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研究成果の概要（和文）：膜タンパク質は細胞の生命機能に欠かせない多くの役割を持つ。それらの立体構造形
成にかかわる小胞体トランスロコンの新規機能を解析した。トランスロコンチャネルには中度疎水性配列を受容
する新規機能部位が存在することを示した。系統的化学架橋によりその作用部位を特定した。新規開発のプロー
ブを駆使して、膜透過に関連する新規遺伝子を見出した。また、小胞体内腔の多機能シャペロンが合成共役型の
膜透過に寄与するとする新規概念を見出した。

研究成果の概要（英文）：Membrane proteins have many essential roles in cells. We analyzed the novel 
functions of endoplasmic reticulum translocon involved in their three-dimensional structure 
formation. The translocon channel has been shown to have a novel functional site that accepts 
moderate hydrophobic sequences. The site of action was identified by systematic chemical 
crosslinking. By exploiting newly developed probes, we have found novel genes related to membrane 
translocation and integration of proteins.  We also discovered a novel concept that multifunctional 
chaperones in the lumen of the endoplasmic reticulum contribute to synthesis-coupled protein 
translocation.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： タンパク質膜透過

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
内在性膜タンパク質は細胞の生命維持に必須であり、その構造形成過程の理解は生命活動の理解や、医学薬学農
学領域の応用分野の基盤として重要である。この過程は、タンパク質の構造形成にはその配列特性のみで十分で
あるとするアンフィンゼンドグマに反し、構造規定因子が決定的に重要であることを示した。本研究で解明され
た新規知見は、膜タンパク質構造形成の新しい側面を解明すると同時に、新規機能性膜タンパク質のデザイン
や、疾病の新規病因解明につながると期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
膜タンパク質は、細胞の生命機能に必須な多様な役割を果たしている。それらの大半は小胞体で
合成と同時に膜に組み込まれる。その過程で、トランスロコンと呼ばれるタンパク質膜透過装置
が必須の役割を果たす。トランスロコンは、リボソームから伸長するポリペプチド鎖を、「受け
入れ」、「スキャン」し、「膜内配向や配置」を決定する（図）。われわれの研究によって、このよ
うな膜タンパク質の構造形成を規定する３つの要因とその作用機構が明らかになってきた。す
なわち、下記の【膜タンパク質構造形成の３要素】である。 
①膜への標的化と進入開始を規定する膜組み込み「開始シグナル配列」 
②トランスロコンでの膜透過の動きを停止し膜貫通となる「疎水性停止配列」 
③トランスロコンでの動きを制御し配向を決定し膜貫通構造を規定する「正電荷配列」 
これら３要素の組み合わせによって、各膜貫通配列は正しく組み込まれ、膜タンパク質の膜貫通
トポロジーが形成される。 
 この過程でカギとなる因子「トランスロコン」については、生化学的ならびに遺伝学的解析に
よって個々の因子が明らかにされてきた。さらに構造情報が明らかになりつつある今日、これら
３要素のトランスロコンによる識別実態、膜タンパク質の組み込みにおける新生鎖の動的側面、
およびそれを制御し直接間接的にかかわる因子群の解明が次なる研究の焦点となってきている。  
 申請者は、これまで一貫して小胞体トランスロコンでの膜タンパク質の膜組み込み機構に取
り組み、想定外のトランスロコンの機能的側面を明らかにしてきた。また、独自開発の膜透過状

況を感知できる「フォールディン
グプローブ」を駆使して、生きて
いる細胞内でのポリペプチド鎖
の膜透過状況を簡便かつ定量的
に評価し、トランスロコン作用の
質的変化を検出することを可能
としてきた。本研究は、それら独
自の研究展開を基盤として、トラ
ンスロコン内でのポリペプチド
鎖のダイナミクスを明らかにし、
構造形成３要素の識別に関わる
因子の系統的かつ網羅的な探索

を実行する。さらに、それらの機能解析を通じて、膜タンパク質の構造形成過程の解明を目的と
した。 
 
２．研究の目的 
（１）「トランスロコンで正荷電残基によって誘起されるポリペプチド鎖の逆輸送ダイナミクス」
の実像を明らかにする。これまで未解決だったトランスロコンポアにおける膜組み込みの競合
や順序を調べ、構造形成３要素の機能ダイナミクスの真相を明らかにする。 
（２）「膜タンパク質構造形成の３要素」の識別にかかわる因子の系統的網羅的探索 
申請者は、フォールディングプローブによって、生きている細胞内でタンパク質の膜透過状況を
定量的に解析できる実験系を設定し、トランスロコンによる３要素識別作用の簡便かつ定量解
析を可能とした。このプローブはカプシドプロテアーゼドメインの特性を利用している。CP ド
メインはリボソームから出るとすぐにフォールディングし後方のペプチド結合を自己切断する。
CP-の後方にある EGFP ドメインの糖鎖付加を検出・定量するだけで、トランスロコンでの透
過・滞留を感知できる。これを用いて、細胞での正電荷による透過停止作用や、出芽酵母細胞で
の膜透過状況評価が可能となっている。すでに、この実験系によって、「出芽酵母遺伝子の変異
によるトランスロコンの質的変化」が検知できることが示されつつあり、トランスロコンの機能
制御遺伝子の網羅的な探索が可能と判断するに至った。そこで本研究では、申請者オリジナルの
本プローブを駆使して、真核細胞の膜タンパク質構造規定３要素の識別に関連する遺伝子の網
羅的に解析する。 
 （３）３要素認識に関わる因子の機能解明：上記のプロセスで見出されるトランスロコンの質
的変異株で、その遺伝子産物の機能解析を予備的に進めた結果、いくつかの遺伝子欠損で予期外
の「３要素の識別変化」が明瞭に認められた。例えば、小胞体内腔の J ドメイン-タンパク質
（Hsp40）である Scj1p が疎水性セグメントの合成共役型透過に影響することが判明した（下
図）。その他、透過孔に直接触れない因子が、新生鎖のダイナミクスに影響する例が複数見出さ
れつつある。そこで、本研究では同様の３要素識別に関する機能変動解析を入手可能なすべての
遺伝子破壊株に適応して実施する。トランスロコンの３要素識別の機能変化を検知できる世界
初のシステムを駆使した因子探索を計画した。 
 
３．研究の方法 
（A）トランスロコンにおける膜タンパク質構造形成ダイナミクス： 



申請者の実績基盤のある無細胞タンパク質合成・膜透
過実験系を駆使して、正荷電残基クラスタによるトラ
ンスロコン内での順逆ダイナミクスを探求する。モデ
ルポリペプチド鎖に、正電荷クラスタ、糖鎖付加部位、
フォールディング傾向の異なるドメイン、疎水性度の
異なる配列、シャペロン（Bip）認識傾向の異なる配列
などを配置し、そのダイナミクスを生化学手法で解析
する。ダイナミックなゆらぎと配列特性との相関を明
らかにし、膜タンパク質構造形成時の動態解明につな
げる。膜透過を新生鎖の糖鎖付加程度で定量し、逆輸送
の動きを部位特異的に導入した Cys 残基への膜非透過
性の PEG-マレイミドの反応性で定量解析する。いずれ
も、秒タイムスケールのダイナミクス情報を得る。また、
最近確立した、「トランスロコンチャネルの部位特異的
化学架橋反応系」を活用して、新生鎖の滞留部位の解析
を行う。 
（B）「膜タンパク質構造形成３要素」の識別にかかわる
因子の系統的探索： 

フォールディングプローブを、疎水性度の異なるシグナルペプチドに適応、また、疎水性配列や
正荷電配列のモデルタンパク質に適応し、各種遺伝変異株での挙動を追うことで、それぞれの要
因認識に関する機能変化を追うことができる。例えば上図。具体的には、それぞれの CP-EGFP 融
合プローブを一連の遺伝子欠損株に導入し、EGFP ドメインの透過程度をウエスタンブロッティ
ングで調べる。チャネル本体など生育に必須な遺伝子に関しては、温度感受性変異株を用いて、
その効果を３要素に対して調べる。 
 
４．研究成果 
（A）（１）膜結合型リボソームから伸長してくるポリペプチド鎖が膜を貫通して定着する機
構について、無細胞タンパク質合成・膜組み込み実験系を使って、膜組み込み過程を解析し
た。合成されてきたポリペプチド鎖の疎水性の高い配列部分が膜透過トンネルに進入した
時点で膜内配置が決定するとする従来型の機構に加えて、一度膜のトンネルを通り抜けた
後に、逆方向の動きが誘起され、膜透過トンネル部分に定着できる機構の実証を進めた。こ
の新規な機構は、これまで説明できなかった、疎水性の不十分な膜貫通部分の膜定着を合理
的に説明するものである。この機構には、私たちが見出してきた、正に荷電したアミノ酸残
基による膜透過抑制と逆輸送誘起作用が直接的な要因になっていることも判明した。（２）
タンパク質膜透過トンネルの作用機構に関わる遺伝子の探索では、これまでに 50 を超える
遺伝子について、欠損によって疎水性配列の透過度、正電荷クラスタの透過度、シグナル配
列の機能状況などに対する影響を定量解析してきた。透過トンネル通過を効率化する因子、
抑制する因子、標的化を予想外にも抑制する因子など、興味深い機能が示唆される遺伝子を
見出してきた。 
 

（B）膜結合型リボソームから伸長するポリペプチ
ド鎖が膜定着する機構について解析した。合成され
るポリペプチド鎖の疎水性の高い配列部分が膜透過
トンネルに進入した時点で膜内に定着し配置が決定
する機構に加えて、一度膜透過チャネルを通り抜け
た後に、ポリペプチド鎖後方にある正荷電アミノ酸
残基によって逆方向の動きが誘起され、疎水性の不
十分なポリペプチド鎖が膜に定着する機構があるこ
とを実証することができた。この新規な機構は、これ
まで説明できなかった、複数回膜貫通膜タンパク質
に多く存在する疎水性の不十分な膜貫通領域の膜定
着を説明することが可能である。（２）タンパク質膜
透過トンネルの作用効率に関連する遺伝子を探索し
て、欠損によって疎水性配列の透過、正電荷クラスタ
の透過、シグナル配列の機能効率などに大きく影響
する遺伝子を見出してきた。なかでも特に、小胞体内

腔の Hsp70-シャペロン Kar2p の過剰発現によって、疎水性配列のみならず正電荷クラスタの透
過が大きく亢進することを発見した。また、小胞体内腔のシャペロン制御因子である J-タンパ
ク質 Scj1p の欠損により膜透過が大きく亢進することを見いだした。小胞体における合成共役
型ポリペプチド鎖膜透過が、内腔シャペロン系によって駆動されることの発見は、これまでリボ
ソームによる合成伸長が駆動要因とされてきた「共役型」透過でも、内腔 Kar2p-J タンパク質シ
ャペロン系が大きくかかわることを示し、これまでの通説を覆すものである。 
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