
奈良先端科学技術大学院大学・先端科学技術研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４６０３

新学術領域研究（研究領域提案型）

2018～2014

タンパク質分泌システムの活写

Dynamics of protein secretion

８０４３６７１６研究者番号：

塚崎　智也（Tomoya, Tsukazaki）

研究期間：

２６１１９００７

年 月 日現在  元   ５ ３１

円   102,200,000

研究成果の概要（和文）：細菌におけるタンパク質分泌は生命必須の仕組みである。この反応には一連のSecタ
ンパク質群が関与するが，どのようにタンパク質を輸送しているのかについて詳細な分子メカニズムは不明のま
まである。本研究では，X線結晶構造解析や高速原子間力顕微鏡によりSecタンパク質の働きを明らかとすべく研
究を進めた。その結果，様々な状態のSecタンパク質の構造を明らかとすると同時にリアルタイム一ユニット解
析でタンパク質分泌反応を観察できる系を構築した。

研究成果の概要（英文）：Protein secretion in bacteria is an essential mechanism, which is mediated 
by Sec proteins. However, the detailed molecular mechanism of how Sec proteins are transported still
 remains unclear. In this study, we performed X-ray crystallographic analysis and observation of Sec
 proteins using high-speed atomic force microscope to elucidate the mechanism. As the result, the 
system which could observe the protein secretion reaction by real-time single unit analysis was 
established, while the structures of Sec proteins in various forms was solved.

研究分野： 構造生命科学

キーワード： トランスロコン　SecYEG　SecDF　SecA　蛋白質　分泌　膜透過　構造生物学

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質の分泌反応は，生命が生きていく上で欠かせない機構の一つである。しかし，その分子メカニズムは
未だなお不明な点が多い。タンパク質の分泌反応に関わるタンパク質はSecタンパク質群であり，これらの働き
を明らかとすることは生命を理解する情報を与えるため，本研究は基盤科学として意義深い。そこで，生物物理
学的な手法を用いて研究をすすめ，研究の成果となる１７報の英語論文を世界に向けて発表した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 真正細菌において，細胞質でリボソームにより合成されたタンパク質が膜を越えて輸送され
る分泌過程は，すべての生物に保存されており，真核細胞における細胞質から小胞体内腔への
輸送に相当する。Sec トランスロコン(SecYEG 複合体)はそれ自体，受動的な「タンパク質膜透
過チャネル」であり，単独では機能しない。翻訳語の分泌過程において，前駆体タンパク質は
N 末端側にシグナル配列が付加された状態で合成された後，フォールディングがおさえられた
状態で SecA へと受け渡される。SecA は基質を伴った状態で SecYEG チャネルと会合し，ATP の
加水分解に伴う大きな構造変化を繰り返すことで，前駆体タンパク質を Sec トランスロコン内
へと，段階的に押し込む。一方，ペリプラズム側では，プロトン駆動型の SecDF が基質タンパ
ク質を引っ張りだす構造変化を繰り返し，膜透過を駆動する。翻訳と共役した膜透過において
は，N 末端側のシグナル配列が翻訳され，リボソームから出てきた翻訳途上の段階で，
SRP(signal recognition particle)によって膜へとターゲッティングされる。その後，翻訳と
共役した(co-translational)膜透過が起こる。この系は，タンパク質の分泌だけでなくタンパ
ク質の膜への組み込みにも利用される。タンパク質という巨大な分子を膜透過させる為には，
複雑に各因子が絡み合い過渡的な準安定状態の複合体を形成し，ダイナミックな構造変化を伴
いながら機能しているとされている。タンパク質の膜透過反応については，1970 年頃から数多
くの研究成果が報告され，Sec タンパク質群の機能と重要性が示されてきたが，タンパク質分
泌反応の詳細なメカニズムの解明の為には，これらの立体構造情報が必要であった。2002 年に
SecA の初めてのＸ線構造解析が達成されて以降，研究代表者らをはじめいくつかのグループが
次々と Sec タンパク質の結晶構造を報告した。これら構造情報に基づき，Sec タンパク質の機
能解析が多く進められ，原子レベルでタンパク質分泌機構について議論が可能となりつつある
(Review: Rapoport, Nature 2007; Park and Rapoport, Annu. Rev. Biophys. 2012; 塚崎&濡
木，膜タンパク質構造研究 (岩田想 編) 2013)。しかし，実際にどのような構造変化をともな
って機能しているのかについては不明である。 
 
２．研究の目的 
 生物の基本的な細胞内機能の一つである「Sec トランスロコンを介したタンパク質分泌過程」
を動画として理解すべく研究を進める。タンパク質分泌過程は 1975年にシグナル仮説(1999 年
ノーベル医学生理学賞)の提唱がされるなど，古くから数多くの研究が進められてきた。近年，
各 Sec 因子の詳細構造の決定がなされ，タンパク質分泌過程の新たなモデルが提唱されるなど
活発な議論が続いているが，未だどのようにタンパク質を輸送しているのかの詳細は不明であ
る。タンパク質分泌システムの完全理解には，基質タンパク質との複合体のような「準安定状
態の構造情報」と「時間依存的な１ユニットの動態解析」を組み合わせることが必要である。
本研究では，準安定状態をＸ線結晶構造解析で決定することで構造的な基盤を固めつつ，ナノ
ディスクと呼ばれる膜タンパク質を膜へと組み込んだナノ粒子を用いた新しい一分子動的計測
によりタンパク質分泌過程のダイナミックな構造変化を可視化する。 
 
３．研究の方法 
 本研究の主要な業績として，(1)タンパク質駆動モーターSecDF の動態解析，(2)ナノディス
クを用いた膜タンパク質一分子動態観察があり，それらについて報告を行う。 
(1)タンパク質駆動モーターSecDF の動態解析 
 Sec トランスロコンを介した細菌のタンパク質分泌過程において，タンパク質駆動モーター
として働く SecDF 膜タンパク質がある。X 線結晶構造解析により SecDF の F 型とよばれる構造
体が明らかとなり，続く機能解析から SecDF はプロトン駆動力を利用し，ダイナミックな構造
変化をすることが示唆された(Tsukazaki et al., Nature 2011)。しかしながら，SecDF の一つ
の構造解析から SecDF の分子メカニズムの理解には至らないため，本研究では SecDF の別状態
の構造体を明らかとすべく，X線結晶構造解析を進めた。X線結晶構造解析後はSecDFの in vivo, 
in vitro の機能解析を進めた。 
(2)ナノディスクを用いた膜タンパク質一分子動態観察 
 Sec トランスロコンを介したタンパク質反応を可視化するためには，一ユニットのタンパク
質複合体を用いたリアルタイム動態探査が必要である。本研究では，膜タンパク質と脂質と膜
骨格タンパク質を用いて，膜タンパク質含有ナノディスクを作成し，Sec トランスロコンの動
態探査にむけて，高速原子間力顕微鏡(高速 AFM)による条件検討ならびに観察を進めた。 
 
４．研究成果 
(1)タンパク質駆動モーターSecDF の動態解析（Tsukazaki, FEMS Microbiol. Lett. 2018 ; 
Furukawa et al., Structure 2018; Furukawa et al., Cell Rep. 2017） 
 SecDF の別状態の構造解析をすべく，結晶化条件を変更させたり，変異体を用いたりするな
どして多くの結晶化を試みた。最終的に，新たにSecDFのI型構造(膜貫通領域にトンネルあり，
なしの２構造)，超 F 型構造を見出した。SecDF は 12 本のアルファヘリックスから構成される
膜貫通領域と，それと同サイズの親水性のペリプラズム領域から構成される。そのペリプラズ
ム領域は，P1-base, P1-head, P4 ３つのドメインからなる。以前報告された F 型構造では，
P1-base,と P4 領域が相互作用し８本のβ構造から構成されるβシート構造が確認されており，



P1-head 領域は膜方向に突出していた。一方 I 型構造では P1-head 領域が膜から離れ P1-base
領域からペリプラズム側へ突出していた。超 F型構造では F型構造で確認されたβシート構造
が，βバレル構造に変化しているというドラスティックな構造変化を起こしており，P1-head
領域は F型構造よりもさらに膜方向に近づいた構造体となっていた。一連の研究にて SecDF の
ペリプラズム領域はドメインの位置が変化するだけでなく，β構造からなる構造体のフォール
ディング変化も起こることが示唆された。これらの構造体が実際に，生体内で存在することを，
部位特異的クロスリンク実験により確認をした。また，クロスリンクにより SecDF の構造体を
固定した場合は，SecDF によるタンパク質分泌活性が損なわれるため，SecDF が構造解析によっ
て示されたように構造変化を繰り返すことが必要であることが示唆された。さらに，膜貫通領
域に存在する保存されたアスパラギン酸残基は SecDF の活性に必要であり，分子動力学計算に
よって膜貫通領域のトンネル形成に重要な役割を果たすことを示した。さらに，このアスパラ
ギン酸残基が，超 F 型構造を形成するために必須であることも示した。これらの結果は，プロ
トン透過によるエネルギーが膜貫通領域から離れたペリプラズム側に伝播し SecDF が機能して
いることを示唆する。これらの情報を統合し，SecDF が駆動する詳細なタンパク質分泌反応モ
デルを提唱した。 
 
(2)ナノディスクを用いた膜タンパク質一分子動態観察（Haruyama et al., Structure 2019） 
 細菌のタンパク質膜透過チャネルである膜タンパク質複合体 SecYEG と膜透過駆動モーター
タンパク質である SecA ATPase のフュージョン複合体をビオチン標識した後，ナノディスクに
再構成した。これで，最低限のタンパク質膜透過活性を示す１ユニットとなる。フュージョン
タンパク質 SecYAEG を含むナノディスクを２種類の特定基盤（ストレプトアビジン２次元結晶
表面とマイカ表面）上で高速 AFM 観察を行った。ストレプトアビジン２次元結晶上では，ナノ
ディスクの膜表面が測定基盤に対して水平な上向きで固定されていた。対照的に，マイカ表面
上ではナノディスクの膜表面が測定基盤に対して垂直な横向きで固定されていた。これらの観
察結果は測定基盤を変更するなど観測条件が整えば，選択的に膜タンパク質を含むナノディス
クを真上からと横向きからの２方向から高速 AFM で観測できることを実証した。現在，タンパ
ク質膜透過反応の追跡を行なっている。 
 次に，この手法は新たなものであり他の膜タンパク質にも適応させた。マグネシウムトラン
スポーターMgtE は２量体で機能する膜タンパク質で，膜貫通領域と同程度の可溶性ドメインを
持っている。過去の報告から MgtE の可溶性ドメインはマグネシウムイオン存在下では硬い構造，
非存在下では緩んだ構造をとることが示されている。本研究では MgtEを上記の Secタンパク質
の系と同様にナノディスクに再構成させ，ストレプトアビジン２次元結晶ならびにマイカ基盤
上で高速 AFM を用いて観察を行った。Sec の場合と同様に MgtE を含むナノディスクも，真上か
らと横向きからの２方向から観察することができた。マグネシウムイオン存在下での高速 AFM
の画像から，可溶性ドメインが密にパックしたコンパクトな構造体をとることを示した。一方，
マグネシウムイオン非存在下では，断続的に可溶性ドメインが揺らいでおりフレキシブルに動
くことを示した。本研究の高速 AFM の観察では，リアルタイムで MgtEのドメイン構造の変化を
見出した最初の報告例となった。この手法が有効であることが２つの典型的な膜タンパク質で
示されたため，本手法は他の膜タンパク質の分子メカニズムの解明に有用な手段の一つとなる。 
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