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研究成果の概要（和文）：分泌モニター因子VemPは、菌の膜透過能を感知し、自身の翻訳停止を介して同一オペ
ロン下流遺伝子secD2/F2の発現を制御する。膜透過能が回復した際には翻訳停止は解除されるが、その分子機構
は不明である。本研究ではこの問題の解明を目指した。部位特異的in vivo光架橋実験を用いたVemP新生鎖と相
互作用する因子の網羅的な解析から、シグナル認識粒子とペリプラズムシャペロンPpiDを見出した。また、生化
学的解析から、前者はVemPの膜への標的化に、後者は、翻訳停止の解除に必須の役割を持つことを示した。更に
翻訳停止の解除に関わるVemP分子内のcis因子としてArg-85残基を同定した。

研究成果の概要（英文）：The secretion monitor, VemP senses protein trnslocation activity of  cells 
and regulates the expression of the downstream genes secD2/F2 in the same operon through its 
translation elongation arrest. When protein  translocation is restored, the translation arrest is 
canceled, but the molecular mechanism remains unsolved. This study aimed to elucidate this issue. 
Comprehensive analysis of factors interacting with the VemP nascent chain using site-specific in 
vivo photocross-linking experiments revealed that the nascent VemP interacts with signal recognition
 particle (SRP) and the periplasmic chaperone PpiD during its maturation processes. Biochemical 
analysis showed that the former plays an essential role in targeting VemP to the SecY/E/G 
translocon, while the latter plays an cruciall role in the cancelation of translational arrest. 
Furthermore, we identified the Arg-85 residue as a cis factor in VemP involved in the cancelation of
 translational arrest.

研究分野：生化学、分子生物学

キーワード： VemP　翻訳停止　SecD/F　タンパパク質膜透過　分泌　PpiD　SRP
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内で作られたタンパク質の中には細胞の外や表面に運ばれて初めて役に立つ物も少なくありません。そのた
め、新しく作られたタンパク質を効率良く細胞の外に運ぶことは、細胞が生きて行く上で大変重要です。細胞
は、今自分がどの程度タンパク質を運ぶ能力を持っているのかを感知して、その力が下がっていた場合には、輸
送に働く別の装置を新たに作ることで機能を回復させるという巧妙な仕組みを持っています。この研究はその仕
組みを明らかにすることを目指しています。具体的には、感知に働くVemPという分子が、輸送される時に結合す
るタンパク質を見つけその役割を調べました。この研究により、感知の方法の一端が明らかになりました。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
細胞質内で合成されるタンパク質の約 1/3は、細胞膜を横切り、細胞内外の適切な場所に運ばれて初
めて生理的機能を発揮する。タンパク質の膜透過は、普遍的な生命現象であり、その分子機構の解明
は細胞生物学の基礎的かつ重要な研究課題の一つである。 
タンパク質の膜透過は「SecY/E/G トランスロコン」を介して起こる。真性細菌においては、必須の駆動
因子 SecA ATPase に加えて、膜タンパク質複合体 SecD/F も効率よいタンパク質の膜透過に必要であ
る。SecD/F は細胞質膜を挟んで形成された一価カチオン濃度勾配エネルギーを用いて、自身のドメイ
ンの一部を構造変化させることにより、膜透過途上の基質タンパク質を引っ張り出すと考えられている 1)。 
タンパク質の膜透過反応は細胞機能に必須であるため、細胞は自身のタンパク質膜透過状態をモニ
ターし、その活性を高く維持する機構を有している。実際、ビブリオ属細菌は、カチオン特異性を異にす
る２種の SecD/F パラログを持ち、タンパク質膜透過能が低下した際には、H+駆動型の SecD/F2 を特異
的に発現誘導し、Sec 膜透過装置を再編成することでタンパク質膜透過能を維持する 2)。この SecD/F2
の発現制御システムには、同一オペロン上流遺伝子によりコードされる分泌タンパク質 VemP (Vibrio 
protein export monitoring polypeptide)が必須の役割を持つ。VemPは、菌のタンパク質膜透過能を自身
の翻訳伸長停止（翻訳アレスト）状態の安定性に
変換し、SecD/F2 の発現量を制御するユニークな
特徴を持つ（右図）2)。即ち、膜透過不全状態で
は、リボソーム排出トンネル内壁と VemP のアレス
トモチーフの間の特異的相互作用により、VemP
の翻訳伸長停止状態は安定化されるが 3)、膜透
過が正常な場合には、膜透過反応により合成途
上の VemP ポリペプチド鎖がリボソーム外部に引
っ張られ翻訳停止は速やかに解除され、secD/F2
の発現は抑制される。しかしながら、VemP 合成
途上鎖のトランスロコンへの標的化の機構は解っ
ていない。加えて、翻訳停止の解除が、物理的な引っ張り力だけで十分なのか？それとも、何らかの細
胞内因子との特異的な相互作用が必要なのかという点も含め、翻訳停止解除の分子機構の詳細は不
明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、VemP による SecD/F2 発現制御機構の全体像を理解することを最終目標とし、特に翻訳
停止解除の分子機構に着目して解析を進めた。具体的には、１）我々が最近開発した高空間・時間分
解能を持つ in vivo 光架橋実験法(PiXie 法)4)を用いて、合成途上の新生 VemP 鎖が、トランスロコンに
標的化し、翻訳停止の解除を受け、膜透過を完了するまでの一連の過程で生じる細胞内因子との相互
作用を網羅的に解析した。２）新たに同定した相互作用因子をコードする遺伝子の発現制御株や欠失
株を作製し、それらを用いた VemP の細胞内胴体を解析することを通して、VemP の標的化や翻訳停止
解除過程における各相互作用因子の役割を明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 最初に、本研究１）で使用した高空間・時間分解能を持つ in vivo光架橋実験法(PiXie法)を概説する。
in vivo 光架橋法は、光反応性アミノ酸アナログ p-
benzoyl phenyl-alanine (pBPA)を持つタンパク質を発現
する細胞に紫外線  (UV)を直接照射し、導入した
pBPAの近傍に存在する因子との間で共有結合を形成
させることにより、近接因子を同定する実験手法である
5)（右下図）。アンバーサプレッションを利用して、解析
対象タンパク質の任意の位置に導入した amber コドン
の部位に in vivo で pBPA を効率良く取り込ませること
ができる（右上図）為、網羅的な解析に適している。生
細胞内で生じるタンパク質間相互作用をアミノ酸残基
レベルの高い空間分解能で解析できる優れた手法で
ある。近年我々は、工業用の超強力UV照射装置の使用により架橋形成に要するUV照射時間を従来
の 1/100 以下に短縮することに成功した 4)。更に、pulse-chase 実験と組み合わせることで、高い時間分
解能も併せ持つ PiXie 法を開発した 4)。本手法は、新生タンパク質の成熟化過程で生じる一過的な相
互作用を高感度で捕捉できる方法であり、本研究目的に合致していることから、この手法を駆使して解
析を進めた。 
本研究では、以下の４つの研究項目を順次遂行し、幾つかの重要な成果を得た（詳細は結果の項に
記載した）。 
1) VemP タンパク質の全領域を対象とした in vivo 光架橋実験: vemP 遺伝子(159 コドン）を対象に、翻



訳停止モチーフ（139-157)を除くほぼ全てのコドンを amber に改変した変異型 vemP 遺伝子を持つ
plasmid を構築し、網羅的 in vivo 光架橋実験を行った。この際、合成途上鎖と翻訳完了鎖を明確に区
別する為に VemP の C末端に 3 x (FLAG)-Myc （F3M）タグを付加した誘導体を材料として用いた。短
寿命の新生VemP鎖の動的挙動を追跡するため、35S-Metを用いて短時間放射標識したVemP(pBPA)-
F3M 発現細胞に対して、上述の超強力 UV 照射装置を用いて in vivo 光架橋実験を行った。VemP に
対する抗体を用いた免疫沈降法 (Immunoprecipitation: IP)により架橋産物を精製後、SDS-PAGE で展
開することで架橋複合体形成の有無を評価した。多くの部位で VemP 合成途上鎖との間で多数の架橋
産物が形成される事を確認した。 
2) 架橋相手の同定: 放射標識した極微量サンプルを用いて光架橋解析を行う為、質量分析による架
橋相手の同定は容易ではない、そこで、以下の３つの方法を組み合わせる事で、架橋相手を同定した。
i) 架橋産物の移動度から候補タンパク質を推定し、その抗体を用いた IPにより検証した。ii)（非必須因
子の場合）候補因子をコードする遺伝子の欠失株を作成・使用し、架橋産物の消失により判断した。iii)
（必須因子の場合や候補因子の抗体が入手困難な場合）候補因子に His10タグ配列を付加した誘導体
を発現する大腸菌株を新たに構築し、タグ配列を利用した pull down実験により検証した。これらの手法
により、想定された相互作用因子に加え、新規の細胞内因子 (Ffh, PpiD)の同定に成功した（後述）。 
3) pBPA スキャンングによる VemP(pBPA)体の機能評価：1)で作製した pBPA導入変異体の翻訳停止
解除の kineticsを pulse-chase実験により調べた。VemP翻訳停止の安定性が大きく低下した Arg-85残
基については、他の天然アミノ酸に置換した変異体を 6種類作成し、より詳細な解析を行った。これらの
解析により、VemP の翻訳停止の安定性に寄与する必須の cis因子 Arg-85残基の同定に成功した（後
述）。 
4) VemP 生合成における相互作用因子の機能の評価: 2)で同定した新規細胞因子 Ffhの発現制御株
と, PpiDの欠失株を用いて、それらの株中での VemP翻訳停止鎖の動態を pulse-chase実験により調べ
た。Ffhは、トランスロコンへの標的化に、PpiDは VemP翻訳アレスト解除に必須の役割を持つ事を明ら
かにした（後述）。PpiD と複合体を形成することが示唆されていた機能未知因子 YfgM の解析も進め、
PpiD/YfgM の相互作用の詳細を明らかにすると共に、この分子シャペロン複合体が VemP の翻訳アレ
スト解除に必須の役割を持つことを明らかにした（後述）。 
（参考文献）1) Tsukazaki et al. (2011) Nature 474, 235-238; 2) Ishii et al. (2015) PNAS 112, E5513-E5522; 3) 3) Mori 

et al. (2018) JBC 293, 2915-2926; 4) Miyazaki et al. (2018) JBC 293, 677-686; 5) Chin & Schultz. (2002) 
ChemBioChem 11, 1135-1137 
 
 
４．研究成果 
PiXie 解析による VemP新生鎖の相互作用因子解析 
1) VemP分子全体を対象とした網羅的 PiXie解析の結果から、合成途上の VemP新生鎖は、リボ
ソームタンパク質 uL22, SecY/E/G トランスロコンの構成因子である SecY, SecGに加え、膜タン
パク質のトランスロコンへの標的化に働くシグナル認
識粒子（SRP)のタンパク質成分である Ffh やペリプラ
ズムシャペロン PpiD と近接している事を明らかにし t
た（右図）。これまでの知見から VemPとの相互作用が
想定された因子リボソームタンパク質、SecY, SecG が
相互作用因子として同定されたことから、本実験手法
により生体内で生じる相互作用を正しく検出できてい
ると考えられ、新たな相互作用因子 Ffhと PpiDの役割に興味が持たれた。 
 
2) 上記２つの新たな細胞内因子 (Ffh, PpiD)の VemP 生合成における役割を調べるために以下の
in vivo 解析を行った。Ffh 発現制御株を用いた pulse-
chase 実験の結果から、Ffh が枯渇した条件下において
は、シグナル配列が切断を受けていない VemP 翻訳ア
レスト体が安定化された(右上図）。また、架橋形成の
kinetics解析の結果から、VemPと Ffhとの架橋形成は、
VemP と SecY もしくは SecG との架橋よりも早い段階
で生じていた（結果は省略）。よって、SRPは VemPの
トランスロコンへの標的化に重要な役割を持つと結論
した。 
一方、VemP を発現するppiD 株を用いた pulse-chase
実験の結果から、PpiDの欠失によりシグナル配列が切
断を受けた VemP 翻訳アレスト体が安定化される事が
示された（右下図）。この結果は、VemP合成途上鎖はトランスロコンまで標的化され、膜透過反
応は（シグナル配列が切断を受けるまで）ある程度進行しているものの、PpiD の欠失により翻
訳アレストの解除が遅延している事を示す。よって、PpiD は VemP の膜透過反応の後期過程で
生じる翻訳アレスト解除に重要な役割を持つ。 

 
3) SecD分子を対象とした in vivo光架橋実験から、SecD分子内の大きなペリプラズムドメイン



内の Asp-359残基と PpiDは物理的に近接している事が明らか
なった（右図）。また、VemPの翻訳アレスト解除には、SecD/F
と PpiDの両因子が存在している事が必要で、一方の過剰発現
によって他方の機能不全を相補できない事が解った（データー
は省略）。よって、VemP の翻訳アレスト解除には SecD/F と
PpiDが共同的に働く事が必要であると考えられる。 
 
4) VemP(pBPA) 誘導体の pulse-chase 実験から、
Arg-85 残基を pBPA に置換した VemP 誘導体で
は、翻訳アレスト状態が著しく不安定になること
を見出した（右上図）。この部位を性質の異なる 6
種類の天然アミノ酸に置換した場合においても
同じく翻訳アレストの不安定化が見られた（右下
図）。これに対して、シグナル配列の除去によりト
ランスロコンに標的化されなくなったSS-
VemP(R85W)変異体においては、翻訳アレストは
安定に維持されていた（データーは省略）。よっ
て、Arg-85残基は翻訳アレストの形成には関与し
ていないこと、このアミノ酸残基の作用点が SecY/E/G
トランスロコン上にあることが明らかになった。以上の
結果から、VemP分子内の Arg-85残基は、トランスロコ
ン上で適切に翻訳アレストを解除するのに必須の役割
を持つ cisエレメントであると結論した。 以上の実験
結果に基づき、VemPの合成開始から翻訳アレスト解除、
膜透過の完了に至る成熟化過程における各因子との相
互作用の移り変わり（右図）と各々の因子の生理的役割
を議論すると共に、Arg-85残基の役割についても考察し
た。これらの内容を、2020年に eLife誌に報告した。 
 
PpiD/YfgM複合体の相互作用解析・生理機能解析 
 VemP の翻訳アレスト解除に PpiD が必須であるとの上記発
見に端を発して、PpiDと複合体を形成する機能未知因子 YfgM
との相互作用様式の検討を進めた。具体的には、YfgM分子全
体を対象とした網羅的な部位特異的 in vivo光架橋実験を行い、
PpiD近接部位を多数同定した。一方、PpiD側からの YfgM近
接部位は、AlphaFold2 を用いた構造予測モデルに従った部位
特異的 in vivo光架橋実験により決定した。更に、ppiD欠質株、
yfgM 欠失株、二重変異株を用いた in vivo 機能解析から、
PpiD/YfgM 複合体の生理的意義について検討し以下の成果を
得た。1) PpiDと同様に YfgMも VemPの翻訳アレスト解除に
重要な役割を持つ。2) PpiD/YfgM 複合体の形成は、SecY/E/G
との機能的な相互作用に必要である。3) PpiDとの相互作用に
は、YfgMのペリプラズム領域の大半を占める TPR domain全
体が重要な役割を持つ。これらの結果に基づき SecY/E/G-PpiD/YfgM複合体のモデル構造を予測
し（右図）、VemP 翻訳停止解除における PpiD/YfgM 複合体の役割についての作業仮説を提案し
た。以上の結果を 2022年に JBC誌に報告した。  
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