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研究成果の概要（和文）：真核細胞の小胞体のトランスロコンで進行するタンパク質の膜透過は、生命現象の基本的事
象の一つである。本研究では、トランスロコンのチャネル内でのタンパク質のポリペプチド鎖の動きを一分子レベルで
観察することに挑戦した。トランスロコン内の動きを同調的に追跡する実験系を確立し、ポリペプチド鎖上に存在する
２－３残基の正荷電アミノ酸残基によって動きが著しく減速することを実証した。

研究成果の概要（英文）：Protein translocation through translocon on the endoplasmic reticulum in the eukar
yotic cells is one of the most critical bases to maintain the life of the cells. The challenge in this pro
ject was to establish the experimental system by which the movement of the polypeptide chain through trans
locon can be observed at the single molecule level. We have set up the system in which we can observe prot
ein translocation synchronously across the membrane and found that only 2-3 positively charged amino acid 
residues slow down the movement through translocon. 
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１．研究開始当初の背景 
細胞におけるタンパク質の膜透過や膜組み
込みは，生命活動の根幹の一つである。真核
細胞では大半の膜タンパク質の膜組み込み，
すべての分泌タンパク質の膜透過を小胞体
膜が担っている。小胞体膜には『トランスロ
コン』と呼ばれるタンパク質膜透過チャネル
が存在し，膜透過および膜タンパク質の膜へ
の組み込みに必須の役割を果たしている。
我々は、一貫して小胞体トランスロコンにお
けるタンパク質の膜組み込みを研究し，トラ
ンスロコンの驚異的な柔軟性の発見，正電荷
の膜透過抑制作用の実証，正電荷によって誘
導される弱疎水性セグメントの逆輸送と膜
貫通状態形成の発見などの成果をあげてき
た。それらの研究基盤をもとに、透過の駆動
機構，動きの制御，膜タンパク質の膜内配向
形成機構，などの理解のために，トランスロ
コンでのポリペプチド鎖の動きをリアルタ
イムに一分子レベルで知ることが重要との
認識に至った。計画当初、すでに休止状態の
バクテリアトランスロコンの結晶構造が明
らかにされ，また関連因子が判明しつつあっ
たが，ポリペプチド鎖の動きについての情報
は乏しかった。トランスロコンを通したポリ
ペプチド鎖の動きを一分子レベルで観測す
ることは有意義な情報を与えるにもかかわ
らず、実験的な困難さから実現できていなか
った。 
 
２．研究の目的 
無細胞タンパク質合成・小胞体膜透過実験系
を整備し、トランスロコンにおけるポリペプ
チド鎖の動きを一分子レベルで計測し、ポリ
ペプチド鎖のゆらぎ頻度，動き速度，配列に
よる動きの変化を実測可能とすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
効率的な一分子観察のために、無細胞タンパ
ク質合成・膜透過実験系を至適化する。（１）
ポリペプチド鎖の無細胞合成。無細胞タンパ
ク質合成系で蛍光標識アミノ酸をポリペプ
チド鎖の特定部位に導入する。その至適条件
を設定する。（２）蛍光プローブの位置変化
の観測。蛍光消光剤を用いて蛍光プローブの
動きを検出可能とする。（４）モデルポリペ
プチド鎖の動き解析。ポリペプチド鎖の前後
の動きのダイナミクスパラメタを解析する。
生化学解析が詳細になされてきたモデルタ
ンパク質を手始めに解析する。（５）ダイナ
ミクス解析。得られる透過頻度，温度効果，
ゆらぎ，配列依存性などをもとに動きの詳細
を解析する。 
 
４．研究成果 
(1) streptavidin binding peptide tag
（SBP-tag）を有するポリペプチド鎖を無細
胞系で合成し、トランスロコンの存在する粗
面小胞体膜に移行させ、streptavidin との

結合によって膜透過時の動きを一時的に抑
制し、biotin によって同調的に透過を開始さ
せることに成功した。(2)その動きは、膜脂
質に存在するコレステロールによって多面
的に大きく影響されることを見出した。(3)
リボソームからポリペプチド鎖をピューロ
マイシンによって解離させることで同調的
に透過を開始させる観察系も設定できた。そ
の際、リボソームでの終止コドンの作用が下
流の配列に依存することを見出した。 (4)整
備された実験系を使って、ポリペプチド鎖の
動きを秒単位の時間分解能で解析すること
が可能になった。これで、ポリペプチド鎖上
に存在する２－３残基の正荷電アミノ酸残
基によって動きが著しく遅くなること、疎水
性アミノ酸残基はある閾値以上の数で協調
的に作用すること、などを見出した。この実
験系でのポリペプチド鎖の蛍光ラベルを検
討した。最適化には至っていないが、一分子
観察につながる成果を得た。 
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