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１．補助事業名：創薬等ライフサイエンス研究支援基盤事業 

（創薬等支援技術基盤プラットフォーム事業） 

２．補助事業課題名：創薬ターゲットとして重要なヒト膜タンパク質の生産及び結晶化支援基盤 

３．研究開発代表者：国立大学法人京都大学大学院医学研究科 准教授 小林 拓也 
４．研究開発の成果 

 

 本補助事業は、五つの技術（①発現技術、②精製技術、③結晶化技術、④性状評価支援技術、

⑤高難度タンパク質生産技術）の「支援」と「高度化」を目標にしている。課題管理者は、X 線

結晶構造解析に適したヒト膜タンパク質の生産及び結晶化を目指し、これまでに三つのヒト G
タンパク共役受容体（GPCR）（アデノシン A2a 受容体、ヒスタミン H1 受容体、ムスカリン

M2 受容体）の構造解析に成功した。多くのライフサイエンス研究者の構造解析研究を広く支援

するために、課題管理者らの立ち上げた技術を提供する。また、それらの技術をより使い易く、

汎用性の高いものとするために、高難度膜タンパク質の生産、品質改善のための発現・精製方法

の確立、高付加価値バインダーの調製、新規結晶化技術の開発を行い、これまでの技術の高度化

を目指す。このため国立大学法人京都大学、国立大学法人千葉大学、国立大学法人九州大学は共

同で事業を行う。 
 
「支援」 
①膜タンパク質の安定化技術を用いた支援 
 支援依頼のあったターゲットに対して、蛍光タンパク質を指標とした出芽酵母発現システムを

利用して、膜タンパク質の単分散性を評価し、リゾチームなどの挿入位置を決めることで、安定

化変異体を作製した。既存のシステムで安定化できない場合は、アミノ酸変異を導入したり、立

体構造認識抗体を取得することで、膜タンパク質の安定性を向上することに成功した。具体的に

は、10 種類以上の GPCR の安定化に対応することが可能になった。「支援」を介して汎用性の

高い技術であることを実証した。 
 
②膜タンパク質の大量生産技術を用いた支援 
 支援依頼のあったターゲットに対して、メタノール資化酵母と昆虫細胞を利用して膜タンパク

質の発現条件の最適化と大量生産を試みた。大量生産した膜タンパク質は、順次、精製、結晶化

及び性状評価を行った。性状評価には、プロジェクト期間中に開発した技術（加熱後も単分散性

を維持できるか評価する方法）を導入した。その結果、結晶化及び構造解析に成功した GPCR
の場合、40℃で 30 分間加熱しても単分散性に全く影響しないことが明らかとなった。 
 
「高度化」 
③高難度膜タンパク質の生産と高度化 
 野生型では発現の認められない膜タンパク質、オリゴマー化した膜タンパク質、膜タンパク質

／シグナル伝達分子複合体などを生化学的な活性を指標としながら安定化し、発現量及び精製効

率の向上を試みた。（膜貫通領域を含む）膜タンパク質全体の結晶化が難しい場合、可溶性ドメ

インのみを発現・精製、結晶化及び構造解析するシステムを立ち上げた。具体的には、難治性の

悪性腫瘍で高発現している PGRMC1 （ Progesterone receptor membrane associated 



component 1）に注目し、可溶性ドメインを発現・精製、結晶化した。その結果、ヘムタンパク

質を介して非常にユニークなダイマー構造を形成することで、がん細胞の増殖を活性化し、抗が

ん剤に対する耐性を獲得することが世界で初めて明らかとなった（Nature Commun. 2016）。 
 
④コンフォメーション安定化リガンド作製技術の確立と高付加価値バインダーの探索 
 これまでに立ち上げた高難度な構造解析を可能にする結晶化バインダー創生技術を基盤とし

て、コンフォメーション安定化リガンド作製技術を高度化した。異なるサイズの抗体分子を調整

することで、膜タンパク質の結晶構造解析への可能性を広げた。具体的には、Fab フラグメン

トを結合させて、ヒト赤血球由来バンド 3（アニオントランスポーター）の外向き型の立体構造

を分解能 3.4 Å で決定した（Science 2015）。また、Fv フラグメントを結合させて、ラット由来

GLUT5（フルクトーストランスポーター）の内向き型の立体構造を分解能 3.1 Å で決定した

（Nature 2015）。この Fv フラグメントの結合していない GLUT5 では、外向き型の結晶構造が

得られたことからも、本抗体分子は GLUT5 を内向き型に固定化する。これらの結果により、基

質の輸送メカニズムを原子分解能レベルで理解することができた。 
 
 
⑤課題の総合的推進 
課題全体の連携を密としつつ円滑に運営していくため、定期的に課題の中で技術検討会を行うこ

とで、参画機関の連携・調整に努めた。課題全体の進捗状況を把握し、計画の合理化を行い、得

られた成果は、積極的に公表した。 
 
 


