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研究成果の概要（和文）：生物の本質を明らかにするためには、生物に基本のメカニズムを分子レベルで解明す
る必要がある。タンパク質の膜透過はすべての生物が持っている仕組みであり、モデル生物大腸菌などでは膜タ
ンパク質SecYEG複合体を中心とした超分子複合体がタンパク質の膜透過に関わっている。本研究では、その超分
子複合体の構造と機能を解明するため、X線結晶構造解析を進めるとともにクライオ電子顕微鏡、原子間力顕微
鏡などを用いて測定を行なった。

研究成果の概要（英文）：To unveil the essential biological processes of living organisms, it is 
crucial to elucidate these molecular mechanisms. Protein translocation across the membrane is a 
fundamental mechanism in all living cells. In a model organism, Escherichia coli, a supramolecular 
protein complex including the membrane protein complex SecYEG is involved in the protein 
translocation. In this study, we tried to elucidate the structure and function of the supramolecular
 protein complex by X-ray crystallography, cryo-electron microscopy, and atomic force microscopy.

研究分野： 構造生命科学

キーワード： タンパク質の膜透過　構造生物学

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、必須の生命現象を分子レベル、原子レベルで明らかとしようとしている。有機化合物である分子が
いかに生命活動を行っていくのかについては、いまだほとんど解明されていない状況である。学術的にこれらを
明らかとしていくためには一つ一つの生命現象を解き明かす必要があり、本研究を達成することで、タンパク質
の膜透過という一つの生命現象の詳細な理解につながる。そのため、本研究は学術的に極めて意義深いものであ
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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 生物が生きていくためには、細胞質でリボ
ソームによって合成されたタンパク質が然
るべき場所へと輸送される必要がある。その
際、生体膜を超えて輸送されたり、生体膜に
組込まれたりする場合がある。このタンパク
質の膜透過と膜組込み過程は、すべての生物
に保存された基本的な細胞内機構の一つで
あり、これまで数多くの研究が進められてき
た。タンパク質の分泌（Secretion）に関わ
るタンパク質として名付けられた Sec タン
パク質は、1999 年ノーベル賞の「タンパク質
の輸送シグナルの発見」や 2013 年ノーベル
賞の「小胞輸送」などに関連する。 
 実際、細胞質で新規に合成されたタンパク
質の約 30%は、膜を越えて輸送されたり、膜
へと組込まれたりする。これらの輸送される
タンパク質は、通常 N末端に付加されたシグ
ナル配列の情報を基に膜へと運ばれる。図１
に示すように大腸菌などの真正細菌においては、タンパク質の通り道（チャネル）となるのは 
Sec トランスロコン(SecY, SecE, SecG からなる膜タンパク質複合体：SecYEG)である。しかし、
SecYEG は単独では機能しない。タンパク質を輸送させるためのエネルギーが必要である。細胞
質側の SecA ATPase またはリボソームは新規合成タンパク質を Sec トランスロコン内に押し込
み、タンパク質輸送を達成させる(Li, Park et al., Nature 2016)。SecDF はプロトン駆動型の
モータータンパク質であり、細胞質外に大きなドメインを持つ。SecDF は細胞質外側でタンパク
質を引き抜く動作を繰り返すことでタンパク質の膜透過に貢献する(Tsukazaki et al., Nature 
2011)。こうして膜透過したタンパク質のいくつかは、シャペロン／プロテアーゼ BepA の介助を
うけ成熟体になるものもある。また、膜タンパク質が膜へと組み込まれる時には、膜シャペロン
として YidCも共同して機能する(Nagamori et al., JCB 2004; Kumazaki et al., Nature 2014)。
これらの反応は膜の透過障壁を維持したままで、巨大な分子であるタンパク質を輸送させる。 
 これらの例のように、新規に合成されたタンパク質はアンフォールドの構造を保ったまま Sec
トランスロコンマシーナリを介して膜透過または膜組込みされ、フォールディングすることで
成熟体となる。このダイナミックなタンパク質膜透過・膜組込みの分子メカニズムの解明は当該
分野の最重要課題であり、Sec タンパク質複合体などの構造情報が必要である。 
 
２．研究の目的 
 本研究の代表研究者は Sec タンパク質
群の構造機能解析に 15 年以上の年月を費
やし，多くの試行錯誤のうえタンパク質膜
透過に関わる全てのコンポーネントの構
造決定を達成してきた（図２）。さらに詳細
に、タンパク質の膜透過・膜組込みのダイ
ナミックな分子メカニズムを解明するた
めに，今後は、Sec・YidCからなる超分子
複合体の立体構造を決定し，構造情報を基
にした遺伝学的・生化学的解析を進める必
要がある。並行して，より深い理解のため
各因子のこれまでに報告のないコンフォメーション状態の異なる構造(別状態の構造)の決定を
行う必要がある。 
 
３．研究の方法 
 本研究では Sec トランスロコンを経由したタンパク質の膜透過・膜組込みのダイナミックな
分子メカニズムを解明するため，Sec・YidCからなる複合体の立体構造を決定し，構造情報を基
にした遺伝学的・生化学的解析を行うため研究を進めた。並行して，より深い理解のため各因子
の高分解能構造やこれまでに報告のないコンフォメーション状態の異なる構造や基質タンパク
質との複合体の構造など別状態の構造決定を行うための実験を進めた。それぞれの構造解析で
は、各種タンパク質の結晶を得て X 線結晶構造解析による構造決定を目指した。 
 
 



 

 

４．研究成果 
 SecDF はプロトン駆動型のタンパク質膜透過モー
タータンパク質であると考えられており、膜外領域
の構造変化がタンパク質の輸送に関わるとされてい
る。これまでの構造解析にて、F型、I型構造とよば
れる状態が報告された（Tsukazaki et al., Nature, 
2011; Furukawa et al., Cell Rep., 2017）。さらに
別状態の構造情報を得るべく X 線結晶構造解析を進
めた結果、これまでに報告のない構造を決定するこ
とができた（Furukawa et al., Structure, 2018）。
これを、超 F型構造と名付けた。F型・I型では、膜
外ドメインに８本のベータ構造から形成されるシー
トが確認されていたが、この領域が超 F 型構造では
ベータバレル構造に変化していた（図３）。この結果
から、SecDF の膜外ドメインは、機能を発揮すると
きに膜外ドメインのシート構造とバレル構造との構
造変化を繰り返して機能することが考えられた。膜間通領域に保存されたアスパラギン酸（D340）
とアルギニン（R671）の各アラニン置換体は、バレル構造を取らないことが判明し、この変異体
は膜透過を促進しなかった。このことは、バレル構造をとることが SecDF の機能に重要であるこ
とを支持するだけでなく、膜間通領域の構造変化と膜外ドメインの構造変化が連動していると
いうことが判明した。SecDF の F 型、I型、超 F型の３種類の構造と過去の機能解析から想定さ
れる SecDF の機能モデルを総説として発表した（Tsukazaki, FEMS Microbiology Letters 2018）。 
 以前の報告で YidCの構造解析において細胞質ループ C２は、ディスオーダーしており YidCの
詳細な理解を妨げていた。そこで、モデル生物大腸菌 YidCをより高分解能での構造解析を達成
し、分子動力学計算を組み合わせて、その領域の可動性などを検討した（Tanaka et al., Biochem. 
Biophys. Res. Commun, 2018）。これらの結果は、YidCの構造基盤を提供する。これらの構造解
析を含め図１に示した膜タンパク質の X 線結晶構造解析が、国内外から報告される状況になっ
てきたため、研究の進展状況を総説としてまとめた（Tsukazaki, The Protein Journal, 2019）。
また、掲載はブローベル（1999 年 ノーベル生理学・医学賞: シグナル配列の研究)の追悼記念
の特別号であった。 
 BepA は、膜透過した基質タンパク質と相互作
用して、シャペロンとして働く。また一部、形成
不全となったタンパク質を消化するプロテアー
ゼ機能もあわせもつ。しかし、BepA がどのように
機能発現しているのかが不明であった。BepA の X
線結晶構造解析を達成し、詳細構造を明らかとし
たことで、BepA の緻密な制御機構が明らかとな
った（図４）（Shahrizal et al., J. Mol. Biol., 
2019）。亜鉛イオンがプロテアーゼの活性中心と
なるが、その領域は BepA の内部に埋もれていた。
一部の構造体（α９）が、活性中心から遠ざかる
ことで BepA が活性化することが考えられた。生化学的な解析で、この事項を証明した。BepA は、
基質と相互作用したまま一定時間経過すると、活性部位と基質が直接相互作用できるようにな
り、切断されると考えられる。細胞質外には ATP などのエネルギーが存在しないため、BepA は
自らの構造体で、基質の相互作用から活性化までの時間差をうみ出し利用するという洗練され
た機構をもつ（Daimon et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2020）。 
 本研究では、X 線結晶構造解析の静的な構造解析だけではなく、高速原子間力顕微鏡（高速 AFM）
による動的構造解析を進めるための準備も進めた。SecYEG-SecA 複合体と脂質を用いて、ナノデ
ィスクというナノ粒子に再構成した。高速 AFM でナノ粒子を観察したところ均一な粒子を確認
できた（Haruyama et al., Structure 2019）。ここで用いた SecYEG-SecA 複合体は、SecY の C
末端を SecA の N 末端側にリンカーを介して連結したものである。この融合タンパク質のタンパ
ク質輸送活性を確認した。そのため、この融合タンパク質を用いることで安定な最小単位（１ユ
ニット）を準備することができる。次に、条件を最適化し、基質存在下で確認したところ、ナノ
ディスクから膜透過中のタンパク質（ポリペプチド）と思われる紐状の物体を観測することに成
功した。さらに解析を進めている。 
 図１に示した複数因子から構成されるタンパク質複合体の構造解析を進めるためには、安定
したサンプルを準備する必要がある。各タンパク質の組み合わせなど、様々な条件を変更して結
晶化を進めた。結果、SecYEG複合体とSecDFの結晶を得ることに成功した。分子置換法にてSecYEG
複合体と SecDF が非対称単位に１つずつ含まれていることが判明した。SecYEG と SecDF の間の
相互作用はほとんどわかっていない状況であるため、この構造は多くの情報を提供すると期待
される。更なる分解能の向上を目指して研究を進めた。 
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