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研究成果の概要（和文）：タンパク質膜挿入反応や膜透過反応にかかわる「糖脂質酵素」MPIaseの構造と機能に
関して研究を進めた結果、MPIaseは細胞内でも膜挿入・膜透過に関与することが明らかとなり、大腸菌の生育に
も必須であることが判明した。再構成系を用いた解析でも、調べたすべての膜タンパク質の膜挿入に必須である
ことを見出した。さらに、YidCとの機能的相互作用が明らかとなり、膜挿入初期過程にはMPIaseが、後期過程に
はYidCが作用することが強く示唆された。また、MPIaseはSecYEGの構造を大きく変化させ、その結果SecG反転サ
イクルが作動し、タンパク質膜透過活性を著しく促進することを証明した。

研究成果の概要（英文）：Structure and function of MPIase were investigated. We found that MPIase is 
involved in protein integration and translocation in vivo as well as in vitro. We also found that 
MPIase is essential for cell growth. In the reconstitution system, we proved that MPIase is 
essential for integration of all the substrate membrane proteins tested. Moreover, the functional 
interaction between MPIase and YidC was unveiled, strongly suggesting that MPIase functions at an 
initial stage of integration, while YidC functions at a late stage. Furthermore, we demonstrated 
that MPIase transforms the dimer orientation of SecYEG into an activated structure in which the 
cycle of SecG inversion can occur, causing the significant stimulation of translocation. 

研究分野： 生化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
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図２ MPIase の構造。ｎは 9～11 の整数、Ｒ１は炭素鎖１６～
２０の飽和／不飽和脂肪酸残基、Ｒ２は水素原子またはアセチル
基である。また、GlcNAc はＮ－アセチルグルコサミン、
ManNAcA はＮ－アセチルマンノサミンウロン酸、Fuc4NAc は
４－Ｎ－アセトアミドフコースを示す。 

１．研究開始当初の背景 
膜タンパク質はすべての細胞で発現し、物

質輸送、情報伝達など、生命現象に必須の役
割を果たしている。タンパク質の分泌につい
ても、細胞が外界に影響力を行使するために
欠かせない生命現象である。分泌タンパク質
の膜透過や膜タンパク質の膜挿入を司る分
子機構については、その根本的な部分では大
腸菌から高等動植物まですべての生物にお
いて保存されている。大腸菌ではタンパク質
膜挿入機構として図 1に示す２種の経路が知
られている。上段の Sec 依存経路では、合成
途中の膜タンパク質がシグナル認識粒子
（SRP）により膜にターゲットされ、タンパ
ク質膜透過チャンネル SecYEG（真核生物で
はSec61複合体）において膜挿入が進行する。
この経路はすべての生物で普遍的に観察さ
れる経路である。大腸菌では、中段の Sec 非
依存経路も知られている。この経路に従う膜
タンパク質は、膜貫通領域が SRP による認
識を受ける前にタンパク質合成が終了する
ため、SRP/Sec 因子による作用を受けられな
い。申請者らは、タンパク質膜挿入機構を明
らかにするため、膜挿入反応の再構成系を確
立した。 

 
Sec 非依存の経路には膜挿入因子が必要か

どうか長い間不明であったが、申請者が開発
した膜挿入反応の再構成系により、この経路
にも膜挿入因子が必要であることが判明し
た。この因子は Sec 依存の経路にも必須であ
り、調べたすべての膜タンパク質の膜挿入に
必須であった。さらに、タンパク質膜透過反
応も著しく促進された。この因子は、当初の
予想に反して糖脂質であったが、膜挿入反応
に必須であることから MPIase（Membrane 
Protein Integrase）と命名し、続いてその構
造を決定した（図 2、Nishiyama et al. Nat. 

Commun., 2012）。MPIase の糖鎖は、N－ア
セチル化された 3種のアミノ糖を単位とした
繰り返しが 9~11 回連続し、これがピロリン
酸を介してジアシルグリセロール（DAG）に
連結していた。MPIase は、Sec 依存、非依
存の膜挿入反応だけでなく、分泌タンパク質
の膜透過反応にも関与することが明らかと
なっていた（図 1、下段）。 

 
 
２．研究の目的 
本研究では、タンパク質膜挿入・膜透過に

関与する「糖脂質酵素」MPIase の構造と機
能の相関関係を明らかにすることを目的と
し、以下の研究を実施した。 

 
(1) MPIase 生合成に関与する遺伝子の同定
とそれらの変異体解析 
 MPIase は新規化合物であるため、その生
合成経路は全く不明である。MPIase の生合
成基質と考えられる物質に大腸菌の膜画分
や細胞質画分を混合し、反応を触媒する酵素
を精製・同定する。得られた酵素をコードす
る遺伝子破壊株を構築し、MPIase が in vivo
でもタンパク質膜挿入反応に関与すること
を証明する。 
 
(2) MPIase の作用機構の解明 
 MPIase の作用機構を明らかにするため、
MPIase の変異体・誘導体を調製する。また、
基質膜タンパク質との相互作用変化を調べ
る。MPIase は Sec 依存の膜挿入反応や膜透
過反応においても重要な役割を果たす。
MPIase がタンパク質膜透過反応を促進する
機構についても MPIase 変異体・誘導体を用
いて調べる。 
 

MPIase は当初の予想に反して糖脂質であ
ったが、膜挿入反応を触媒するという点では
酵素様の働きをする。申請者らは MPIase が
糖脂質酵素（Glycolipozyme）であるという、
全く新しい概念を提唱している（Nishiyama 
et al. Nat. Commun., 2012）。本研究により
タンパク質膜透過・膜挿入機構の詳細がより
明らかになるだけでなく、Glycolipozyme と
いう概念は糖脂質生物学においても大きな
インパクトをもたらすことが期待される。 
 
 

図１ 大腸菌におけるタンパク質膜挿入・膜透過機構。
上段は Sec 依存、中段は Sec 非依存のタンパク質膜挿
入、下段はタンパク質膜透過機構を示す。SRP、シグナ
ル認識粒子；SR、SRP 受容体；M、糖脂質酵素 MPIase 。
タンパク質生合成に共役してタンパク質膜挿入画進行
する。タンパク質膜透過ではシグナルペプチドが切断さ
れる。 



３．研究の方法 
 

MPIase の構造と機能の相関関係を明らか
にするため、以下の研究を実施する。 

 
まず、「(1) MPIase 生合成に関与する遺伝

子の同定とそれらの変異体解析」のため、
MPIase 生合成遺伝子を同定する。MPIase 生
合成の第一段階は、UDP-GlcNAc とフォスフ
ァチジン酸から GlcNAc-PP-DAG が生成する
反応であると推定される。この反応に関与す
る酵素を同定する。反応にかかわる酵素を同
定した後は、その酵素をコードする遺伝子の
破壊株を構築し、菌の生育やタンパク質膜透
過・膜挿入に及ぼす影響を調べ、MPIase が in 
vivo でもタンパク質膜透過・膜挿入に関与す
ることを証明する。 

 
 「(2) MPIase の作用機構の解明」に関して
は、MPIase 変異体を精製し、基質膜タンパク
質との相互作用や膜挿入活性を詳細に調べ
る 。 脂 質 部 分 を 欠 く MPIase 誘 導 体
（PP-MPIase）は、Sec 非依存の基質膜タンパ
ク質と膜挿入能を保持した水溶性の複合体
を形成する。基質膜タンパク質は MPIase 非
存在下で試験管内合成すると大部分が凝集
体を形成し、ゲルろ過カラムクロマトグラフ
ィーにおいてボイド画分に溶出する。一方、
PP-MPIase 存在下では、100 kDa 前後の画分に
溶出する。この実験系を用いて、各 MPIase
変異体・誘導体と基質膜タンパク質の相互作
用に変化があるかどうか調べる。膜挿入活性
と水溶性複合体形成能を比較し、膜挿入中間
体が得られるかどうか調べる。 
 
 MPIase は基質膜タンパク質だけでなく、
SecYEG や YidC 等、膜挿入装置を構成する因
子とも相互作用する可能性が高い。これらの
因子との相互作用についても、共沈降実験や
化学架橋実験により明らかにし、その相互作
用が膜挿入・膜透過反応における意義につい
て解析する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) MPIase 生合成に関与する遺伝子の同定
とそれらの変異体解析について 
 
 MPIase 生合成因子の探索を試みた。
MPIase 生合成の最初の段階はフォスファチ
ジン酸（PA）に N-アセチルグルコサミン
（GlcNAｃ）が結合する反応であると推定し、
PA と UDP-GlcNAｃに細胞質画分や内膜画
分を加えたところ、膜画分に反応を触媒する
活性が検出された。この活性を指標に種々の
カラムクロマトグラフィーを行い、精製を進
めたところ、YnbB が同定された。YnbB は、
リン脂質生合成に係わる CDP-ジアシルグリ
セロールシンターゼ CdsA と高い相同性を示

すタンパク質である。そこで、YnbB と CdsA
をクローン化し、それらの過剰生産を試みた。
YnbBやCdsAを過剰生産させた膜小胞では、
MPIase 生合成第一段階と考えられる反応が
著しく促進されていた。さらには、YnbB や
CdsA を過剰生産させたとき、MPIase の発
現量が大幅に増加していた。cdsA 遺伝子
ynbB 遺伝子を欠失させると MPIase の発現
量が激減し、さらに膜タンパク質や分泌タン
パク質の前駆体が蓄積することを見出した。
すなわち、in vitro 実験系で同定した MPIase
は in vivo でも同様の機能をもつことを明ら
かにした。しかし、CdsA は全てのリン脂質
生合成前駆体である CDP-DAG 生合成酵素
として知られている因子である。cdsA 遺伝子
は必須遺伝子であるが、リン脂質生合成は細
胞にとって必須であるため、MPIase が菌の
生育に必須かどうかは結論できなかった。
Tam41 は酵母ミトコンドリアのタンパク質
であり、CDP-DAG 生合成活性をもつことが
知られている。Tam41 と CdsA には全く相同
性がないため、Tam41 には MPIase 生合成活
性はないと考えた。cdsA、ynbB 遺伝子破壊
株に Tam41 を導入した株を構築し、その生
育やタンパク質膜挿入反応、リン脂質生合成
活性について調べた。その結果、Tam41 を発
現させることによりリン脂質生合成は正常
になったが、MPIase 生合成は阻害されたま
まであった。このとき、タンパク質膜挿入は
阻害されたままであり、生育も回復しなかっ
た。これらの結果から、MPIase は菌の生育
に必須であることが明らかとなった。 

 
 当初、MPIase 生合成は UDP-GlcNAc から
GlcNAc リン酸部分がフォスファチジン酸に
転移する反応であると予測したが、糖供与体
として CDP-GlcNAc が利用されていること
が判明した。CDP-GlcNAc を利用する反応は
大腸菌ではこれまでに知られていなかった
ものであり、今後も研究を続ける。 
 
(2) MPIase の作用機構の解明について 
 

図３ CdsA により触媒される反応。（A）PA と CTP から
CDP-DAG を生成する反応。(B)MPIase 生合成の第一段階の
反応。PA と UDP-GlcNAc から GlcNAc-PP-DAG が生成する。 



図４ 膜透過反応に共役した SecA-SecG サイク
ル。ATP の結合、加水分解を伴い SecA が膜挿入
－脱挿入サイクルを繰り返す。SecA サイクルに
共役して SecG は配向性反転・回復サイクルを繰
り返す。分泌タンパク質前駆体や SecYE は省略
している。 

 再構成系においては、MPIase が YidC と機
能的相互作用するという結果が得られた。
F0F1-ATPase の c サブユニット（F0-c）は、
YidC に依存して膜挿入すると報告されてい
る一方、自発的膜挿入が抑制されているリポ
ソームにも膜挿入するという報告もある。
F0-c は酸性リン脂質と相互作用するとプロ
テアーゼ耐性の構造を獲得し、この性質が膜
挿入活性の評価を複雑で困難にしているこ
とを明らかにした。この構造は界面活性剤存
在下でも安定であることを突き止め、膜挿入
活性と構造変化の区別を付けられるように
工夫した。その結果、F0-c の膜挿入反応は
MPIase に依存し、YidC により促進されるこ
とが明らかとなった。 
 
 MPIase 依存の膜挿入反応が YidC により促
進されるという結果は、他の膜タンパク質を
基質に用いたときにも観察された。3L-Pf3 
coatはPf3ファージのコートタンパク質の変
異体で、膜挿入には膜電位が必要なく、
MPIase のみに依存して膜挿入する。膜挿入反
応液における 3L-Pf3 coat の合成量が少ない
とき、YidC の有無により MPIase 依存の膜挿
入活性は変化しなかったが、メチオニン濃度
を増やして 3L-Pf3 coat 合成量を MPIase や
YidC 量より増加させたとき、YidC により活
性が 3倍程度上昇した。すなわち、膜挿入反
応が複数回進行するとき YidC により反応が
加速することが判明した。これらの結果は、
MPIase と YidC は機能的に相互作用すること
を示すものであり、MPIase が膜挿入初期に機
能し、その後基質膜タンパク質が YidC に受
け渡されて膜挿入が完了する（図１中段、
「Sec 非依存」）ことを強く示唆している。 
 
 MPIaseはSec依存の膜挿入反応にも必須で
あることを再構成系で実証した。MtlA（マン
ニトール・パーミアーゼ）は SRP により膜に
ターゲットされ SecYEG や YidC の作用で膜挿
入すると考えられてきた（図１上段、「Sec 依
存」）。我々は、以前 MPIase が MtlA の膜挿入
に必須であると報告した（Nishiyama et al, 
J. Biol. Chem., 2006）。ところが、MtlA の
膜挿入には SecYEG あるいは YidC のどちらか
で十分であるという報告がなされている。
SecYEG や YidC のプロテオリポソームへの再
構成条件を詳細に見直したところ、SecYEG や
YidC の可溶化に用いている界面活性剤ドデ
シルマルトシド（DDM）がリポソーム内にわ
ずかでも残存していると、自発的膜挿入を抑
制する DAG と不溶性の複合体を形成し、自発
的膜挿入が誘発されることが判明した。すな
わち、DDM が完全に除かれたプロテオリポソ
ームでは、SecYEG のみ、あるいは YidC のみ
では MtlA の膜挿入は全く進行しないことが
判明した。DDM を完全に除去した系では、MtlA
の膜挿入は SecYEG と MPIase の両方に依存す
ることが判明した。さらに、MtlA の膜挿入は
YidC により数倍促進されることが判明した。 

  
 以上の結果から、MPIase に関する研究結果
と YidC に関する研究結果で相矛盾する点が
すべて解決した。Sec 依存、非依存にかかわ
らず MPIase は膜挿入初期過程で機能し、基
質タンパク質は YidC に受け渡され YidC の作
用により膜挿入が完了すると考えられる（図
１）。 

 
 
      
 
 

 
 
 
 
 
 

MPIase は分泌タンパク質の膜透過反応も
著しく促進する。実際、MPIase と SecYEG を
再構成したプロテオリポソームでは、SecYEG
のみを再構成したプロテオリポソームの 10
倍の膜透過活性が観察された。SecYEG を構成
する SecG は、その膜内配向性の反転サイク
ルを繰り返すことにより膜透過反応を促進
する（図４）。SecYEG のみを再構成したプロ
テオリポソームでは、SecG の反転は観察され
なかった。一方、MPIase と SecYEG の両方を
再構成したプロテオリポソームでは、SecG の
反転が観察された。すなわち、SecG の反転サ
イクルが作動するためには、SecYEGと MPIase
が直接相互作用する必要があることが判明
した。MPIase と SecYEG の相互作用で起きる
変化について解析したところ、MPIase は
SecYEGの2量体構造に大きな影響を及ぼすこ
とが明らかとなった。SecYEG 単独のときは
SecE を 接 触 面 と し た 二 量 体 （ 図 5 、
「back-to-back 構造」）を形成することが知
られている。SecYEG に MPIase を混合して再
構成すると、SecG を接触面近傍に配置した二
量体（「side-by-side 構造」）に変化していく
ことが明らかになった。したがって、SecYEG
は MPIase と相互作用することにより活性化
型二量体（side-by-side 構造）に変化し、こ
の二量体では SecG の反転サイクルの作動が
可能となり、その結果膜透過反応が著しく促
進されることが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

図５ MPIase による SecYEG 二量体
構造の変化。細胞質側から見た
SecYEG の二量体構造を示す。「back- 
to-back」構造（左）の SecYEG に
MPIase を混合すると「side-by-side」
構造に変化する。SecE、SecG にシス
テインを導入した位置も示した。 
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