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研究成果の概要（和文）：本研究では真核細胞小胞体の膜タンパク質の膜組み込み系に関する研究を推進した。小胞体
での疎水性配列の膜組み込みがリボソームによって制御されている可能性を見出し、小胞体トランスロコンでの膜透過
が正荷電残基によって一時停止した後再開可能なことを発見し、天然のマルチスパン膜タンパク質の組み込みに低疎水
性配列の強制的膜組み込み機構が作動していることを実証し、膜コレステロールの膜透過に対する多面的効果を見出し
た。

研究成果の概要（英文）：In this project, we have addressed the protein integration through translocon on t
he endoplasmic reticulum in the eukaryotic cells and the targeting of membrane proteins to the other organ
elle. We demonstrated the follows; the membrane integration of hydrophobic sequences though translocon can
 be regulated by ribosomes. The movement of polypeptide chain is stalled by positively charged amino acid 
residues on the chain and then resumes. The forced membrane integration of marginally hydrophobic segment 
can be observed in the membrane integration of naturally occurring membrane protein. Cholesterol in the me
mbrane exerts pleiotropic effects on the translocon function. 
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１．研究開始当初の背景 
真核細胞では，タンパク質は特定のオルガネ
ラに局在化し，各オルガネラ独自の高次機能
に貢献する。これらのプロセスにはタンパク
質の膜透過や膜タンパク質の正確な膜組み
込みが必須で，細胞に備わったタンパク質輸
送因子や標的化因子が関与する。小胞体では
「トランロコン」と呼ばれるタンパク質膜透
過チャネルが，膜透過と膜組み込みの両方に
必須の役割を果たすことが明らかにされつ
つあったが、膜タンパク質の配列単位とトラ
ンスロコンサブユニットとの相互関係や，タ
ンパク質が膜脂質に移行するときのダイナ
ミクス，他のオルガネラへの標的化機構との
相互関係などは明らかではなかった。本研究
では，我々独自の研究を基盤とし『膜タンパ
ク質の小胞体トランスロコンを介した膜組
み込みと小胞体標的化回避』の全体像の解明
を目指した。 
 
２．研究の目的 
(1)小胞体トランスロコンでの膜タンパク質
の組み込みについて。小胞体トランスロコン
における膜タンパク質の膜への進入，膜貫通
部分の配向決定，膜組み込み途上でのポリペ
プチド鎖のダイナミクス，膜貫通セグメント
のアセンブリと膜環境への移行を探求した。
無細胞タンパク質膜組み込み実験系で，小胞
体のトランスロコンを通した膜透過や膜組
み込みを任意に停止・再開できる実験系を確
立し，膜透過の負荷となる正電荷アミノ酸残
基を活用してポリペプチド鎖の動きを抑制
し、駆動作用や動きの観察が可能となってい
た。ここでは，①マルチスパン膜タンパク質
の組み込みと膜環境への移行の制御，②リボ
ソームとトランスロコンの協調による膜組
み込みを明らかにすることを目的とした。 
(2)膜タンパク質の小胞体回避と膜組み込み
機構。疎水性膜貫通セグメントをもつ膜タン
パク質は，疎水性配列をシグナルとする機構
によって小胞体へ標的化される。一方，ペル
オキシソームやミトコンドリアの膜タンパ
ク質は疎水性セグメントを有するにもかか
わらず，この強力な機構を回避し，合成後に
オルガネラへ標的化される。すなわち，小胞
体への標的化以前に何らかの仕分けが存在
すると考えられた。我々はマルチスパン膜タ
ンパク質でありながら特定のアイソフォー
ムがペルオキシソームやミトコンドリアに
局在する ABC 輸送体を取り上げ，小胞体回
避機構を調べ、ミトコンドリア ABC 輸送体
（B10アイソフォーム）のシグナル配列が小
胞体回避機能を有すること，ペルオキシソー
ムの D3アイソフォーム（PMP70）のアミノ
末端 12 残基（N12-モチーフ）が強力な小胞
体回避機能をもつことを発見していた。本研
究では，N12-モチーフの作用機構に焦点をあ
て，結合因子の分離同定と N12モチーフの作
用で抑制される小胞体標的化機構の素過程
を探求した。 

(3)トランスロコンでのポリペプチド鎖のダ
イナミクスについて。小胞体トランスロコン
でのポリペプチド鎖の動きに対する，疎水性
及び荷電残基の作用，リボソームの寄与を解
析し，トランスロコンにおけるポリペプチド
鎖の動態制御に関する情報を集めることを
めざした。①正電荷による透過制御の分子機
構と，②ポリペプチド鎖の透過抑制ではじめ
て観察可能となった新しい膜透過の素過程
の生化学解析に重点をおいた。 
 
３．研究の方法 
(1)小胞体トランスロコンでの膜タンパク質
の組み込みについて。高効率膜透過活性を有
する精製粗面小胞体を添加した無細胞タン
パク質合成系を用い、系統的にデザインした
ポリペプチド鎖の膜透過挙動を精査した。膜
上での存在状態は、小胞体内腔で起きるオリ
ゴ糖鎖の付加、膜外部からのタンパク質分解
酵素処理、膜外部からの高分子量化合物との
反応状況を指標として解析した。ポリペプチ
ド鎖の伸長直後から、経時的な状況変化を追
跡する際には、伸長を阻害剤で停止させた後、
状態変化を追跡した。 
 
４．研究成果 
(1)小胞体トランスロコンでの膜タンパク質
の組み込みについて。 
①粗面小胞体でのポリペプチド鎖の膜透過
の際、内腔において付加する糖鎖はポリペプ
チド鎖の留め置き要因として作用し、内腔へ
の動きを駆動することを明らかにした
(Yamagishiら 2011)。特に、疎水性セグメント
近傍への糖鎖付加は、その部分が膜に留まる
か、透過してしまうかを決定する膜トポロジ
ー決定要因としても作用することを示唆し
た。 
②ポリペプチド鎖の小胞体膜透過において、
ポリペプチド鎖に存在する正荷電アミノ酸
残基が透過抑制作用を持ち、動きを一時停止
させることを明らかにした。さらに、一時停
止後緩やかに動き得ること、その動き抑制作
用は静電的相互作用によっていること、動き
停止作用は膜透過チャネル入り口部分で発
揮されていることなどを明らかにした(Fujita
ら 2011)。 
③小胞体トランスロコンでの膜透過におい
て、中程度疎水性セグメントが一時停止する
ものの、カルボキシル末端がリボソームに保
持されているときに限って、停止後に内腔側
へ動きうることを発見した。リボソームがト
ランスロコンに対して影響を及ぼし、機能を
制御していること、および膜タンパク質の膜
組み込みをリボソームが制御することを示
した(Onishiら 2013)。 
④小胞体トランスロコンでポリペプチド鎖
のアミノ末端側上流を膜透過に導くシグナ
ル配列（Ⅰ型シグナルアンカー配列）の発揮
する駆動作用を定量的に見積もることに成
功し、赤血球マルチスパン膜タンパク質（バ



ンド 3タンパク質）の膜組み込みに内在性Ⅰ
型シグナルアンカーが貢献していることを
証明した(Yabukiら 2013)。 
⑤無細胞タンパク質膜透過実験系を整備す
る過程において、膜結合リボソームから終止
コドンによるポリペプチド鎖の解離のため
には終止コドン下流に塩基配列の延長が必
要なこと(Takahara ら 2013)、膜透過反応が膜
のコレステロールによって多面的に影響を
受けること(Yamamoto ら 2012)、フォスファ
チジルセリン結合タンパク質によって膜透
過が抑制されること(Yamamoto ら 2013)など
を明らかにした。 
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