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研究成果の概要（和文）：(1) 膜組み込みには不十分な疎水性配列も小胞体トランスロコンによ

り識別されうることが示唆された。現在トランスロコン本体、Sec61 チャネル内の疎水性認識

部位の特定に向けて解析を進めている。(2) マルチスパン型膜タンパク質の新奇組み込みモー

ドの検出に成功した。(3) 正荷電アミノ酸残基による小胞体膜透過減速の詳細について明らか

にした。(4) コレステロール及びフォスファチジルセリンの小胞体膜透過・組み込みへの作用

について明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：(1) Marginally hydrophobic sequences, which cannot be integrated 
into the membrane, can be recognized by the ER translocon. We are now working toward 
identification of the recognition site of hydrophobic sequences in the Sec61 channel. (2) 
Novel integration mode of transmembrane sequences of a multi-spanning membrane 
protein is actually working in the membrane integration via the ER translocon. (3) The 
details of the translocation-deceleration effect by positively charged residues in the 
translocating polypeptide chain were determined. (4) The effects of cholesterol and 
phosphatidylserine for protein translocation and integration via the ER translocon were 
found.  
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１．研究開始当初の背景 

真核細胞内で網目状に広がる小胞体は、細
胞分泌経路の最上流に位置する細胞小器官
（オルガネラ）である。そのうちリボソーム
が付着する粗面小胞体では、分泌タンパク質、
および細胞膜を含む分泌系オルガネラに存
在するタンパク質の生合成が行われている。
膜上のリボソームは、トランスロコンと呼ば
れるタンパク質膜透過チャネルに直接結合
しており、新生ポリペプチド鎖がその伸長に

伴ってリボソームトンネルとトランスロコ
ンを一続きに通過することで小胞体膜を透
過する。また、このポリペプチド鎖中に疎水
性アミノ酸残基からなる膜貫通配列が存在
すると、トランスロコンで識別され、膜透過
が停止するとともに脂質環境へと側方に輸
出される。このように、小胞体ではトランス
ロコンを介したタンパク質膜透過・膜組み込
みが翻訳に共役した形で行われている。 
 トランスロコンチャネル本体である真核
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細胞 Sec61 複合体については、細菌や古細菌
ホモログである SecY 複合体の X 線結晶構造
が近年報告され、それを基にした SecY や出
芽酵母 Sec61 の遺伝学的解析から、機能的に
重要な領域も一部同定されてきている。しか
し、トランスロコンチャネル開閉の制御、シ
グナル配列や膜貫通配列の認識および側方
輸送機構、リボソームとの機能相関、などに
は現在でもまだまだ不明な点が多く残され
ている。 

私は、トランスロコンを介したポリペプチ
ド鎖、特に疎水性配列の挙動解析から、トラ
ンスロコンによる配列認識および輸送機構
についてアプローチしてきた。本研究の開始
以前には、トランスロコンを介した膜貫通配
列の貫通方向（膜トポロジー）決定、並びに
膜組み込みの挙動（Kida et al, JCB 2000; 
EMBO J 2005; JBC 2006; JBC 2009; Fujita, 
Kida et al, MBoC 2010）、およびトランスロ
コンのポリペプチド鎖収容能力（Kida et al, 
JCB 2007; MBoC 2010）に関する研究成果を
報告している。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では以前の成果を基に、哺乳類トラ
ンスロコンの更なる機能解明を目指して、研
究開始時に以下の課題を設定した。 

 
(1)トランスロコンを介した膜貫通配列の組
み込み挙動解析：膜貫通配列がトランスロコ
ンで認識されて脂質環境へと側方輸送され
る一連の過程にはまだまだ不明な点が多い。
我々の以前の解析から、脂質への移行には僅
かに不十分な低疎水性配列も膜透過停止す
ることが見出されており、すなわちトランス
ロコンに識別されうる可能性が示されてい
た。この低疎水性配列の膜透過・組み込み中
間状態の詳細な解析から、トランスロコンを
介した膜貫通配列の組み込み挙動、及びトラ
ンスロコンにおける疎水性配列の認識機構
に迫る。 
 
(2) ヒト Sec61 複合体の変異体解析：トラン
スロコン本体であるSec61複合体については、
細菌や出芽酵母では遺伝学的解析によって
装置自体の機能解析が行われている。トラン
スロコンおよび関連因子の高等生物での機
能の理解を目指して、遺伝子ノックアウトの
容易なニワトリ DT40細胞におけるノックア
ウト解析、およびヒトタンパク質による相補
性解析を行う。 
 
 
３．研究の方法 

 本研究では、無細胞タンパク質合成系にイ

ヌすい臓由来の粗面小胞体を添加した、試験
管内小胞体膜透過・組み込み再構成系にて解
析を行っている。小胞体でのタンパク質膜透
過・組み込みは翻訳と共役して起こる反応で
あり、膜透過・組み込み途中の観察には、翻
訳中間状態を容易に形成できる無細胞系は
非常に有効である。この無細胞系ではタンパ
ク質の膜透過・組み込みはもちろん、シグナ
ル配列の切断、アスパラギン結合型糖鎖付加、
といったタンパク質の小胞体でのプロセシ
ングも再現される。また、生細胞では品質管
理系により排除されるような改変膜タンパ
ク質を合成・観察できる、細胞質成分の添
加・除去が容易にできる、なども無細胞系の
強力なメリットである。 
 小胞体膜透過については、導入したアスパ
ラギン結合型糖鎖付加モチーフへの小胞体
内腔での糖鎖付加、または細胞質側に添加し
たプロテアーゼからの膜による保護状況な
どから判定できる。疎水性配列の膜組み込み
については、配列内に導入したシステイン残
基への SH 修飾試薬（無水環境では反応でき
ない）の反応効率により判断している。また、
タンパク質中の任意箇所にシステイン残基
を導入することで、化学架橋剤を利用した部
位特異的架橋反応によるトランスロコンと
の相互作用解析も行っている。 
 また、高等生物培養細胞による解析につい
ては、当初予定した DT40 細胞に加え、ヒト
腎臓由来の 293H 細胞を使用している。現在
は、293H 細胞でアフィニティタグを付加し
た Sec61 チャネルの安定発現株を樹立、この
細胞よりミクロソームを調製して解析に用
いている。 
 
 
４．研究成果 

(1) トランスロコンによる膜貫通配列の識別
について、疎水性度の異なる様々なモデル疎
水性配列を設定し、それらの膜透過・組み込
み挙動を無細胞実験系にて解析した。部位特
異的化学架橋による疎水性配列とSec61チャ
ネルとの相互作用解析の結果、膜組み込みに
は不十分な疎水性の比較的低い配列も Sec61
チャネルと相互作用しうること、この相互作
用が膜透過中間状態においてより顕著に検
出されることが分かった。低疎水性配列のト
ランスロコンでの一過性の停留は、マルチス
パン膜タンパク質にしばしば見られる疎水
性の低い膜貫通配列の膜組み込みに関与す
る可能性があり、更なる検討を行っている。 
 この相互作用に関わるSec61チャネル内部
位の特定に向けて、アフィニティタグ付きヒ
ト Sec61 チャネルの安定発現細胞を樹立、こ
の細胞由来のミクロソームを用いた無細胞
系による解析を進めている。現在までに、タ
グ付きSec61チャネルが内在性チャネル同様、



 

 

低疎水性配列と相互作用することを観察し
ており、機能的に発現していることは確認で
きている。今後は、変異型 Sec61 チャネル発
現ミクロソームを用いた相互作用解析を行
い、疎水性配列認識部位の同定を目指す。 
 
(2) マルチスパン型膜タンパク質、ヒト赤血
球バンド 3タンパク質の小胞体膜組み込みに
おいて、膜組み込み能力の低い膜貫通配列
（下図 weak TM）を、下流の膜貫通配列（下
図 SA-I）が膜内へと引き込むという組み込み
様式が提唱されていた。これら膜貫通配列間
の内腔側ループ配列にストレプトアビジン
と結合するタグ配列を導入したところ、その
膜透過が細胞質側に添加したストレプトア
ビジンによって阻害された。このことから、
この内腔側ループおよびその上流の膜貫通
配列が細胞質側で一過的に停留した後膜透
過・組み込みされるという膜組み込みモード
の存在が実証された。（投稿中） 

 
(3) 小胞体トランスロコン（タンパク質膜透
過チャネル）を介した膜タンパク質の構造形
成において、膜貫通配列周辺の正荷電アミノ
酸残基は貫通方向（膜トポロジー）を左右す
る主要因である。この正荷電残基をモデル分
泌タンパク質に導入したところ、個数に応じ
て膜透過が減速・停止したことより、正荷電
残基のみで透過阻害作用を発揮することを
見出した。また、正荷電残基のクラスターが
細胞質側表面で静電的相互作用により捕捉
されることも分かった。これらの結果は、膜
トポロジー決定の際の正荷電残基の作用機
序の理解につながる成果である。（Fujita et 
al, JCS 2012） 
 
(4) タンパク質の小胞体膜透過・組み込みへ
の膜脂質組成による影響を調べるため、-シ
クロデキストリンを利用してコレステロー
ルを小胞体膜へと導入した。その結果、正荷
電残基クラスターの膜透過が阻害された一
方、疎水性配列については透過しやすくなっ
た。トランスロコンを介した膜透過・組み込
みがコレステロールにより影響されること
が示された。（Yamamoto et al, Biochemistry 
2012） 
 また、フォスファチジルセリン（PS）と特
異的に結合するラクトアドヘリン C2 ドメイ
ンを発現、精製し、無細胞解析系に添加した
ところ、シグナル配列のトランスロコンへの

標的化、膜組み込み、及び内腔側ドメインの
膜透過と、様々なステップにおいて阻害効果
を示した。PS のトランスロコン機能への重
要性が示された。（Yamamoto et al, BBRC 
2013） 
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