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1-1.  膜蛋白質研究における課題 

	
 膜蛋白質とは細胞膜の脂質二重膜中に存在する蛋白質である。膜蛋白質は全

蛋白質の約 30%を占め、また現在の医薬品の半分以上のターゲットとなってい
る。さらに、膜蛋白質は細胞内外との物質のやり取り、エネルギー生産、シグ

ナルの伝達や細胞接着など様々な機能を担っていることなどから重要な研究対

象である(1-3)。しかしながら、膜蛋白質は一般にその発現量は少なく、また、
生体膜の構成成分である脂質非存在下では凝集しやすいため発現、精製、解析

が困難であった。これは膜蛋白質が細胞内の大きな部分を占める核質や細胞質

ではなく、膜という平面的な部分に存在するためにその発現量は少なくなり、

また、生体膜は疎水的な環境であるため脂質非存在下の水溶液中では疎水性残

基が溶媒に露出してしまい凝集しやすくなるからである (4-5)。発現量に関して
は近年無細胞発現系やカイ

コなどを用いた発現系の開

発などにより徐々に改善さ

れつつある(6-7)。また、擬
似的な生体膜を模倣する環

境を作り出す技術によって

解析は行われている。しか

し、従来の手法では生化学

的性質や物理化学的性質の

定量的な評価には限界があ

った。                                 図 1-1 : 膜蛋白質 
 
 
1-2. 擬似生体膜を用いた膜蛋白質の評価 
生化学的性質や物理化学的性質の定量的な評価はその蛋白質の機能を理解する

上で非常に重要であるが、膜蛋白質解析の従来の手法には限界があった。これ

は安定かつ均一な膜蛋白質試料の調製に問題があったからである。膜蛋白質の

解析を行うための擬似生体膜として従来では界面活性剤やリポソームが用いら

れてきた。しかし、界面活性剤は生体膜の成分である脂質とは物性が異なるた

め膜蛋白質の機能を損なうおそれがあるなどの問題があった。リポソームでは

対象となる膜蛋白質が次項の図 1-2 のように外側、内側を向いたりなどとその
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配向を制御することが難しく、また、リポソー

ム内に包摂される膜蛋白質の数を制御すること

も難しいので均一な試料の調製が困難である

(8-10)。また、リポソームはその大きさによっ
て曲率が変わるため膜蛋白質に様々な影響を与

えることが知られているがリポソームの大きさ

をナノメートル単位で制御することは困難であ

る(11)。                                      図 1-2 : リポソーム 
	
 近年開発されたナノディスクによってこれらの問題点は解決された。ナノデ

ィスクは、次項の図1-3のように脂質とアポリポ蛋白質の一種であるMembrane 
Scaffold Protein(MSP)二分子とが複合体を形成し膜蛋白質を安定に可溶化する
ことができる。また、円盤状であるためにリポソームのような外側、内側とい

う区別が存在せず、大きさが膜蛋白質の単量体や二量体程度の大きさであるた

め包摂される分子種を単量体や二量体に限定できるなど膜蛋白質の均一な試料

調製も可能である(12-17)。さらに、ナノディ
スクはその構成成分である MSP の種類を変
えることで円盤の半径を容易に変えることが

できる (18)。つまり、ナノディスクは膜蛋白
質に関して界面活性剤やリポソームなどに比

べて安定で均一な膜蛋白質試料の習得が可能

となり、それを用いて膜蛋白質の生化学的活

性や物理化学的性質の定量的評価が可能にな

ると考えられる。                              図 1-3 : ナノディスク 

 
 
1-3. ナノディスクを用いた膜蛋白質の研究 

	
 ナノディスクは上述したように安定で均一な試料の調製が容易であるため、

それを用いて様々な解析が行われてきた。例えばトランスロコンであるSecYEG
の構造解析が行われたり(19)、ロドプシンを用いたシグナル伝達の解析が行われ
たり(20-21)、ナノディスクに含まれる分子数を制御して SNARE蛋白質の相互
作用の解析が行われてきた(22-23)。しかしながら、ナノディスクの大きさと膜
蛋白質の活性の相関は不明であった。 
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1-4. 本研究の目的 

	
 本研究ではナノディスクの大きさと膜蛋白質の活性の相関を明らかにする。

そのためにモデル膜蛋白質として大腸菌由来の ABC トランスポーターである
MsbA を 4 つの大きさで包摂し生化学的性質や物理化学的性質の定量的評価を
行い、ナノディスクの大きさがどのように膜の状態を変化させ膜蛋白質の活性

に影響を与えるかを解析する。 

 

 

1-5. MSP 
	
 前述したMSPはヒト由来のアポリポタンパク質であるApoA-1を鋳型に遺伝
子を人工的に加工することによって構築された蛋白質である(24)。ApoA-1は図
1-4 に示した構造の蛋白質でヒトの体内では脂質と円
盤状や球場の複合体を形成しコレステロールをその中

に取り込み輸送する働きを担っている。MSP はこの
ApoA-1のN末端側の 43残基を取り除き脂質との結合
ドメインのみを取り出した配列をしている。MSP1 は
天然の ApoA-1 とは異なり大きさの揃った脂質との複
合体を形成する。このMSP1のαヘリックスを形成す
る特定の残基を更に追加することや取り除くことによ

って形成されるナノディスクの大きさが変化するとい

うことが知られている(18)。                        図 1-4 : ApoA-1の構造 

 

 

1-6. MsbA 
	
 グラム陰性菌の包膜は内膜、ペリプラズム、外膜から構成されておりさらに

その外側にはリポ多糖類が結合している。このリポ多糖類と外膜とを結合させ

ている Lipid Aは細菌の生育には必須であり ABC(ATP-binding cassette)トラ
ンスポーターであるMsbAは次項の図 1-5のようにATPの加水分解によるエネ
ルギーを利用してこの Lipid A を内膜の内側から外側へと輸送する(25-29)。
ABCトランスポーターは物質の輸送を行うという役割を担っているため分子内
又は分子間に空隙が存在する場合が多く細胞に薬剤を投与してもこの空隙を通

って排出されてしまう(30)。MsbAはこういった多剤耐性 ABCトランスポータ
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ーの構造類似体なので MsbA の機能解析を行うことは薬剤開発にとって重要で
ある(31)。しかしながらMsbAの膜成分との相互作用がどのように ATP加水分
解活性に影響を与えるかは不明であるため本研究ではナノディスクのサイズと

いう膜成分を変化させて解析を行う。 

 
図 1-5 : MsbA 

 

 

1-7. 本論文の構成 

本論文ではまず一章で序論について述べ、二章において MsbA を包摂したナノ
ディスクの精製について、三章で得られた試料の生化学的及び熱力学的解析に

ついて、四章で応用的利用法について述べ、最後に五章で総括を行う。 
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[略称] 
E1 : MSP1E1 
E2 : MSP1E2 
E3 : MSP1E3 
MSP : MSP1、MSP1E1、MSP1E2、MSP1E3 
Km : kanamycin 
IPTG : Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
β-ME : 2-mercaptoethanol 
Buffer A : 40 mM Tris / HCl、300 mM NaCl、pH 8.0 
IMAC : 金属キレートアフィニティークロマトグラフィー 
DDM : n – dodecyl - β - D - maltoside 
MsbA Buffer : 20 mM Hepes / NaOH、200 mM NaOH、5 mM MgCl2、 
7 mM 2-mercaptoethanol、pH 7.4 
DTT : dithiothreitol 
DMPC : 1, 2 – dimyristoyl – sn – glycerol – 3 – phosphocholine 
DP(9 : cis)PC : 1,2 - dipalmitoleoyl - sn - glycero - 3 - phosphocholine 
DOPC : 1,2 - dioleoyl - sn - glycero - 3 - phosphocholine 
DM(9 : cis)PC : 1, 2 - dimyristoleoyl - sn – glycero - 3 - phosphocholine 
ND Buffer : 10 mM Hepes / NaOH、100 mM NaCl、pH 7.4 
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[概要] 
2-1. MsbA-ナノディスクの精製 

	
 ナノディスクはMembrane scaffold protein (MSP)と呼ばれるアポリポ蛋白
質とリン脂質で構成される。また、前述した通りこのMSPの種類を変えること
でナノディスクの半径を変えることができる(18)。そこで第二章では 4つのサイ
ズのナノディスクを用いた MsbA の包摂及び精製法について記述する。まずア
ポリポタンパク質としてナノディスクサイズの小さいものを作る順に MSP1、
MSP1E1、MSP1E2、MSP1E3（以下 MSP1、E1、E2、E3、4 つ全てを指す
場合はMSPとする）のベクターを構築しその発現、精製を行った。次に、包摂
する膜蛋白質である MsbA の発現、精製を行った。それらを用いてリン脂質と
混合、混合溶液から界面活性剤のみを除去することで 4 種類のサイズの MsbA
が包摂されたナノディスク(MsbA-ナノディスク)を精製した(MSP1 で包摂した
場合にはMSP1-MsbAのように記載する)。 
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[方法] 
2-2. MSPのベクターの構築 

	
 MSP1 のベクターマップは以下に示す通りである。これを鋳型に塩基挿入を
行い E1、E2、E3を構築する。 

 
図 2-1 : MSP1のベクターマップ 

次項に E1、E2、E3の配列のイメージ図を示す。 

 
 
 
E1 

 
E2 

 
E3 

 
図 2-2 : E1、E2、E3の配列のイメージ図 
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 色付きのブロックはそれぞれ異なる 22残基を表しており E1では緑色の２２
残基が繰り返され、E2では緑色と青色の計 44残基が繰り返され、E3では緑色
と青色と濃青色の計 66残基が繰り返されている。 

	
 この繰り返し配列はその配列内に制限酵素の切断部位が存在しないために通

常の遺伝子組み換え操作では作製することができない。そこで、E1 では
TOYOBO 社の Mutagenesis Kit を使用した部位特異的変異導入で塩基挿入を
繰り返すことによりMSP1を鋳型に 22アミノ酸残基、すなわち 66核酸塩基の
DNA挿入を行った。E2は同様に E1を鋳型に 22残基、66塩基の DNA挿入を
行った。E3 では通常の遺伝子組み換えと同様に制限酵素の切断部位を付けた
DNA断片を PCR法により作製、DNA連結反応により DNA同士を繋げる。そ
して次項の図のように制限酵素の切断部位を部位特異的変異導入によって片方

ずつ削除した。 

	
 しかし、どちらの方法にも共通していることとして繰り返し配列であるため

に通常のプライマーを設計してもプライマーが次項の図のように二カ所にアニ

ーリングしてしまい PCR を行っても単一の DNA 断片を得ることが出来ない。
これを避けるためにコドンを変えたプライマーを用意した。 
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図 2-3 : E1、E2、E3を構築するための遺伝子工学の概略 
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2-3. MSPの発現及び精製 

	
 MSPは全て以下の様に発現、及び精製を行った。 

大腸菌 C43(DE3)を使用して LB プレート培地(カナマイシン(Km) : 50μg/ml)
に形質転換をした。37 ℃、LB培地で培養して O.D.600 ~ 0.6で IPTGを終濃度
1mMになるように加えた。37 ℃のまま約 5時間培養した後 7000×g、10分、
4℃で遠心をして集菌した。40 mM Tris / HCl、300 mM NaCl、pH 8.0（以下
Buffer A）で菌体を懸濁し菌体を超音波破砕した。その後 1％Triton として
40,000×g、30 分、4 ℃で遠心をして上清を回収し金属キレートアフィニティ
ークロマトグラフィー (IMAC)で精製を行った(クロマトグラフィーシステム : 
GE ヘルスケア、AKTA システム:以下クロマトグラフィーには特に記載のない
場合この装置を使用した。使用カラム : His Trap HP 5 ml)。IMACでの精製法
の概略を以下に示す。 

 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 図 2-4 : IMACの精製 

①：サンプル 

②：Buffer A + 30 mM Sodium cholate 
③ : ② + ④ (Gradient) 
④：Buffer A + 30mM Sodium cholate + 300 mM Imidazole 
	
 次に、この③の溶出画分のうち純度の高いものを回収し限外ろ過による濃縮、

希釈を繰り返すことにより Bufferを Buffer A + 5 mM Sodium cholateに置換
した。その後MSP : TEV プロテアーゼ = 30 : 1になるように TEVプロテアー
ゼを加え約 12時間室温で振盪し HisTagを切断した。再度 IMACにより最終精
製を行った（使用カラム : GEヘルスケア、His Trap HP 5ml）。TEVプロテア

① ② 

③ 

④ 

[I
m

id
az

ol
e]

] 

xCV 4CV 12CV 3CV 

※CV : Column Volume 
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ーゼには HisTagがついており切断したサンプルには切断されたMSP、未切断
のMSP、TEVプロテアーゼ、比較的カラムに吸着しやすい夾雑物が含まれるの
でもう一度 IMACを行うと目的の切断されたMSPのみが Flow Throughに溶
出される。 
 
 

2-4. MsbAの発現及び精製 

MsbA の発現及び精製を次のように行った。ベクターには pET26b を用いた。
菌株には膜蛋白質を発現するのに適している大腸菌C43(DE3)を使用しLBプレ
ート培地に形質転換(Km : 50 μg/ml)した。その後 37℃、LB 培地で培養し
O.D.600〜0.6で IPTGを終濃度 0.5 mMになるように加えた。その後約 5時間
37℃で培養し 7000g、4℃、10分で集菌した。20 mM Hepes / NaOH、200 mM 
NaOH、5 mM MgCl2、7 mM 2-mercaptoethanol(β-ME)、pH 7.4(MsbA Buffer)
で菌体を懸濁し French Pressで 1 kbarの圧力で破砕した。9200 g、4℃、30
分で遠心し上清を回収し 150,000 g、4℃、1時間で超遠心を行った。沈殿をMsbA 
Buffer で再度懸濁して n – dodecyl - β - D - maltoside (DDM) を終濃度 1%
になるように加え可溶化した。その後 IMAC で精製 を行った(使用カラム : 
TALON Metal Affinity Resin)。 

IMACにおける精製では以下の溶液で溶出した。 

Wash 1：MsbA Buffer + 0.02% DDM + 5 mM Imidazole 
Wash 2：MsbA Buffer + 0.02% DDM + 10 mM Imidazole 

Elution：MsbA Buffer + 0.02% DDM + 300 mM Imidazole 
その後 Elution 画分をサイズ排除クロマトグラフィーによって最終精製した。
(使用カラム : Superdex 200 26 / 60 pg、Buffer : MsbA Buffer + 0.02% DDM、
還元剤には 7 mMβ-MEの代わりに 1 mM DTTを使用した。) 
 

 

2-5. MsbAの包摂の条件検討 

	
 精製されたMsbAをナノディスク一つ(MSP二つ)に対しMsbAの機能体であ
る二量体が一つ包摂されるように条件検討を行った。まず加える脂質の量を変

化させて実験を行った。例えばMSP1においてはMSP1とMsbAと飽和脂質で
ある 1, 2 – dimyristoyl – sn – glycerol – 3 – phosphocholine(DMPC)をそれぞ
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れ 1 : 1 : 0、20、40、60と変化させた。次に加えるMSPの量を変化させて最
適化を行った。MSP過剰の条件で実験を行えば空のナノディスクは精製される
もののMsbAが複数包摂されることは避けられる。具体的にはMSP : MsbA : 
DMPC= 5、2.5、１ : 1 : 200、100、40と変化させた。それぞれのMSPについ
て混合比の最適化を行いMsbAの包摂を行った。 

	
 混合時にはまず脂質を N2ガスで乾燥し、その後一晩真空乾燥を行い、Buffer 
A + 100 mM sodium cholate によって可溶化し終濃度 50 mM とした(1,2 - 
dipalmitoleoyl - sn - glycero - 3 - phosphocholine (DP(9 : cis)PC)を用いた時は
25 mM、1,2 - dioleoyl - sn - glycero - 3 - phosphocholine (DOPC)を用いた時は
12.5 mMとした)。MSP、MsbA、脂質を 15分転移温度付近である室温で混合
した。また、1, 2 - dimyristoleoyl - sn – glycero - 3 - phosphocholine(DM(9 : 
cis)PC)、DOPCを用いた場合には 4℃で混合した。その後MSP、MsbA、脂質
に含まれる界面活性剤を除去するため Bio-Beadsを 0.6 g/mlとなるように加え
それぞれの転移温度付近で 4時間混合し界面活性剤を除去した。MsbAには His
タグが含まれており、MSPには Hisタグが含まれていないため IMACを行えば
空のナノディスクは Flow through、Washの段階で除去が可能である。溶出に
は Buffer A、Buffer Bを使用した。溶出画分を 0.2 μmのフィルターに通しサ
イズ排除クロマトグラフィーで精製を行った。サイズ排除クロマトグラフィー

には Superdex 200 10 / 300、10 / 300 increase、16 / 60 pgのいずれかを使用し
ND Buffer (10 mM Hepes / NaOH、100 mM NaCl、pH 7.4)で溶出を行った。 
※各脂質の構造は補足資料 S-1を参照 
 

 

2-6. MsbAの存在比の決定 

	
 精製された MsbA-ナノディスクに含まれる MsbAの分子数は SDS-PAGEに
よって決定した。濃度既知の MsbA と MSP を混合しそれらのバンド強度の比
を検量線として用いた。画像の解析には Image Jを使用した。 
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[結果] 
2-2’. MSPのベクターの構築 

	
 遺伝子工学の結果構築された塩基配列をアミノ酸配列に変換したものを記載

する。 

MSP1 

 
MGHHHHHHHDYDIPTTENLYFQGLKLLDNWDSVTSTFSKLREQLGPVT
QEFWDNLEKETEGLRQEMSKDLEEVKAKVQPYLDDFQKKWQEEME
LYRQKVEPLRAELQEGARQKLHELQEKLSPLGEEMRDRARAHV
DALRTHLAPYSDELRQRLAARLEALKENGGARLAEYHAKATEHLSTLS
EKAKPALEDLRQGLLPVLESFKVSFLSALEEYTKKLNTQ 
 
E1 
MGHHHHHHHDYDIPTTENLYFQGLKLLDNWDSVTSTFSKLREQLGPVT
QEFWDNLEKETEGLRQEMSKDLEEVKAKVQPYLDDFQKKWQEEME
LYRQKVEPYLDDFQKKWQEEMELYRQKVEPLRAELQEGARQKL
HELQEKLSPLGEEMRDRARAHVDALRTHLAPYSDELRQRLAARLE
ALKENGGARLAEYHAKATEHLSTLSEKAKPALEDLRQGLLPVLESFKVS
FLSALEEYTKKLNTQ 
 
 
E2 
MGHHHHHHHDYDIPTTENLYFQGLKLLDNWDSVTSTFSKLREQLGPVT
QEFWDNLEKETEGLRQEMSKDLEEVKAKVQPYLDDFQKKWQEEME
LYRQKVEPLRAELQEGARQKLHELQEKLSPYLDDFQKKWQEEM
ELYRQKVEPLRAELQEGARQKLHELQEKLSPLGEEMRDRARAH
VDALRTHLAPYSDELRQRLAARLEALKENGGARLAEYHAKATEHLSTL
SEKAKPALEDLRQGLLPVLESFKVSFLSALEEYTKKLNTQ 
 

E3 
MGHHHHHHHDYDIPTTENLYFQGLKLLDNWDSVTSTFSKLREQLGPVT
QEFWDNLEKETEGLRQEMSKDLEEVKAKVQPYLDDFQKKWQEEME
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LYRQKVEPLRAELQEGARQKLHELQEKLSPLGEEMRDRARAHV
DALRTHLAPYLDDFQKKWQEEMELYRQKVEPLRAELQEGARQK
LHELQEKLSPLGEEMRDRARAHVDALRTHLAPYSDELRQRLAARL
EALKENGGARLAEYHAKATEHLSTLSEKAKPALEDLRQGLLPVLESFKV
SFLSALEEYTKKLNTQ 
	
 配列中の各色はそれぞれ図 : 2-2 に対応しており下線部が遺伝子工学により
挿入された部分である。 

 

 

2-3’. MSPの発現及び精製 

以下に IMAC後のMSPの SDS-PAGE及びWestern-Blottingの結果を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   
 

 

 

 

 

 

図 2-5 : IMAC後のMSP1(左上)、E1(右上)、E2(左下)、E3(右下)の SDS-PAGE
及びWestern-Blotting 

MSP1、E2、E3 では一番左からマーカー、Apply、Wash でそれ以外は全て溶
出画分である。E1では左からマーカー、溶出画分である。また、マーカーの分
子量は上から 175、80、58、46、32、25、17、7 (kDa) である。いずれのMSP
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でも正常にかつ大量に蛋白質が発現していることが確認できた。また、図の赤

枠で示したサンプルを次の操作に使用した。 

 

 

次に HisTagを切断し、再度 IMACを行った時の SDS-PAGEを示す。 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-6 : MSPの HisTag切断後の SDS-PAGE(左からMSP1、E1、E2、E3) 
	
 いずれの SDS-PAGE のゲルも左からマーカー、切断後の Apply、
Flow-through(最終精製)の順となっている。図の通りMSPは切断され、高純度
で精製されていることが分かる。また、E2 では切断前の E2 と TEV プロテア
ーゼが、E3 では切断後の E3 と TEV プロテアーゼが重なっていたためそれぞ
れのバンドを確認することができなかった。 
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2-4’. MsbAの発現及び精製  

	
 次に IMAC 後及びサイズ排除クロマトグラフィー後の MsbA の SDS-PAGE
及びクロマトグラムの図を示す。 

 

 

図 2-7 : MsbAのクロマトグラム及び SDS-PAGE 

	
 左から Apply、Flow through、Wash1、Wash2、Elutionとなりその後はク
ロマトグラムにおいて黒枠で示した画分である。MsbA は約 64kDa なので
MsbAは確かに精製された。また、SDS-PAGEの赤枠で示した画分を液体窒素
で凍らせ-80℃で冷凍保存した。 
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2-5’. MsbAの包摂の条件検討 

	
 次に MSP1 における脂質の混合比の最適化を行ったサイズ排除クロマトグラ
ム及び 40当量加えた時の SDS-PAGEを示す。混合比はMSP1 : MsbA : DMPC 
= 1 : 1: xとなっておりグラフ中の数字が xに対応する。また、MSP1-Emptyと
は MsbA の包摂されていない MSP1 と DMPC で構成されるナノディスクを表
している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-8 : MSP1を用いた場合のクロマトグラム及び SDS-PAGE 

	
 クロマトグラムより全ての比率において MsbA を含まない空のナノディスク
よりも高分子量側へピークがシフトしたことが確認された。また、SDS-PAGE
によってMSP1とMsbAが同時に溶出されたことからMsbAのナノディスクへ
の包摂を確認した。脂質を全く含まない条件でもピークシフトは確認されたが

この時には混合時においてすでに試料の凝集による白濁が確認された。脂質を

40当量加えた時が矢印で示した高分子量、低分子量側のコンタミネーションが

MsbA 

MSP1 
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最も少なかったので以降の実験では 40等量加えることにした。 

※他のMSPについては補足資料 S-2を参照 

	
 次に、MSP1 の比率を変化させた時のクロマトグラムを示す。グラフの数字
はMSP1 : MsbA : DMPC = x : 1 : 40xとした時の xを表している。 

 
図 2-9 : MSP1を変化させた場合のクロマトグラム 

	
 全ての比率において前項とほぼ同じ位置にピークが観察された。加えるMSP
を少なくすると高分子量側に見える凝集体が増え、多くし過ぎると低分子量側

にコンタミネーションが見られたので以降の実験では 2.5 等量加えることとし
た。E1、E2に関しては 2.5等量、E3に関しては 5等量加えることとした。 

※E3については補足資料 S-3を参照 

次に最適化を行った後の混合比を示す。 
表 2-1 : 各MSPにおける混合比の最適条件 

 MSP MsbA DMPC 
MSP1 2.5 1 100※ 

E1 2.5 1 165 
E2 2.5 1 235 
E3 5 1 600 

※DM(9 : cis)PC、DP(9 : cis)PC、DOPCについても 
MSP1 : MsbA : DMPC = 2.5 : 1 : 100  

の条件で実験を行った。 
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次に最適化された条件下でのクロマトグラム及び SDS-PAGE を示す(DM(9 : 
cis)PC、DP(9 : cis)PC、DOPCに関しては補足資料 S-4を参照)。 

 

 

図 2-10 : 各MSPにおける最適化されたクロマトグラム及び SDS-PAGE 
	
 全ての MSP、脂質を用いてもほぼ対称的なピークを確認することが出来た。
SDS-PAGEにおいてMsbAとMSPが同時に溶出されたことからも全てのMSP
において MsbA は包摂されたとことが確認された。得られたクロマトグラムか
ら分子量マーカーによって算出された検量線を元にそれぞれの分子量及び直径

を計算すると 
 

MSP1 : 270 kDa, 11.3 nm 
E1 : 300 kDa, 11.6 nm 
E2 : 352 kDa, 12.0 nm 
E3 : 390 kDa, 12.3 nm 
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となった。混合比から算出された計算値を以下に示す。 

MSP1 : 23.3(MSP1の分子量)×2(ナノディスクに含まれるMSP1の分子数) 
      + 64.5(MsbAの分子量)×2(ナノディスクに含まれるMsbAの分子数) 
      +0.678(DMPCの分子量)×80(ナノディスクに含まれるDMPCの分子数) 
      = 230 (kDa) 
同様に 

E1 : 26.2×2 + 64.5×2 + 0.678×132 = 271 (kDa) 
E2 : 28.8×2 + 64.5×2 + 0.678×188 = 314 (kDa) 
E3 : 26.2×2 + 64.5×2 + 0.678×240 = 354 (kDa) 
実測値はこの値よりやや高いがこれはクロマトグラムから算出された値は球状

近似をしているため円盤状であるナノディスクでは実測値のほうが高い値が得

られたと考えられる。 
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2-6’. MsbAの存在比の決定 

	
 次に MSP1 におけるサイズ排除クロマトグラフィー後の SDS-PAGE 及びバ
ンド比から求めた検量線、そして次項に各MSPを用いたナノディスクに含まれ
るMsbAの分子数を示す。 

※他の MSP、DM(9:cis)PC、DP(9:cis)PC、DOPC については補足資料 S-5、
S-6を参照) 

 

 

図 2-11 : MSP1における包摂されるMsbAの分子数の決定 

表 2-2 : 各MSPにおける包摂されたMsbAの分子数 

 MSP1 E1 E2 E3 
MsbA /ナノディスク 2.04 2.06 2.18 2.00 

	
 ほぼ全てのナノディスクにおいて一つのナノディスクに一つの MsbA 機能体
(二量体)が含まれていることが確認された。 
※DM(9 : cis)PC、DP(9 : cis)PC、DOPCに関しては補足資料 S-5、S-6を参照 
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[考察] 
	
 本章ではまずMSP、次いでMsbAの精製を行った。それらを用いてMsbAの
ナノディスクへの包摂や精製の条件検討を行った。サイズ排除クロマトグラフ

ィーにより何も包摂されていない空のナノディスクよりも高分子量側へピーク

がシフトした。このことと SDS-PAGEによりMsbAとMSPが同時に溶出され
たことから MsbA のナノディスクへの包摂を確認した。脂質や MSP との混合
比を工夫することによって凝集体等のコンタミネーションを抑えることにも成

功した。アポリポタンパク質は二分子以外でも脂質と複合体を形成することが

知られているので、これらのコンタミネーションは MsbA がこのような複合体
に取り込まれたものと考えられる(65)。また、ほぼ対称的なピークが得られたこ
とからMSPを用いて均一なサンプルの取得に成功したと言える。クロマトグラ
ムより得られた分子量と計算から得られた分子量がほぼ一致していたことから

も得られたサンプルは MsbA を包摂したナノディスクであることが確認された。
また、ナノディスクに含まれる MsbA の分子数を SDS-PAGE により測定した
ところ全ての大きさのナノディスクに一つの MsbA 機能体である二量体が包摂
されていたことから MsbA は機能体単位で正しく包摂されていたことがわかる。
この二量体の MsbA は、単量体が同じ向きと逆向きの両方の向きを向いている
場合と、二つの MsbAが同じ向きを向いている場合の 2つの可能性が考えられ
る。しかしながら、図 1-4 の結晶構造から分かる通り MsbA 二量体において膜
貫通領域は互いの膜貫通領域と相互作用しながら存在しているので本研究にお

いて包摂された MsbA の二量体は別々の向きを向いているのではなくそれぞれ
同じ向きで包摂されたということが出来る(29)。 
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第三章 

MsbA-ナノディスクの 

生化学的及び物理化学的解析 
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[略称] 
DSC : Differential Scanning Calorimetry 
ND Buffer : 10 mM Hepes / NaOH、100 mM NaCl、pH 7.4 
DDM : n – dodecyl - β - D - maltoside 
AMPPNP : Adenosine 5′-(β,γ-imido)triphosphate lithium salt hydrate 
ITC : Isothermal Titration Calorimetry 
DMPC : 1, 2 – dimyristoyl – sn – glycerol – 3 – phosphocholine 
DM(9:cis)PC : 1, 2 - dimyristoleoyl - sn – glycero - 3 - phosphocholine 
DP(9:cis)PC : 1,2 - dipalmitoleoyl - sn - glycero - 3 - phosphocholine 
DOPC : 1,2 - dioleoyl - sn - glycero - 3 - phosphocholine 
12-AS : 12-(9-anthroyloxy)stearic acid 
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[概要] 
3-1. MsbAの生化学的及び物理化学的解析 

	
 蛋白質の生化学的活性や物理化学的性質の定量的評価はその蛋白質を理解す

る上で重要である。しかし、従来、膜蛋白質の定量的評価は困難であった。定

量測定には試料の均一性が重要であるが従来の技術では均一な膜蛋白質試料の

調製が困難であった。本章では前章において均一化された MsbA-ナノディスク
を用いて MsbA の生化学的及び物理化学的性質の定量的評価を行った。MsbA
は大腸菌由来の ABCトランスポーターであり ATPの加水分解を利用して基質
である Lipid Aを大腸菌の内膜から外膜へと輸送する(25-29)。MsbAの加水分
解は変異体を用いた解析や加水分解領域のみを取り出した解析などの報告があ

るが(32-33)、膜成分に着目した解析は現在のところなされていない。本章では
ナノディスクの大きさといった膜成分がMsbAのATPとの相互作用に与える影
響について解析を行う。 
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[方法] 

3-2. 熱安定性解析 

3-2-1. 示唆走査型熱量測定(Differential Scanning Calorimetry(DSC))の原理 

	
 示差走査型熱量測定とは温度上昇に伴う基準試料と測定試料の熱量の変化を

測定する方法のことであり、蛋白質のアンフォールディング解析などの熱安定

性の解析によく用いられる(34-36)。蛋白質の測定を行う際は基準試料と測定試
料は同一の Bufferを使用する。基準試料、測定試料の両方に熱を加えると温度
上昇に伴う熱変性プロセスにおいて測定試料における熱の吸収量が変化するた

め基準試料との間に温度差が生じる。

この温度差を解消するために基準試料

にこの変性プロセスの熱容量に比例す

る熱が加えられる。この熱を測定試料

の濃度などで補正すると図 3-1 に示し
たような吸熱ピークが得られる。この

吸熱ピークから測定試料の変性中点

(Tm)、吸熱ピークを積分することによ
って変性エンタルピー(ΔH)、変性前後
の熱容量の差から変性の熱容量変化

(ΔCp)を求めることが出来る。 

                                               図 3-1 : DSCカーブの例※ 
※図は GEヘルスケア、 
http://www.gelifesciences.co.jp/technologies/biacore/dsc_app.htmlより抜粋 

 

 

3-2-2. DSC測定 

	
 前章において得られた MsbA-ナノディスクの安定性を示差走査型熱量測定に
よって測定した。この時試料の終濃度はそれぞれ 20〜50μMとした。測定には
ND Bufferを使用した(DDMの場合にはND Buffer + 0.02% DDMを使用した)。
ATPの非加水分解性アナローグである AMPPNPを用いてリガンド結合時の熱
安定性の測定も行った。AMPPNP を使用した際には ND Buffer + 10 mM 
MgCl2を使用しMsbAに対して 20等量加えた。 

(使用装置 : GEヘルスケア社、MicroCal VP-DSC)  
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3-3. ATP加水分解活性測定 

	
 MsbA は ATP 加水分解酵素であるので ATP 加水分解活性の酵素速度論解析
を行うことによりリガンドであるATPへの親和性や触媒能を評価することが可
能となる。ATP加水分解活性測定は以下のように行った。S Buffer(下記参照)250 
μlにMsbAを 2.5 μg(DDMの時は 25μg)加えMiliQで合計 500 μlとし氷上
で 10分間静置した。その後 37℃で 10分間静置し以降 5分毎にサンプルを 75 μ
ℓずつ分取した。分取したサンプルは 75 μℓの 12%SDSで反応を停止し、Buffer 
1を 150 μℓ加え 5分間静置し Buffer 2を 225 μℓ加えた。その後 20分間静置
し 850 nmの吸光スペクトルを測定した。基質である ATP濃度を変化させて酵
素速度論解析を行いミカエリス・メンテン式より Vmax、kcat 、KM、kcat / KM

を算出した。各 Bufferの組成は以下の通りである。 

S Buffer(※1) : 100 mM Hepes / NaOH, 20 mM MgCl2, (DDMを用いる時は
0.04% DDM,) pH 7.4, (ATP ※2) 
※	
 終濃度は上記の半分になる。 

※	
 酵素速度論解析を行った時は ATPの終濃度が 4、2、1、0.5、0.25、0.125 mM
となるようにした。 

Buffer 1 : 2% Ammonium molybdate, 12% Ascorbic acid, HCl 1M 
Buffer 2 : 2% Citric acid, 2% Sodium metaarsenite, 2% Acetic acid 
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3-4. ATPとの相互作用解析 

3-4-1. 等温滴定型熱量測定(Isothermal Titration Calorimetry(ITC))の原理 

	
 等温滴定型熱量測定とは一定温度下で滴定による温度変化を測定する方法の

ことであり、分子間相互作用解析に用いられる(37-39)。結合に伴う熱の変化を
測定することによって結合定数や結合比、エンタルピー変化やエントロピー変

化などを求めることが可能である。また、反応の熱を直接測定するので標的分

子への化学的修飾を必要としないため自然の状態に近い状態で測定することが

可能である。 

	
 測定はリファレンスセルとサンプルセ

ルの間の温度差を測定することによって

行われる。サンプルセルにシリンジから

アナライトが滴下され反応による熱が発

生する。この時発生した熱によるリファ

レンスセルとの温度差を解消するために

サンプルセルに新たに熱が加えられる。

この熱をサンプルの濃度などで補正する

と図 3-2で示すような滴定曲線を描くこ
とが出来る。この滴定曲線から反応のエ

ンタルピー変化(ΔH)、結合定数(Ka)、結
合比(n)を算出することが可能となる。ま
た、 

 

-RT lnKa = ΔG = ΔH - TΔS             図 3-2 : ITCによる滴定曲線の例 

 
の式より反応の自由エネルギー変化(ΔG)、エントロピー変化(ΔS)も算出するこ
とが可能である。 

 

 

3-4-2. ITC測定 

	
 前章において得られた MsbA-ナノディスクと ATP の非加水分解性アナログ
である AMPPNP との相互作用を等温滴定型熱量測定により測定した。この際
シリンジに AMPPNPを、セルにMsbA-ナノディスクを添加しMsbA-ナノディ
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スクは約 50 μM、AMPPNP はその 5 倍〜10 倍程度の濃度で測定を行った。
また、ND Buffer + 10 mM MgCl2を使用した。測定は DMPCの転移温度(23℃)
よりやや高い 25℃で実験を行った。 

(使用装置 : GEヘルスケア、MicroCal iTC200) 

 

 

3-5. 膜の流動性の測定 

3-5-1. アニソトロピー 

	
 膜の流動性を測定する手法として蛍光脂質を用いた試料の定常状態のアニソ

トロピーを測定する手法が知られている(40-41)。アニソトロピーとは偏光の傾
き具合のことであり以下のように導き出される(42-43)。 

蛍光は図 3-3 のように x、y、z 軸それぞれに分布するがこれらの成分を足し
あわせたものは試料から放射される

全蛍光強度に比例する。この量 Sは以
下のように定義することが出来る。 

 

S ≡ Ix + Iy + Iz  (1)            
                                      

ここで図 3-3のように z軸方向に偏光
した光を入射すると、蛍光強度は z軸
まわりに対称的に分布するため、 

 

Ix = Iy   (2) 
 
となる。これを(1)に代入すると 

                                     図 3-3 : アニソトロピー測定の模式図 

S = Iz + 2Ix  (3) 
 
となる。次に、偏光の度合いを決めるために、以下のように Izと Izの差の量 D
を定義する。 

 

D ≡ Iz - Ix  (4) 
 

y 
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この時蛍光の偏光が強ければ D の絶対値は大きくなり、偏光が弱ければ小さく
なり、偏光が完全に解消されれば D = 0となる。この偏光度 Dを全蛍光強度に
比例する Sで規格化した量を蛍光のアニソトロピーと定義する。 

 

r ≡ D / S = (Iz - Ix) / (Iz + 2Ix)  (5) 
 
装置固有の補正因子 Gで偏光強度を補正し、Iz、Ixをそれぞれ入射光の偏光方
向と平行及び垂直な成分と見なすと以下の式を得ることが出来る。 

 

G = IHV / IHH    (6) 
IVV / IVH = GIz / Ix   (7) 
 
添字の V、H はそれぞれ偏光の角度を表しており、V は Vertical(垂直)を H は
Horizontal(水平)を示す。つまり IVVとは垂直方向の偏光で励起した時の垂直方

向の偏光成分の示す蛍光強度である。これらを(5)式に代入すると 

 

r = (IVV - G IVH) / (IVV + 2GIVH)  (8) 
 
を得ることが出来る。 

 

 

3-5-2. 膜のアニソトロピー 

蛍光偏光は分子の回転ブラウン運動が大きくなると解消されるのでアニソトロ

ピーの値は小さくなり、回転ブラウン運動が小さくなるとその値は大きくなる。

脂質膜に蛍光物質を加えアニソトロピーを測定することによって蛍光脂質の回

転ブラウン運動、すなわち膜の流動性を測定すること

が可能となる。また、今回使用する蛍光物質である

12-(9-anthroyloxy)stearic acid(12-AS)は図3-4に示し
たように脂質膜の中心付近に蛍光団を配置するため

12-ASを用いると脂質膜の表面ではなく脂質膜の中心
部の流動性を測定することが出来る(44)。 

 

 

膜表面

膜の中心部

膜表面

図3-4 : 12-ASの位置 
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3-5-3. MsbA-ナノディスクのアニソトロピー測定 

	
 前章によって得られた MsbA-ナノディスクのアニソトロピーを測定した。脂
質濃度は 100μM、脂質と 12-ASとの比は 200 : 1として測定した。Bufferに
はND BufferとMg2+の影響を見るためにND Buffer + 10 mM MgCl2を使用し

た。AMPPNPはいずれの条件でも加えなかった。測定は室温で行い、また、励
起光は 370 nm、440 nmの蛍光強度で算出した。 
(使用装置 : 日本分光、FP-6500) 
 
 

3-6. 異なる脂質を用いた解析 

	
 DMPCとは性質の異なる DM(9 : cis)PC、DP(9 : cis)PC、DOPCを用いて酵
素速度論解析及びアニソトロピー測定を行った。 
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[結果] 
3-2’. 熱安定性解析 

以下に空のナノディスク及び MSP1に包摂された MsbA による DSC曲線を示
す。MSP1-EmptyとはMSP1と DMPCのみで構成されたMsbAの包摂されて
いないナノディスクのことである。 

 
図 3-5 : MSP1-MsbA-ナノディスク、MSP1-ナノディスクの DSC曲線 

	
 空の MSP1 のナノディスクのグラフでは 30℃と 80℃付近に吸熱ピークが見
られる。MSP1-MsbA では 25℃、55℃、90℃付近に吸熱ピークが見られる。
DMPC の転移温度は 23℃であることから判断すると MSP1-MsbA における
25℃付近の吸熱は DMPC の転移によるものであり 90℃付近の吸熱は空のナノ
ディスクと比較すると MSP1 の変性によるものであることが分かる。よって
MSP1-MsbAにおいて観察される 55℃付近のピークがMsbAの変性プロセスを
示していることが分かる。全てのMsbA-ナノディスクについて、また AMPPNP
存在下および非存在下での変性温度を測定した値を次項に示す。 
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図 3-6 : MsbA-ナノディスクの変性温度 

	
 まず基質である AMPPNP 非存在下の■で示した値に着目すると図から分か
る通り界面活性剤である DDM に可溶化された MsbA が最も熱安定性が低く他
のMsbA-ナノディスクと比べると約 10℃低かった。また、ナノディスク間で比
べると DDM 程の差は見られなかったがサイズが小さい方が熱安定性は高い傾

向にあった。次に AMPPNP 存在下の●を比較すると AMPPNP 非存在下の時
とは逆の傾向が見られた。すなわち DDM において最も変性温度は高くなり、

サイズの小さいナノディスクの方が熱安定性は低下していた。 

※他のMSPの DSC曲線は補足資料 S-7を参照 
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3-3’. ATP加水分解活性 

以下に ATP濃度が 2 mMの時の比活性を示す。 

 
図 3-7 : MsbA-ナノディスクの ATP加水分解活性 

	
 図の通り DDM で可溶化されている MsbA が最も活性が低く、またサイズの
小さいMSP1などで包摂されたMsbA-ナノディスクの方が活性は大きかった。 
	
 次項に酵素速度論解析を行った場合の加水分解活性及びそこから得られた各

速度論定数を示す。 
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図 3-8 : MsbAの酵素速度論解析 

表 3-1 : 各MsbAの酵素速度論定数 

 MSP1 E1 E2 E3 DDM 
Vmax 
(nmol / min / μg MsbA) 

1.55 1.03 0.606 0.223 0.0942 

kcat(min-1) 100 66.0 39.1 14.4 6.08 
KM(mM) 1.67 1.34 0.708 0.317 0.375 
kcat / KM 59.9 49.3 55.2 45.4 16.2 

	
 MSP1 などを用いたナノディスクのサイズが小さいほうが Vmax、kcat、KM

が大きいことが示された。しかしながら、酵素の触媒能を表す kcat / KMはあま

りサイズの影響は受けなかった。これはサイズの小さいものでは Vmax、kcat

が大きい、すなわち加水分解のサイクルは早かったが、KMは大きくなる、すな

わちリガンドであるATPとの結合は弱くなり結果として触媒能に差は見られな
かったことを示している。 
 
 

3-4'. ATPとの相互作用測定 

	
 次項にMSP1-MsbAの ITCの滴定曲線及び全てのMsbA-ナノディスクについ
て算出された各熱力学定数を示す。 

※DDM に関しては結合熱が殆ど見られなかったため有効なデータを得ること

ができなかった。また、転移温度より低い温度でも測定を行ったが有意なデー

タを得ることは出来なかった。 
※他のMSP、20℃の滴定曲線及び熱力学定数は補足資料 S-8を参照 
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図 3-9 : MSP1-MsbAの ITC滴定曲線 

表 3-2 : MsbA-ナノディスクの熱力学定数 

 MSP1 E1 E2 E3 
KA(×105 M-1) 8.12 5.11 4.36 3.26 
ΔG(kcal / mol) -8.1 -7.8 -7.7 -7.6 
ΔH(kcal / mol) -25.4 -29.6 -35.8 -45.1 
-TΔS(kcal / mol)  17.3 21.8 28.1 37.5 
N 0.794 0.508 0.452 0.257 

KA、ΔGはわずかにMSP1などを用いたサイズの小さいナノディスクの方が絶
対値が大きくなる傾向にあったがほとんど変化は見られなかった。ΔH はサイ

ズの大きいものの方が絶対値が大きくなった。これは AMPPNP との結合によ
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って得られる熱量はサイズの大きいものの方が大きかった、すなわちサイズの

大きいものの方が結合にともなってより安定化されたということを示している。

-TΔSはサイズの小さいものの方が小さかった。これは結合に伴うエントロピー
ロスは小さかった、すなわち結合に伴う構造変化はサイズの小さい方が小さか

ったことを示している。また、結合比である Nはサイズが大きくなるにつれて
小さくなっている。 

※他のMSP、DDMを用いた場合の滴定曲線は補足資料 S-9を参照 
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3-5'. 膜の流動性の測定 

	
 以下に MSP1-MsbA の時の蛍光強度を示し、またそこから算出された各
MsbA-ナノディスクのアニソトロピー値を示す。 

 
図 3-10 : MSP1-MsbAの蛍光強度 

 

図 3-11 : MsbA-ナノディスクのアニソトロピー 

	
 サイズの大きいものの方がアニソトロピーは低下する傾向にあった。すなわ

ち膜の流動性はサイズの大きいものの方が大きいということが示された。次項

に ND Buffer + 10 mM MgCl2を用いた時のアニソトロピーを示す。 
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図 3-12 : Mg2+存在下でのアニソトロピー 

図から分かる通りMg2+非存在下と比べ値に若干のばらつきはあるもののおおよ

そ変わらない結果が得られた。 

※他のMSP-MsbAの蛍光スペクトルについては補足資料 S-10、S-11を参照 
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3-6'. 異なる脂質を用いた解析 

	
 以下に DM(9:cis)PCを用いた場合と DMPC、MSP1を用いた場合の ATP加
水分解活性及び酵素速度論定数を示す。 

 
図 3-12 : 異なる脂質を用いた酵素速度論解析 

表 3-3. 異なる脂質を用いた場合の酵素速度論定数 

 DMPC DM(9:cis)PC DP(9:cis)PC DOPC 
Vmax 
(nmol / min / μg MsbA) 

1.55 1.24 0.565 0.532 

kcat(min-1) 100 79.7 36.4 34.3 
KM(mM) 1.67 1.26 0.747 0.763 
kcat / KM 59.6 63.2 48.8 45.0 
DM(9:cis)PC を用いた場合にはサイズの大きいナノディスクと同様に kcat、KM

ともに下がり触媒能である kcat / KMはあまり変わらなかった。それぞれの絶対

値としてはMSP1と E1の中間くらいの値をとった。DP(9:cis)PC、DOPCは同
程度の値をとり、MSP1、DM(9:cis)PC と比較すると kcat、KMは共に小さくな

りまた kcat / KMも若干低下した。 
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以下に DM(:cis)PC を用いた場合と DMPC、MSP1 を用いた場合のアニソトロ
ピー値を示す。 

 

図 3-13 : 異なる脂質を用いた場合のアニソトロピー 

	
 異なる脂質を用いた測定では全ての脂質においてアニソトロピーはDMPCと
比較して低下した、すなわち膜の流動性は増加したことが示された。

DP(9:cis)PC、DOPC と炭素鎖が長くなるにつれてアニソトロピーは増加した、
すなわち膜の流動性は低下した。 

※DM(9:cis)PC 、DP(9:cis)PC、DOPC の蛍光スペクトルについては補足資料
S-10、S-11を参照 
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[考察] 
	
 均一化された MsbA-ナノディスクを用いて熱安定性を測定したところ基質で
ある AMPPNP非存在下では界面活性剤である DDMで可溶化された MsbAや
サイズの大きいナノディスクに包摂された MsbA の方が熱安定性は低かった。
しかしながら AMPPNP 存在下では逆にこれらの分子種では熱安定性は向上し
ていた。これはこれらの分子種では AMPPNP 存在下では AMPPNP 非存在下
で観察される熱的に不安定な構造へ遷移しにくくなったためその分構造が安定

化されたのではないかと推察できる。 

	
 ATP加水分解活性は DDMに比べて上昇していた。この値(MSP1 : Vmax = 
1.55 nmol / min / μg MsbA)は過去の報告にある E coli. や Soy bean の脂質を
用いたリポソームの値(0.037 - 1.48 nmol / min / μg MsbA)(26, 32)よりも大き
いか同程度であったためナノディスクに包摂された MsbA は機能を保っていた
と考えられる。また、ナノディスク間で比較したところ kcat、KMともにサイズ

の小さいナノディスクの方が大きくなった。一方で、酵素の触媒能を示す kcat / 
KMはあまり変化しなかった。kcatが大きくなったことは加水分解の速度が大き

くなったことを示しており、KMが大きくなったことはリガンドである ATP と
の親和性が低下したことを示している。これらの結果はナノディスクの大きさ

が膜蛋白質の構造や構造間の遷移定数(速度、平衡)に影響を与え、その結果生化
学的活性にも影響を与えると仮定すると、以下のように説明することできる。

MsbAのホモローグである Lactobacillus brevis由来の ABCトランスポーター
のHorAは脂質の性質を変えるとその構造とATP加水分解活性を変化させると
いう報告がなされている(45)。HorA は phosphatidylethanolamine(PE)を用い
たリポソームでは膜貫通領域の開き具合が大きくなりATP加水分解活性は小さ
くなった。また、重水素交換を利用した全反射フーリエ変換赤外分光器による

実験から構造のゆらぎは PE を用いた方が大きくなり構造安定性は低下してい
た。今回の結果とこの報告を合わせて考えるとサイズの小さいナノディスクで

は次項の図 3-14のように膜貫通領域の開きの角度が小さくなり膜貫通領域の加
水分解に伴う構造変化が小さくなったため kcat、すなわち加水分解の速度が大き

くなったと推察することが出来る。また、KM、すなわち ATP との親和性が低
下したのは膜貫通領域の開きの角度が小さくなったことにより結合サイトにア

クセスしづらくなったことが考えられる。また、熱安定性解析の結果と合わせ

るとサイズの小さいナノディスクではサイズの大きいナノディスクと比べてリ
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ガンドとの結合によって獲得で

きるエネルギーが小さくなった

ため ATP との親和性が低下し
たと考えられる。また、MsbA
は ATP を加水分解した後 ADP
が解離してから膜貫通領域を開

くので ADP の解離による影響
は少なくなると考えられる。                             

	
 上記の ATP との相互作用を
詳細に理解するために ATP の
非加水分解性アナローグである

AMPPNP を用いて等温滴定型
熱量測定を行った。等温滴定型

熱量測定では結合定数である KA     図 3-14 : MSP1と E3の構造の予測 

及びΔG はほぼ一定値を保っていた。しかしながらΔH の絶対値はサイズの小
さいナノディスクの方が小さい、すなわち結合によって得られる熱エネルギー

はサイズの小さいナノディスクの方が小さかったという結果が得られた。また、

-TΔSの項を比較するとサイズの小さいナノディスクの方が小さい、すなわち結
合に伴う構造変化はサイズの小さいナノディスクの方が小さくなるという結果

が得られ、熱安定性解析や酵素速度論解析と合致する結果を得ることが出来た。

結合比はナノディスクのサイズが大きくなるにつれて小さくなっておりこの結

合比が小さくなったことは AMPPNP と結合することの出来る活性を持つ分子
が失活などによって少なくなったことや、また、AMPPNPと結合する構造を取
ることの出来ない状態に平衡が大きく傾いていることなどが考えられるが詳細

な理解にはクロスリンクを用いた分子内架橋から分子の状態を見積もるなどと

いった解析が必要になるだろう。また、この結合比が低下してことにより kcat

などの速度定数が小さくなったことが考えられるが次項の表のように結合比で

kcat を補正してもサイズによる傾向は変わらなかったので活性の違いは結合比

の違いだけでは説明することはできない。 
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表 3-4 : kcatの補正 

 MSP1 E1 E2 E3 
kcat 100 66.1 39.1 14.4 
N 0.794 0.508 0.452 0.257 
kcat / N 126 130 86.4 55.9 
	
 膜蛋白質と膜との相互作用は主に三つの要素の影響を受ける(46-48)。一つ目
は脂質膜の頭部の親水基との相互作用、二つ目は膜全体の曲率、三つ目は膜の

流動性である。この実験で用いた脂質は同じであるので脂質の頭部との相互作

用の影響は無視できる。膜全体の曲率であるがこれは主に脂質の疎水部の構造

の違いに起因する場合が多いのでこの要素も影響している可能性は低いと考え

られる。よって残る膜の流動性を測定することとした。膜の流動性をアニソト

ロピー測定により測定したところサイズの小さいナノディスクの方がアニソト

ロピー値は大きいすなわち膜の流動性は低いという結果が得られた。つまり、

これまでの結果は膜の流動性の違いに起因するということが示された。 

	
 結晶構造より MsbAは膜貫通領域を広げるには最大で約 7 nmの長さが必要
であるが一番小さいナノディスクでも 10 nm以上の大きさなので充分な大きさ
があると考えられる。これはサイズの小さいナノディスクで MsbA は膜貫通領
域を大きく開くことが出来なくなっているのではなく角度が小さい方に平衡が

偏っていると考えられる。このことと前述した結果からMsbAは図 3-14のよう
に小さいナノディスクに包摂されると膜の流動性が下がったことにより膜貫通

領域の動きが制限され ATPとの結合に伴う構造変化は小さくなる。そのためサ 
イズの大きなナノディスクに比べて余分な動きが少なくなり加水分解の速度が

大きくなったと考えられる。サイズの大きいナノディスクに包摂されると膜の

流動性は上がり膜貫通領域の動きも大きくなりATPとの結合に伴う構造変化も
大きくなる。また、膜貫通領域の動きが大きくなるとそれだけ蛋白質内の疎水

性残基が溶媒に露出しやすくなり安定性は低下するため結合によって獲得でき

るエネルギーは大きくなったと考えることが出来る。  
	
 異なる脂質を用いた実験では炭素鎖が長くなるにつれてアニソトロピー値は

上昇、すなわち膜の流動性は低下したが今までの結果とは逆に KM、kcatは減少

した。これは膜の流動性の他に脂質の疎水部も変化しているため膜全体の曲率

が変わり、その影響が反映されたからではないかと考えられる。脂質膜は疎水

部の長さが短くなると図 3-15のように膜蛋白質に圧力を掛けるようになる。こ
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の圧力によりDM(9:cis)PCにおけるMsbAは膜貫通領域の開く角度が小さくな
り膜の流動性の上昇分に対して活性低下は抑えられたのではないかと考えられ

る。DP(9:cis)PC では DM(9:cis)PC と比較して流動性は低下して本来なら活性
も上昇するはずであるが疎水部も長くなったので MsbA にかかる圧力も小さく
なり活性は低下したと考えられる。また、DOPC では流動性の低下による活性
上昇と疎水部が長くなったことによる圧力低下が同程度となったため

DM(9:cis)PCと同程度の活性を示したと考えられる。 

 

図 3-15 : 疎水部の違いによる圧力 

	
 アニソトロピー測定において MSP1 と E3 におけるアニソトロピー値の差は
約 0.02 となりこれは過去の報告におけるナノディスクと Large Unilamellar 
Vesicle(LUV)との差に匹敵するほどの大きな値であった(49)。LUVは直径が数
百 nm程でありナノディスクは直径が 10 nm程度であるのに対して本実験で使
用した MSP1と E3はわずかに 1 nmしか大きさに違いがないのにアニソトロ
ピー値には大きな違いが見られた。リポソームにおいて膜の流動性を変えるに

は通常コレステロールなどの膜成分を新たに加える必要があるが膜組成を変え

ると 3-6 で示したように曲率とそれに伴う膜蛋白質への圧力まで変わる可能性
がある。ナノディスクでは膜成分は変えずに使用するMSPを変え大きさを変え
ることのみで流動性を変えることができる。そのためナノディスクでは従来法

とは異なり脂質と膜蛋白質との相互作用を明確に記述することが可能となるだ

ろう。 

	
 本章においてナノディスクはその大きさにより流動性を変化させ、その結果

膜蛋白質の安定性や活性、構造変化に大きな影響を与えることが示された。こ

れはナノディスクを用いれば膜蛋白質の生化学的及び物理化学的性質の定量的

評価を行うことが出来るのみではなく脂質と膜蛋白質との相互作用及びそこか

ら誘起される構造変化などの機能解析に適していると考えられる。 
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第四章 

MsbA-ナノディスクの応用的利用法 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 53 

[略称] 
SPR : Surface Plasmon Resonance 
SA : ストレプトアビジン 
DMPC : 1, 2 – dimyristoyl – sn – glycerol – 3 – phosphocholine 
DMPG : 1, 2 - dimyristoyl - sn - glycero - 3 - phospho - (1' - rac - glycerol) 
DOPC : 1,2 - dioleoyl - sn - glycero - 3 - phosphocholine 
DLPC : 1, 2 - dilauroyl - sn - glycero - 3 - phosphocholine 
DM(9:cis)PC : 1, 2 - dimyristoleoyl - sn – glycero - 3 - phosphocholine 
DM(9:trans)PC : 1, 2 - dimyristelaidoyl - sn - glycero - 3 - phosphocholine 
ATP-γ-S : Adenosine 5'-γ-thiotriphosphoric acid 
IMAC : 金属キレートアフィニティークロマトグラフィー 
1B : 図 4-4に示した 1の位置にビオチン化オリゴヌクレオチドを使用したもの 
138B : 図 4-4に示した 1, 3, 8の位置にビオチン化オリゴヌクレオチドを使用し
たもの 
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[概要] 
4-1. MsbA-ナノディスクの応用的利用法 
	
 膜蛋白質は第一章の序論で述べたとおり現在の医薬品の半分以上のターゲッ

トとなっている。医薬品の探索においてターゲットとなる蛋白質への表面プラ

ズモン共鳴法(SPR)を用いた小分子スクリーニングは非常に有効である(50-51)。
SPR を用いて膜蛋白質を解析する際に従来はセンサーチップ上に人工的な脂質
二重膜を構築する手法が用いられていたが、この方法では測定中やセンサーチ

ップの再生を行う際に酸変性などによって脂質膜が壊れ、膜蛋白質の機能が損

なわれてしまうおそれがあるなど安定性に問題があった。ナノディスクは化学

的に安定であるのでナノディスクを用いれば膜を破壊することなくセンサーチ

ップの再生を行うことが出来るのではないかと期待される(52)。本章ではその第
一歩としてナノディスクに包摂されたMsbAが SPRにおいて ATPへの結合活
性を保つかどうか、また、SPR における汎用性を確認するために様々な脂質組
成で解析を行う。 
	
 また、膜蛋白質は膜上での様々な反応を担っているがその中には細胞接着な

どに代表されるように多種多様な膜蛋白質の総和で反応が進む場合がある

(53-54)。このような反応においては膜蛋白質の空間配置を自由に設計できるよ
うな鋳型が必要であるが従来はそのような技術に乏しかった。そこで近年開発

された DNA origamiという技術に着目した。DNA origamiとはM13mp18の
ファージベクターである大環状一本鎖 DNA が staple 鎖と呼ばれる短い DNA
鎖で折りたたまれた DNA 構造体のことでこの staple 鎖の配列を工夫すること
で様々な形状を構築することが出来る(55)。また、この staple 鎖にビオチンな
どの小分子による修飾を施すことでDNA origami上の任意の位置に任意の分子
を結合させることが可能である(56-60)。そのため、膜蛋白質を包摂したナノデ
ィスクをDNA origami上の任意の位置に配置させることができれば将来的に多
種多様な膜蛋白質群の反応を再現し解析を行うことが可能になると期待される。 
	
 本章ではその第一段階として MsbA-ナノディスクが DNA origami 上の任意
の位置に固定することが出来るかどうか、また、DNA origami上で固定化され
たMsbAが活性を持つかどうか解析を行う。具体的にはMSP1にビオチン化可
能な Aviタグ、また蛍光色素標識を行うためシステイン残基を導入しMSP1の
ビオチン化、蛍光色素標識を行う。次いでストレプトアビジン(SA)を介して
DNA origamiへの固定化を行い ATP加水分解活性を測定する。 
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[方法] 
4-2. SPRによる蛋白質の相互作用測定の原理 
	
 表面プラズモン共鳴法とは、表面プラズモン共鳴（SPR）を利用して分子間
の相互作用をセンサーチップ上に再現することで二分子間の相互作用の結合定

数や結合速度を測定する手法である(61-62)。この相互作用は特定の角度の入射
光と表面プラズモンが金属／液体界面で起こす共鳴現象を利用し、二分子間の

結合解離に伴ってセンサーチップ表面上で生じる微量な質量変化を SPRシグナ
ルとして検出することによって得ることが出来る。図 4-1 のように分子の固定
化されていない反対側に光を全反射するように当てると、反射光の一部に反射

光強度が低下した部分(SPRシグナル)が観察される。この SPRシグナルの現れ
る角度は、センサーチップ表面近傍の屈折率に依存し、この屈折率変化は質量

変化に比例する。例えばセンサーチップ表面で二分子間の結合反応が起きると

質量変化が生じ、光の暗い部分が Iから IIに移動する。逆に、二分子が解離す
ることによって質量が減少すると、II→Iにその分だけ戻る。この Iから IIにシ
フトする量、すなわちセンサーチップ表面での質量変化を縦軸にとり、質量の

時間変化を測定データ（センサーグラム）としてプロットする。このセンサー

グラムのカーブから結合速度定数（ka）と解離速度定数(kd）を、2つの定数の
比から結合定数（KD = kd / ka）を求めることができる。 

図 4-1 : SPRによる蛋白質の相互作用測定※ 
 
 
 
 
 

※図は GEヘルスケア、 
http://www.gelifesciences.co.jp/technologies/biacore/biamic_pri.html
より抜粋 
http://www.gelifesciences.co.jp/technologies/biacore/biamic_pri.html 
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4-3. 様々な脂質によるMsbAの包摂 
	
 SPRにおける汎用性を確かめるためにMSP1、E3を用いて様々な脂質組成の
ナノディスクで MsbA を包摂した。包摂の手順は第二章で述べたとおりである
が本章ではBio-Beads SM2を加えた後にサイズ排除クロマトグラフィーを行い
その後に IMAC による Ni カラム精製を行った。脂質には DMPC、1, 2 - 
dimyristoyl - sn - glycero - 3 - phospho - (1' - rac - glycerol)(DMPG)、DOPC、
1, 2 - dilauroyl - sn - glycero - 3 - phosphocholine(DLPC)、DM(9:cis)PC、1, 2 - 
dimyristelaidoyl - sn - glycero - 3 - phosphocholine(DM(9:trans)PC)を使用し
た(各脂質の構造は補足資料 S-1を参照)。 
 
 
4-4. ATP-γ-Sとの結合解析 
	
 4-3. によって得られた 2つの大きさ、様々な脂質
組成のMSP-MsbAと ATPの非加水分解性アナロー
グである ATP-γ-Sとの結合を SPRによって解析し
た(GEヘルスケア、Biacore T200)。測定にはまず図
4-2のように Anti-His抗体をセンサーチップ上に固 
定化しその上にリガンドとして MSP-MsbA をキャ
プチャーさせた。アナライトとして濃度の変えた

ATP-γ-Sを流し結合の解析を行った(Running      図4-2 : SPRのイメージ図 
Buffer : 50 mM Tris / HCl, 10 mM MgCl2, pH 7.4 )。 
 
 
4-5. MSP1への Aviタグ、システインの導入 
	
 MSP1 のベクターに Avi タグ、及びシステインの導入を行う。Avi タグとは
GLNDIFEAQKIEWHEの 15残基からなるアミノ酸配列のことでこの配列を特
異的に認識するビオチン化酵素 BirA によってリシン残基がビオチン化される
(63)。また、システインは反応性の高いアミノ酸側鎖でありマレイミド基などを
用いて蛍光標識することが出来る。 
	
 MSP1の配列に TOYOBO社のMutagenesis Kitを使用した部位特異的変異
導入で塩基挿入を行い Avi タグの導入を行った。また、そこからさらに部位特
異的変異導入で塩基挿入を行うことによりシステイン残基の挿入を行った。 
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※以降このようにして構築された遺伝子及び発現される蛋白質をMSP1AviCと
記載する。 
 
 
4-6. MSP1AviCの発現、精製 
	
 MSP1AviCの発現及び精製は第二章におけるMSP1と同様に行った。ただし、
MSP1AviC にはシステインが存在するためメルカプトエタノール存在下で実験
を行い保存時には 1 mM DTTとなるようにした。 
 
 
4-7. BirAの発現、精製 
	
 ビオチン化酵素である BirA の精製を以下のように行った。ベクターには
pET32aを使用した。大腸菌 BL21(DE3)を使用して LBプレート培地(アンピシ
リン(Amp) : 100μg/ml)に形質転換をした。28 ℃、LB培地で培養して O.D.600 

~ 0.6で IPTGを終濃度 1mMになるように加えた。28 ℃のまま約 22時間培養
した後 7000×g、10分、4℃で遠心をして集菌した。25 mM Tris / HCl、200 mM 
NaCl、pH 8.0(BirA Buffer)で菌体を懸濁し菌体を超音波破砕した。20,000×g、
30分、4 ℃で遠心をして上清を回収し金属キレートアフィニティークロマトグ
ラフィー (IMAC)で精製を行った(クロマトグラフィーシステム : GE ヘルスケ
ア、AKTA システム:*以下クロマトグラフィーには特に記載のない場合この装
置を使用した。使用カラム : His Trap HP 5 ml)。IMACでの精製法の概略を次
項に示す。 
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 図 4-3 : IMACの精製 
①：サンプル 
②：BirA Buffer 
③ : ② + ④ (Gradient) 
④：BirA Buffer + 300 mM Imidazole 
	
 次に、この③の溶出画分のうち純度の高いものを回収し BirA : TEV プロテア
ーゼ = 30 : 1 になるように TEV プロテアーゼを加え約 12 時間室温で BirA 
Bufferに対して透析しながら HisTagを切断した。再度 IMACにより最終精製
を行った（使用カラム : GEヘルスケア、His Trap HP 5ml）。TEVプロテアー
ゼには HisTagがついており切断したサンプルには切断された BirA、未切断の
BirA、TEVプロテアーゼ、比較的カラムに吸着しやすい夾雑物が含まれるので
もう一度 IMACを行うと目的の切断された BirAのみが Flow Throughに溶出
される。精製された BirAにグリセロールを加え 50％グリセロールとして 1 mg 
/ mlとなるようにして-80℃で保存した。 
 
 
4-8. MSP1AviCの Cy3化、ビオチン化 
	
 MSP1AviC のビオチン化を以下のように行った。4-6 で精製された
MSP1AviCをGEヘルスケア社のNAP-5カラムを用いてDTTの除去を行った。
その後約 80 μMとし Cy3マレイミドをMSP1AviC : Cy3マレイミド = 1 : 10
となるように加え 4℃で 8時間混合した。その後 BirA : MSP1AviC = 1 : 25と
なるように加え、 
0.5 M bicine buffer, pH 8.3 

① ② 

③ 

④ 

[I
m

id
az

ol
e]

 

xCV 4CV 12CV 3CV 

※CV : Column Volume 
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100 mM ATP, 100 mM MgOAc, 500 µM d-biotin 
をMSP1AviCに対して体積比で 8 : 1 : 1となるように加え室温で四時間混合し
た。その後サイズ排除クロマトグラフィーによって余剰の Cy3 マレイミドと
BirA その他の夾雑物を取り除いた。(使用カラム : HiLoad 16/600 Superdex 
200 pg、Runnning Buffer : Buffer A + 5 mM sodium cholate)また、MSP1AviC
はストレプトアビジンと混合すると複合体を作り SDS-PAGE 上でのバンド位
置がシフトするのでそのバンドシフトからビオチンの標識率を見積もった。 
 
 
4-9. MSP1AviCを用いたMsbAの包摂 
	
 MSP1AviCを用いたMsbAの包摂は第二章における他のMSPと同様にして
行った。また、脂質には頭部に負電荷を持つ DMPGを用いた。MsbAの存在比
は第二章と同様に SDS-PAGEにおける濃度既知のMSP1AviCとMsbAのバン
ド比から決定した。 
 
 
4-10. MSP1AviC-MsbAの DNA origamiへの固定化 
	
 MSP1AviC-MsbAのナノディスクへの固定化は以下のようにして行われた。
まず DNA origamiを形成するためにM13mp18(250 ng /μl) 120μl、staple鎖
(216 nM)(次項の図 4-4に示した 1の位置(1B)、または 1, 3, 8の位置にビオチン
化オリゴヌクレオチド(138B)、12の位置に Cy5が結合している。また、staple
鎖の配列は引用文献 58を参照)150μl、200 mM Tris / HCl, 100 mM Mg(OAc)2, 
10 mM EDTAを 30μl加えた。その溶液を 85℃から毎分 2℃ずつ 25℃まで温
度を下げ DNA origami を作製した。その後 PALL 社の NANOSEP 300k 
OMEGAを使用して 60μlまで濃縮した。DNA origami : ストレプトアビジン
(SA) = 1 : 10(138Bの位置にビオチンがあるものについては 1 : 30)となるように
SAを加え 15分間室温で混合した。余剰の SAを GEヘルスケア社の Sephacryl 
S-400HRを 1.6 ml用いて除去した。その後 DNA origami : MSP1AviC-MsbA = 
1 : 5(138Bの位置にビオチンがあるものについては 1 : 15)となるように加え室
温で 15 分混合した。その後 Sephacryl S-400HR を 800μl 用いて過剰の
MSP1AviC-MsbAを除き精製を行った。DNA origamiの濃度は 260 nmの吸光
度より、最終的なMSP1AviC-MsbAと DNA origamiの存在比は以下のように
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決定した。MSP1AviCには Cy3が DNA origamiには Cy5が結合しているため
コントロールとして濃度既知の MSP1AviC を用いたナノディスクと DNA 
origamiの 0.7%アガロースゲル上のバンド比から算出した。 

 
図 4-4 : DNA Origami上のビオチン、Cy5の位置 

 
 
4-11. MSP1AviC-MsbA-DNA origamiの観察 
	
 MSP1AviC-MsbA-DNA origamiを原子間力顕微鏡を用いて観察を行った。 
使用装置 : 生体分子計測研究所、NanoExplorer 
測定モード : タッピングモード 
カンチレバー : オリンパス、AC10DS-A2, AC10FS-A2 
基板 : Mica 
 
 
4-12. MSP1AviC-MsbA-DNA origamiの酵素活性測定 
	
 DNA origami状に固定化されたMSP1AviC-MsbAの酵素活性はNADHの酸
化とのカップリングによる NADHの吸光度の減少を利用して測定した(64)。 
50 mM Hepes / NaOH, pH7.5, 1 mM DTT, 10 mM MgCl2, x mM ATP 
(ATPは 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8 mMとした) 
に対して 10 mg / ml pyruvate kinase 0.6μ l、 10 mg / ml Lactate 
dehydrogenase 1.2μl、20.6 mg / ml phosphoenol pyruvate 6μl、NADH 0.6
μl、MSP1AviC-MsbA-DNA origamiを終濃度約 5 nMとなるように加え全量
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を 120μlとして 37℃で 25分間 340 nmの吸光度を測定し 1B及び 138BのATP
加水分解活性を決定した。また、DNA origami に固定化されていない
MSP1AviC-MsbA の酵素活性も同様に測定した。基質である ATP 濃度を変化
させて酵素速度論解析を行いミカエリス・メンテン式より Vmax、kcat 、KM、

kcat / KMを算出した。 
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[結果] 
4-3'. 様々な脂質によるMsbAの包摂 
以下にMSP1、E3を使用した時のサイズ排除クロマトグラフィーにおけるクロ
マトグラムを示す。 

 
図 4-5 : MSP1を使用した時のクロマトグラム 

 
図 4-6 : E3を使用した時のクロマトグラム 

凝集や正しいサイズよりも小さいものはあったものの全ての脂質において

MSP1、E3 ともに空のナノディスクよりもピークシフトが観察されたことから
全ての脂質でMsbAの包摂を確認した。 
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4-4'. ATP-γ-Sとの結合解析 
	
 まず MSP1-MsbA-DMPCの Anti-His抗体によるナノディスクのキャプチャ
ーのセンサグラムを以下に示す。 

 
図 4-7 : MSP1-MsbA-DMPCのキャプチャー 

	
 このように2763.2RU MSP1-MsbA-DMPCはキャプチャーされた。次にATP-
γ-Sを流した時のセンサグラムを以下に示す。 

 
図 4-8 : MSP1-MsbA-DMPCと ATP-γ-Sの結合のセンサグラム 

	
 このセンサグラムより得られたスキャッチャードプロットを以下に示す。 

 
図 4-9 : MSP1-MsbA-DMPCと ATP-γ-Sのスキャッチャードプロット 
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このプロットより得られた KD値及び他のパラメータは以下の表の通りである。 
表 4-1 : 各成分の KD値 

 DMPC DMPG DOPC DLPC DM(9:cis)PC DM(9:trans)PC 
MSP1(10-6M) 7.47 2.94 4.48 2.92 3.82 0.0330 
E3(10-6M) 0.0486 0.698 0.511 0.0416 0.0247 0.0763 

	
 この表の通りMSP1に関してはDM(9:trans)PC以外のKD値は約 10-6M程度
であった。DM(9:trans)PC については 10-8M 程度であった。E3 に関しては
DMPG、DOPCに関しては 10-7M程度、その他の脂質については 10-8M程度で
あった。 
※他の MsbA-ナノディスクに関してのキャプチャー及びスキャッチャードプロ
ットは S-12を参照 
 
 
4-5'. MSP1への Aviタグ、システインの導入 
以下にMSP1AviCの配列を示す。 
MGHHHHHHHDYDIPTTENLYFQGGLNDIFEAQKIEWHECLKLLDNWD
SVTSTFSKLREQLGPVTQEFWDNLEKETEGLRQEMSKDLEEVKAKVQP
YLDDFQKKWQEEMELYRQKVEPLRAELQEGARQKLHELQEKLSPLGEE
MRDRARAHVDALRTHLAPYSDELRQRLAARLEALKENGGARLAEYHAK
ATEHLSTLSEKAKPALEDLRQGLLPVLESFKVSFLSALEEYTKKLNTQ 
配列の青色で示された部分が挿入された Avi タグの配列である。また赤色で示
したシステインの導入にも成功した。 
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4-6'. MSP1AviCの発現、精製 
	
 以下に一回目の IMAC精製後及び TEVの SDS-PAGEを示す。 

 
図 4-10 : IMAC後のMSP1AviCの SDS-PAGE 

各レーンは左からマーカー、精製前、Flow through、Wash、以降右側が Elution
である。図の黒枠で示したフラクションを TEVによって切断した。以下に TEV
プロテアーゼによる Hisタグ切断後の SDS-PAGEを示す。 

 
図 4-11 : TEVプロテアーゼによる切断後のMSP1AviCの SDS-PAGE 

	
 SDS-PAGEよりMSP1AviCのTEVプロテアーゼによるHisタグの切断及び
精製に成功したことがわかる。 
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4-7'. BirAの発現、精製 
以下に一回目の IMAC後の精製後の SDS-PAGEを示す。 

 
図 4-12 : IMAC後の BirAの SDS-PAGE 

各レーンは左からマーカー、精製前、Flow through、Wash、以降右側が Elution
である。BirAには可溶化タグである Trx蛋白質が TEVプロテアーゼの切断配
列を挟んで存在しているため分子量は約 54kDaとなる。マーカーと比べて若干
低分子量側にバンドが見られるが確かに BirAは大量に発現されたことがわか
る。図の黒枠で示したフラクションを TEVによって切断した。以下に TEVプ
ロテアーゼによる Hisタグ切断後の SDS-PAGEを示す。 

 
図 4-13 : TEVプロテアーゼによる切断後の BirAの SDS-PAGE 

	
 SDS-PAGEより BirAの TEVプロテアーゼによる Hisタグの切断及び精製
に成功したことがわかる。 
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4-8'. MSP1AviCの Cy3化、ビオチン化 
以下にラベル後のサイズ排除クロマトグラフィーのクロマトグラムを示す。 

 
図 4-14 : Cy3化、ビオチン化後のサイズ排除クロマトグラフィー 

550 nmの Cy3の吸光が観察されたので Cy3は標識されたことが確認された。
次項に SAを加えた時の SDS-PAGE及びバンドシフトから算出されたビオチン
の標識率を示す。 

 
図 4-15 : MSP1AviCのビオチン化の標識率の確認 

このMSP1AviCのレーンのMSP1AviCのバンド強度からMSP1AviC-SAのレ
ーンの同じ位置のバンド強度を引くことで標識率を見積もることが出来る。標

識率は 98.6±0.012％となりほぼ全てのMSP1AviCがビオチン化されたことが
確認された。 
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4-9'. MSP1AviCを用いたMsbAの包摂 
	
 前項で Cy3化、ビオチン化されたMSP1AviCを用いたMsbAの包摂におけ
るサイズ排除クロマトグラフィーの結果を以下に示す。 

 
図 4-16 : MSP1AviC-MsbA-DMPGのサイズ排除クロマトグラフィー 

第二章とほぼ同じ位置にピークが観察されたのでMsbAは Cy3化、ビオチン化
されたMSP1AviCに正しく包摂されたことが確認された。MsbAの存在比は
2.14となりほぼ一つのナノディスクに一つのMsbA機能体(二量体)が包摂され
ていることが確認された。 
※SDS-PAGEのバンドは補足資料 S-13を参照 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 69 

4-10'. MSP1AviC-MsbAの DNA origamiへの固定化 
以下に最終精製後のアガロースゲルの画像を示す。 

 

 
図 4-17 : ナノディスクの DNA origami上への固定化の確認(上の画像は 1B、 

下の画像は 138Bのものである) 
コントロールは SAを加えずに DNA origamiとナノディスクを混合したものな
のでナノディスクと DNA origamiは別々に泳動される。SAを介してナノディ
スクを DNA origami上に固定化するとナノディスクが DNA origamiと同じ位
置に泳動される。また、138Bの DNA origamiでは 3つのナノディスクが 1つ
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のDNA origamiに結合するのでコントロールの位置に比べて泳動度が小さくな
っている。コントロールのバンド比からナノディスク / DNA origamiを算出す
ると以下のようになる。 
1B : 1.66 ± 0.15 
138B : 5.13 ± 0.64 

 
 

4-11'. MSP1AviC-MsbA-DNA origamiの観察 
以下に観察された AFMの画像を示す。 

 
図 4-18 : MSP1AviC-MsbA-DNA origamiのAFM像(左の画像は 1B、右が 138B

で図の矢印の位置にナノディスクが結合) 
図の矢印の位置がナノディスクである。1Bでは 1の位置に 138Bでは 1, 3, 8の
位置にナノディスクが観察された。 
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4-12'. MSP1AviC-MsbA-DNA origamiの酵素活性測定 
以下に溶液中(Bulk)と 1B及び 138Bを用いた場合と ATP加水分解活性及び酵
素速度論定数を示す。 

 

図 4-19 : DNA origamiに固定化されたMsbAの酵素速度論解析 
表 4-2. DNA origamiに固定化されたMsbAの酵素速度論定数 

 Bulk 1B 138B 
Vmax 
(nmol / min / μg MsbA) 4.58 4.35 3.99 
kcat(min-1) 295 281 258 
KM(mM) 1.03 1.25 1.11 
kcat / KM 286 224 232 

Bulkとほぼ同等かやや低い活性を有しており、他の酵素速度論定数も大して違
いは見られなかった。 
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[考察] 
	
 本章ではまず SPRによってATPの非加水分解性アナローグであるATP-γ-S
との結合を確認することに成功した。得られた RUはリガンドである
MSP1-MsbAが 2763.2固定化されたのに対してアナライトである ATP-γ-Sを
流した時は最大で 2.5 RUとその値はとても小さかった。しかしながら SPRで
は固定化されたリガンドとアナライトの分子量の比に比例してシグナルが検出

されるのでMSP1-MsbAの分子量が 270 kDaであり ATP-γ-Sの分子量が二分
子で 1038であり分子量の比が 250倍以上もあることを考慮に入れるとこの 2.5 
RUという値は妥当であることがわかる。得られた KD値はMSP1において 10-6

程度、E3においては 10-8程度となっており第三章で得られた AMPPNPにおけ
る値とは E3において異なっていた(MSP1、E3共に 10-6程度)。これは前章と本
章とでは用いた ATP非加水分解性アナローグが異なっていたためと本章では
MsbAを固定化していたのでその影響が見られたのではないかと考えられる。
SPRの測定ではMsbAの HisTagを固定化に使用したがMsbAの HisTagは
ATP加水分解ドメインの近傍に存在するため固定化によって酵素速度論解析の
時に観察された KMの差がより顕著になったと考えられる。また、脂質によって

KDは 10-6〜10-8まで様々に変化したがこれらの脂質では頭部の親水基も尾部の

疎水基も流動性も異なっているのでこの親和性の違いを理解するには更なる詳

細な解析が必要となるだろう。従来は膜蛋白質の解析を SPRを用いて行う際は
膜の安定性や使用できる脂質組成に制限があった。しかしながら、本章におい

て全ての脂質において安定に測定を行うことが出来たことによって従来法と比

較して SPRにおけるナノディスクの有用性は示された。 
	
 次に、蛍光標識、ビオチン化されたナノディスクでMsbAを包摂し DNA 
origami上での活性を測定することに成功した。酵素速度論定数が溶液中のもの
と比べて同程度の値であったことからナノディスクは固定化の影響を受けない

ことが示された。また、1B、138Bでも値に差が見られなかったことから DNA 
origami上での位置は等価であると考えられる。Vmaxや kcatの値が第三章で得

られた値よりも2〜3倍程度高くなっていたがこれは測定系の違いによるものだ
と考えられる。第三章での加水分解の測定法だと分解された ADPが阻害剤とし
て機能するが本章で行われた方法では分解されたADPが pyruvate kinaseによ
って ATPに再生されるので ADPの阻害の影響を受けなかったと考えられる。
今後複数種類の膜蛋白質をDNA origami上に固定化し活性を測定することが可
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能になれば本章の冒頭で述べたような多種多様な膜蛋白質群の反応を再現し解

析を行うことが可能になると期待される。 
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第五章 

総括 
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 本論文の第二章においてまずMSP1、E1、E2、E3、MsbAの発現及び精製を
行い、それらを用いてナノディスクの精製を行った。ナノディスクの精製を行

った際に脂質との混合比や加える MSP の量を工夫することで均一な膜蛋白質
試料の調製を行うことが出来た。均一な膜蛋白質試料の調製は非常に困難であ

ったので従来は定性的な議論や、非常に限られた範囲でしか定量的な評価を行

うことは出来なかった。本研究によって確立された膜蛋白質の均一化の技術を

用いれば膜蛋白質の定量的評価が行えるようになるだけでなく電子顕微鏡や

NMR を利用した構造解析など膜蛋白質の詳細な解析にも応用することが期待
される。現在は脂質の流動性のためナノディスクを用いた結晶構造解析は行わ

れていないがナノディスクは様々な脂質組成で膜蛋白質を可溶化できるので適

切な脂質を用いることが出来れば膜蛋白質の結晶化も可能となるかもしれない。

また、ナノディスクは包摂される分子の数を制御することができるのでシグナ

ル伝達におけるレセプターの会合状態をモノマーやダイマーなどに制御し、そ

れがシグナル伝達にどのような影響を及ぼすかを解析することも可能となるだ

ろう。 
	
 第三章においては均一化されたナノディスクを用いて MsbA の生化学的及び
物理化学的性質の定量的評価を行った。MsbA の熱力学的解析には今回初めて
成功し、また、ナノディスクのサイズ依存性も初めて明らかにすることが可能

となった。ナノディスクはサイズによって流動性を大きく変化させそれがMsbA
の構造変化やそれに伴う活性に影響を与える。膜蛋白質はトランスロコンやト

ランスポーターなどに代表されるように機能する際に大きく構造を変化させる

ものが多い。ナノディスクはサイズを変えるという簡便な操作のみで流動性の

制御、また、それに伴う膜蛋白質の構造変化も制御出来る可能性を有している

ので構造変化を伴う膜蛋白質解析において非常に有用な解析手法であると言え

る。膜蛋白質と脂質との相互作用は頭部との相互作用、曲率や疎水部の変化に

よる圧力、流動性など様々な要因が複雑に絡んでいるため相互作用を理解する

には困難がつきまとう。リポソームなどを用いた従来法では例えば流動性の影

響を観察するために新たな膜成分を加えると流動性だけでなく他の要因まで変

化する可能性がある。ナノディスクは膜組成を変えることなく流動性の制御を

行うことができるので脂質と膜蛋白質の相互作用を従来法と比較してより明確

に理解できると言える。 
	
 第四章では SPRを用いた結合解析とDNA origami上での活性測定を行った。
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SPR を用いた膜蛋白質の結合解析はその膜蛋白質の機能を理解する上で非常に
有効な手段であるが従来の膜構築法では安定性や使用できる脂質に制限がある

など問題があった。本研究において様々な脂質組成のナノディスクを用いて安

定的に MsbA と基質である ATP-γ-S の結合解析を行うことができることを示
した。このことから従来法と比較して SPRを用いたナノディスクの有用性は示
された。膜蛋白質は現在のドラッグターゲットの約 50%を占めているため、SPR
を用いたターゲット膜蛋白質と化合物ライブラリとの相互作用をスクリーニン

グする手法は創薬へ大きく貢献することが期待される。また、このような速度

論的測定と ITC などの熱力学的測定と組み合わせることによって膜蛋白質とリ
ガンドとの詳細な結合様式を理解することなども期待される。 
	
 実際の生体膜上では多種多様な膜蛋白質が連携して機能を果たしている。こ

のように複雑な反応を解析するには分子の種類や分子同士の距離といった空間

配置を制御することが必要であるが従来の技術では困難であった。本研究では

DNA origami上でのナノディスクの位置を制御することに成功し、固定された
MsbA が固定されていない MsbA と同等の活性を保っていたことを示した。ま
た、DNA origami上の位置を変化させても活性は変わらなかったため活性を保
ったっまま膜蛋白質の配置を自由に設計できる可能性も示した。今後複数種類

の膜蛋白質や可用性の蛋白質を固定することが可能となれば上述したような膜

蛋白質の複雑な反応系を再現し、解析を行うことが期待される。例えば細胞接

着などにおいては接着分子の数や種類、配置を変化させることによってそれぞ

れが細胞への接着に与える寄与を分子単位で明確に記述することが可能となる

だろう。また、ウィルスなどの膜融合やグラム陰性菌などの膜輸送に関連する

膜蛋白質の機能解析では 2 つの膜が適切な位置関係にある必要があるが、従来
ではそのような反応系を構築することは困難であった。DNA origamiでは平面
的な形状だけでなく立体的な形状も構築することができるので 2 つの膜の空間
配置を自由に設計しこのような膜蛋白質の機能解析も行うことが期待される。

ミトコンドリアの電子伝達系などに代表される電位差や濃度差を利用した反応

系は膜蛋白質の向きを揃える必要があるが従来法では困難であった。DNA 
origami を用いて電流の制御や箱状の構造物への分子の流入の制御を行うこと
が出来るので DNA origamiを用いてナノディスクの向きを揃え、電気的・濃度
的な制御を行った上でこのような反応系の解析も行える可能性を有している

(66)。さらに、DNA origami上でシグナル伝達分子、RNAポリメラーゼ、リボ
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ソームなどを配置することで外部刺激に応答する発現制御装置を構築すること

も将来的に可能となることが期待される。 
	
 このようにナノディスクは膜蛋白質の生化学的及び物理化学的性質の定量的

評価や脂質―膜蛋白質間の相互作用などといった膜蛋白質の基礎的な解析を行

うのに適しているのみならず、SPR や DNA origami などと組み合わせること
によって応用的な解析や利用法にも有効な手段であると言えるだろう。 
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補足資料 
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S-1. 脂質の構造式 
DMPC : 1, 2 - dimyristoyl - sn - glycero - 3 - phosphocholine 
転移温度 : 23℃ 

 
DM(9:cis)PC : 1,2-dimyristoleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
転移温度 : 不明 

 
DP(9:cis)PC : 1, 2 - dipalmitoleoyl - sn - glycero - 3 - phosphocholine 
転移温度 : 不明 

 

DOPC : 1, 2 - dioleoyl - sn - glycero - 3 - phosphocholine 
転移温度 : -20℃ 
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DMPG : 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol) 
転移温度 : 23℃ 

 

DLPC : 1,2-dilauroyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
転移温度 : -1℃ 
 

 
DM(9:trans)PC : 1,2-dimyristelaidoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
転移温度 : 不明 
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S-2. 各MSP-MsbAにおける脂質の混合比の変化 

 
図 S-2-1 : E1-MsbAのクロマトグラム及び SDS-PAGE 

 
図 S-2-2 : E2-MsbAのクロマトグラム及び SDS-PAGE 
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図 S-2-3 : E3-MsbAのクロマトグラム及び SDS-PAGE 

 
 
S-3. E3-MsbAにおけるMSPの混合比の変化 

 
図 S-3 : E3-MsbAにおけるクロマトグラム 
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S-4. DM(9:cis)PC、DP(9:cis)PC、DOPCを用いた時のクロマトグラム 

 
図 S-4 : DM(9:cis)PC、DP(9:cis)PC、DOPCを用いた時のクロマトグラム 

 
 

S-5. 各MSP、各脂質のMsbAの存在比の決定 

 
図 S-5-1 : E1におけるMsbAの存在比の決定 

 

図 S-5-2 : E2におけるMsbAの存在比の決定 
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図 S-5-3 : E3におけるMsbAの存在比の決定 

 
図 S-5-4 : DM(9:cis)PCにおけるMsbAの存在比の決定 

 

図 S-5-5 : DP(9:cis)PCにおけるMsbAの存在比の決定 
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図 S-5-6 : DOPCにおけるMsbAの存在比の決定 

 
 

S-6. DM(9:cis)PC、DP(9:cis)PC、DOPCを用いた時のMsbAの存在比 
表 S-1 : DM(9:cis)PC、DP(9:cis)PC、DOPCを用いた時のMsbAの存在比 

 DM(9:cis)PC DP(9:cis)PC DOPC 
MsbA / ナノディスク 2.28 2.46 2.71 

 
 

S-7. 各MSP-MsbAにおける DSC曲線 

 
図 S-7-1 : AMPPNP非存在下での DSC曲線 
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図 S-7-2 : AMPPNP存在下での DSC曲線 

 
 

S-8. 20℃における ITC滴定曲線 

 
図 S-8-1 : MSP1を用いた時の滴定曲線 
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図 S-8-2 : E1を用いた時の滴定曲線 

 
図 S-8-3 : E2を用いた時の滴定曲線 
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図 S-8-4 : E3を用いた時の滴定曲線 
表 S-2 : 20℃における熱力学定数 

 MSP1 E1 E2 E3 
KA(×105 M-1) 0.539 6.89 3.62 7.06 
ΔG(kcal / mol) -6.303 -7.8209 -7.4811 -7.8505 
ΔH(kcal / mol) -132 -13.3 -27.2 -8.29 
-TΔS(kcal / mol)  125.697 5.4791 19.7189 0.4395 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

S-9. 25℃における ITC滴定曲線 
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図 S-9-1 : DDMを用いた時の滴定曲線 

 
図 S-9-2 : E1を用いた時の滴定曲線 
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図 S-9-3 : E2を用いた時の滴定曲線 

 
図 S-9-4 : E3を用いた時の滴定曲線 
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S-10. Mg2+非存在下の各MSP-MsbAにおける蛍光スペクトル 

 

図 S-10-1 : E1-MsbAの蛍光スペクトル 

 

図 S-10-2 : E2-MsbAの蛍光スペクトル 

 

図 S-10-3 : E3-MsbAの蛍光スペクトル 
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図 S-10-4 : DM(9:cis)PC-MsbAの蛍光スペクトル 

 

図 S-10-5 : DP(9:cis)PC-MsbAの蛍光スペクトル 

 

図 S-10-6 : DOPC-MsbAの蛍光スペクトル 
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S-11. Mg2+存在下の各MSP-MsbAにおける蛍光スペクトル 

 

図 S-11-1 : MSP1-MsbAの蛍光スペクトル 

 

図 S-11-2 : E1-MsbAの蛍光スペクトル 

 

図 S-11-3 : E2-MsbAの蛍光スペクトル 
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図 S-11-4 : E3-MsbAの蛍光スペクトル 

 

図 S-11-5 : DM(9:cis)PC-MsbAの蛍光スペクトル 

 

図 S-11-6 : DP(9:cis)PC-MsbAの蛍光スペクトル 
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図 S-11-7 : DOPC-MsbAの蛍光スペクトル 
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S-12. MSP1, E3-MsbA-DMPC, DMPG, DOPC, DLPC, DM(9:cis)PC, 
DM(9:trans)PCにおける ATP-γ-Sとの結合解析 

 
固定化量 : 1097.5 RU 

Fig. S-12-1-1 : MSP1-MsbA-DMPGのキャプチャー 

 
Fig. S-12-1-2 : MSP1-MsbA-DMPGのセンサグラム 

 
Fig. S-12-1-3 : MSP1-MsbA-DMPGのスキャッチャードプロット 
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固定化量 : 990.1 RU 

Fig. S-12-2-1 : MSP1-MsbA-DOPCのキャプチャー 

 
Fig. S-12-２-2 : MSP1-MsbA-DOPCのセンサグラム 

 

Fig. S-12-2-3 : MSP1-MsbA-DOPCのスキャッチャードプロット 



 98 

 
固定化量 : 1170.0 RU 

Fig. S-12-3-1 : MSP1-MsbA-DLPCのキャプチャー 

 
Fig. S-12-3-2 : MSP1-MsbA-DLPCのセンサグラム 

 
Fig. S-12-3-3 : MSP1-MsbA-DLPCのスキャッチャードプロット 
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固定化量 : 989.8 RU 

Fig. S-12-4-1 : MSP1-MsbA-14-cisのキャプチャー 

 
Fig. S-12-4-2 : MSP1-MsbA-14-cisのセンサグラム 

 

Fig. S-12-4-3 : MSP1-MsbA-14-cisのスキャッチャードプロット 
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固定化量 : 2422.1 RU 

Fig. S-12-5-1 : MSP1-MsbA-14-transのキャプチャー 

 
Fig. S-12-5-2 : MSP1-MsbA-14-transのセンサグラム 

 
Fig. S-12-5-3 : MSP1-MsbA-14-transのスキャッチャードプロット 
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固定化量 : 2767.3 RU 

Fig. S-12-6-1 : E3-MsbA-DMPCのキャプチャー 

 
Fig. S-12-6-2 : E3-MsbA-DMPCのセンサグラム 

 
Fig. S-12-6-3 : E3-MsbA-DMPCのスキャッチャードプロット 
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固定化量 : 1697.7 RU 

Fig. S-12-7-1 : E3-MsbA-DMPGのキャプチャー 

 
Fig. S-12-7-2 : E3-MsbA-DMPGのセンサグラム 

 
Fig. S-12-7-3 : E3-MsbA-DMPGのスキャッチャードプロット 
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固定化量 : 1875.3 RU 

Fig. S-12-8-1 : E3-MsbA-DOPCのキャプチャー 

 
Fig. S-12-8-2 : E3-MsbA-DOPCのセンサグラム 

 
Fig. S-12-8-3 : E3-MsbA-DOPCのスキャッチャードプロット 
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固定化量 : 2078.6 RU 

Fig. S-12-9-1 : E3-MsbA-DLPCのキャプチャー 

 
Fig. S-12-9-2 : E3-MsbA-DLPCのセンサグラム 

 
Fig. S-12-9-3 : E3-MsbA-DLPCのスキャッチャードプロット 
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固定化量 : 1776.3 RU 

Fig. S-12-10-1 : E3-MsbA-14-cisのキャプチャー 

 
Fig. S-12-10-2 : E3-MsbA-14-cisのセンサグラム 

 

Fig. S-12-10-3 : E3-MsbA-14-cisのスキャッチャードプロット 
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固定化量 : 1553.4 RU 

Fig. S-12-11-1 : E3-MsbA-14-transのキャプチャー 

 
Fig. S-12-11-2 : E3-MsbA-14-transのセンサグラム 

 
Fig. S-12-11-3 : E3-MsbA-14-transのスキャッチャードプロット 

 



 107 

S-13. MSP1AviC-MsbAにおけるMsbAの存在比の決定 

 
図 S-13 : MSP1AviCにおけるMsbAの存在比の決定 
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