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研究成果の概要（和文）：細菌のタンパク質膜透過は、膜透過チャネルSecYEGを挟んで存在する２つの反復モー
ターSecA ATPase, SecDFにより駆動される。これら２種の反復モーターとりわけSecDFによる膜透過促進の分子
メカニズムの解明を目指して、以下の実験を行った。１）部位特異的in vivo光架橋実験により、SecD分子内の
基質結合部位を同定すると共に、プロトン駆動力により生じるSecDの構造変化の実態を明らかにした。２）
SecDFの新たな結晶構造を連携研究者の塚崎と共に決定しプロトン透過の経路を明らかにした。３）海洋性ビブ
リオ菌が持つ２種のSecDFパラログを生化学的に解析し、生理機能を解明した。

研究成果の概要（英文）：In bacteria, protein translocation is mediated by two repetitive motors, 
SecA ATPase and SecDF, which  exist on the cytoplasmic side and periplasic side of the SecYEG 
channel, respectively.  In order to elucidate how these two motors contribute to protein 
translocation reaction, we carried out the following experiments.  1) We systematically performed 
site-directed in vivo photo cross-linking experiments targeted to E. coli SecD and identified a 
substrate binding site in the SecD protein.  2) We determined new crystal structures of SecDF in 
collaboration with Dr. Tsukazaki and carried out structure-instructed biochemical studies.　3) We 
determined biochemical properties and physiological functions of two SecDF paralogs in Vibrio 
alginolyticus.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
 細菌において、タンパク質の膜透過は、膜
透過チャネル SecYEG を挟んで膜の両側に
存 在 す る ２ 種 類 の 反 復 モ ー タ ー SecA 
ATPaseとSecDFの協調的な働きによって媒
解される。個々のモーター因子の高分解能の
立体構造は既に明らかになっており、構造に
基づいた生化学的解析から、タンパク質膜透
過駆動・促進に関する作業仮説が提案されて
いるものの 1)、分子メカニズムの詳細は未だ
不明な点が多い。 
 また、２つのモーター因子がどのように役
割分担し、協調的に機能することで効率的な
膜透過を達成しているのかについては全く
不明である。 
 
２．研究の目的 
(1) SecDF による膜透過促進機構の解明：高度
好熱菌由来の SecDF の立体構造とそれに基
づいた生化学的解析から、筆者らは、「SecDF
は、膜を挟んで形成されたプロトン駆動力
（PMF）のエネルギーを利用して、F 型、I
型と名付けた２つの構造状態を転移し、タン
パク質膜透過を促進する能力を持つ。」こと
を示し、具体的な作業仮説を提案している 1)。
このモデルの妥当性を、以下の疑問点を解明
することにより検証する。i) SecD 分子内の
基質タンパク質結合部位を同定する。 ii) 
PMF と連動した SecD 分子の構造変化の実
態を解明する。iii) SecDF 分子内のプロトン
透過経路を決定する。 
 
(2) 海洋性ビブリオ菌が持つ２種の SecDF パラ
ログの使い分け機構: 海洋性ビブリオ菌は、遺
伝子上２種類の secDF パラログを保持して
いるが、個々のパラログの生理的な役割や発
現調節機構は全く不明である。これらの疑問
を明らかにすることにより、タンパク質膜透
過反応における SecDF 機能の重要性と多様
性を明らかにすることを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 部位特異的 in vivo 光架橋法を用いた大腸
菌 Sec 因子の網羅的解析：上記課題を明らか
にする為に、大腸菌 SecD を対象に、部位特
異的 in vivo光架橋実験を進め、各因子と相
互作用する因子を網羅的に解析する。最初に、
本実験手法について簡単に説明する。変異型
のアミノアシル tRNA 合成酵素と変異型 tRNA
を発現する株を用いることにより、目的タン
パク質の任意の位置に導入した amber codon
の場所に光反応性のアミノ酸アナログ pBPA 
(p-benzoyl-phenylalanine)を効率良く取り
込ませることができる。変異型タンパク質を
発現する株に直接紫外線を照射することで、
導入した pBPA に近接した位置に存在する分
子と共有結合を形成する。得られた架橋複合
体を、特異的な抗体を用いた immunoblotting
や、質量分析により解析することにより、架
橋相手の同定を行う。この実験手法は、「生

きた細胞内で起こる一過的な相互作用を高
い空間分解能で解析できる。」極めて有用な
実験手法であり 2)、立体構造情報と組み合わ
せることにより、網羅的な相互作用解析が可
能となる。 
 本手法を大腸菌の SecD 分子を対象として
分子表面残基をターゲットに網羅的な解析
を進め、i) 基質タンパク質結合部位、ii) 
SecY 近接部位、iii)分子内近接部位などを明
らかにする。 
 
(2)光架橋実験結果に基づいた生化学的解析： 
上記、in vivo 光架橋実験結果は、分子間の
近接を高分解能で明らかにすることはでき
るものの、得られた近接情報の生物学的な意
味は明らかではない。そこで、得られた近接
情報に基づき、近傍のアミノ酸残基に変異を
導入し得られた変異型Sec装置の機能を生化
学的に解析する。 
 
(3)新規 SecDF の立体構造解析:連携研究者の
塚崎らと共同研究により、既存の構造状態（F
型）とは異なる別の構造状態（I 型）の立体
構造を明らかにする。SecDF は非細胞質側の
大きなドメインが構造変化をすると考えら
れており、２つの状態の立体構造を明らかに
することにより、SecDF の反応サイクルの詳
細の解明を目指す。 
 
(4)ビブリオ菌 SecDF パラログの生化学的解析
と発現制御機構の解明：海洋性ビブリオ菌の
SecDF パラログをクローニングし、大腸菌中
での性質を調べると共に、各パラログの特異
的抗体を用いてビブリオ菌中での各因子の
発現様式を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 大腸菌 SecD を対象とした網羅的 in vivo 光
架橋実験による近接因子の同定： 高度好熱菌
SecDF の F 型の立体構造情報に基づき、分子
表面に存在すると考えられる 92 残基を対象
に部位特異的 in vivo光架橋実験を行い以下
の成果を得た（下図、架橋形成部位は色付き
space filling 表示した）。 

ア）膜透過基質タンパク質 MBP との相互作用
部位(黄緑)，イ）ペリプラズム分子シャペロ



ンとの相互作用部位（赤），ウ）SecF との近
接部位（マゼンタ）を同定した。 
 
(2) PMF に連動した非細胞質ドメイン（P１ドメイ
ン）の構造変化の実証：SecDの P1ドメイン（可
動ドメイン）の構造変化の結果形成されると
考えられる分子内架橋を同定した（前ページ
図中のオレンジ部位）。この部位の架橋形成
効率の変化を指標に、脱共役剤(CCCP)添加の
効果やSecDF内へのプロトン透過活性変異導
入の効果を調べ、PMF に依存した SecD 可動ド
メインの構造変化が生細胞内で起こっている
事を明確に示す結果を得た。筆者らの作業仮
説を強く支持する成果と言える。 
 
(3) SecD 分子内の基質たんぱく質結合領域の
同定：膜透過タンパク質基質 MBP との架橋形
成を足がかりに、更に詳細な in vivo光架橋
実験と変異解析を進め、立体構造上では分子
の内部に埋もれていると考えられる領域（以
下、形成領域の二次構造からαββ領域と呼
ぶ、下図参照）が、基質タンパク質結合部位
として機能する事を示唆する結果を得た。 
αββ領域が基質を補足するためには、P1 ド
メイン内の構造変化を想定する必要があり、
この構造変化を介して基質に対する親和性
を調節している可能性が考えられた。 

 
(4) 新規 SecDF 構造決定：連携研究者の塚崎
ら と の 共 同 研 究 に よ り Deinococcus 
radiodurans 由来の SecDF の新規の立体構造
を高分解能で明らかにした。この新規構造の
P1ドメインはI型の構造状態を保持していた。
３種類解かれた構造の１つにおいては、
SecD-SecF の膜貫通領域の境界面に水分子が
透過可能なチャネル様構造が観察された。変
異体を用いた生化学的解析も併せて、SecDF
がプロトンを透過するメカニズムの分子基
盤が明らかとなった。更に、P1 ドメイン中に
結晶化に用いた沈殿剤が結合したと思われ
る電子密度が観察され、この相互作用が基質
結合をミミックしていると考えられた。興味
深いことに、この部位は(3)で同定したαβ
β領域に相当しており、上記仮説と合致する。 
 
（５）ビブリオ属細菌由来 SecDF パラログの酵素
学的解析と生理機能の解明：（i）酵素学的解

析:海洋性ビブリオ菌が持つ２種類の secDF
パラログ遺伝子をクローニングし、大腸菌中
で発現させ各SecDFの酵素化学的性質を検討
した。その結果、2種類の SecDF パラログは、
異なる一価カチオンを利用する（一方は、Na+

駆動、他方は H+駆動である）ことを明らかに
した。 
(ii)生理機能解析:上記２種類の SecDF パラ
ログの生理的機能を明らかにするために，野
生株、各 secDF遺伝子欠失株を用いて、発現
様式とタンパク質膜透過能を検討した。海洋
性ビブリオ菌中では，Na+駆動型の SecDF1 は
恒常的に発現しているのに対し、H+駆動型の
SecDF2 はタンパク質膜透過能が低下した際
に特異的に発現誘導される事を見いだした．
加えて、このタンパク質分泌能の低下に応答
した SecDF2 の発現上昇には，secD2遺伝子の
上流に位置する遺伝子 vemP によってコード
される分泌タンパク質 VemP (Vibrio export 
monitoring polypeptide)が必須の役割を持
つことを明らかにし、発現制御の分子メカニ
ズムを解明した（詳細は割愛した。下図を参
照のこと）。 
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