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研究成果の概要（和文）：膜タンパク質複合体SecDFは、プロトン駆動力を用いて細菌におけるタンパク質膜透
過反応を促進するが、その分子機構の詳細は明らかではない。本研究では、SecDFと生細胞内で近接する因子の
同定を通して、ペリプラズムシャペロンPpiDが、SecDFと共同的に働くことにより、ある種の基質タンパク質の
膜透過に関与することを見出した。また、SecDFの別のコンフォーメーション状態の高分解能の立体構造を明ら
かとした。これらの成果は、SecDFによるタンパク質膜透過促進機構の理解において重要な知見を与える。

研究成果の概要（英文）：The membrane protein complex SecDF promotes protein translocation in 
bacteria using proton-driven force, but the details of its molecular mechanism remain unclear. In 
this study, by identifying factors that are in close proximity to SecDF in living cells, we found 
that the periplasmic chaperone PpiD is involved in the protein translocation of a substrate by 
working together with SecDF. In addition, we determined high-resolution crystal structures of 
another conformational state of SecDF. These results provide important insights into the mechanism 
of SecDF-mediated stimulation of protein translocation.

研究分野：生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質の膜透過反応は全ての生物に必須の現象であり、その分子機構の理解は細胞生物学の重要な研究課題
の１つである。加えて、近年病原性細菌の多剤耐性化による院内感染の増加は大きな社会問題となっており、こ
れまでとは作用機序の異なる薬の開発が待たれている。SecDFは細菌に特有の因子であるのに加え、大きな機能
ドメインを細胞質外に持つことから、創薬の有用なターゲット候補として期待されている。効率良い創薬を進め
るには、本研究による分子機構の理解は非常に意義が大きい。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｆ－１９－１ 
１．研究開始当初の背景 
 細胞質内で合成されるタンパク質の約 1/3 は、細胞膜を横切り細胞内外の適切な場所に運ば
れて初めて生理的機能を発揮する。タンパク質の膜透過は、全ての生物に見られる普遍的な生
命現象であり、その分子機構の解明は細胞生物学の最も基礎的かつ重要な研究課題の一つであ
る。 
細菌のタンパク質の膜透過には、進化的に高度に保
存された膜透過チャネル SecYEG トランスロコンと
駆動モーターSecA ATPase が必須の役割を果たす。
これらの因子に加え、膜タンパク質複合体 SecDFは、
タンパク質膜透過を亢進する機能を持つ。我々は、
SecDF複合体の高分解能の立体構造を X線結晶構造
解析により決定し、構造情報に基づいた生化学的解
析を通して、「SecDFによるタンパク質膜透過促進機
構」（右図）を提唱している 1)。このモデルに従えば、
SecDF はプロトン透過活性を持ち、プロトンの流入と共役した非細胞質ドメイン（以下 P1 
domainと略す）のダイナミックな構造変化により膜透過途上の基質タンパク質を i) 補足し, ii) 
引っ張り出し, iii)手離す動きを繰り返すことで基質の一方向への移動を可能にしていると考え
られる。この研究により細胞質膜を挟んで形成されるプロトン濃度勾配エネルギーが SecDFを
介してタンパク質膜透過に利用されている事が初めて明らかになった。しかしながら、作業仮
説の妥当性を含め残された問題も多く、本研究では以下に記す検討課題を解明することを目指
し研究を進めた。 
 
２．研究の目的 
 上記モデルの提唱により、長年不明であったタンパク質膜透過反応の促進におけるプロトン
駆動力（PMF）の作用点の一端が明らかとなったものの、SecDFによる膜透過促進の分子メカ
ニズムの理解においては多くの不明な点が残されていた。具体的には、ア）P1 domain 内の基
質タンパク質結合部位の同定、イ）PMFと共役した P1 domainの構造変化の実態とその駆動機
構、ウ）SecDFと SecYEGトランスロコンやその他の膜透過関連因子との相互作用様式、エ）
プロトン透過経路とその輸送機構などである。本研究課題ではこれらの問題点を解決すること
により、作業仮説の妥当性を検証すると共に、SecDFによるタンパク質膜透過促進の分子メカ
ニズムの詳細を解明することを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 部位特異的 in vivo 光架橋実験法を用いた SecD 分子に近接する因子の同定：光反応性アミ
ノ酸アナログ p-benzoyl-phenylalanine (pBPA)を効率良く
amber コドン部位に導入する大腸菌株（右上図参照）を
用いる事で、分子内の任意の部位に pBPA を取り込んだ
SecD変異体を発現する細胞が準備できる 2)。この細胞に
直接紫外線照射する事で、SecD分子内の pBPAは近接す
る分子との間で共有結合を形成する。得られた架橋産物

は SDS-PAGE上の移動度の差として検出でき、架橋相手
は候補因子の抗体を用いた immuno-blotting や、精製架橋産物の質量分析などから同定できる。
この研究手法を用いて、SecDF の立体構造情報に基づき、分子表面に存在するアミノ酸残基を

対象に網羅的な in vivo光架橋実験を進めた。(研究目的ウ)の解明に向けて） 
(2) 部位特異的 in vivo 光架橋実験法を用いた膜透過途上の基質タンパク質に近接する因子の
同定：(1)と同じ実験手法を用いて、膜透過基質 VemPタンパク質が、膜透過反応の際に相互作
用する因子の同定を進めた。VemP は、自身の合成の際に翻訳が一時的に停止する性質を有して
いる為、基質と膜透過装置との間の相互作用が安定化され相互作用因子の同定が容易であると
考えられた。（研究目的ウ）の解明に向けて） 
(3) 部位特異的 in vitro 光架橋実験法を用いた基質タンパク質結合ドメインの同定:基質結合
ドメインと想定される P1 domain部位内に pBPAを持つ SecDを発現する株から反転膜小胞を調
製し、この膜小胞を用いて膜透過基質タンパク質の in vitro 膜透過実験を行った。この際、C
末領域に di-sulfide結合を導入した基質タンパク質を使用することにより、膜透過を途中で停止
させ、基質タンパク質と SecD との相互作用を安定化させた。この状態で紫外線を照射し、基質
タンパク質と SecD 内の pBPA 間の架橋を形成させ、基質結合部位の同定を進めた。（研究目
的ア）の解明に向けて） 
(4) in vivo 光架橋実験法を用いた P１domain 構造変化の追跡：P１domain内部での分子内架橋
形成を既に見出している。この架橋形成効率の変化を指標にして、P１domain の構造変化を調
べた。具体的にはプロトンイオノフォアである CCCP 処理により PMF を消失させた際の架橋
形成効率の変化や、プロトン輸送に必須のアミノ酸残基を変異させた変異体を用いて調査した。



（研究目的イ）の解明に向けて） 
(5)新たな SecDF 構造の決定と生化学的解析（共同研究）：プロトンの透過経路とその機構を明
らかにするために、NAISTの塚崎博士らと共同研究として別の構造状態を取る SecDF結晶の構
造解析を進めた。得られた構造に従って生化学的解析を進め新規構造の妥当性と検証した。（研
究目的エ）の解明に向けて） 
 
４．研究成果 
(1) 当初期待していた膜透過チャネルの中心因子 SecY との架橋形成部位は同定できなかった
ものの、ペリプラズムシャペロン PpiDと SecDの P１domain間の架橋を新たに見出した。SecD
と PpiDの物理的な近接が初めて明らかになった 3)。 
(2) VemP分子全体を対象とした網羅的な光架橋解析の
結果から、膜透過途上の VemP は膜透過チャネルの構
成因子 SecY, SecGに加えて、SRP（シグナル認識粒子）, 
PpiD と近接していることが明らかになった。遺伝学
的・生化学的な解析から、VemP は SRP を介して
SecYEGに標的化される事、VemPの膜透過の完了には、
SecDFに加えてPpiDも重要な役割を持つ事が明らかに
なった。VemPの膜透過反応における PpiDの重要性を
明確に示した最初の例となった 3)。 
(3) P1 domainの先端に存在する小さなクレバスの近傍に pBPAを持つ SecDFを発現する株から
調製した反転膜小胞を用いて in vitro膜透過実験を行った場合に限り、基質タンパク質 proOmpA
と SecDとの架橋が観察された 4)。よって、このクレバスが基質を結合する部位と考えられた。
新たに解明した SecDF の構造（後述）において、このクレバスの部位に沈殿剤として用いた
PEGの電子密度が確認されており、上記結論と合致する。 
(4) 細胞の脱共役剤の処理や、プロトン輸送に必須のアミノ酸残基の変異によって、SecD P1 ド
メイン内の分子内架橋形成効率は劇的に低下した。この結果は、プロトンの流入により SecD P1 
domainは構造変化を起こしていることを強く支持し、我々の作業仮説と矛盾しない。 
(5) SecDの P1 domainの配向状態が異なる別の構造を決定
した。このうちの１つの構造においては、上述のように P1 
domainの溝の中に沈殿剤と思われる電子密度が確認され、
基質結合をミミックしていると予想された 4)。また、膜貫
通領域の中に、水が通過可能なトンネル様の構造が観察さ
れ、微弱な水由来の電子密度も検出できた。分子動力学計
算を用いた解析から、実際に水が通過できる様なトンネル
が形成されている事も明らかになった 4)。これらの結果か
ら、SecDF は両分子のインターフェイスの位置に、水分子
の通り道となるトンネル様の構造が形成され、この経路を
介してプロトンが流れると予想される。Na+駆動型の SecDF
が存在するとの我々の報告とも合致する 5)。 
 以上の結果から、我々が提案した「SecDF による膜透過
駆動モデル」において不明であった幾つかの問題点について解答を得ることに成功した。加え
て、これまでその役割が明確でなかったペリプラズムシャペロン PpiD の膜透過における新た
な役割が明らかになった。 
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