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研究成果の概要：

細胞及び細胞内小器官を取り囲む生体膜に埋まり込んでいる「膜タンパク質」は、膜内外の
物質輸送、情報交換、膜構造の形成・維持に機能している。細胞内に存在する膜タンパク質の
半分以上が、小胞体タンパク質膜透過チャネル（トランスロコン）を介して膜に組み込まれる。
本研究では、膜貫通配列の小胞体膜組み込み制御系を構築し、組み込み過程を詳細に解析する
ことで、膜貫通の方向性（膜トポロジー）の形成過程、及びトランスロコンの活動時の挙動に
関する知見を得た。 

交付額
（金額単位：円） 

直接経費 間接経費 合 計

２００６年度 1,500,000 0 1,500,000

２００７年度 1,100,000 0 1,100,000

２００８年度 1,100,000 330,000 1,430,000

年度

年度

総 計 3,700,000 330,000 4,030,000

研究分野：生化学、細胞生物学

科研費の分科・細目：生物科学・構造生物化学

キーワード：膜タンパク質、シグナル配列、膜透過、トランスロコン、小胞体

１．研究開始当初の背景
細胞の外周及び細胞内小器官（オルガネ
ラ）は、主に脂質とタンパク質で構成される
生体膜によって仕切られている。生体膜に埋
まり込んだ「膜タンパク質」は、膜内外の物
質輸送、情報交換、及び膜構造の形成・維持
などの機能を担っており、生命に必須の存在
である。膜タンパク質も、他のタンパク質と
同様に細胞質のリボソームで合成されるが、
適切なオルガネラに配置され、正しい膜内外
の方向性で膜に組み込まれ、立体構造を形成

して初めて機能を発揮できる。
真核細胞が有する膜タンパク質の約 70％
は、小胞体、ゴルジ体、リソソーム、細胞膜
などのいわゆる分泌系オルガネラに存在し
ている。それらの殆どは、小胞体において膜
に組み込まれた後、各オルガネラへと輸送さ
れる。膜タンパク質の膜組み込み機構につい
ては、小胞体の系で最も研究が進んでおり、
膜組み込みが分泌タンパク質等の膜透過と
共通のタンパク質膜透過チャネル（トランス
ロコン）を介して行われることが明らかとな
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ってきている。近年、トランスロコンの古細
菌ホモログで構造解析がなされ、静止状態の
構造は示されたが、膜組み込みの実際の過程
についてはまだまだ不明な点が多い。
研究代表者は、アミノ末端側を小胞体内腔
に配置しつつ膜に組み込まれる膜貫通配列
［1 型シグナルアンカー（SA-I）配列］の組
み込み過程の解析や、アミノ末端側ドメイン
の膜透過制御実験系構築などで成果を挙げ
てきている。本研究では、SA-I 配列の膜組み
込み、特にアミノ末端側ドメインを膜透過さ
せて貫通方向（膜トポロジー）を決定する過
程の詳細な解析を通じて、トランスロコンの
基質であるポリペプチド鎖のダイナミクス、
更にトランスロコン自体の活動時における
挙動を追究しようと考えた。

２．研究の目的
研究代表者らの最終目標は、小胞体トラン
スロコンを介した膜タンパク質構造形成機
構の全面的な理解にある。本研究では、以下
に示すアプローチにより研究を進めている。
（1）トランスロコンを介した膜トポロジー
形成と膜透過のメカニズム：SA-I配列アミノ
末端側ドメインの膜透過の停止・再開を制御
できる実験系を構築・改良し、膜透過の素過
程を詳細に解析することで、膜透過ダイナミ
クスや膜透過の駆動システムの解明につな
げる。
（2）トランスロコンのフレキシブルな挙
動：上記膜透過制御系などを利用して、単一
の膜タンパク質において複数の内腔側ドメ
インが同時に透過途中で停止した中間状態
を形成できている（後述を参照）。この組み
込み中間状態とトランスロコンとの相互作
用解析などから、トランスロコンの活動時に
おける挙動を追究する。
（3）トランスロコン関連因子の解析：酵母
ではトランスロコンと複合体を形成し、膜透
過に機能することが分かっているが、高等動
物での機能は未知であるタンパク質、Sec62
及び Sec63について機能解析を行う。 

３．研究の方法
我々は以前より膜組み込みのモデルとし
て SA-I 配列を用いている。アミノ末端側ド
メインを膜透過しつつ膜に組み込まれるた
め、アミノ末端を細胞質側で捕捉することに
より組み込み中間状態の形成が可能となっ
ている。また、本研究の主要な実験手法であ
る無細胞系（無細胞タンパク質合成系＋粗面
小胞体）は、合成中間状態を形成できること
から、合成に共役した膜組み込みの解析に非
常に有効であるとともに、細胞質成分を容易
に操作できるという利点もある。以上を利用
して、●膜組み込みを停止・再開できる制御
実験系の構築、●組み込み中間状態の解析、

及び●膜組み込み再開後の挙動解析、などの
研究を進めている。

４．研究成果
（1）SA-I 配列アミノ末端側ドメイン膜透過
制御系の構築：我々は以前に、SA-I 配列のア
ミノ末端側にマウスジヒドロ葉酸還元酵素
を融合することで、リガンド（メトトレキセ
ート）存在下で膜透過停止、その後の除去に
よって透過再開する、というフォールディン
グを利用した膜透過制御系について報告し
た（Kida et al., EMBO J 2005）。しかし、
膜透過速度が遅いことやリガンドの除去が
煩雑であることから、新たに簡便かつ高効率
な膜透過制御系の構築を試みた。マウスシナ
プトタグミン II（SA-I タンパク質）のアミ
ノ末端にストレプトアビジン（SAv）との親
和性の高いタグ配列［streptavidin-binding
peptide（SBP）タグ］を融合し、無細胞系で
発現させたところ、SAv によって SBP タグを
細胞質側でトラップすることで膜透過を阻
止できた（図 1A、Earlier Stage）。また、SBP
タグと SA-I 配列の間に親水性配列を挿入し
て間隔を広げることで、SA-I 配列とアミノ末
端親水性ドメインが共に膜を貫通している
膜透過中間体が形成された（図 1A、Advanced
Stage）。どちらの場合も、その後のビオチン
添加によって膜透過が再開した（図 1A）。再
開後約30分で70%以上の膜透過効率に達する
ことも分かり、膜透過をより簡便に制御でき
る実験系を構築することができた。

（2）トランスロコンの特性解析：トランス
ロコン本体である Sec61 複合体については、
古細菌ホモログの結晶構造よりチャネル孔
の大きさはポリペプチド鎖 1本程度であると
予測されているが、「トランスロコン」とし
ての孔はこれよりも大きいという報告もあ
り、活性状態での孔サイズは議論となってい
る。前述の膜透過中間体によって1個のSec61

図 1 A、SA-I配列アミノ末端側ドメインの膜透過制御系と
2種類の膜透過中間体。B、親水性配列 2本（a, b）、膜貫通
配列 2本（I, II）が膜を貫通している膜組み込み中間体。



チャネルが塞がれると考えられるため、更に
その下流に融合した膜貫通配列の組み込み
への影響を調べることで、トランスロコンの
ポリペプチド鎖収容特性について検討を行
った。SA-I 配列の下流にカルボキシル末端側
を膜透過させる膜貫通配列［II 型シグナルア
ンカー（SA-II）配列］を融合したところ、
SA-II 配列の膜組み込みは上流の中間体によ
る影響を受けなかった。更に、終止コドンを
持たない mRNA を無細胞系にて翻訳すること
で、アミノ末端をストレプトアビジン、カル
ボキシル末端をリボソームで細胞質側にト
ラップし、SA-I 配列上流と SA-II 配列下流の
2 本の内腔側親水性セグメントが膜を貫通し
たまま停止した膜組み込み中間体を形成で
きた（図 1B）。2 本の親水性配列が共に Sec61
チャネルと近接していることも部位特異的
架橋反応により示され、複数の Sec61 チャネ
ルが協調して膜組み込みを行う可能性が示
唆された。

（3）SA-I 配列疎水性コア配列のアミノ末端
側ドメイン膜透過への関与：SA-I 配列アミノ
末端側ドメインの膜透過には、ATP、GTP など
のエネルギー物質や小胞体内腔の分子シャ
ペロンが必要でないことを既に報告してい
る（Kida et al., EMBO J 2005）。そこで、
SA-I 配列の膜組み込みが直接膜透過を駆動
する可能性について検討した。前述の SBP タ
グ-SA-I 配列融合タンパク質において、膜透
過は SAv の濃度依存的に阻害される。SA-I 配
列の疎水性コア配列にプロリン残基を挿入
したところ、SAv 非存在下での膜透過には影
響ないが、SAv への感受性が増大し、10 倍程
度低濃度でも膜透過が阻止されるようにな
った（図 2）。また、心筋タンパク質タイチン
の免疫グロブリン様 I27 ドメインは、力学的
アンフォールディングに 200 pN もの力を要
する固いドメインである。これを SA-I 配列
のアミノ末端に融合してもアンフォールデ
ィングしながら膜透過することができるが、
SA-I 配列へのプロリン挿入によりこの膜透
過効率も減少した。このことは、SA-I 配列の
配列特性が膜透過可能な負荷の大きさと相
関することを示している。更に、I27 ドメイ
ンと SA-I 配列との間隔を広げることでも膜
透過効率が著しく減少したことから、SA-I 配
列と負荷配列との距離も重要であることが

分かった。SA-I 配列は、上流の一定領域の膜
透過駆動に強く関与することが示された。

（4）トランスロコン関連因子の解析：Sec62、
Sec63 について、ヒト脳組織由来の RNA を
使って RT-PCR を行い、cDNA を取得した。
それぞれを 293H細胞に導入することで、各
タンパク質の安定発現株を作成し、ジギトニ
ン（界面活性剤）による可溶化後、各タンパ
ク質を精製したところ、共精製されるタンパ
ク質が複数見つかった。現在は、それらとの
複合体について解析を進めるとともに、細胞
内での機能解析にも着手している。
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交付額
（金額単位：円） 

直接経費 間接経費 合 計

２００４年度 10,000,000 3,000,000 13,000,000

２００５年度 10,000,000 3,000,000 13,000,000

２００６年度 10,000,000 3,000,000 13,000,000

２００７年度 10,000,000 3,000,000 13,000,000

年度

総 計 40,000,000 12,000,000 52,000,000
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(1) ○○○○○○○○○○○○○○○○○
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○○○○○○○○○○○○○○○○○○○
○○○○○○○○○○○○○○○○○○

２．研究の目的
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○○○○○○○○○○○○○○○○○○○
○○○○○○○○○○○○○○○○○○○

(2) ○○○○○○○○○○○○○○○○○
○○○○○○○○○○○○○○○○○○○
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３．研究の方法
(1) ○○○○○○○○○○○○○○○○○
○○○○○○○○○○○○○○○○○○○
○○○○○○○○○○○○○○○○○○○

(2) ○○○○○○○○○○○○○○○○○
○○○○○○○○○○○○○○○○○○○
○○○○○○○○○○○○○○○○○○○
○○○○○○○○○○○○○○○○○○○
○○○○○○○○○○○○○○○○○○○
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（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線）

〔雑誌論文〕（計１０件）
① 学振太郎、半蔵門一郎、学振花子、論文
名、掲載誌名、巻、最初と最後の頁、発
表年（西暦）、査読の有無
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〔産業財産権〕
○出願状況（計□件）
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種類：
番号：
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〔その他〕
ホームページ等
http://○○○○○○○○○○○○○○○○
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