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立体構造解析のための大腸菌無細胞タンパク質合成系を用いた 
哺乳類由来膜タンパク質調製手法

篠田 雄大，染谷 友美

1. はじめに

細胞膜上の膜タンパク質は，情報伝達分子などの認識と
情報伝達，イオンや糖などの物質輸送，エネルギー生産，
細胞間接着などを担うことから，生命活動に欠かすことが
できない分子群である．また，膜タンパク質は既存薬剤の
標的分子となっているものが多く，将来の薬剤標的分子と
して期待されるものも多い．現在，タンパク質の機能や創
薬の研究において，X線結晶構造解析やクライオ電子顕微
鏡単粒子解析などによる詳細な立体構造解析は欠かすこと
ができない研究手法となっており，膜タンパク質もその限
りではない．しかしながら，実際には膜タンパク質，特に
ヒトなど哺乳類由来の膜タンパク質の立体構造解析例は球
状タンパク質と比べてはるかに少ない．この理由の一つと
して試料調製の難しさがある．本稿では，高難度膜タンパ
ク質調製に関わる課題を克服するために開発された，大腸
菌無細胞タンパク質合成技術に基づいた新しい膜タンパク
質調製手法について，実例を交えながら紹介する．

2. 膜タンパク質調製における課題

立体構造解析用，特に現在主流となっているX線結晶構
造解析用のタンパク質試料調製では，正しい立体構造を保
持した高純度の精製試料がミリグラム単位で必要となる．
哺乳類由来の膜タンパク質の発現では，大腸菌生細胞を用

いた発現系が不向きであるため，酵母や昆虫細胞，哺乳動
物細胞などの発現系を用いることが一般的であるが，膜タ
ンパク質は球状タンパク質と比べて低発現となるケースが
多い上，過剰発現により細胞死を引き起こすことがある．
また，界面活性剤で溶かし出して細胞膜から抽出する工程
（＝可溶化）における効率の悪さも大きな問題となってい
る．特に，界面活性剤に抵抗性を示す膜ドメインに局在す
る膜タンパク質は，ドデシルマルトシド（DDM）のよう
な作用が緩和な界面活性剤では脂質膜から効率よく抽出す
ることが困難である．さらに，界面活性剤で可溶化された
膜タンパク質の膜貫通ドメインは脂質膜の側圧から解放さ
れることで不安定度が増し，精製工程中に変性・失活する
ものも少なくない．以上の問題点から，高品質な精製サン
プルを高収量得ることが困難となっている．

3. 大腸菌無細胞タンパク質合成技術

本稿で紹介する「大腸菌無細胞タンパク質合成技術に基
づいた膜タンパク質調製手法」は，調製困難な膜タンパク
質の発現量と可溶化に関わる問題を克服した実験手法であ
る．大腸菌無細胞タンパク質合成技術とは，大腸菌から
抽出したライセートに核酸やアミノ酸等の材料と目的タン
パク質をコードする遺伝子を添加して，in vitroで目的タン
パク質を合成させる手法であり，生きた細胞を用いないた
め，過剰発現させると細胞死を引き起こすようなタンパク
質でも調製可能である 1）．また，合成反応に用いる液量が
数mL程度と少ないことから，大きな培養用振とう器が不
要なことも利点であると言える（図1a～c）．さらに，大腸
菌無細胞タンパク質合成技術は，コムギ胚芽や昆虫細胞の
ライセートを用いた無細胞合成技術と比べて合成効率が非
常に高く，3～5時間程度の短い反応時間でミリグラム単
位のタンパク質調製が容易である．タンパク質の立体構造
解析では大量の精製試料が必要となることから，これは非
常に大きな利点といえる．実際，理化学研究所の横山茂之
らおよび我々の研究グループでは，X線結晶構造解析用タ
ンパク質試料調製に大腸菌無細胞タンパク質合成技術を利
用して数多くの実績を挙げている 2, 3）．
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4. 大腸菌無細胞タンパク質合成技術を利用した膜タン
パク質調製の従来法の課題

水溶液中に曝露された膜タンパク質の膜貫通ドメイン
は，好ましからぬ疎水性相互作用によって，凝集の原因と
なる．このため，無細胞タンパク質合成技術による膜タ
ンパク質の合成では，この問題を克服する工夫が必要であ
る．現時点において，大腸菌無細胞タンパク質合成技術を
利用した膜タンパク質調製では，「脂質や界面活性剤を用
いずに合成し，沈殿物として得られた目的膜タンパク質を
強力な界面活性剤（SDS等）で可溶化してから巻き戻す方
法」と，「脂質や界面活性剤の存在下で合成し，脂質二重
膜あるいはミセル内に包み込む方法」の2種類の手法に大
別される．前者は合成量に秀でているものの，ポリペプチ
ド鎖の折りたたみが複雑である真核生物由来の膜タンパ
ク質の生産には不向きであり，実際，立体構造解析実施例
については原核生物由来のものに限られている 4, 5）．一方，
後者では，界面活性剤ミセルのみ 6），あるいは脂質リポ
ソームのみを添加したもの 7）や，nanodisc化した脂質膜を
添加した手法 8）が提案されているが，いずれも無細胞合成
反応液に脂質あるいは界面活性剤を添加することで，合成
された膜タンパク質を脂質二重膜あるいは界面活性剤ミセ

ルで包み込むことで正常に折りたたませることを期待した
手法である．ここにあげたいくつかの手法は，前者の手法
では正しく折りたたむことが困難な膜タンパク質であって
も調製可能であるため，機能解析などで利用されている．
しかしながら，いずれも膜タンパク質の性状や収量に問題
があるため，一部のケースを除いて，真核生物由来膜タン
パク質のような比較的困難なターゲットについては高分解
能での立体構造解析を目的とした試料調製に対応できてい
ない．

5. 大腸菌無細胞タンパク質合成技術を利用した新しい
膜タンパク質調製手法

理化学研究所の我々の研究グループと横山らの研究グ
ループでは，この手法を基に，脂質と界面活性剤の種類や
混合比を工夫することで，比較的高難度なターゲットで
あっても立体構造解析に利用可能なサンプルを大量に調
製できる二つの手法，「Precipitating-Membrane Fragment（P-
MF）法」と「Soluble-Membrane Fragment（S-MF）法」を開
発した 9）．この二つの手法は，脂質に適量の界面活性剤を
作用させることで，合成反応により生じたポリペプチドを
脂質膜内に挿入させやすくし，収量とタンパク質性状の改

図1 大腸菌無細胞タンパク質合成技術
（a）大腸菌無細胞タンパク質合成の概念図．（b）大量調製を行う際の大腸菌無細胞タンパク質合成のセットアップ
（9 mL反応液／90 mL透析外液．溶液組成は文献9を参照）．（c）無細胞合成反応に用いる小型の保温振とう器．
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善を図ったことが特徴である．

1） P-MF法
P-MF法は，100,000×g程度の高速遠心で沈殿する大き

な膜断片となるように混合比を調整した脂質［phosphatidyl-
choline（PC）の他，任意の脂質種を使用可能］と界面活
性剤（主にdigitoninを使用）の混合液を反応液に添加して
合成する手法である．翻訳された膜タンパク質は脂質膜断
片に包埋され，合成反応終了後，100,000×g遠心の沈殿画
分として回収される．このとき，きょう雑タンパク質の多
くは遠心上清として除去されるため，遠心操作のみで脂質
膜に包埋された比較的高純度の試料を調製可能である．し
たがって，本手法はターゲットタンパク質の合成の可否や
合成量の迅速な調査，あるいは可溶化により不安定になり
やすい膜タンパク質の調製や機能解析に適している．
実際，我々は，膜貫通へリックス数が1～9本のヒト由
来膜タンパク質19種について，P-MF法による標準条件
（卵黄PCとdigitonin）下での合成試験を実施したところ，
いずれの膜タンパク質においても，クーマシーブリリアン
トブルー（CBB）染色で容易に視認可能なレベルであり，
19種の平均で反応液1 mLあたり0.3 mgの合成量となり，
本手法がさまざまな膜タンパク質の合成に適用可能である
ことを確認した 9）．また，既存の生細胞を使用した発現シ
ステムでは発現量が乏しく大量調製に不向きな膜タンパク
質であるヒトグルコシルセラミド合成酵素（GlcT）10）につ
いて，合成量と酵素活性の最適化を目的として，P-MF法
を用いてさまざまな脂質条件下で合成したところ，脂質
にブタ脳極性脂質抽出物を用いることで，CBB染色で検
出可能なレベルでの合成量と高い酵素活性を示すことが
判明した．さらに，この脂質条件で調製したヒトGlcTに
強く結合する脂質としてLC-MS解析によって検出された
hexosylceramideをP-MF法での無細胞合成に使用したとこ
ろ，より高活性の試料調製が可能となり，P-MF法が膜タ
ンパク質の機能と脂質種との関連性を研究するツールとし
ても有用であることを確認した 9）．

2） S-MF法
S-MF法は，P-MF法とは対照的に，100,000×g程度の高
速遠心でも沈殿しない小さな浮遊性の脂質膜断片となるよ
うに混合比を調整した脂質と界面活性剤の混合液を，反応
液に添加して合成する手法である．翻訳された膜タンパク
質は，浮遊性の脂質膜断片に包埋され，合成反応終了後，
100,000×g遠心の上清画分として回収される．生細胞の発
現システムを利用した精製時につまずきやすい可溶化工程
を省略して，合成反応後の無細胞合成反応液から直接カラ
ム精製することが可能であるため，可溶化が困難な膜タン
パク質の大量調製に適している．

claudinは，密着結合の構成分子として古瀬ら 11）により
発見された4回膜貫通型膜タンパク質である．この膜タン
パク質は，コレステロールやスフィンゴミエリンに富み界
面活性剤に抵抗性を示す膜ドメインに局在するため，生細
胞を用いた発現システムでは，界面活性剤による脂質膜か
らの抽出が困難となっており，大量調製が難しいサンプル
として知られている 12）．先述のとおり，P-MF法を利用し
た無細胞タンパク質合成では，合成させた膜タンパク質を
任意の脂質種で構成された膜内に包み込むことが可能で
あるため，卵黄PCのような比較的界面活性剤で溶かしや
すい脂質種を合成反応に用いることで，claudinであって
も効率よく可溶化し，精製することが可能である．一方，
S-MF法では，合成されたclaudinを100,000×g遠心上清中
にほぼ完全に回収することができるため，P-MF法より高
収量を期待できる．実際，P-MF法を用いて調製したヒト
claudin-4は，DDMでの可溶化の際には完全に抽出されな
いが，S-MF法では合成後の遠心上清へほぼ完全に回収さ
れ，収量は約3.5倍となった 9）．さらに，S-MF法は，可溶
化工程の省略によって，合成反応からアフィニティー精製
やゲルろ過カラム精製に至る一連の精製を約1日で終える
ことができるため，大量の精製試料調製を繰り返す必要が
ある立体構造解析，特にX線結晶構造解析では非常に有効
な手法であるといえる．実際，我々は，S-MF法を用いて
調製したヒトclaudin-4を利用して，ヒトclaudin-4・C-CPE
複合体のX線結晶構造解析を実施し，3.5 Å分解能で立体
構造を決定した（PDB：5B2G）13）．

6. まとめ

本稿で紹介した無細胞タンパク質合成手法であるP-MF
法とS-MF法によって，これまで調製困難とされていた哺
乳動物由来の膜タンパク質についても結晶化品質の試料調
製が可能となった．特に，これまで生細胞を利用した発現
システムでは可溶化が困難であった膜タンパク質について
も，S-MF法によって可溶化工程を経ずに迅速に精製可能
となったことで，本手法の適用範囲が大きく拡大した．
本手法により調製した高品質な膜タンパク質試料は，立
体構造解析だけにとどまらず，さまざまな生化学実験，薬
効評価，あるいは抗体取得のための免疫原調製等，さまざ
まな実験に適用可能である．
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