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研究成果の概要（和文）：膜タンパク質の細胞膜への挿入は、全ての生物に共通の重要な過程で

ある。我々は、大腸菌の膜タンパク質挿入に必須の因子として、活性を指標に内膜から MPIase 

(membrane protein integrase)を単離し、化学構造を明らかにした。その酵素様活性からの予

想に反して、MPIase はタンパク質の構造を持っておらず、3種のアミノ糖から成るユニットが

10 回程度繰返す糖鎖部とジアシルグリセロールがピロリン酸を介して結合した新しい糖脂質

であった。構造活性相関研究から、活性には糖鎖部が重要であり、糖鎖部がシャペロンとして

はたらく機構が考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：We have found a novel integration factor in the inner membrane of E. coli, 

naming it MPIase (membrane protein integrase). MPIase turned out to be a glycolipid composed of 

diacylglycerol and a glycan chain of three acetylated aminosugars linked through pyrophosphate. 

Hydrolytic removal of the lipid moiety gave a soluble product with higher integration activity than that 

of the original MPIase. This soluble form of MPIase directly interacts with a newborn membrane protein, 

maintaining its integration-competent structure, and allowing its post-translational integration into 

membranes. Thus, MPIase possesses integration-dedicated chaperone-like activity toward membrane 

proteins.  
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１．研究開始当初の背景 

膜内在性タンパク質（膜タンパク質）は、

多くの受容体、トランスポーター、チャンネ

ル、酵素を含み、生命維持に不可欠の機能を

有している。膜タンパク質は、膜中で決まっ

た構造をとって初めてその機能が発現する
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ため、その合成過程において正しく膜内に挿

入される必要がある。膜タンパク質の膜挿入

機構については未だ不明な点が多く、モデル

生物として大腸菌の膜蛋白挿入機構を理解

することは、ヒトをはじめとする高等生物の

生命現象を理解する上で非常に重要である。

連携研究者の岩手大学（研究開始当時：東京

大学）の西山らは、リポソーム上に既存のト

ランスロコンを全て再構成しても膜挿入活

性が再現できないことから、大腸菌内膜には

膜挿入反応に関わる未知の因子が存在する

と報告した。 

 

２．研究の目的 

この新因子の構造が明らかになり、純粋に

入手できるようになれば、膜タンパク質が膜

挿入する際の分子機構の詳細が解明される

ばかりでなく、正しい構造をもつ膜タンパク

質の再構成が可能になり、機能未知の膜タン

パク質の機能解析や大量発現にも貢献する

と考えた。本研究では、この新因子の構造を

決定し、膜やタンパク質との相互作用を調べ

ることで、その活性発現機構を明らかにする

ことを目的とした。 

 
３．研究の方法 

MALDI-MS、NMR などの結果から、因子の分

子量は約８千の糖脂質であると推定した。ま

ず構成糖、還元末端側ユニットの候補化合物

を合成し、天然物の分解物と比較することで、

糖鎖部の構造決定を行った。次いで、その構

造を基に部分構造を合成して基本ユニット

構造を確認した。また、酵素や化学分解によ

り膜挿入活性を有する最小構造を求めた。 

 

４．研究成果 

MPIaseの構造解析 

大腸菌内膜に存在するタンパク質うちの

一部は、生合成後にトランスロコンを介さず

に膜挿入されるため、膜の脂溶性による「自

発的挿入」であると考えられてきた。しかし、

生理的濃度のジアシルグリセロール（DAG）

により自発的挿入を完全に抑制したリポソ

ームでは膜挿入は起こらない。西山らはさら

に、トランスロコンを除去した大腸菌内膜の

抽出物をリポソームに再構成すると、膜挿入

が復活することを見出した。これらの結果は、

大腸菌の内膜には、タンパク質膜挿入に関わ

る未知の因子が存在するという可能性を示

している。そこで、我々は西山らと共同で、

膜挿入活性を指標に、各種クロマトグラフィ

ーを組み合わせることにより、大腸菌内膜か

ら新規因子を単離精製し、その機能から

MPIase (Membrane Protein Integrase）と命

名した。MPIase はトランスロコン依存性・非

依存性どちらの経路にも必須の因子であっ

た。 

大腸菌内膜から精製した MPIase を組成分

析した結果、MPIase にはアミノ酸が全く存在

しなかった。一方で、グルコサミンとともに

大量のアンモニアが検出されたことから、酸

加水分解に不安定なアミノ糖を有している

と推察した。さらに、加水分解物の GC-MS で

は大腸菌に一般的な脂肪酸やグリセロール

が観測された。これらの結果から、MPIase は

非タンパク質性の糖脂質であると推測され

た。MPIase の 1H-NMR や 13C-NMR で N-アセチル

基や脂質のピークが同定されたことからも、

糖脂質の構造が裏付けられた（図 1a）。一方、
31P-NMR を測定したところ、２本の特徴的なピ

ークを示し、ピロリン酸ジエステルの存在が

示唆された（図 1b）。一方のリン酸基に糖ア

ノマープロトンとの相関が認められたため、

このピロリン酸は糖鎖と脂質部位のリンカ

ーになっていると考えた。 
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図 1 MPIase の NMR a)1H-NMR は糖脂質構造をサポート

する。b)31P-NMR の化学シフトからピロリン酸ジエステ

ルの存在が分かる。 

 



 

 

続いて、MPIase の MALDI-TOF-MS を測定し

たところ、図 2a のように 650 または 608 と

いう質量差をもつ特徴的な繰り返しパター

ンが得られた。608 を親イオンとして MS/MS

を行うと、187, 203, 217 の３つの成分から

構成されていた（図 2b）。組成分析の結果を

踏まえると、203 は N-アセチルグルコサミン

(GlcNAc)に由来することが分かる。650 を親

イオンとする MS/MS 解析では、203 に代わっ

て 245 の成分が観測され、42 の質量差は

GlcNAc のアセチル基の修飾の有無によるも

のと推測された。NMR の積分比から約 1/3 が

アセチル化されていると見積もっている。残

る２つの成分は、N-アセチルアミノヘキソー

スとの質量数差から、そのデオキシ糖とウロ

ン酸であると予測した。NOESY でデオキシ糖

の６位と思われるメチル基と強い NOEを持つ

アミド基が存在することから、デオキシ糖と

しては 4-アセトアミドフコース(D-Fuc4NAc)

を想定し、標品を合成して GC-MSで確認した。

ウロン酸についても、数種類を合成して

GC-MS を比較し、N-アセチルマンノサミンウ

ロン酸(D-ManNAcA)と同定した。MPIase の糖

鎖は、これら３糖から成るユニットが繰り返

す構造と考えられる。図 2a で見られた不均

一性は脂質部や糖の O-アセチル基の有無の

多様性に由来するため、アルカリ処理や HF

処理をすると、より単純な 608 Da 間隔の繰

り返しパターンに変化し、繰り返し数は 9～

11 回程度であると明らかにすることができ

た。（図 2c）。次いで、糖鎖の配列と結合位置 

 

 

図 2  MPIase の MALDI-TOF-MS 分析 a) MPIase は特徴

的な繰返しパターンを示す。42 の質量差はアセチル基の

有無の多様性があることを示唆する。b) m/z 608 を親イ

オンとするMS/MS解析により３つの成分で構成されてい

ることが分かる。 c)アルカリ処理後の MPIase の

MALDI-TOF-MS。O-アセチル基と脂肪酸が除去されて単純

なパターンを示す。 

を解析した。糖鎖成分を水素化ホウ素ナトリ

ウムで還元処理してから加水分解し、GC-MS

で標品との比較分析を行い、還元末端の糖が

GlcNAc であることを決定した。二次元 NMR か

らは、Fuc4NAc と ManNAcA の結合は推定でき

たが、GlcNAc がどちらの糖に繋がっているの

かを決めることができなかった。また、

ManNAcA のアノマー位の立体も決められなか

った。そこで、推定部分構造を合成し、13C-NMR

のケミカルシフト値を天然物と比較して、３

糖ユニットは-Fuc4NAc-(1→4)--ManNAcA- 

(1→4)--GlcNAc(1→3)であると結論した。

以上の情報を総合し、MPIase の構造をを図３

のような糖脂質であると決定した。 
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図３ MPIase の構造  

 

MPIase の機能 

MPIase を酵素や化学反応により誘導体化

したものについて、Sec 因子非依存性の膜挿

入活性を調べたところ、驚いたことに、脂質

部分が無い糖鎖誘導体に天然物より強い挿

入活性が見られた。ゲルろ過の結果から、水

溶性の糖鎖部は８量体程度の大きさの複合

体を形成していることが示唆された。さらに、

この複合体が膜タンパク質を可溶化して凝

集を防いでいる可能性が考えられた。他の細

胞質内成分にも弱い凝集抑制作用はあった

が、膜挿入活性は全く観測されなかったこと

から、MPIase の作用は単なる可溶化だけでは

説明できず、膜挿入能をもつシャペロン様の

活性であると考えられる。我々は、図 4 のよ

うに、MPIase の糖鎖部が複合体を形成し、

リボゾームから翻訳されてくる合成直後の

タンパク質を捕捉し、膜に挿入できる構造に 



 

 

MPIase糖鎖部

MPIase

a

b

 

図４ 推定される挿入機構：a)糖鎖部は会合しており、

リボゾームから翻訳されてくるタンパク質を捕捉して

凝集を防ぎ、挿入可能な構造を維持する。膜にターゲッ

トする過程([  ]内)は推定。b) 天然型 MPIase も同様に

膜上で会合し、タンパク質を捕捉する機構が推定される。 

 

変換するという機構を推定している。水溶

性の糖鎖誘導体の場合は、タンパク質の受け

取り効率が上がったために高い活性を示し

たのであろう。これまでタンパク質の膜挿入

過程に非タンパク質性の有機分子が関与す

る知見はなく、膜挿入機構解明に大きな手が

かりを与えることができたと考えている。ま

た、非タンパク質性の糖脂質が酵素(integrase)

様の機能を示すことは極めて興味深く、我々

は glycolipozyme という概念を提案した。糖鎖

－タンパク質相互作用や糖鎖複合体から膜

にタンパク質が受け渡される過程など、まだ

詳細は解明できておらず、今後の課題である

と考えている。 
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