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研究成果の概要（和文）：細菌におけるタンパク質膜透過は、膜タンパク質 SecDFにより促進さ
れるが、その分子機構は明らかではない。本研究において、高度好熱菌 Thermus thermophilus由
来の SecDFの結晶構造を 3.3Å分解能で明らかにすると共に、構造情報に基づいた詳細な生化学
的解析を進めた。その結果、「SecDF は、ATP に依存しないタンパク質膜透過能力を発揮する
ために、PMFのエネルギーにより駆動される膜内在性モータとして機能する」との新たな作業
仮説を提唱するに到った。 
 
研究成果の概要（英文）：In bacteria, protein translocation across the membrane is stimulated by  
membrane-integrated components, SecDF.  However, its molecular mechanisms remain 
unknown.  In this study, we determined the crystal structure of Thermus thermophilus SecDF at 
3.3 Å resolution and carried out a number of biochemical analysis based on the structural 
information.  Finally, we propose a working hypothesis that SecDF functions as a 
membrane-integrated motor, powered by PMF, to achieve ATP-independent full protein 
translocation ability of the Sec machinery. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 細胞質中で合成されたタンパク質の約 1/3は、
生体膜を通過し、細胞内外の適切な場所に運ば
れて初めて生理的機能を獲得する。タンパク質
が膜を越える反応は、全ての生物で見られる普
遍的な生命現象であり、そのメカニズムの解明
は、細胞生物学の最も基礎的かつ、重要な研究
課題の１つと言える。タンパク質膜透過反応は、
「膜透過チャネル」(トランスロコン)を介して
起こる。全ての生物種で保存された膜内在性タ
ンパク複合体 SecYE/Sec61が中心的役割を果た
す。 
(１）膜透過駆動因子：トランスロコンは、
passive なチャネルであり、真性細菌において
は、SecA	
 ATPase が必須の駆動モータとして働
く。SecAはATPの結合加水分解に伴う構造変
化により、基質タンパク質をチャネルの内部に
押し込み膜透過を駆動すると考えられているが、
その駆動機構の詳細は明らかではない。加えて、
タンパク質膜透過を促進する働きを持つ膜タン
パク質 SecDFの存在は古くから知られていたが、
解析は大きく立ち後れており、立体構造情報も
含めて、その役割に関しては不明な点が多く残
されている。 
(２）膜透過駆動エネルギー：タンパク質膜透過
には、ATPと細胞質膜をはさんで形成されるプ
ロトン駆動力(PMF)の２つのエネルギーが用い
られている。ATPはモータ因子SecA ATPによ
り利用される必須のエネルギーであるのに対し
て、PMF は膜透過の効率を高めるものの必須
ではない。しかしながら、PMF のエネルギー
がどのように利用され、タンパク質膜透過を促
進しているのかについては、これまで全く明ら
かではなかった。 
 
２．研究の目的 
 前述のように、真性細菌において、タンパク質の
膜透過には、ATP と PMF の２つのエネルギーが
用いられる。ATPは、モータ因子SecA ATPaseに
より利用されるが、PMF の膜透過促進の作用機序
については殆ど解っていない。SecYE膜透過チャ
ネルと複合体を形成し、補助的に働く膜タンパク
質 SecDF は、タンパク質膜透過を促進することが
知られているが、その分子機構は不明なままであ
る。本研究では、SecDF の立体構造解析と生化学
的解析を通して、SecDF のタンパク質膜透過促進
の分子メカニズムを明らかにする。加えて、
「SecDFはPMFのエネルギーを利用してタンパク
質膜透過能を促進している。」との仮説に立ち、生
化学的解析を通して、これを実証し、その機構を
明らかにすることを目指す。 
 
３．研究の方法 
(１）高度好熱菌 Thermus	
 thermophilus	
 HB8由
来のSecDFタンパク質の高分解能の立体構造を
X線結晶構造解析の手法により明らかにする。

得られた構造情報に基づいた詳細な生化学的解
析を進めることにより、SecDFによるタンパク
質膜透過促進の分子メカニズムを明らかにする。	
 
(２）膜透過反応の後期過程を測定する新たな
in	
 vitroのタンパク質膜透過実験を構築し、実
験を遂行することにより、タンパク質膜透過反
応においてPMFが関与するステップを明らかに
すると同時に、PMFの役割とSecDFの関係を検
討する。	
 
	
 
４．研究成果	
 

(１）分子内ジスルフィド結合を持つ proOmpA

分子を基質タンパク質に用いることにより、in	
 

vitroで膜透過を一時的に停止させ、ATPを枯渇

させた条件下で、PMF のエネルギーだけを用い

て膜透過を完了させる実験系を構築した。その

結果、PMFによる膜透過の完了には、SecDFは必

須であることは明らかとなった。よって、PMF

のターゲットの１つは、SecDFであると言える。	
 

(２）高度好熱菌 Thermus	
 thermophilus	
 HB8 由

来のSecDF タンパク質の立体構造を、塚崎智也

博士との共同研究により、3.3Å分解能で決定し

た。高度好熱菌においては、SecDF は、12 回の

膜貫通領域と２つの大きなペリプラズムドメイ

ン(P1,	
 P4)を持つ。別途決定した単離P1ドメイ

ンの立体構造、並びに構造情報に基づいた生化

学的解析結果から、SecD の P1 領域は少なくと

も２つの構造状態を取り得ることが明らかとな

った。更なる解析から、P1ドメインの可動性が、

SecDF によるタンパク膜透過機能に重要である

ことを見いだした。加えて、単離P1ドメインが

基質タンパク質を直接結合する能力を持ち、基

質の結合・解離には、このドメイン内の構造変

化が重要であることを示唆する結果を得た。	
 

(３）SecDF

の膜貫通領

域の配置は、

同じ RND ス

ーパーファ

ミリーに属

する薬剤̶

プロトンア

ンチポータ

ーAcrB のそれと類似していることを見いだし

た。AcrBにおいては、プロトンの移動に直接関

わると考えられる保存された荷電アミノ酸残基

の存在が知られている。これらのアミノ酸残基

の幾つかは、SecDFにおいても保存されており、
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その部位への変異導入により、SecDF の機能は

完全に失われた。これらの結果は、SecDF は、

プロトンの濃度勾配エネルギーを利用して、膜

透過を昂進する因子として働く可能性を示唆す

る。	
 

(４）ビブリオ菌由来のSecDFが、水素イオン濃

度勾配の代わりに、Na+濃度勾配を利用してタン

パク質膜透過を促進させることも見いだした。	
 

	
 以上の結果から、SecDF は、膜間で形成され

る一価の陽イオン濃度勾配エネルギーを利用し、

イオンを細胞質に取り込む際に生じる膜貫通領

域内の構造変化を引き金に、P１領域の構造変化

を誘起し、この構造変化と共役して基質タンパ

ク質を引っ張ることによる膜透過を促進する、

イオン駆動型の膜透過促進因子と結論した。	
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