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研究成果の概要（和文）：我々は細胞膜の中に存在する膜タンパク質が合成され形が出来上が

る過程を研究している。この研究ではタンパク質が膜を通り抜ける引き金となるシグナル配列

が、タンパク質を引き込む力をも発揮すること、プラス電荷を持っているアミノ酸はタンパク

質の鎖が膜を貫く構造を形成するのを助けることなどを明らかにした。また、膜タンパク質が、

小胞体に行くのを抑え、違った膜に行くのを助けるアミノ酸配列があることを発見した。 
 
研究成果の概要（英文）：We have been working on the biosynthesis of various membrane proteins. In 
this project, we found the follows. The signal sequence, which triggers translocation of polypeptide 
chain, provides the motive force for polypeptide chain translocation. Positive charges of polypeptide 
chain cause stop-translocation in the membrane. A certain sequence suppresses a targeting of 
hydrophobic segment to endoplasmic reticulum. 
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１．研究の背景 
細胞内オルガネラへの移行シグナルがほぼ

解明され、局在化関連因子のリストアップが

進められて来た。しかし、それぞれのシグナ

ル配列とそれぞれの因子との間の識別機構

や、タンパク質が膜に進入するときのダイナ

ミクスなどに関する研究はいまだ乏しい。本

研究ではこれらに正面から取り組む。また、

膜タンパク質は疎水性膜貫通セグメントを

もつが、これらはシグナル認識粒子（SRP）

による小胞体への標的化機構に識別される。

しかし、小胞体系以外のオルガネラにも多く

の膜タンパク質が存在する。小胞体関連しな

いこれらの膜タンパク質は小胞体標的化を

回避する。本研究ではこの分子機構を探求す

る。 
 
２．研究の目的 
（１）小胞体でのトランスロコンを介したフ
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真核細胞の 70％を超える膜タンパク質は

小胞体で膜に組み込まれ立体構造を形成す

る。ポリペプチド鎖は正しい配向で膜に組み

込まれ、的確に立体構造を形成し、時には疎

水性度のきわめて低い膜貫通セグメントが

形成される。この過程には、トランスロコン

という膜タンパク質膜組み込み装置が必須

である。 
本研究では先ず、リボソームと小胞体トラ

ンスロコンが関与するポリペプチド鎖の膜

組み込みとフォールディング過程の解明を

目指す。これまでの研究で、小胞体のトラン

スロコンチャネルを通した膜透過を任意に

停止・再開できる無細胞実験系を確立してい

る。たとえば、ストレプトアビジン結合タグ

（SBP-tag）を N-末端に付加してストレプト

アビジン（SAv）で透過を抑制し、ビオチン

を添加することで同期した膜透過を再開で

きる。これらの系で、小胞体トランスロコン

孔での透過駆動力、トポロジー形成配列の作

用機構、膜組み込みの時期などを明らかにす

る。 
（２）膜タンパク質の小胞体回避機構 
大半の内在性膜タンパク質は膜を貫通す

るα−へリックスを持つ。疎水性配列は小胞

体への標的化シグナルとなり、SRP 経路によ

って小胞体へと合成途上に運ばれる。しかし、

ミトコンドリアやペルオキシソームの膜タ

ンパク質はこの機構を回避し、合成後のオル

ガネラ標的化機構により仕分けられる。疎水

性度の高い膜タンパク質が小胞体を回避す

る機構を明らかにする。すでにミトコンドリ

ア ABC 輸送体で膜タンパク質に特化したミ

トコンドリア標的化シグナルを明らかにし

ており、このシグナルによる小胞体回避が

SRP-トランスロコン経路のどの段階で起き

ているかを明らかにする。また、ペルオキシ

ソーム ABC 輸送体分子内に存在するオルガ

ネラ局在シグナルと、小胞体回避シグナルを

それぞれ明らかにし、それぞれの作用機序を

解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）小胞体でのトランスロコンを介したフ

ォールディングのダイナミクス 

①膜透過中間状態の解析 

N-末端側を膜透過させるシグナル配列（SA-I

配列）の N-末端側に SBP を付加すると、SAv

によって膜透過を停止させた後、ビオチンで

SAv を解離させ任意に膜透過を再開できる。

この実験系を用いて、ポリペプチド鎖の膜透

過を同調的に解析し、膜透過の「駆動力」、

ポリペプチド鎖にかかる駆動力の変動、エネ

ルギー供給源、リボソームの要求段階、を明

らかにする。 

②シグナル配列のトランスロコン内での相

互干渉および膜環境への離脱 

制御可能な N-末端ドメインの膜透過解析系

を応用して複数の膜貫通部分のある膜タン

パク質のフォールディングを解析する。トラ

ンスロコンによる段階的な膜貫通セグメン

トのアセンブリと脂質層への放出を素過程

に分解して解析し、トランスロコンのダイナ

ミクスに関する知見を得る。膜内配置の探査

には化学架橋・光架橋反応を用いる。 

（２）膜タンパク質の小胞体回避機構 

ABC 輸送体は多数のアイソフォームから構成

されるファミリーであり、異なるオルガネラ

の異なるアイソフォームが局在する。ABCB10

（ミトコンドリア）、ABCD3（ペルオキシソ

ーム）、ABCA1（分泌経路）のそれぞれ局在

性の異なるアイソフォームを素材に、それぞ

れを互いに対照として、無細胞タンパク質合

成系・小胞体膜・ミトコンドリア膜を含む実

験系を用いて小胞体標的化回避を解析する。 

①小胞体標的化抑制の生化学解析 

ミトコンドリア局在 ABCB10 とペルオキシソ

ーム局在 ABCD3 を用いる。これらが小胞体標

的化を回避する段階を明らかにする。SRP と

の相互作用を化学架橋反応と SRP抗体による

免疫沈降で、トランスロコンへの標的化を膜

結合と Sec61αサブユニットとの架橋反応で、

未知因子との相互作用を架橋後の電気泳動

パターンで調べる。架橋反応する未知因子は

プロテオミクスの手法を用いて明らかにす

る。 

②小胞体回避情報の特定 

小胞体標的化回避のために必要な「オルガネ

ラ標的化情報と情報識別因子の作用」を調べ

る。ABCD3 では Pex19 と SRP との相互関係を

解析する。ミトコンドリア ABCB10 では類似

した因子は未知であるため、B10 の有する膜

タンパク質に特化したミトコンドリア標的

化プレ配列（N110）に結合する因子の探索を

行う。 

 

４．研究成果 

（１）小胞体トランスロコンでの弱疎水性膜



貫通配列の予想外のダイナミクスを発見 

新生ポリペプチド鎖の生合成に共役した

膜透過を詳細に解析し、疎水性配列から 60

残基離れた正電荷アミノ酸が膜貫通トポロ

ジー形成を誘導できること、そのとき疎水性

配列は一度小胞体膜内腔に露出すること、最

終的に疎水性配列は正電荷の作用によって

膜貫通状態を形成することなどを示した。正

電荷は疎水性配列から予想以上に離れた状

況で膜透過を抑制できると結論した。 

（２）シグナル配列自体がポリペプチド鎖の

膜透過駆動作用をもつことを実証。 

SBP-tag と SAv を応用したポリペプチド鎖膜

透過制御実験系を使って、ポリペプチド鎖の

膜透過を抑制するのに必要な SAv濃度を滴定

し、透過駆動作用を定量化した。その結果、

膜透過駆動作用は Kd=10-9 程度の親和性と拮

抗すること、シグナル配列に近い部位に作用

する力は離れた部位に対するものよりも大

きいこと、シグナル配列の疎水性部分へのプ

ロリン残基の導入によって力が低下するこ

となどを明らかにした。これらを総合して、

シグナル配列自体が膜透過駆動力を供給す

ると結論した。 

（３）トランスロコンの親水性ポリペプチド

鎖許容特性の解明 

SBP-tag と SAv を駆使してトランスロコン

サブユニットと透過途中のポリペプチド鎖

の配置関係をさらに精査した。膜透過途上の

２本の親水性ポリペプチド鎖は親水環境内

に保持されていることが明らかになった。ト

ランスロコンは複数のポリペプチド鎖を許

容できる親水環境を保持できると結論した。 

（４）ペルオキシソーム膜タンパク質 ABCD3

の小胞体標的化回避 

ペルオキシソーム膜タンパク質である ABC

輸送体 D3 アイソフォーム（PMP70）の小胞体

膜組み込み特性および、小胞体標的化の抑制

について無細胞系で解析し、最初の膜貫通セ

グメント（TM1）が小胞体に組み込まれる特

性を有すること、その組み込みを N 末端 12

残基の短いセグメント（N12）が抑制してい

ること、その抑制に５番目の Ser 残基が必須

であること、N12 モチーフ-GST 融合タンパク

質の精製標品が N12による小胞体標的化抑制

作用を解除することなどを見出した。厳密な

配列特性を有するモチーフが、何らかの因子

を介して小胞体組み込み作用を発揮してい

ると結論した。 

（５）膜タンパク質の極性局在化制御 

ABC輸送体C2アイソフォームを対象とした。

C2 は極性化した細胞の細胞膜頂端側に局在

化し特定の物質の排出に寄与する。この極性

局在化にカルボキシル末端 77 残基が関わる

ことを明らかにした。これに結合する因子を

探索し PDZK1 を同定した。さらに、PDZK1 が

カルボキシル末端のモチーフに結合するこ

と、細胞膜頂端側に存在すること、モチーフ

を変異すると C2 の頂端側への局在化が大き

く低下することなどを見出した。足場タンパ

ク質 PDZK1 が ABC 輸送体の極性局在化に関わ

っていることを提唱した。 
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