを

行った。この作業を理想的な反射が得られるまで何

度も繰り返した。結晶はX線照射によるダメージも

受けやすく、直径10 μmに絞ったビームの照射位置

を少しずつずらしてデータ収集する方法が効果的だ

った。得られたデータセットの分解能は3.2 Åで、

位相決定はBR（PDB ID 1S54）をモデルに分子置

換法で行った。これは、真核単細胞生物由来のロド

プシンとしては初めての構造解析例となる。

5．ARIIの立体構造
ARII結晶の空間群はP212121で、非対称単位中で

テトラマー構造を取り、ARII １分子あたり２分子

のコレステロールが確認された。モノマー構造（図2）

はBRなど微生物型ロドプシンの構造とよく類似

し、７番目のヘリックス中のLys211がall-trans型

レチナールとシッフ塩基結合していた。通常、αヘ
リックスでは主鎖のカルボニル基は４残基先のアミ

ド基と水素結合するが、Lys211の前後周辺のアミ

ノ酸残基は５残基分ずれた相手と水素結合し、結果

Ala210のカルボニル基は水素結合の相手を失って

ヘリックスが折れ、πバルジと呼ばれる構造を取っ

ていた。この折れ曲がりはBRにも見られ特徴的で

ある。

プロトン輸送に関するアミノ酸残基で、BRとの

比較ではっきりした違いが見られるのは、Arg78

（ARII）とArg82（BR）の側鎖の向きである（図3）。

 前者は細胞外側を向いているが、後者は細胞質側を

向いている。中性付近の溶液条件では、BRはまず

プロトンを細胞外に放出してから細胞質側からプロ

トンを取り込む（「早いプロトン放出」）。プロトン

放出に先立ち、Arg82側鎖が細胞外側に反転し、

Glu194（BR）とGlu194（BR）の側鎖ペアの方を向

く。その結果、これらの残基のpKaは9.7から5.7に

著しく低下し、ここからプロトンが細胞外に放出さ

れる。ふたつのGlu側鎖間には低障壁水素結合と呼

ばれる特殊な水素結合が存在し、そのため容易にプ

ロトンが放出されるとも言われる。これに対して、

中性付近の溶液条件では、ARIIは先にプロトンを

取りこんでから細胞外への放出を行う（「遅いプロ

トン放出」）。構造の観点から考察すると、Arg78

（ARII）が基底状態で細胞外を向いていることや、

BRのようなGlu側鎖のペアが存在しないことから、

プロトンが放出されにくいのかもしれない。しかし

高度好塩性アルカリ古細菌Natronomonas由来セン

サリーロドプシンII（NpSRII）のArg72側鎖も

図2 ARIIのモノマー構造。ヘリックスとループを赤色
と黄色で、レチナール分子を緑色で表示している。

図1 脂質モノオレインのキュービック相中で成長した
ARII結晶
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ARIIと同様に最初から細胞外方向にあるAsp193側

鎖を向いているが、中性付近でも早くプロトンを放

出するため、Arg78（ARII）側鎖の向きだけで

ARIIの「遅いプロトン放出」が単純に説明できる

わけではない。もしかするとGlu199（ARII）周辺

の環境はAsp193（NpSRII）周辺に比べてより疎水

性が高いのかもしれない。またArg72（NpSRII）

とAsp193（NpSRII）は水分子を介したネットワー

クで繋がっているが、Arg78（ARII）とGlu199（ARII）

の側鎖間距離は3.5 Åと近接しているため、水分子の

ネットワークで繋がっていないことも予想される。

より高分解能のARII構造が決定されてARIIにおけ

る水分子クラスターの実態が解明されれば、「遅い

プロトン放出」の理由が判明すると期待される。

6．おわりに
今回用いた無細胞タンパク質合成技術や、脂質メ

ソフェーズ法によって、水溶性タンパク質と比べて

立体構造解析が遅れている膜タンパク質の基礎研究

が大きく発展すると予想される。膜タンパク質の多

くは創薬ターゲットであり、医薬品の50％以上が

膜タンパク質に作用するともいわれている。膜タン

パク質の詳細な立体構造解析の結果から、そこに作

用する医薬品の設計が可能となるとともに、無細胞

タンパク質合成技術の応用によって、膜タンパク質

に対する抗体の取得が可能となることから、これら

の技術は、医薬品の研究開発に大きく貢献すること

が期待される。
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