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研究成果の概要（和文）： 本研究は、出芽酵母のカルシウムチャネルの制御サブユニットMid1を用いて翻訳開
始コドン選択機構と膜輸送機構を解明することを目的とする。Mid1は、そのN末端に小胞体(ER)内腔に入るため
のシグナル配列(N-SP)をもつ。我々はMid1がN-SPだけでなくC末端にシグナルペプチド（C-SP)をもつことを示唆
するデータを得た。そこで、本研究では、(1) C-SPのアミノ酸配列はどこからどこまでか、(2) どのような状況
下でC-SPがはたらくのか、 ということを調べた。その結果、(1)の方については最終的な解明に近づいた。(2)
については未だ初期段階であり、今後の更なる研究が必要な状況である。

研究成果の概要（英文）：　The aim of this study is to elucidate the mechanisms of 
translation-initiation-codon selection and membrane trafficking using Mid1, a regulatory subunit of 
a calcium channel in yeast. Mid1 has an N-terminal signal sequence (N-SP) to enter the endoplasmic 
reticulum lumen. We have obtained data suggesting that Mid1 has a C-terminal signal peptide (C-SP) 
as well as the N-SP. In this study, we investigated (1) the amino acid sequence of C-SP and (2) 
under what conditions the C-SP is used. In (1),  we were close to the final clarification of it, 
while in (2), we are still in an early stage and need further research.

研究分野：分子生物学

キーワード： 細胞内タンパク質輸送機構　Nグリコシル化　シグナルペプチド　カルシウムチャネル　出芽酵母　小胞
体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　細胞質で合成されたタンパク質が細胞膜上または細胞外に輸送されるには、教科書的には、そのタンパク質の
N末端にシグナルペプチドと呼ばれる約20個のアミノ酸残基からなる領域（N-SP）が必要である。酵母のMid1タ
ンパク質はそのN-SPが無くても細胞膜まで到達できることを、我々は発見した。さらに、その到達ができる理由
はMid1のC末端に第2のシグナルペプチド（C-SP）と呼ぶべき領域があることも発見した。本研究によりその領域
を厳密に決めることができ、どのような生理条件の時にC-SPが使われるのかを明らかにできれば、タンパク質の
細胞内輸送の制御機構に全く新しい概念を打ち立てることができる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
本研究の開始前において、膜タンパク質が細胞質で合成された直後に小胞体に入るには、その
膜タンパク質の N 末端に存在する約２０個のアミノ酸残基からなる領域（シグナルペプチドと
呼ばれる；N-SP）が必要とされていた。しかし、我々は酵母のカルシウムチャネルのサブニッ
トであるMid1タンパク質は、N-SPがなくても小胞体に入れることを発見した。更に、その後
の研究からMid1の C末端には第２のシグナルペプチド（C-SP）と呼べる領域があることを示
唆した。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、C-SPがMid1のどこにあるかを正確に決め、そのアミノ酸配列を決定すること
を第１の目的とした。更に、その C-SPがどのような生理条件の時に使われるのかを明らかにす
ることを第２の目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
Mid1 タンパク質は、548 個のアミノ酸残基からなる膜タンパク質である。このタンパク質は細胞
膜に移行する前に、細胞質から小胞体の内腔に入り、そこで Nグリコシル化を受ける。我々は、
N 末端から 23 個のアミノ酸を欠失した Mid1(24-548)、つまり N-SP を欠失した Mid1、も正常に
小胞体に入り Nグリコシル化を受けることを見出している（Iida et al., 2017）。この発見は、
Mid1 には N末端以外にもシグナルペプチドが存在することを示唆する。本研究で、Mid1 の N-SP
と C 末端領域の両方を欠失した Mid1 は、N グリコシル化を受けないことを見出したので、この
C 末端領域のどこに C-SP があるのかを調べた。そのために、まず Gas1 タンパク質断片（G215; 
N グリコシル化モチーフを５つもつ）または人工のポリペプチド（QNV2; N グリコシル化モチー
フを 2つもつ）の N末端側にウェスタンブロッティングで Nグリコシル化を調べるための V5タ
グと Cch1 タンパク質断片の融合物（V5Cc）をつなぎ、N グリコシル化のレポーターとした。こ
のレポーターの C末端側に、様々な Mid1 の C 末端の断片をつないだ。それらの最終産物の基本
構造は、V5CcG215-Mid1 C-fragment または V5CcQNV2-Mid1 C-fragment である。実験では、さま
ざまなMid1 C-fragmentがC-SPの役割をするかどうかを、ウェスタンブロッティングで調べた。
使った抗体は抗 Cch1 抗体である。 
 
４．研究成果 
 
上記の Mid1 C-fragment に関して、さま
ざまな Mid1 C-fragment を作製した。たと
えば、Mid1(514-542)、Mid1(530-542)、
Mid1(514-536)、Mid1(514-529)、Mid1(530-
536)などである（ここで、それぞれの数値
は N 末端の Met 残基を 1 とした時のアミ
ノ酸残基の位置を示す）。これらのタンパ
ク質断片を C 末端に付けたレポータータ
ンパク質が小胞体に入って N グリコシル
化を受けるか否かを、抗 Cch1 抗体を使っ
たウェスタンブロッティング法で調べた。
その結果を図１に示した。 
 この図が示すように、Mid1(514-542)、
Mid1(530-542)、Mid1(514-536)、Mid1(514-
529)は N グリコシル化された。このこと
は、この領域に C-SP として機能するアミ
ノ酸配列が存在することを示唆する。一
方、Mid1(514-529)、Mid1(530-536)は単独
では Nグリコシル化されなかったので、こ
の領域には単独で C-SP として機能するア
ミノ酸配列が存在しないことが示唆され
たと考えることができる。 
 このような解析を、更に細分化した



Mid1 C-fragment を作製して N グリコシル化を調べた結果、C-SP の構造は当初考えていたより
も複雑であることが明らかになった。すなわち、Mid1C 末端を 514-529、530-536、および 537-
542 の３つに分割した場合、それら単独では C-SP としてはたらけず、２つを組み合わせた場合
にのみ C-SP としてはたらくことができた。具体的には、(514-529)+(530-536)、(514-529)+(537-
542)、および（530-536）+(537-542)の組み合わせの場合にこれらの Fragment は C-SP としては
たらけたのである。 
 以上の結果は、Mid1 の C末端の 514〜542 の領域内にある３つのドメインが協調的にはたらい
て C-SP としての役割をすると考えられる。この協調は３つ揃ったときが、一番効果的な C-SP と
なることが予想されるが、実験の結果、まさにその予想どおりの結果が得られた。 
 この研究成果は現在学会発表と論文発表の準備中である。 
 
 次に、この C-SP がどのような生理条件のときに使われるかを調べる研究は、上記の研究に多
くの時間を取られたために、まだ十分になされていない。ただ、栄養飢餓の条件になると N-SP
ではなく C-SP が使われることを示唆するデータを得ている。今後はこの研究に集中して初期の
目的を達成したい。 
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