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序 論 

 近年、創薬や生命現象の分子機構の解明のために、蛋白質の構造生物学研究が盛んに行われている。膜

蛋白質は全ゲノムの約３割を占める生理学上極めて重要な蛋白質であるにも関わらず、特にヒト由来膜蛋白質

の構造は PDB 登録数の 0.053%（2011 年 12 月時点）にとどまっている。市販の薬剤の５割以上は膜蛋白質を

結合標的としており、膜蛋白質の構造決定はより合理的な創薬開発に極めて有用である。構造解析のために

はミリグラムオーダーの大量発現が不可欠であるが、一般的には発現量が少ないこと、大腸菌などの大量発現

系が膜挿入メカニズムなどが異なるため有効でないこと、過剰発現による細胞毒性などの課題がある。 

 ヒト膜蛋白質の大量発現には次の三つの問題を解決する必要がある。第一点は、構造解析に適した発現配

列の設計と作成を迅速に行う必要があること、第二点は正しいフォールディングや局在を伴う機能性膜蛋白質

を大量発現すること、第三点は精製後に脂質二重膜内在型と同等の活性を持つ均一な精製蛋白質を調製す

ることである。第一点の解決策としては PCR-based gene assembly法により構造遺伝子の作成手法の開発を行

った。第二点の問題に対しては野生型蛋白質と類似の発現を保証しかつ細胞毒性を抑制するためにヒト由来

HEK293 細胞を用いたテトラサイクリン発現誘導系により大量発現系の構築を行った。第三点の評価のために

結合活性測定系を構築し各発現コンストラクトのアフィニティー精製後の活性評価を行った。また脱糖鎖処理と

天然変性領域を除去することで均一なサンプル調製法を開発した。モデル膜蛋白質として四回膜貫通型であ

り比較的小さく翻訳後修飾が少ないヒトCD81レセプター及び十二回膜貫通型であり四量体を形成するため比

較的大きく、二箇所の糖鎖結合サイトを持つヒトセロトニントランスポーター（SERT）を選定し、従来大量発現が

難しいとされた膜蛋白質の大量機能発現系の構築とその評価法の確立を目指し鋭意本研究を行った（Fig. 

1）。 
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本 論 

１．ヒト膜蛋白質構造遺伝子の設計と作成 

 構造遺伝子を簡便かつ迅速に作成するため、コドン頻度の最適化など柔軟な配列設計が可能である

PCR-based gene assembly法の開発を行った。オリゴ DNAの自己集積的な結合・伸張のために各オリゴ DNA

のTm値（融解温度）を均一にするように使用コドンをDNAWorksプログラムを用いて設計し、かつコドン頻度を

発現宿主細胞であるヒトと揃え、CD81では 40、SERTでは 90のオリゴ DNAを設計した。オリゴ DNA濃度や伸

張温度などの最適化を行い全長遺伝子を構築し、遺伝子増幅を行った。通常 500残基に１つの割合で合成エ

ラーが起きるため点変異により遺伝子修復を行い構造遺伝子を得た。 

 

２．テトラサイクリン発現誘導系を用いた膜蛋白質の大量機能発現 

 技術開発の二点目として大量発現系の開発を行った。SERT では昆虫細胞発現系を用いた場合、糖鎖非修

飾型蛋白質が得られフォールディング過程が非効率になり機能発現量が少ないことが報告されている。従って

ヒト膜蛋白質の機能発現のために哺乳動物細胞を用いた同種発現を行った。テトラサイクリン誘導発現系はテ

トラサイクリンが低濃度で機能すること、発現誘導時間が短いなどの長所があり、本研究ではHEK293細胞と組

み合わせて大量発現系として用いた。構築した発現安定株はTetオペレータをプロモーター領域に持ち、エフ

ェクターであるテトラサイクリンの培地添加により発現が開始されるため、潜在的に毒性のある膜蛋白質の過剰

発現を細胞単層膜がコンフルエンスに達するまで抑えることが出来る。Tet リプレッサーはオペレータ領域に強

固に結合するため、細胞増殖中の意図しない発現誘導を抑制することが出来た。発現株のスクリーニングのた

めCD81では 32、SERTでは 24の野生型安定発現株のクローンを取得しその発現量を精製タグの抗体を用い

たウェスタンブロット（WB）法によりスクリーニングし大量発現株を得た。 

 

３．天然変性領域の予測と配列設計 

 近年のバイオインフォマティックス及び生物物理学研究により真核細胞の蛋白質では約 30％が天然変性領 

Fig.1: モデル蛋白質のトポロジーモデル  左. CD81 右. SERT 
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域（IDR: Intrinsically disordered region）を有すると報告さ 

れている。結晶化を目指した構造生物学研究のためには、

活性に影響を与えない限りこれらを除去することが可能で

ある。そこで CD81 と SERT の IDR 解析を行ったところ、

CD81では IDR は見られないものの SERTのＮ末端に IDR

を持つことが予測された(Fig. 2)。この領域は二次構造が 

少なく親水性残基を多く有している。開始残基の親・疎水

性、IDR確率、二次構造予測をもとに６種類のトランケー 

ション体を設計しこれらの構造遺伝子を野生型発現配列をもとに作成した。 

 

４．四回膜貫通型蛋白質 CD81の大量機能発現と活性評価 

 ヒト CD81は可溶性ドメインのみの構造が解かれているものの全長蛋白質の構造が解かれておらず、比較的

小さく翻訳後修飾が少ないターゲット蛋白質として選定した。HEK293細胞による発現はWB法により 1.04 

mg/Lの発現が確認された。また rho-1D4タグを用いたアフィニティー精製では 95％以上の精製純度が得られ

た。細胞膜へのトラフィッキングは正しいフォールディングの指標になるため、抗 rho-1D4抗体を用いて共焦点

顕微鏡により局在を確認した（Fig. 3）。細胞膜に局在すると知られている cadherin との共局在性から適切なフ

ォールディングが実現出来ていることを確認した。精製後の CD81は ELISAアッセイにより結合パートナーであ

る HCV-E2糖蛋白質と Kd＝3.8±1.2 nMで結合し結合活性があることが確認され（Fig. 4）、本大量機能発現

系が四回膜貫通型蛋白質に有効に機能することが確認できた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

５．十二回膜貫通型蛋白質 SERTの大量機能発現と活性評価 

 HEK293 テトラサイクリン発現誘導系を比較的サイズが大きく糖鎖修飾を受ける十二回膜貫通型 SERT に適

用した。野生型とあわせてジスルフィド結合を抑制した変異体、糖鎖修飾欠損体、IDR を除いたトランケート体

の構造遺伝子を作成し、哺乳動物細胞で発現したところいずれも WB 法により発現が確認された（Fig. 5）。野
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Fig.2 SERTの天然変性領域予測 

Fig. 3 CD81の局在   細胞膜局在 cadherin (A )と ER局在 calnexin (B )との比較 Fig. 4 CD81の ELISA結合活性測定 
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生型SERTの発現量は1.39 mg/Lであった。SDS-PAGE上で90%以上の精製純度が確認され、またBN-PAGE

により非変性状態で四量体と思われるバンドが野生型とトランケート体で検出された。SERT の糖鎖付与を確認

したところ、発現誘導後 32時間ではほとんどの SERTが複合型糖鎖修飾を受けていることが確認できた。Lysyl 

endopeptidaseでペプチド分解した精製サンプルの Electro Spray Ionization-MS/MS解析により全長発現が確

認出来た。また精製後の SERTは非変性下で PNGaseFにより脱糖鎖し蛋白質表面に露出していることが確認

できた。糖鎖修飾欠損変異体（Asn207Gln, Asn 218Gln）は発現量が非常に少ないために、より均一な膜蛋白

質を大量調製するためには脱糖鎖処理をすることで精製蛋白質を得る手法が結晶化などに有効であると考え

られた。SERT の各種変異体のトランスポート活性を蛍光アッセイを用いて確認したところいずれも特異的なトラ

ンスポート活性が確認でき細胞レベルの機能発現が確認できた。[3H]イミプラミン結合アッセイを野生型及び変

異型に行ったところ可溶化及び精製後サンプルではいずれも類似の解離定数を持ち結合活性が確認できた

（Table. 1）。SERTの機能発現量は 0.99 mg/Lであり、精製 SERTの 71％がリガンド結合型として調製可能で

あった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

結 論 

 以上をまとめると、各種構造遺伝子を PCR-based gene assembly法により作成し、哺乳動物細胞を用いて発

現したところ全長発現し、正しいフォールディングとトラフィッキングにより細胞表面に局在していた。また細胞レ

ベルの機能解析を行ったところ、SERT の各発現体はいずれもトランスポート活性を有することがわかった。両

モデル膜蛋白質（野生型）はミリグラムレベルの発現量であり、特にSERTでは既報と比べ発現量、機能発現量

ともに世界一の大量発現に達した。精製膜蛋白質レベルでは ELISA、ラジオリガンド結合アッセイからいずれも

精製後の活性を示していることが確認出来た。また、結晶化に適したサンプル調製のために天然状態におい

て特定の構造を有さない領域を排除したトランケート体の設計を行い、細胞レベルのトランスポート活性及びリ

ガンド結合活性を評価し、結晶化などの構造解析に適用可能な高機能膜蛋白質発現方法を開発した。従来

難しいとされていたヒト膜蛋白質大量機能発現には構造遺伝子の合成と哺乳動物細胞による発現誘導系の組

み合わせがモデル蛋白質において蛋白質サイズや翻訳後修飾によらず構造解析を目指した発現プラットフォ

ームとして有効であることが示された。この方法論が今後のヒト膜蛋白質の構造決定への重要な方法論になる

ことを確信する。 

  Fig. 5 WB法による各種 SERT発現 

Ｔａｂｌｅ 1. SERTのイミプラミン解離定数 




