
1 
 

（様式 10）                                   

【16am0101027j0005】 

平成 29年 4月 7日 

 

 

平成28年度医療研究開発推進事業費補助金 

（創薬等ライフサイエンス研究支援基盤事業）補助事業成果報告書 

 

I. 基本情報 

 

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） 

      Platform Project for Supporting Drug Discovery and Life Science Research 

        （Platform for Drug discovery, Informatics, and Structural life science） 

 

補助事業課題名： （日本語）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 

      （英 語）Platform for production and crystallization of human membrane protein 

 

補助事業担当者  （日本語）京都大学大学院医学研究科 准教授 小林拓也  

所属 役職 氏名： （英 語）Takuya Kobayashi, Associate Professor, 

Graduate School of Medicine, Kyoto University  

     

実 施 期 間： 平成 28 年 4月 1日 ～ 平成 29年 3月 31日 

 

 

II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

「支援」 
①膜タンパク質の安定化技術を用いた支援 

 蛍光タンパク質（GFP）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

を評価した。GPCR の場合は、融合タンパク質（リゾチーム）の第三細胞内ループ内ヘの挿入位置を

決めることで、安定化変異体を作製することができる。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。また、同時に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

上させた。 
 

②膜タンパク質の大量生産技術を用いた支援 
 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。

宿主が異なると膜タンパク質の安定性や結晶性が異なることがあるので、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。 
 

「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 GPCR、GPCR／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。精製

方法によって高難度膜タンパク質の安定性に違いがないか等、安定化技術の高度化を目指した。 
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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 
 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

化リガンドの作製技術を確立した。免疫寛容等のため得られにくい抗体は、ターゲットタンパク質を

欠損した遺伝子改変マウスに免疫した。また、cDNA ライブラリーを PCR でランダマイズして人工抗

体ライブラリーを構築し、ターゲットタンパク質に対するより高親和性の抗体をスクリーニングする

方法も立ち上げた。 
 
“Support” 
1. Stabilization of membrane protein 

In Saccharomyces cerevisiae system using GFP protein the most stabilized mutant could be 
screened. This system is useful to determine the position of the third intracellular loop for the fusion 
of T4 lysozyme etc. or find the amino acids to improve the thermo stability of GPCRs. 
  
2. Production of a large amount of membrane protein 

Production of membrane proteins has been tried using Pichia pastoris and Sf9 insect cells. 
Membrane proteins produced in a large amount have been purified and crystalized, and then 
evaluated the quality of them. 

 
“Improvement” 
3. Production of high difficulty membrane proteins 

We have been trying to stabilized the high difficulty membrane proteins such as the oligomer 
GPCRs, the complex of GPCRs/signal transduction molecule and etc.. Improvement of our expression 
system has been done. 

 
4. Development of functional antibody recognizing the conformational epitope 

 We have improved our artificial binder or antibody production system to fix the membrane 
protein in a specific position. To screen the high affinity and specific binder or antibody, knockout mice 
were used as host and randomized cDNA library was developed. 
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