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はじめに

細胞を構成する多くの分子が明らかになってきた現
在，in   vitroで生体分子を組み合わせて細胞もしくは生
命システムを再構成する試みがある．この構成的アプ
ローチ（in vitro合成生物学）により何が明らかになる，
もしくは達成できるだろうか 1)．生命システムを再構成
することができれば，そのシステムを構築するための必
要十分条件が明らかになる．また，既知の部品を組み合
わせているにもかかわらず，生命システムを構築するプ
ロセスで新しい現象や性質が見いだされることもある．
さらに，上記のような解明型の研究とは異なり，新しい
テクノロジーが生まれることもある．
筆者はさまざまな生命システムを生物の主要構成成分

である低分子，タンパク質，核酸，脂質から再構成して
きた．本稿ではそのうち再構成システムを用いることで
生まれた新しいテクノロジーを紹介する．約100種類の
分子を組み合わせてできるリポソームディスプレイ法と
呼ばれるこのテクノロジーは，これまでは困難であった
膜タンパク質の進化分子工学を可能とした（図1）．
リポソームディスプレイ法では，細胞サイズのリポ

ソーム内でセルフリータンパク質合成系により1分子の
DNAを鋳型として膜タンパク質を合成する．次にリポ
ソーム膜上に存在する膜タンパク質の機能をハイスルー
プットに計測・スクリーニングする．これらを達成する
ために必要であった二つの要素技術開発：（1）再構成
型セルフリータンパク質合成系の合成活性の最適化，

（2）細胞サイズのリポソームの調製法とその内部での
セルフリータンパク質合成技術の確立，について解説し
続いてリポソームディスプレイ法で得られた成果を紹介
する．最後に本技術の展望を議論する．
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図1．リポソームディスプレイ法の概略図．再構成型セルフリー
タンパク質合成系を用いてリポソーム内部で膜タンパク質を1
分子のDNAから合成する．これにより膜に特定の膜タンパク
質を局在させ，加えて進化分子工学に必要な遺伝型と表現型
のリンクを確立する．特定の膜タンパク質をリポソーム膜上
に提示（ディスプレイ）できることからリポソームディスプ
レイ法と名付けた．
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再構成型セルフリータンパク質合成系の 
合成活性の最適化

タンパク質合成反応は，細胞内でもっとも重要な反応
の一つであり古くから研究されてきた．その結果，バク
テリアのタンパク質合成反応に関してこれを構成する基
本成分は明らかになった．しかしながらこれらの成分を
組み合わせるだけで本当にタンパク質合成反応が進行す
るのかは自明ではなかった．2001年東京大学の上田卓
也教授らは，大腸菌の翻訳反応の必須成分を単離精製
し，これを試験管内で再構成することによりタンパク質
合成反応が行える再構成型セルフリータンパク質合成
系PURE   systemを開発した 2,3)．構成成分のいずれを取
り除いてもタンパク質合成活性が低下したことから，
PURE   systemを構成する成分が翻訳反応の最小成分で
あることが実験で明らかになった．
一方で，再構成型セルフリータンパク質合成系の合成

量やタンパク質合成速度は大腸菌のそれに遠く及ばない
ものであった．リポソームディスプレイ法ではリポソー
ム内で1分子のDNAを鋳型としてタンパク質を合成す
る．このときより多くのタンパク質が合成されるほうが
タンパク質の機能検出が容易になる．再構成系はすべて
の構成成分濃度を自在に変えることが可能である．筆者
らはこの性質を利用して，主に二つの手法で再構成型セ
ルフリータンパク質合成系のタンパク質合成活性の最適
化を目指した 4,5)．その後，二つの成果に基づき翻訳速
度を10倍以上向上させ4 mg/mLのタンパク質を合成す
る世界最高レベルの再構成型セルフリータンパク質合成
系の開発に成功した（図2）6)．
一つ目として，新たに成分を添加することで合成活性

の向上を図ることを目指した．具体的には，再構成型セ
ルフリータンパク質合成系に全大腸菌ORF約4200種類
をそれぞれ加え，GFP合成反応に与える影響を網羅的
に調べた．その結果，約7％の遺伝子産物がGFP合成反
応を促進する効果があることを明らかにした 5)．二つ目
として，69種の構成成分の濃度を調整することで合成
活性の向上を図ることを目指した．具体的には，69成
分の相互作用解析を行い，3体相互作用以上が活性に及
ぼす影響は無視できるほど小さいことを実験データと数
理モデルにより解析することで明らかにし，その結果を
もとに合成活性の向上を達した 4)．これらの成果を合わ
せて大腸菌に近い合成活性を示すシステムを人工的に構
成することに成功した 6)．最適化の末に構築した再構成
型セルフリータンパク質合成系でタンパク質を合成する
と，反応後に反応系に含まれるタンパク質量の30％は
合成されたタンパク質由来となった．これはタンパク質
を過剰発現させた大腸菌に匹敵する割合である．本成果
をもとに開発された再構成型セルフリータンパク質合成
系はPUREfrex2.0の製品名で販売されている．最近，
筆者らのグループでは最小成分からなるタンパク質合
成反応（つまり再構成型セルフリータンパク質合成系）
の全成分大規模数理モデルの開発に成功した 7)．これに
より計算機上で再構成型セルフリータンパク質合成を
完全にシミュレーションできるようになった．現在，こ
れを用いてタンパク質合成反応のさらなる理解と再構
成型セルフリータンパク質合成系の高機能化を進め，
PUREfrex3.0, 4.0の開発へとつなげていきたいと考えて
いる．

細胞サイズのリポソームの調製法と 
その内部でのセルフリータンパク質合成技術の確立

人工脂質二重膜リポソームは，一般にそのサイズや形
状によって異なる名前で呼ばれる 8)．具体的には，単層
膜（unilamellar）か多重膜（multilamellar）であるかを
示す膜多重性，もう一つはサイズによってsmall（直径
～20 nm），large（～200 nm），giant（> 1 m）と呼び
名が分かれている．本研究では，内部にセルフリータン
パク質合成系を内包し，かつ膜タンパク質を機能ある形
で調製する必要があるため細胞サイズ（1 m以上）の
単層膜リポソームであるgiant   unilamellar   vesicle（GUV）
を用いてきた．
従来のGUV調製法の問題は内部に物質を内包させる
ことが難しい点にあった．2003年にアメリカのグルー
プが初めてwater-in-oil（W/O）エマルションをもとに
GUVを調製する方法を報告し 9,10)，その後，別のグルー
プがこの方法によりセルフリータンパク質合成系を内包

図2．開発した再構成型セルフリータンパク質合成系を用いた
タンパク質合成．要素間相互作用の情報をもとに構成成分の
濃度を調整することで合成活性を向上させた反応系を開発し
た．（左）透析法で合成するとさまざまなサイズのタンパク質
が4 mg/mL程度合成できる．（右）合成された産物はクマシー
染色でも明瞭に確認できる．
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させたGUVを用いて膜タンパク質を合成できる成果を
報告した 11,12)．このGUVの調製法はW/Oエマルション
界面通過法と呼ばれ，現在多くの研究で用いられている
（文献13など）．GUV調製は，図3に示すようにリン脂
質を溶解させたオイル層にリポソームに内包したい水溶
液（リポソームの内液になる）を分散させW/Oエマルショ
ンを調製するところから始まる．次に，エマルションを
別の水溶液（リポソームの外になる）の上に重層後，通
常の遠心機にかけることで，エマルションはオイル－水
溶液界面を通過し脂質二重膜が形成する．しかし従来法
では調製できる粒子数が大変少ない（数百粒子/mL程度）
という問題のため進化分子工学に使えなかった 11,12)．
そこで東京大学の豊田太郎先生らとの共同研究によ

りリポソーム内液と外液に比重差をつけることで，遠心

により沈降しやすくなり大量のGUVが調製可能となっ
た 14)．加えて外液にタンパク質合成反応の基質である低
分子成分（アミノ酸やNTPs）を添加しておくことも必
須であることがわかった 15,16)．その結果，108粒子 /mL
ものリポソームがわずか30分程度で，かつ特殊な装置
を用いることなく調製できる手法が構築された．こうし
て確立された実験系を用いてリポソーム内でGFPを合
成してみるとリポソーム内（フェムトリットル fL）と
試験管（マイクロリットル L）ではそのサイズが109

倍も異なるにもかかわらず同様にGFP合成反応が進行
することがわかった（図4）16)．

図3．W/Oエマルション界面通過法の概略図と調製されたリポ
ソームの共焦点顕微鏡写真（写真：清崎若菜さん提供）．

図4．GFP合成反応のタイムコースデータの反応容器による違
い．GFP合成はフェムトリットルの容器であるリポソームで
も，マイクロリットルの容器であるエッペンチューブでも同
じように進行する．

図5．リポソームディスプレイ法による膜タンパク質の進化分子工学の概略図．
1． 膜タンパク質変異体DNAライブラリーを各リポソームに約1分子DNAずつ再構成型セルフリータンパク質合成系とともに封入
し，内部で膜タンパク質を合成する．ここでは ヘモリシンを例に図示している．

2．膜タンパク質が外部の蛍光物質を取り込んだリポソームをセルソーター（FACS）で回収する．
3．リポソームから遺伝子を回収する．
4．回収した遺伝子を増幅し，再び最初の遺伝子封入ステップに戻り，操作を繰り返す．
この操作を繰り返し行うことで， ヘモリシンの機能を30倍向上させた変異体の取得に成功した．
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セルフリータンパク質合成系を用いた 
膜タンパク質進化分子工学

筆者らは現在までに，上記で紹介した細胞サイズの
リポソーム内で複数の異なる膜タンパク質を合成してき
た 17–19)．リポソームの表面に膜タンパク質を提示（ディ
スプレイ）できることから，本手法をリポソームディス
プレイ法と命名した 20)．本節ではリポソームディスプレ
イ法を用いた膜タンパク質の進化分子工学ついて紹介
する．
進化分子工学的手法は，変異と選択のステップを繰り

返し行うことで生体高分子の性質を改良，進化させる方
法である．本手法は，有用タンパク質の創出やタンパク
質の機能解析に大きく貢献してきた 21–25)．本手法が使わ
れ始めた1990年代の当初は有機溶媒中で働く酵素の創
出 26)，最近では製剤の大量生産 27)，生体内のドーパミン
を可視化 28)，神経ガスを分解する酵素の創出 29,30)などが
報告されている．また，得られた多数の変異体の配列－
機能相関解析などから，タンパク質の機能発現メカニズ
ムの解明にも寄与してきた．
これまでの進化分子工学の標的タンパク質のほとんど

は可溶性タンパク質（酵素）であり，膜タンパク質を対
象とした例は非常に少ない 31)．細胞がコードする遺伝子
の20–30％，製剤のターゲット分子の50％以上は膜タ
ンパク質であるともいわれている．しかし，一般に不溶
性であり，かつ異種細胞での発現が困難な膜タンパク質
は，少数の例を除いて，進化分子工学の標的タンパク質
として扱われてこなかった．膜タンパク質を標的とする
手法が構築できれば，タンパク質工学領域におけるイノ
ベーションとなり，膜タンパク質研究だけでなく，創薬，
膜タンパク質の産業利用など多方面への波及効果が期待
される．
筆者らはリポソームディスプレイ法により in vitroで
膜タンパク質の進化分子工学を達成した（図5）19,20)．こ
の手法では，GUV内に約1分子のDNAを封入し，内部
で再構成型セルフリータンパク質合成系を用いて膜タン
パク質を合成することで，進化分子工学に必要な遺伝型
と表現型のリンクを達成する．さらに，リポソーム内部
で合成された膜タンパク質の機能をセルソーターで評
価，スクリーニングすることで，108程度の多様性を持
つライブラリーを扱える．この手法を用いて ヘモリシ
ンの進化分子工学を行った．
ヘモリシンは黄色ブドウ球菌から分泌される水溶

性膜タンパク質であり，脂質膜上で会合して7量体のナ
ノポアを形成する．野生型 ヘモリシンは，POPC: 
cholesterol = 1:1で調製した人工脂質二重膜にポアを形

成する活性が弱い．筆者らは，野生型遺伝子にランダム
突然変異を導入したライブラリーからスタートし，スク
リーニングを20ラウンド繰り返すことで，人工脂質二
重膜上でのナノポア形成活性が30倍程度向上した変異
型 ヘモリシンの作製に成功した（図6）．さらに高機能
型変異体の変異箇所を野生型 ヘモリシンの立体構造上
にマップしたところ変異がタンパク質－膜界面に局在し
ていることがわかった．このことから導入された変異が
脂質との相互作用に寄与している可能性が示唆された
（図6）．

リポソームディスプレイ法の他のタンパク質の 
機能進化への応用

リポソームディスプレイ法では，リポソーム内部で合
成されたタンパク質の機能を蛍光シグナルに変換する
仕組みさえあれば，膜タンパク質に限らず他のタンパク
質の機能進化も実行できる．たとえば，北陸先端大の芳
坂先生のグループと共同で可溶性タンパク質の一つであ
るアミノアシル化合成酵素の実験室進化にも成功してい
る 32)．また，大腸菌由来多剤排出トランスポーターの一
つであるEmrEをモデル膜タンパク質として用い，これ
がGUV膜上に機能発現可能な形で局在させることが可
能であること 18)，加えてリポソームディスプレイ法が
EmrEの実験室進化にも適用可能であることを示した 33)．
このように可溶性タンパク質だけでなくポア形成膜タン
パク質，トランスポーターなど従来は進化分子工学の対
象となり得なかった分子の実験室進化を達成している．

膜タンパク質の機能とリポソームのサイズの関係性

ここまで紹介したリポソームディスプレイ技術は，生
体高分子を組み合わせたシステムを用いている．よって，
人為的にシステムを構成する要素などを変更・調整する

図6． ヘモリシンの進化分子工学：形成膜タンパク質 ヘモ
リシンの実験室進化に成功し，高機能変異体を取得した．
FACSを用いて，野生型 ヘモリシン（wt）に変異と選択を12
ラウンド（R12）繰り返し，ポア形成能の高い変異体を取得し
た．左図は各ラウンド後の変異体のポア形成活性，右図はR12
後に見つかった固定変異を野生型の立体構造にマップしたも
の．変異が膜－タンパク質界面に局在していることがわかる．
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ことが可能である．本節では，このような再構成型シス
テムが持つ性質を利用した研究を紹介する．
細胞の多くはマイクロメートルのサイズを持つが，微

小なサイズは内部の反応にどのような影響を与えるだろ
うか？これを構成的に検証することを目指した．生細胞
では細胞のサイズを変えることは難しいが，再構成シス
テムではサイズの異なる反応容器を用意し，その内部に
生化学反応を封入することが可能である（図1）．具体的
には，サイズの異なるリポソーム（脂質二重膜）16–18,34)，
W/Oエマルション 35–37)，マイクロチャンバー（石英マ
イクロウェル）38,39)を用意し，内部の生化学反応に反応
場のサイズが与える影響を測定した．
ここではリポソーム内部で再構成型セルフリータンパ

ク質合成系を用いて膜タンパク質を合成した例を紹介す
る（図7）．大腸菌由来の多剤排出トランスポーター
EmrEを合成した際には，リポソームが小さいほど
EmrEの膜挿入効率が高いことが分かった 18)（図7下段）．
これに対して，ポア形成膜タンパク質である ヘモリシ
ンを合成した場合には，リポソームが大きいほどポア形
成効率が高いことが分かった 17)（図7上段）．このよう
に膜タンパク質によって小さいサイズを好むものと大き
いサイズを好むものが存在することを明らかにした．

おわりに

進化分子工学を用いた可溶性タンパク質の機能改変の
ため，1990年代からさまざまなディスプレイ技術（phage 
display, ribosome displayなど）が開発されてきた．筆
者らの結果は，それらに加えて膜タンパク質を対象とす
るリポソームディスプレイ法がディスプレイ技術として
新たに加わったことを意味する．リポソームディスプレ

イ法は，タンパク質工学領域におけるイノベーションと
なり，創薬，バイオセンサーなどの膜タンパク質の産業
利用に展開できることが期待される．現在，膜タンパク
質を膜へと輸送する装置であるトランスロコンをリポ
ソーム内に再構成することにも成功し 40)，これを用いて
リポソームディスプレイ法を真核生物由来膜タンパク質
のスクリーニング・進化分子工学に発展させることを目
指して研究を進めている．
相互作用する多数の分子から構成されている生命シス
テムを理解するため，個々の分子を取り出しその性質を
調べてもわからない点も多い．部品から生命システムを
再構成しこれを調べることで，システムを創り出すため
に必要なルールおよびシステムの動作原理を明らかにす
る．このような構成的生物学（in   vitro合成生物学）と
呼ばれる分野の研究を中心に行ってきた．本稿を通して
このような構成的アプローチの有用性・おもしろさを少
しでも感じ取っていただけると幸いである．
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