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研究成果の概要（和文）：膜タンパク質要素を巨大リポソーム（GUV）に組換えバキュロウイル

ス粒子（BV）との膜融合により組み込んだ。最少要素からなるシグナル伝達古典経路の再構成

を、GPCR・G タンパク質・アデニル酸シクラーゼ（ADCY）の要素組込みによって試みた。生化

学アッセイには課題が残ったものの、単一 GUV への要素取込は共焦点レーザー蛍光顕微鏡によ

る可視化で確認した。これと並行し、GUVベースの人工細胞系実験に資する技術を開発した。           

 
研究成果の概要（英文）：Membrane protein components were incorporated into membranes 
of giant liposomes (giant unilamellar vesicles, GUVs) by fusing recombinant baculovirus 
budded virus (BV) envelope particles that displayed (or expressed) the target membrane 
proteins with membranes of the giant liposomes. In this study, we tried to constitute a 
classical and fundamental pathway of signal transduction from three kinds of membrane 
proteins (G-protein coupled receptor, GPCR; G protein; adenylate cyclase, ADCY). The 
incorporation of single polypeptides of these proteins was observed using a confocal laser 
scanning microscope on a single GUV level. On the other hand, however, we were faced 
with a problem to be solved as to reproducibility of biochemical assay of signal transduction 
(production of cAMP). For promotion of the study related to artificial cell systems, we also 
successfully developed a novel experimental procedure based on single giant liposomes.  
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１．研究開始当初の背景 
（１）細胞を構成するタンパク質や核酸など
の生体構成分子が、今日、比較的よく入手で
き扱える。一方、生物情報の蓄積が進み、コ
ンピューター上での生命モデルの構築など
の研究も盛んとなっている。実世界では、人
工細胞システム構築の実験として、~10 µmの
リン脂質 2分子膜ベシクル（細胞サイズリポ

ソーム）の利用が行われており、研究代表者
もこれまで研究に携わってきた。ただ、情
報・物質授受伝達等が起こる細胞膜の機能を
再現した人工細胞モデルの構築は、当初も大
きな課題の 1 つであった。研究代表者らは、
組換え膜タンパク質をリポソーム膜へ組み
込む手法を、バキュロウイルス／昆虫細胞遺
伝子発現系を基礎に開発してきた経緯があ
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り、人工細胞システムの膜機能を、この手法
を使って再構成できないかと考えた。シグナ
ル伝達経路の要素タンパク質を、なるべく少
なく選んで、細胞サイズリポソームに載せ、
伝達機能の発現を企図した。 
（２）細胞サイズリポソームを用いた機能解
析の研究方法は、多くの研究者が、従来広く
進めているものであるが、未だ、多くの新研
究が提案され続けている、ホットなテーマで
もある。自分たちの目的に合う単一細胞サイ
ズリポソームを用いた顕微鏡観察方法を、併
行して考案・研究していくことは研究課題遂
行において有用となる。 
 
２．研究の目的 
（１）細胞のシグナル伝達経路を構成する要
素は、膜タンパク質要素、脂質要素（イノシ
トールリン脂質等）、そして細胞質要素（タ
ンパク質キナーゼ等）である。これら要素を、
人工ベシクル（細胞サイズリポソーム）に個
別に組み込んだシステムを作製するため、G
タンパク質共役受容体（GPCR）、その下流タ
ンパク質である、G タンパク質各サブユニッ
ト、アデニル酸シクラーゼについて、組換え
遺伝子から個別に発現・提示させたバキュロ
ウイルス粒子を担体に用いて、リポソームと
膜融合させ、要素を組み込んでいき、タンパ
ク質レベルでの搭載を確認することをめざ
した。当初は、シグナル応答挙動を変動させ
る作用因子（タンパク質組合せ、脂質組成、
膜ドメイン、膜流動性）に関する新知見を得
るところまで計画した。微小空間における最
少要素による機能発現条件を、予めリポソー
ム内部に封入した、シグナル伝達で活性化さ
れる蛍光反応の可視化解析で探索すること
も視野に入れて目的を立てた。 
（２）当初計画では、自分たちの目的に合う
単一細胞サイズリポソームを用いた顕微鏡
観察方法も、同時に提案していくことを申請
しており、系の設計ならびに実験により、人
工細胞システムの解析で重要ないくつかの
膜現象を捉えられるか、検討することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
（１）シグナル伝達経路の既知の各要素を、
“組換えバキュロウイルス／昆虫細胞遺伝
子発現系を用いたリポソーム膜への膜タン
パク質再構成法”（膜タンパク質搭載出芽ウ
イルス粒子を回収、酸性リン脂質リポソーム
と膜融合）を用いて細胞サイズリポソーム膜
へ再構成し、外部刺激に応答する人工細胞 h
システムを構築することとした。2 つの実験
に取り組んだ。 
①シグナル伝達経路要素から、膜受容体

(GPCR のうち、アドレナリンβ受容体（ADRB）、
CRF受容体（CRHR）)・Gタンパク質αサブユ

ニット（Gαs）、β/γサブユニット（Gβ・
Ｇγ）・アデニル酸シクラーゼ（ADCY）の遺
伝子をオープンのバイオリソースから入手
した。各膜タンパク質の C末端に各種タグ遺
伝子（His×6、TagGFP2、TagRFP 等）を融合
したコンストラクトを、組換えバキュロウイ
ルス作出のためのトランスファーベクター
ベースに構築し、ウイルスゲノム DNAと昆虫
由来培養細胞（Sf9 細胞）にコトランスフェ
クションすることで、各タンパク質を搭載し
た BV エンベロープ粒子を作るための組換え
ウイルス株を得た。各ウイルス粒子は、超遠
心分離など、ウイルス粒子を回収・精製する
常法によって、回収した。BV 粒子に含まれる
目的タンパク質の存在は、タグの特異的蛍光
やウエスタンブロッティング（WB）により確
認した。巨大リポソームは、中性と酸性のリ
ン脂質（DOPC と DOPG）の混合物のクロロホ
ルム溶液を留去し薄膜を得て緩衝液で水和
する静置水和法で作製した。酢酸緩衝液
（pH4-5程度）中で BV粒子と細胞サイズの巨
大リポソームとを混合することで膜融合を
誘起し、組換えタンパク質が移行するかを共
焦点レーザー顕微鏡により確認した。 
②この実験系を用いた、最少要素 GPCR 経

路がもつ基底活性の検出を試みるため、ADCY
による巨大リポソーム内部での ATP からの
cAMP産生を検出することを試みた。検出の方
法としては、抗 cAMP 抗体を利用したデザイ
ンの競合アッセイキット、および、ピロリン
酸産生を検出する生化学アッセイキットに
よって行った。当初、ADCY活性の亢進を蛍光
顕微鏡による可視化により検出することを
めざすため、既知の cAMP 検出蛍光センサー
(FRET-PKA系、分断酵素再生系等)の封入を検
討しようとしたが、後者の系を試みたが活性
検出にはまだ至っていない。一方、当初計画
で言及した、cAMP等に応答する膜受容体チャ
ネルタンパク質については、この期間中に、
サブユニットの選択を行いバイオリソース
から遺伝子の配布を受け、組換えバキュロウ
イルスの作出と BＶエンベロープ粒子上への
発現の確認を行った。 
（２）単一の細胞サイズリポソームを用いた
膜特性変化や封入酵素反応の時間経過モニ
タリングが可能となる、簡便な実験手法を、
巨大リポソームをアガロースゲルへ包埋す
ることで実現可能か、検討した。リポソーム
を含むアガロースゲルブロックを共焦点レ
ーザー蛍光顕微鏡（CLSM）ステージにセット
し、ブロック上面から、界面活性剤や基質を
添加し、ターゲットとした巨大リポソーム膜
近傍へ拡散することによる影響をモニタリ
ングできるか、検討した。また、内水相への
物質封入効率を著しく上昇させる方法も本
研究に有用と考え、水和時の pH を転換させ
ることによるタンパク質封入の促進方法を



 

 

巨大リポソームに適用した。 
 
４．研究成果 
（１）膜タンパク質要素、脂質要素、細胞質
要素を、人工ベシクル（細胞サイズリポソー
ム）に個別に組み込んだシステムを作製し、
微小空間における最少要素からなるシグナ
ル伝達経路での機能の発現を捉えることを
試みた。ターゲットとしては、古典的かつ重
要な GPCR シグナル伝達経路を構成する膜タ
ンパク質遺伝子 ADRB2、 CRHR1、 GNAS、
GNB1/GNG2、ADCY6、を選び、これらを搭載し
た組換え BV粒子を作成した。粒子上への個々
のタンパク質の搭載または膜融合後のリポ
ソームへの移行は、各抗体による WB または
CLSM により検出しているが、しかしながら、
阻害剤、活性化リガンド、ホルモンなどが共
存したプロテオリポソーム内部における
cAMP 産生について生化学アッセイによる検
出を試みたところ、組み込まれた要素からな
る経路でのシグナル伝達は予備試験的に予
見はされたものの、有意な活性検出はできて
いない（現在、より詳細に検討を継続中であ
る）。そのため、試料全体から抽出するアッ
セイであるため、巨大リポソームが集まった
アンサンブルのアッセイでない、個別の巨大
リポソーム（単一リポソーム）をアッセイの
対象とすることが重要との見解に至った（後
述（2）を進める動機づけとなった）。 
今回、以降の可視化解析での利便性を考え

て、膜タンパク質各要素の遺伝子について、
蛍光タンパク質や His×6 を C 末端タグ（既
報文献を参照し、タグ融合配列は、GNASは内
部のループ部分 in fusion cloning、β/γに
あっては GNB1 の N 末端とした）として導入
したもの、順次構築し、BV粒子を得て、粒子
上での発現を確認できた。このうち、GPCR、
ADCY6 については、巨大リポソーム膜と融合
させ、プロテオリポソームとする実験を行っ
て、組込まれていることを確認できた（GPCR
の例を図 1に示す）。 

図1．巨大リポソームへのCRHR1/TagRFP（赤色
蛍光）の組込み：弱酸性および中性で処理した
BV と巨大リポソームの混合試料を CLSM 観察し
た 

 
これ以外の膜貫通型タンパク質についても、
この方法の有用性を示す研究が蓄積しはじ
めつつある（５．雑誌論文（２））。以上の結
果は、既に項目 5．の学会発表等で報告して
いる。また、当初の計画では、再構成を試み
るシグナル伝達経路に Gαq タンパク質を介
する PLC 経路を考慮していたが、cAMPに注力
し、その検出に有用なゲート開閉チャネルを
考案して、この組換え遺伝子を組込んだ BV
粒子作出も行い、発現を確認できた。 
（２）人工細胞モデル研究の進展に役立つよ
う、単一の巨大リポソームを用いる、自身の
目的に合わせた実験法への改良の試みにも
取り組んだ。まず、アガロースゲルを用いた、
ゲル包埋型の巨大リポソームを作製する条
件を検討し、好適なゲルの特性（低融点ゲル、
1%）を見出し、包埋による粒径分布の変化も
ほとんどないことが分かった。さらに、膜流
動性などに瑕疵がないことが CLSM の蛍光消
光実験で分かった。界面活性剤が膜動態に与
える影響が追跡でき、膜透過と膜崩壊が明確
に区別できる現象であることを確認した（図
2 に浮遊と包埋型との巨大リポソーム膜の特
性の差を示す）。 

ゲル包埋型の利点として、膜形状の動的変化
を比較的明瞭に観察できることが示唆され、
膜陥入の、“Ω状態”を含む中間の過程をス
ナップショット的に捉えることができた（図
3）。さらに、人工細胞モデル実験で重要とな
る、内部酵素反応のモニタリングは、内水相
に酵素を封入した任意の巨大リポソームに
狙いを定め、投与した基質の加水分解の検出
で基質濃度依存的に反応進行のモニターに
成功した（図 4）（５．雑誌論文（１））。 
さらに、内水相への物質取込みの促進も、

今後の実験系の改良・準備に重要な課題の一
つと考え、特にタンパク質の要素の取込効率
を高める手法を研究した。静置水和法におい
て水和溶液の pH 転換を巨大リポソーム系に
適用して取込促進が行える条件を見出し、現
在、さらに検討を加えているところである。 

 
図 2．CLSM によるゲル包埋巨大リポソーム膜（rhodamine-DOPE 

染色）の完全消光までのレーザー照射回数。膜上の一点のみに

照射し、全体の蛍光が消えるまでの照射回数が粒径に依存し、

かつ、包埋と浮遊とで差が無い 



 

 

 
 
図 3．ゲル包埋巨大リポソームへの界面活性剤
投与の CLSM モニタリング：上は外部より投与し
た水溶性蛍光分子（カルセイン）の画像。下は、
膜（rhodamine-DOPE）の画像。表示時刻は、投
与開始後からの時刻。上部の巨大リポソームに

注目すると、20 分目から 21 分目に物質透過が
起こった。21 分目に観察されたΩ構造の出現が
原因であろう。その後、24 分目で内部へ小ベシ
クルの陥入が終了した 
 
 
図 4．ゲル包埋巨大リポソームに捕捉した酵素
（βグルコシダーゼ）による加水分解反応の
CLSMモニタリング。ターゲットリポソームに対し、
蛍光基質（レゾルフィンβグルコシド）を投与し、
1 分毎に画像取得 
 
今後、これらの手法と、上記の要素組込み

技術とを組合せて、少数要素シグナル伝達経
路構成実験系の改良をめざしていく。なお、
以上の結果の一部は、既に項目５の学会発表
等で報告している。 
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