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研究成果の概要（和文）：タンパク質を正しく膜に組み込むしくみは細胞の生育に必須である。本研究課題で
は、タンパク質膜組込装置YidCによるタンパク質膜組込の分子機構の解明を目指した。以前、我々のグループ
は、YidCの細胞質領域のヘリックス構造の重要性を見出していたが、この領域のどのような性質が重要であるの
かは不明であった。本研究では、YidCの機能に必須な細胞質ヘリックスの重要性を遺伝学的に検討した。その結
果、この領域の塩基性残基の重要性が示唆された。また、YidCの活性を阻害する低分子化合物の探索も行った。
その結果、YidC活性を阻害することが示唆された化合物が複数見出されつつある。

研究成果の概要（英文）：Biogenesis of membrane proteins is an essential cellular function. This 
study aimed to understand molecular mechanism of YidC, a channel-independent protein translocation 
machinery, which mediates biogenesis of a class of membrane proteins. We have previously found 
importance of cytoplasmic helices of YidC for its membrane protein insertase function. In this 
study, we performed genetic analysis and found the importance of basic residues in this region. We 
also tried to search for small molecule compounds that inhibit YidC activity and were identifying 
some compounds that might inhibit the activity of YidC.

研究分野： タンパク質バイオジェネシス

キーワード： YidC　タンパク質膜組込　膜タンパク質　バイオジェネシス
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質の膜への組込は全ての細胞の生育に必須であるため、その分子機構を理解することは、重要である。
タンパク質の膜への組込には、チャネル（孔）構造を持つタンパク質の働きが必須であると信じられてきたが、
最近、チャネル構造を持たないタンパク質膜組込機構の存在が示唆された。本研究は、理解の進んでいないチャ
ネル非依存的なタンパク質膜組込機構を理解するため、そのひとつであるYidCの解析を行った。その結果、細胞
質側ヘリックスの重要な性質の一端が明らかとなり、また、YidCを阻害することが示唆された化合物も幾つか見
出された。これらの発見は、YidCの分子機構を理解する上で有用な情報や研究ツールになり得る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 タンパク質の膜への組込は細胞の生育に必須の機能である。その過程は、タンパク質膜組込
装置によって媒介される。以前は、タンパク質膜組込装置はタンパク質の通り道である孔（チ
ャネル）構造を持つものと考えられていたが、最近になって、チャネル構造を持たないタンパ
ク質膜組込装置の存在が、我々、および、東大、奈良先端大のグループの共同研究により明ら
かにされた。チャネル依存的なタンパク質膜組込装置の分子機構の解明は進んでいたが、チャ
ネル非依存的なタンパク質膜組込装置の分子機構には、研究開始当初の段階でも不明な点が多
かった。 
 非チャネル型タンパク質膜組込装置である YidC は、細菌からヒトまで広く保存されている
重要な因子である。2014 年に前述の共同研究により、その原子分解能での立体構造が解明され、
非チャネル型の膜組込装置であることが明らかにされた。当研究室が行った遺伝学的な解析か
ら、膜貫通領域によって形成される膜内の溝構造、細胞質側のヘリックス構造の重要性がそれ
ぞれ示唆された。溝構造については、その親水性や塩基性が機能上重要な役割を果たすことが
示唆されたが、細胞質側のヘリックス構造については、その領域のどのような性質が重要であ
るのか不明であった。 
 YidC は細菌の生育に必須であるため、その活性を阻害する低分子化合物は、抗菌薬として
の適用が期待される。また、そのような低分子化合物は、YidC の研究ツールとしても有用で
ある。ところが、YidC の特異的な阻害剤は見出されていなかった。 
 以前当研究室では、枯草菌 YidC の活性をモニターし、その第二のホモログである YidC2 の
発現を制御する因子として MifM を見出した。MifM による YidC2 のフィードバック制御機構
を利用し、細胞の YidC 活性を LacZ 活性を指標に簡便に測定するレポーター株（yidC2-lacZ）
を構築した。このレポーター株を使えば、網羅的な変異解析や YidC 阻害剤のスクリーニング
が可能になるとの着想を得ていた。 
 
２．研究の目的 
 
 前述のような背景を受け、本研究では、非チャネル型タンパク質膜組込装置 YidC の分子機
構の解明を目指した。その目的のために、機能上重要であるにも関わらず未だその役割が解明
されていない細胞質領域について、詳細な解析を行った。また、YidC の機能を特異的に阻害
する活性を持つような低分子化合物の探索を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
 まず、YidC の細胞質ヘリックス構造の役割を理解するため、その領域のどのような化学的性
質が重要であるのかを変異解析により明らかにすることを試みた。以前、YidC の溝内の塩基性
が重要であること、また、基質膜タンパク質の酸性残基が膜組込に必要であることが示されて
いた。そのため、YidC と基質との相互作用には、YidC 側の塩基性残基が重要な役割を果たすこ
とが考えられた。また、YidC の細胞質ヘリックスには、多数の塩基性残基が存在する。そこで、
この細胞質ヘリックスの塩基性残基の数や位置を変えたような様々な変異体を作成し、その活
性を測定した。YidC 活性の測定には、以前我々が開発した LacZ レポーター株（yidC2-lacZ）
の系を用いた。 
 YidC の活性を阻害する低分子化合物の探索にも、yidC2-lacZ 株を用いた。この株は、YidC
の活性低下に呼応して LacZ を発現するため、YidC の阻害活性を持つ化合物は、この株の LacZ
活性を上昇させる効果を持つことが期待される。化合物ライブラリは、東大の創薬機構から提
供を受けた。 
 
４．研究成果 
 
（１）YidC の細胞質ヘリックスの変異解析 
 枯草菌 YidC ホモログの１つである SpoIIIJ（YidC1）の細胞質ヘリックス領域に存在する塩
基性残基を全てアラニンに置換すると、タンパク質膜組込の活性を損なうことを示唆する結果
が得られた。一方、酸性残基をなくした変異体は、その活性が低下したものの、完全に活性を
失うことはなかった。これらのことは、細胞質ヘリックス領域の塩基性残基の重要性を示唆し
ている。次に、この領域の塩基性残基の数を段階的に減らしたような各種変異株を構築した。
その結果、塩基性残基の数の低下におおむね呼応して、YidC の活性が低下することを示唆する
結果を得た。細胞質ヘリックスのどの領域に塩基性残基が存在すると YidC の活性を維持出来る
のかについても検討を行った。塩基性残基の存在する領域を変えたような各種変異体を作成し、
その活性を LacZ レポーターを用いて測定した。その結果、塩基性残基の存在する位置について
は、特定の領域が特に重要ではないことを示唆する結果が得られた。 
 過去に結晶構造解析により構造が明らかにされた Bacillus halodurans 由来の YidC2（Bh 
YidC2）についても、同様の解析を行った。Bh YidC2 を、spoIIIJ を欠失し、かつ、lacZ レポ
ーター遺伝子を持つような枯草菌株で発現したところ、LacZ 活性の低下が観察された。このこ



とは、枯草菌中で発現したBh YidC2が蛋白質の膜組込活性を保持していることを示唆している。
そこで、Bh YidC2 の細胞質ヘリックスに、塩基性残基の数、位置をそれぞれ様々に変化させた
各種変異体を作成し、枯草菌レポーター株中で発現した。その結果、塩基性残基の重要性が再
び示唆された。また、塩基性残基が特定の位置に存在することはさほど重要ではないことを示
唆する結果も得られた。 
 以上の結果は、YidC の細胞質ヘリックスの塩基性残基の重要性を示唆している。以前、YidC
の基質の酸性残基の膜挿入における重要性が示唆されたが、YidC のこの領域の塩基性残基は、
基質と静電的相互作用をするために必要であることが考えられるが、この可能性については、
今後さらに検証する必要がある。 
  
（２）YidC 活性を阻害する低分子化合物の探索 
 YidC の活性を阻害する低分子化合物を探索するために、まず、東大創薬機構から、化合物ラ
イブラリを入手した。前述の YidC 活性をモニター可能な枯草菌レポーター株を用い、その LacZ
活性を上昇させるような化合物を探索することで、YidC 活性を阻害する低分子化合物を探索し
た。9,600 化合物からなるコアライブラリおよび、21万化合物からなるフルライブラリの一部
について、それぞれ探索を行ったところ、MifM-YidC2-LacZ レポーター株（以下、YidC レポー
ター株）の LacZ 活性を数倍上昇させる化合物を複数得ることができた。 
 次に、これらの候補化合物について、以下のネガティブコントロールを用いて、阻害効果の
YidC 経路特異性を検討した。以前我々は、MifM-YidC2-lacZ レポーター（YidC 活性の測定が可
能なレポーター）を改変し、YidC とは別のタンパク質膜組込や膜透過に関わる Sec 経路をモニ
ターできるレポーターを構築した。このレポーター株（以下、Sec レポーター株）は、Sec 依存
的経路の阻害によってLacZ活性を上昇させる。YidCレポーター株およびSecレポーター株は、
それぞれ、タンパク質の局在化経路の阻害が LacZ の翻訳レベルでの上昇をもたらす。これらの
レポーターは、mifM プロモーターの制御下にあるため、mifM プロモーターの活性の変動がない
ことを確認するためにネガティブコントロールとして、mifM と lacZ のプロモーター融合遺伝
子を持つ株（以下、MifM レポーター株）も用意した。 
 候補化合物について、Secレポーター株およびMifMレポーター株への効果を検証したところ、
いずれも、YidC レポーターで見られたような顕著な LacZ 活性の上昇は見られなかった。この
ことは、これらの化合物が、YidC 経路を特異的に阻害していることを示唆している。今後は、
レポーターアッセイ以外の方法で、これらの化合物が YidC 経路を特異的に阻害していることを
確認する必要がある。 
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