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序論

(1)シグナル仮説とタンパク質膜挿入・膜透過因子の普遍性

生物を構成する韮本単位である細胞は、生体膜に包まれている。細胞質と外界とを隔て

る生体膜は約 10nmの厚みをもち、主にリン脂質による脂質二重層とタンパク質からな

る。タンパク質は膜横断的な物質輸送やシグナル伝逹、代謝反応など生命活動のプログラ

ムに重要な役割を担っている。脂質二重層に埋め込まれるように局在している膜タンパク

質や、真核細胞の細胞小器官に局在するタンパク質、さらに細胞外など生体膜を越えて局

在する分泌タンパク質は細胞質で合成された後に、それぞれ機能する場所へと局在する必

要がある。また、タンパク質が機能を発現するためには自身が機能するべき場所に正しく

輸送された後、折り覺まれて三次構造を獲得し、時に別のタンパク質と相互作用してより

大きな複合体となる必要もある。生体膜ではイオン等の低分子の出入りすらも厳密に制御

されているため、膜タンパク質を生体膜まで輸送し、膜に組み込む「タンパク質膜挿人シ

ステム」や生体膜を越えて分泌タンパク質を輸送する「タンパク質膜透過システム」が必

須となる。こうしたタンパク質膜挿人・膜透過の分子機構の解明は細胞生物学上の最も重

要な課題の一つと位置付けられ、これまで多く研究されてきた。

タンパク質膜挿人に関する研究に先立ち、分泌タンパク質の膜透過に関する研究が多く

進められた。分泌タンパク質が細胞外のあるべき場所に局在するためには、新たに合成さ

れたタンパク質が分泌タンパク質かそうでないかを細胞が判別する必要がある。 1975年、

分泌タンパク質の輸送を説明する「シグナル仮説」がBlobelらによって提唱された 1。こ

の仮説は、分泌タンパク質は N 末端に 20~40 アミノ酸からなる延長配列（シグナル配列）

が付加された前駆体タンパク質として合成され， この配列が前駆体タンパク質の目的地へ

の輸送の荷札となるというものである。分泌タンパク質の合成が開始され、シグナル配列

がリボソームから露出すると、シグナル配列の疎水性領域が RNAータンパク質複合体 SRP

(Signal Recognition Particle)に認識され、膜上の SRP受容体 (SR)を介して小胞体膜
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上へと導かれる 2-4。その後、膜透過チャネル Secトランスロコン上で翻訳と共役して膜透

過が進行し、膜上に存在するシグナルペプチダーゼによってシグナル配列が切断されて成

熟体となる 5。SRPやSR、Secトランスロコン（原核生物では SecYEG、真核生物では

Sec61複合体）は真核生物・原核生物問わずすべての生物に存在している 6,7。さらにタン

パク質の膜挿人についても、 SRP/SRが合成途中の膜タンパク質の新生鎖を認識して膜に

導き、膜透過チャネルにおいて膜挿入が進行することが判明している凡膜挿入反応にお

いては、タンパク質性因子YidCも関与している四大腸菌の生育に必須である YidCも細

菌から高等生物に至るまで広い範囲で保存されており、バクテリア由来のオルガネラと考

えられているミトコンドリアや葉緑体の OxalやAlb3は、それぞれYidCのホモログであ

る見これらのことから、タンパク質の膜透過・膜挿人反応があらゆる生物に保存されて

いる重要な機構であることがわかる。

(2)タンパク質の膜挿入経路

グラム陰性細菌の大腸菌はモデル生物として様々な研究に用いられてきており、タンパ

ク質の膜挿入機構の研究においても古くから用いられてきた。大腸菌の細胞表層には内膜

と外膜の二つの生体膜があり、内膜と外膜の間には親水的なペリプラズム領域が存在す

る。細胞質で合成された膜タンパク質の内膜への輸送には SRP/SRが関与する％膜タン

パク質は疎水性の高い膜貫通領域をもっており、合成されてすぐにこの部分と SRPが相互

作用できないと細胞質内で凝集してしまう。この凝集を防ぐため、膜タンパク質は翻訳と

共役して膜挿人する 11。SRPと結合した合成途中の膜タンパク質新生鎖は SRを介して内

膜上に輸送される。その後、膜タンパク質の新生鎖は SecYEGトランスロコン上で膜挿入

反応が進行する (Sec依存膜挿入経路：図 1-1A) s.11,12。またペリプラズム側に親水性領域

をもつ膜タンパク質の場合は、親水性領域の膜透過に ATPase活性を持つモータータンパ

ク質 SecAが必要となる (SecYEG/SecA依存膜挿人経路：図 1-1B) 13,14。一方で分子量の
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小さい膜タンパク質や膜貫通領域を C末端のみにもつ膜タンパク質の場合は、 SRPと膜貫

通領域とが相互作用する前に合成が終了してしまう。そのため、このような膜タンパク質

の膜挿人は SRP/SRや SecYEGには依存しない (Sec非依存膜挿人経路：図 1-1C)。Sec

非依存経路で膜挿入する膜タンパク質は他の因子を必要とせず、自発的に膜挿入すると考

えられてきた 15-170

(3)タンパク質の自発的膜挿入と YidC

大腸菌における Sec非依存の膜挿入反応は、 C末端のみに膜貫通領域をもつ Pf3ファー

ジのコートタンパク質である Pf3coatや、 M13ファージの主要コートタンパク質の前駆体

である M13procoatを用いて解析が行われた。 Pf3coatやM13procoatは大腸菌のリン脂

質のみで調製したリポソームに膜挿入することから、膜貫通領域とリン脂質の疎水的相互

作用により自発的に膜挿人すると考えられてきた 15-17。しかし YidCを枯渇させた株で、

Pf3 coatやM13procoatの膜挿人反応が阻害されたことから、 Sec非依存経路において

YidCが膜挿入反応を触媒している可能性が示唆された（図 1-1C)四ファージ由来の膜夕

ンパク質だけでなく、 F。F1-ATPaseのcサブユニット (Foe)や、シトクロームオキシダー

ゼのサブユニットの 1つである CyoAなどの膜タンパク質も YidCにより膜挿人すること

が明らかとなった。 YidCのミトコンドリアホモログである Oxalも、 F。Fi-ATPaseやシト

クロム cオキシダーゼの複数のサブユニットの膜挿人に必要である 18。さらにリポソーム

にYidCを組み込むことで Pf3coatやM13procoatの膜挿人反応が進行するという結果も

確認され、 YidCはSec非依存の膜挿人反応を触媒する酵素 "insertase"であると提唱され

た19。また YidCは、 Sec依存で膜挿入するタンパク質を膜内で適切にフォールディングさ

せる分子シャペロンとしても機能する（図 I-1 A,B) 20-22。一方で、 YidC欠損株においても

膜挿入が進行する膜タンパク質も報告されており 19、Sec非依存経路における膜挿入の分

子機構については不明な点が多く残っていた。
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(4)ジアシルグリセロール (DAG)による自発的膜挿入の抑制

タンパク質膜挿人反応を試験管内で再構築する invitro再構成実験は、膜挿人反応の分

子機構を詳細に解析する有効な手段として用いられてきた。 SecYEGおよびSRP/SRに依

存して膜挿人するマンニトールパーミアーゼ (MtlA)は、 SecYEGを含まないリポソーム

に自発的に膜挿人することが確認された巳細胞内ではこのような無秩序な自発的膜挿人

は起こりえないため、膜タンパク質が本来どの因子に依存して膜挿入するのかを調べるた

めには、自発的膜挿人を排除した条件で解析を進める必要がある。生体膜には、自発的膜

挿入反応を抑制する仕組みが備わっていると考えられ、自発的膜挿入の抑制に関わる因子

の検索が進められた。その結果、生体膜の構成成分の一つである DAGを生理的濃度（リ

ン脂質の重量比~5%程度）で加えると MtlA の自発的膜挿人が完全に抑制されることが判

明した 23,24。さらに、 Sec非依存的に膜挿入する Pf3coatや M13procoatのみならず、膜

挿人に膜電位を必要とせずYidCにも依存しない Pf3coatの変異体3L-Pf3 coat (Pf3 coat 

の膜貫通部位にロイシン残拮が 3つ挿人されたタンパク質）の自発的膜挿人も DAGによ

り完全に抑制された 24。最近の研究では、 DAGはリン脂質間の隙間に人り込むことで、

脂質二重層のパッキングを密にし、膜脂質が横方向に拡散するのが抑えられることも判明

している 25。こうした DAGの特性により膜タンパク質の自発的膜挿人が阻止されている

と考えられる。 DAGの発見により、自発的膜挿入を完全に抑制した、細胞内により近い

条件下でタンパク質の膜挿入反応が解析できるようになった。

(5)「糖脂質酵素」 MPlase

(5-1) MPlaseの発見と機能

DAGにより自発的膜挿人を完全に抑制した条件下では、 MtlAだけでなく M13procoat 

も膜挿入しなかったため、従来自発的に膜挿入すると考えられてきたタンパク質も膜挿入

因子に依存して膜挿人することが強く示唆された叫 SecYEGやYidC等の既知の因子を
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再構成したプロテオリポソームでも膜挿入活性は検出されなかったため、新たな膜挿入因

子が存在することが明らかとなった凡この因子の探索が進められ、 SDS-PAGE上で分子

量約 7kDaの因子が同定された。この因子と DAGをリポソームに組み込んで行った in

vitro再構成実験では、 Sec依存で膜挿人する MtlAだけではなく、 Sec非依存性の M13

procatの膜挿人も観察された。これらのことから、この因子は Sec依存性／非依存性に関

わらずタンパク質の膜挿入全般に必須の囚子であることが示された巴膜挿入反応液中の

基質タンパク質量を増加させた条件下では、膜挿人した韮質タンパク質量は因子量よりも

多かったため、この膜挿入因子は複数回の膜挿入サイクルを進行させ得ることが示された

26。すなわちこの因子は酵素様の作用によりタンパク質膜挿入反応を触媒すると言える。

そのため、この因子は MPlase(翌embraneどrotein!ntegr竺~)と名付けられた 23,26,27 0 

(5-2) M Plaseの構造と機能解析

MPiaseをプロテアーゼ消化すると膜挿入活性を喪失したことから、当初 MPiaseはタ

ンパク質性であると予想された。構造解析の結果、予想に反して MPiaseが複合糖脂質で

あることが判明した見さらに、 NMR分析、 MS分析、部分化学合成標品を用いた解析か

ら、 MPiaseは4-acetamido-4-deoxyfucose(Fuc4NAc)、2-acetamido-2-deoxymannuronic

acid (ManNAcA)、N-acetyl-glucosamine(GlcNAc)からなる三糖ユニットが約 10回繰り

返された糖鎖がピロリン酸を介して DAGに結合する構造（図 I-2)をとることが示され

た。 MPiaseをピロリン酸の中央で切断し、可溶性の糖鎖の状態にした MPiase誘導体

(PP-MPiase)を用いたゲル濾過解析から、 MPiaseはオリゴマーを形成していることが明

らかになった。 MPiaseの構造はグラム陰性細菌の外膜構成囚子ECA(Enterobacterial 

Common Antigen) 28 に類似している 27 。 MPiase の三糖ユニットが 9~11 回の繰り返しで

あるのに対し、 ECA の三糖ユニットは 18~55 と非常に長く不均ーである 27。また

MPiaseの糖鎖はピロリン酸を介して DAGに結合しているのに対し、 ECAの糖鎖はモノ
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リン酸を介して DAGに結合している。 ECAには膜挿入活性が無かったことから、

MPiaseの糖鎖の長さが活性に重要である冗膜挿人反応における MPiaseの機能と構造と

の関係を解明するため、 MPiase誘導体や化学合成した mini-MPiase (三糖ユニットを一つ

だけ有する）を用いて構造活性相関が調べられている。 MPiaseの三糖ユニットを構成す

る糖はすべて Nーアセチル基を有している上、 GlcNAcの約 30%の6-0Hはアセチル化さ

れており、 MPiase上には多量のアセチル韮が存在する。 MPiaseのアセチル韮が韮質タン

パク質の疎水的領域と相互作用して、韮質タンパク質が可溶化される 27,29。すなわち、

MPiaseの糖鎖には基質タンパク質の凝集を防ぐ分子シャペロン様の作用がある。ひアセ

チル基を除去すると、 MPiaseは失活するため、この残基は MPiaseの機能に必須である

29。さらに、プロテアーゼ消化で Nーアセチル韮が切断された可能性が高く、この残韮も機

能に必須であると考えられる。一方、糖鎖長が短くなると膜挿人活性の低下が観察され、

ある程度の糖鎖の長さが韮質タンパク質の凝集防止に必須であることが示された叫これ

らの解析の結果、 Sec非依存経路において MPiaseが膜挿入反応を触媒する機構のモデル

予想図が提唱された（図 I-3)。膜上でMPiaseはオリゴマーを形成し、その糖鎖部分によ

り韮質膜タンパク質と直接相互作用して基質を可溶化して膜挿入可能な構造を維持する。

この MPiase基質タンパク質の構造変化により韮質タンパク質を脂質二重層の中に挿人さ

せる。その後タンパク質の膜挿入が完了するが、このときに YidCが関与しているかもし

れない。膜挿人後に基質から解離した MPiaseは次の拮質の膜挿人反応に取りかかる。こ

のように、 MPiaseは糖脂質でありながらタンパク質の膜挿人反応を触媒する酵素様の性

質を示すことから「糖脂質酵素 (glycolipozyme)」という概念が提唱されている叫

(5-3) M Plaseの生合成遺伝子の同定

抗MPlase抗体を用いたイムノブロッティングにより MPlaseの細胞内局在を調べたと

ころ、 MPiaseは内膜に局在することが示された。 ECA欠損株の内膜画分でも MPiaseが
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検出されたことから、 MPlaseの生合成経路は ECAとは異なるものと想定された尻実

際、 ECA生合成に関与する因子群のどれを欠損させても MPiase発現量に影曹はなく、

MPiaseがECAとは独立した経路で生合成されることが示された呪 MPiase生合成酵素

の探索の結果、 MPiase生合成の第一段階を触媒する酵素として CdsAおよびそのホモロ

グYnbBが同定されている叫 CdsAはリン脂質生合成中間体である CDP-DAGの生合成

酵素として知られており菌の生育に必須である叫 CdsA過剰発現株では MPlase発現量の

増加が観察されたことに加え、 CdsA枯渇株では MPiase量の大幅な減少が観察された。

このことから、 CdsAがMPlase生合成反応における律速段階であることが明らかとなっ

た叫 CdsA/YnbB枯渇株を用いた invivo解析では M13procoatの膜挿人が完全に阻害さ

れることが観察されたことから、 MPlaseはinvivoにおいてもタンパク質膜挿人反応に必

須の因子であることが証明された叫

(6)膜挿入反応における MPlaseとYidCの関係

YidCはSec非依存性のタンパク質膜挿人を触媒する "insertase"であると考えられてい

た9,33。しかし自発的膜挿入を抑制した invfrro再構成系では、 YidCに依存して膜挿入す

るとされてきた M13procoatやPf3coatはYidC単独では膜挿人せず、 MPiaseが必須で

あった竺これらのことから Sec非依存性膜挿入経路では、 YidCではなく MPlaseが膜挿

人酵素として働いている可能性が示唆された。しかしこのような Sec非依存性膜挿入反応

の解析では報告により異なる結果が多く示されており、 MPiaseとYidCとの関係やそれぞ

れの機能等についての統一的な理解には至っていなかった。例として、第 1章で韮質とし

て用いている大腸菌F。e(Ee-Foe)はSee非依存性であり、 YidCに依存して膜挿入すると

考えられてきた 34,35。その報告をもとに YidC欠損株から調製した大腸菌内膜の反転膜小

胞 (INV)を用いた解析では、野生株の INVと比較して Ee-Foeの膜挿入活性の低下が観察

された 35。同様に MPiase枯渇株の INVでも解析を行うと、この場合でも野生株の INV
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と比較して膜挿入活性は大幅に低下した。これらの結果は、 Ee-Foeの膜挿入反応には

MPiaseとYidCの両方が関与していることを示している。第 1章では、 invitro再構成系

を用いて See非依存性膜挿人反応におけるこのような矛盾点を解決し、 MPiaseおよび

YidCそれぞれの機能や両因子の機能的相互作用についての検証を行った。また第 2章で

は、膜挿人反応からその後の高次構造形成にかけてまでの過程における YidCの関与につ

いての解析を行った。

(7) SecYEG依存性タンパク質膜透過

MPiaseはSec依存性の分泌タンパク質pOmpAの膜透過も促進することが判明してい

る叫大腸菌のペリプラズム領域や外膜で働く分泌タンパク質の多くは、細胞質で合成後

に内膜上の SecYEGトランスロコンを介して膜透過する。 SecYEG上での膜透過反応は

ATPase活性をもつ SecAのATP加水分解エネルギーより駆動される（図 1-B)旦生化学

的な解析により、 SecAは以下に示す作用機序により膜透過反応を駆動すると考えられてい

る。 SecAはSecYEG上で基質タンパク質と結合すると構造変化を起こし、基質タンパク

質と共に SecYEG内部に深く挿入する。その後、 ATP加水分解により構造が変化し、韮質

タンパク質を内部に残したまま SecAだけが離脱する。この繰り返しにより、膜透過反応

を駆動すると考えられている 36,37。また SecYEGの構成囚子 SecGは膜透過反応に伴い膜

内配向性が反転するという性質をもつことが明らかになっており、この反転により SecA

サイクルが円滑に作動し、その結果膜透過活性が促進されると考えられている叫 invi'tro 

実験系により、膜透過反応における MPiaseの機能が解析された結果、 SecYEGのみを含

むリポソームと比較して、 MPlase存在下では膜透過効率が約 10倍上昇することが判明し

ている呪これらのことから、 MPiaseがタンパク質の膜透過にも関与しており、 SecYEG

と何らかの接点を持つことが予想された。さらに解析が進められ、 SecGの反転は MPlase

が存在している場合でのみ起きることが解明されている呪このことから MPiaseによる
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膜透過反応の促進の理由は、 MPlaseがSecYEGと相互作用すると SecGの反転が可能に

なるためであることが示された。実際に MPiase存在下では、 SecYEGの2量体は SecE

を接触面とした "back-to-back"構造ではなく、 SecGを接触面近傍に配置した "side-by-

side"構造を取ることも分かっており（図 1-4右図） 38、MPiaseがSecYEGの構造変化に

影響を及ぼし、膜透過反応を促進させることが証明されている。

(8) TatABC依存性タンパク質膜透過

1998年、 Long-Fei-Wuらにより SecYEGトランスロコンに依存しない膜透過反応が報

告された叫その後の遺伝学的な解析により、この膜透過反応は TatA、TatB、TatCから

構成される TatABCトランスロコン上で進行することが明らかとなった叫この機構で膜

透過が進行する基質タンパク質は、 Sec依存の膜透過と同様に N末端にシグナル配列を有

する前駆体として合成される。 TAT経路におけるシグナル配列は Sec経路のものと比べ

て、長く、疎水度が低い 40-42。また、シグナル配列の N末端側には、 TAT経路のシグナ

ル配列に特徴的なコンセンサス配列である "S-R-R-x-F-L-K"が保存されている凡コン

センサス配列内の連続したアルギニン残基 (RR残基）をリジン残韮に置換すると膜透過反

応は全く進行しなくなる 43,44。このように、シグナル配列に特徴的な連続したアルギニン

残韮をもつことからこの膜透過経路は TAT(Twin-Arginine Translocation)膜透過と命名

されている。 TAT膜透過反応はプロトン駆動力をエネルギー源として進行する 45。また、

TAT膜透過反応では Sec膜透過反応とは異なり、分泌タンパク質前駆体が細胞質内で合成

後、折り畳まれ、その構造を維持したまま膜透過する 39。その後膜上のシグナルペプチダ

ーゼによりシグナル配列が切断され、成熟体タンパク質となり、ペリプラズム空間へと放

出される。 TAT経路によって膜透過される韮質タンパク質の多くは、活性の発現に必要な

補酵素と細胞質内で結合した後 39、あるいは、複合体を形成した後 46に膜透過される。

TAT基質の中には一部補酵素との結合を必要としないものや単量体で機能を発揮するタン
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パク質もあるが、その多くは合成後の折りたたみの速度が早いものが多い 47,48。また、膜

透過完了後は、 Sec基質と同様にシグナルペプチダーゼによりシグナル配列が切断され、

成熟体タンパク質となってその機能を発揮する。このような詳細な反応機構や必須因子の

機能解析がなされているにもかかわらず、 TAT膜透過反応の試験管内再構成が成功したと

いう報告は未だにない。このことは TAT膜透過反応におけるさらなる必須因子の存在を

示唆している。本論文第3章では、 TAT膜透過反応の再構成系の構築を目的とし、糖脂質

MPiaseのTAT膜透過反応への関与についての検証を行った。
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YidC 

c
 
， 

図1-1 タンパク質の膜挿入経路。

(A) Sec依存膜挿入経路。 (B)SecYEG/SecA依存膜挿入経路。 (C)Sec非依存膜挿入経

路。黒い線は基質タンパク質を表す。
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図1-2 MPlaseの構造。

n は 9~11 の整数。 Rl は C16 あるいは C1s の脂肪酸を表す。 R打ま水素原子またはアセチル

基を表す。 "Fuc4NAc"は4-アセトアミド 4デオキシフコース、 "ManNAcA"はN-アセチ

ルマンノサミンウロン酸、 "GlcNAc"はNアセチルグルコサミンを示す。
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図 1-3 Sec非依存型膜挿入反応における MPlaseの作用モデル。

韮質タンパク質は、膜上で複合体を形成した MPlaseの糖鎖部分と相互作用して膜挿入さ

れる。 MPiase非存在下では基質タンパク質は凝集するため (i)、MPiaseは韮質タンパ

ク質の凝集を防ぐ分子シャペロン様の性質を示す (ii)。MPlaseのこの性質は、糖鎖部分

が短い場合 (mini-MPlase-3)では十分に発揮されない (iii)。
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TM1 
SecG 

'back-to-back' 

(-MPlase) 

'side-by'.-side' 

(+MPlase) 

図1-4 MPlaseにより、 SecYEG2量体の構造は変化する。

SecG 
60C 

（左図） MPiase非存在下においては、 SecYEG2量体は SecEを接触面とした "back-to-

back"構造を形成する。（右図） MPiase存在下では、 SecGを接触面近傍に配置した "side-

by-side"構造に変化する。
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こク

TAT基灯

図 1-5 SecYEG依存膜透過反応と TatABC膜透過反応のモデル図。

（上図） SecYEG依存性膜透過反応。（下図） TatABC依存性膜透過反応。 Sec依存性膜透過

反応では、 MPiaseも関与する。 "RR"はTAT韮質のシグナル配列に存在する 2個の連続

したアルギニン残基を、 "PMF"はプロトン駆動力 (ProtonMotive Force)を示す。
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第 1章 大腸菌 F。F1-ATPaseの Cサブユニット (Ec-F。c)の膜挿入機構の解明

1-1. 序論

ATP合成酵素 F。F1-ATPaseは、ほとんど全ての生物がATP合成に用いている酵素であ

り、生体膜の内側と外側のプロトン濃度勾配と膜電位から成るプロトン駆動力を用いて

ADPとリン酸から ATPを合成する。凡F1-ATPaseは細胞質側に露出した E触媒ドメイン

と、膜内在性の凡部位の 2つの回転分子モーターからなる（図 1-1)。バクテリアのい部

位は 5種類のサブユニット (a、/3、y、6、d、F。部位は 3種類のサブユニット (a、

b 、 c) からなる。大腸薗凡部位には、 Foa や Fob が 1~2 個であるのに対し Foe は 9~12

個存在し、リング構造を形成する見プロトン駆動力をエネルギーとした恥部位の回転に

連動して E部位が回転することでATPが合成される 49,50。F。部位は膜内在性であるた

め、 E部位と比較して研究があまり進んでいない。

大腸菌 Foe(Ee-Foe)は、図 1-2のような N末端側と C末端側がペリプラズム側に露出

した二回膜貫通型の構造を取る叫 Ee-Foeは約 10kDaの小さいタンパク質であり、 See非

依存経路で膜挿入する 34,35。YidC欠損株から調製した反転膜小胞（△YidC INV)に対して

Ee-Foeは膜挿入しないことから、 Ee-Foeの膜挿人は YidCに依存すると考えられてきた

35。しかしながら、膜挿入囚子を一切含まないリポソームに対しても Ee-Foeが自発的に膜

挿人するという報告 52や、この自発的膜挿人は DAGでは抑制されないという報告 52もあ

る。このように、 Ee-Foeの膜挿人の再構成実験では invivo実験系や INVを用いた解析と

は矛盾する結果が多く報告されている。そのため、 Ee-Foeの膜挿人の分子機構は不明のま

まであった。本研究では、生体内での膜挿入反応を忠実に再現した invitro再構成系を構

築し、この系を用いて Ee-Foeの膜挿人機構を詳細に解明することを目的とした。
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図1-1 ATP合成酵素 F。Fi-ATPaseの構図。

F。部位は膜挿入されており、凡部位は細胞質側に露出している。黒い線で囲んだ部分が、

Foe の 9~12 量体が形成するリング構造である。 PDB "Molecule of the Month"より抜

粋・改変した。
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図1-2 Ec-F。C単量体の構造。
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N末端と C末端はペリプラズム側に露出している。 Ee-Foeの膜貫通領域間がほとんど膜に

埋もれており、プロテイナーゼ K(PK)による消化を受けない。
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1-2. 材料と方法

① 材料

INV (大腸菌内膜の反転膜小胞）は野生株大腸菌MC4100株汽 YidC欠損株JS7131株

9、MPiase枯渇株KS23/pAra-CdsA株 31から報告されている方法24,54に倣って調製した。

Ee-Faeのinvitro合成用のプラスミドは、 T7プロモーター支配下に uncE遺伝子を繋げて

発現プラスミドを作製した。オリゴヌクレオチド (5'-

AAA TTT AAA CAT A TGGAAAACCTGAA T ATGGA TC-3' および5'-

TT AA TTCCCGGGTT ACGCGACAGCGAACA TCA-3')は、 IntegratedDNA 

T eehnologiesより購人した。 PCRで uncE遺伝子を増輻し、この PCR産物を pIVEX2.3-

MCSベクター（ロシュ・ダイアグノスティックス株式会社）の Ndel/Smalサイトにクロ

ーニングした。 3L-Pf3eoatのinvitro合成用のプラスミドはAndreasKuhn先生

(Hohenheim大学）より供与された。 MPiase26、YidCふ＂の精製は、報告されている方法に倣

って行った。 PA(1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glyeero-3-phosphate)、PE(1-palmitoyl-2-

oleoyl-sn-glyeero-3-phosphoethanolamine)、PG(1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glyeero-3-

phospho-(1'-rac-glyeerol))、DAG(1-2-dioleoyl-sn-glyeerol)、LPG(1-oleoyl-2-hydroxy-

sn-glyeero-3-phospho-(1'-rac-glyeerol))はAvantiPolar Lipids, lne. より購人した。 CLと

G3PはSigmaより購入した。 [3ssJメチオニンと [3ssJシステインの混合液 (43.5

TBq/mmol) 「EXPRE35笠 SProtein Labeling Mix」は株式会社パーキンエルマー・ジャパ

ンより購人し、韮質タンパク質の RI標識に使用した。プロテイナーゼK(PK)はロシ

ュ・ダイアグノスティックス株式会社より購人した。 invitroタンパク質合成は、東京大学

大学院新領域創成科学研究科の上川卓也先生から供与された無細胞タンパク質合成キット

Pure system56を用いて行った。

② リン脂質の抽出
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リン脂質抽出は、報告されている方法 57に倣って以下のように行った。大腸菌 MC4100

株を野生株として大量培養・集菌後、菌をビーカーに人れて酸化しないよう N2ガスで満

たし、 3: 2 (v/v)のヘキサン/2-プロパノールで 1.5時間抽出し、 3,QQQX gで5分間遠心

分離後に上清のみを回収した。エバポレーターで溶媒を揮発させた後、残留物をクロロホ

ルムで洗い、 1,5QQX gで 10分間遠心して上清のみを回収した後、エバポレーターで再び

溶媒を揮発させた。残留物を 9:1のクロロホルム／メタノールで溶解させ、 2mM2ーメル

カプトエタノール含有アセトンで 3時間抽出した。 1,5QQX gで 15分間遠心して沈殿のみ

回収後、 2mM2ーメルカプトエタノール合有アセトンで洗浄した。さらに 1,5QQX gで 15

分間遠心して沈殿を回収し、 2mM2ーメルカプトエタノール含有ジエチルエーテルに溶解

させた。 1,5QQX gで 15分間遠心して上清を回収し、エバポレーターでジエチルエーテル

を揮発させ、最後に BufferA (50 mM  Hepes-KOH, pH 7.6, 1 mM  DTT)に懸濁してリポ

ソーム調製に用いた兄

③ リポソームの調製

リン脂質はそれぞれ溶媒に溶けているため、 N2ガスで溶媒をある程度揮発させた後、真

空状態で遠心して溶媒を完全に揮発させた。乾燥後、 10mg/mlになるように BufferAに

懸濁し、超音波処理してリポソームを調製した。 DAG含有リポソームを調製するとき

は、溶媒中でDAGを5%加えた後、同様に調製した。 MPiaseはSol.C溶媒（クロロホル

ム：エタノール：水=3: 7 : 4)に溶けているため、リン脂質や DAGを同じく Sol.C溶媒

に懸濁した後、 2つの溶液を混合して MPiase含有リポソームを調製した。 YidC含有プロ

テオリポソームは報告されている方法に従って調製した汽このとき、 YidC含有プロテオ

リポソームを DAGおよびMPiase含有リポソームと混合し、 5回の凍結融解および超音

波処理を行って融合させた。
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④ MPlase枯渇 INVの調製

MPiase枯渇INVはcdsA/ynbB遺伝子欠損株 (KS23/pAra-CdsA株） 31から調製した。

0.2%アラビノース添加培地で培養した株(+MPiase株）とアラビノース非添加培地で培

養した株（△MPiase株）それぞれから報告されている方法に倣って INVを調製した王

⑤ タンパク質膜挿入活性測定

in vitroタンパク質膜挿人活性測定は、報告されている方法 58に倣って以下のように行っ

た。 Ee-Foeおよび3L-Pf3coatタンパク質の合成は、 INVまたは（プロテオ）リポソーム

存在下で Puresystemを用いて行った 26,27。反応溶液20μl中に [3ssJメチオニン、プラ

スミド DNA、リポソームまたは INVを混合し、 37℃で 30分間保温して基質タンパク質

のRIラベル合成と膜挿入反応を行った。ただしリポソームは反応開始時に、 INVは反応

開始5分後に反応系に加えた。反応終了後、溶液の一部 (-PK用： 3μl)にはすぐに 10%

(w/v) トリクロロ酢酸 (TCA)を3μl添加し、 5分以上氷上に放置、拮質タンパク質を沈

殿させた。溶液の残り (+PK用： 15μ1)は、等量の 1mg/mlプロテイナーゼK(PK)を

加え、 25℃で 20分間保温した。終濃度5%となるように TCAを添加後、 PKを完全に失

活させるために 56℃で 5分間保温した。その後5分以上氷上に放置し、韮質タンパク質を

沈殿させた。 PK処理サンプル／未処理サンプル共に 15,QQQX gで5分間遠心分離を行い、

沈殿を回収した後アセトンで洗浄した。さらに 15,QQQX gで5分間遠心分離して沈殿を回

収した。必要に応じて、 Puresystemによる合成反応の開始前または PK処理前に 1.5%の

OGを添加した。乾燥した沈殿をローディング緩衝液 (2.5%(w/v) SDS、25%(v/v)グ

リセロール、 25mMリン酸ナトリウム緩衝液 pH7.2、2.5%(v/v) 2ーメルカプトエタノー

ル、 0.0125%(w/v)ブロモフェノールブルー）に溶解させ、 95℃で 5分間加熱した後

SDS-PAGE で分離した。 SDS—ゲルは 6M 尿素を含む 12.5%アクリルアミド/0.27% N,N-

ビスメチレンアクリルアミドを用いて作製した冗電気泳動後、ゲルを 10%(w/v)酢酸
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で固定し、乾燥させ、 RI標識した韮質タンパク質のバンドを Phosphorimager(GE 

Healthcare)で検出し、 ImageQuant (GE Healthcare)で定量した。 PK未処理時の基質量

に対する PKで消化されなかった韮質量の割合を計算し、膜挿人活性とした。

⑥ その他

INV調製後のタンパク質定量は、ウシ血清アルブミンを標準サンプルとして報告されて

いる Lowry法 60に倣って行った。リン脂質の分析は TLCにより報告されている方法 26に

倣って以下のように行った。 Sol.C (クロロホルム：エタノール：水=3: 7 : 4)を移動相

として、アニスアルデヒド硫酸で染色した。また、イムノブロッティングによる MPiase

の検出は報告されている方法 27に倣って行った。
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1-3. 結果

(1)自発的膜挿入を抑制する DAGを含むリポソームを用いた Ec-F。Cの膜挿入解析

タンパク質の自発的膜挿人を抑制することが知られている DAG存在下でも Ee-Foeの膜

挿人反応が抑制されないとする過去の報告 52を確認するため、様々な DAG含有量のリポ

ソームを調製した。これらのリポソーム存在下で無細胞タンパク質合成系 Puresystemに

より [3ssJメチオニンで標識した Ee-Foeを合成したところ、確かに DAGが存在している

にも関わらずプロテアーゼ処理で消化されない Ee-Foeが出現した（図 1-3)。DAGは生理

的含有量（約 5%)がリポソーム内に存在するだけでタンパク質の自発的な膜挿入が完全

に抑制されることが分かっている叫しかし今回の結果では、 DAGを5%加えても Ee-Foe

の自発的膜挿人活性は DAG非存在リポソームと比較して数％しか減少しなかった。 DAG

の合有量を 7.5%、10%と上昇させると、多少活性は減少したものの、完全に抑制するこ

とはできなかった。これらの結果は、報告通り DAG存在下でも Ee-Foeの膜挿人が進行し

ている可能性を示している。
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DAG 
in liposomes 0% 

PK - + I - + 

Foe/ MPF? 

% insertion 1.4 I 30.7 I 26.0 

図1-3 DAGを用いた Ec-F。Cの膜挿入解析

DAGの含有量を変えてそれぞれ調製したリポソーム存在下および非存在下（ー）で、 Pure

systemにより Ec-F。cを [35S]メチオニンでラベル合成した。膜挿入活性測定は、「1-2.

材料と方法⑤」で示した通りに行った。 Ee-Foeやその MPFである可能性のあるバンドの

位置は左に示した。
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(2) Ec-F。Cの発現量を変化させると、膜挿入因子に対する依存性が変化する

Ee-Foeの膜挿入がYidCに依存するかどうかを確認するため、 YidC枯渇株から反転膜小

胞 (INV)を調製し、 Ee-Foeの膜挿人実験を行った。これまでの報告 34通り、 YidC枯渇膜

では Ee-Foeの膜挿人が抑制されていた（図 1-4上図）。しかし、 Puresystemに非放射性

メチオニンを添加して Foe発現量を増加させると、 YidC枯渇膜に対しても Ee-F。cは効率

よく膜挿入するという、矛盾した結果が得られた（図 1-4下図）。続いて、 Ee-F。cと同様に

See非依存経路の膜挿人反応に必須な糖脂質MPiaseの枯渇が Ee-Foeの膜挿人に及ぼす影

響を解析した。 MPiase生合成反応の第一段階の反応は CdsA/YnbBにより触媒される。

KS23株では、染色体上の cdsA/ynbB両遺伝子が破壊されている。 CdsAは菌の生育に必

須であるので、 cdsA遺伝子をプラスミド上のアラビノース・プロモーターに連結して

CdsAを発現させた (pAra-CdsA)。この薗をアラビノース非存在下で培養すると CdsAを

枯渇することができる。 KS23/pAra-CdsA株を CdsA発現条件または枯渇条件で培養して

各株の INVを調製し、 Ee-Foeの膜挿入実験を行った。その結果、 Ee-Foeの発現量が少な

いときは MPiase枯渇膜に対する Ee-Foeの膜挿人は大輻に抑制された。一方 Ee-Foeの発

現量が増加すると MPlase枯渇膜に対しても Ee-Foeは膜挿入するという、 YidC枯渇膜の

場合と同様の結果が得られた（図 1-5A)。Ee-Foeと同じく See非依存経路で膜挿人する

3L-Pf3 coatタンパク質を基質とした場合は、基質の発現量に関わらずMPlase枯渇膜に対

する 3L-Pf3eoatの膜挿人活性は MPiase存在下と比べて減少していた（図 1-5B)。DAG

でEe-Foeの自発的膜挿人を抑制できないという (1)の結果も含めたこれらの多くの矛盾

点は、従来の実験系では Ee-Foeの膜挿人を正しく解析できていないという可能性を示唆し

ている。

タンパク質膜挿人の invitro実験系では、膜小胞やリポソームに挿人された部分が外部

から加えたプロテアーゼによる消化を免れた膜挿入断片 (MPF: Membrane Protected 

Fragment)の出現を指標として、膜挿人活性が評価される“（図 1-6A)。しかし Ec-F。Cの
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場合は 2個の膜貫通領域のほとんどが膜に埋もれているためにプロテアーゼによる切断を

受けず、分子全体が MPFとして検出される 34(図 1-6B)。以上の結果は、 Ec-F。cが膜挿

人して MPFが検出されているのか、膜挿人せずに膜上で高次構造を形成してプロテアー

ゼ耐性構造を獲得しているのか、厳密に区別できていないことを強く示唆している。
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PK 

Foe/ MPF 

% insertion 

Foe /MPF 

% insertion 2.1 15.3 

△ YidC 
＋ 

図1-4 F。Cの発現量を変化させると、 YidCに対する依存性が変化する。

(A・B)野生株 (wt)およびYidC欠損株（△YidC)から調製した INV存在下および非存在

下（ー）で、 Puresystemにより Ee-Foeを [35S]メチオニンでラベル合成した。膜挿人活性

測定は「1-2.材料と方法⑤」で示した通りに行った。下図では 0.3mM非放射性メチオニ

ン存在下で膜挿入反応を行った。 Ee-Foeやその MPFのバンドの位置は左に示した。
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PK I - + I - + I - + 
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PK 

3L-Pf3 coat 
/MPF 
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図 1-5 Ec-F。Cの発現量を増加させると、 MPlaseに対する依存性も変化する。

(A)野生株と MPlase枯渇株から調製した INV存在下および非存在下(-)で Puresystem 

により Ec-F。cを [35S]メチオニンでラベル合成した。膜挿人活性測定は「1-2.材料と方

法⑤」で示した通りに行った。 (A右図）では 0.3mM非放射性メチオニン存在下で膜挿

入反応を行った。 (B)野生株と MPlase枯渇株から調製した INV存在下でPuresystemに

より 3L-Pf3coatタンパク質を [3ssJメチオニンでラベル合成した。膜挿人活性測定は

「1-2.材料と方法⑤」で示した通りに行った。 (B右図）では 0.3mM非放射性メチオニ

ン存在下で膜挿入反応を行った。 Ee-Foeおよび3L-Pf3eoatタンパク質やそれらの MPF

のバンドの位筐はそれぞれ左に示した。

31 



A
 

PK 

ヽ

jl 

→ 
PK 

プロテアーゼ
(PK)処珊

... _ .... , .. ・

¥ 
J 

PK 

PK 

B
 PK 

_/  

プロテアーゼ
(PK)処II

PK

↓
 

→ 
>< 

PK 
PK 

図1-6 Ec-F。Cが膜挿入した場合、分子全体がMPFとして検出される。

(A)膜小胞やリポソームに挿入された部分はプロテアーゼによる消化を受けず、 MPFと

して検出される。 (B)Ee-Foeは2個の膜貫通領域間がほとんど膜に埋もれているため、膜

挿人後もプロテアーゼによる消化を受けない。
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(3) DAG存在下では、 Ec-F。Cはプロテアーゼ耐性構造に変化する

Ee-Foeが膜挿入をしているのか、膜挿人せずに膜上でプロテアーゼ耐性構造を獲得して

いるのかを調べるため、大腸菌から抽出したリン脂質 (PL)およびDAGでリポソームを

調製し、翻訳反応開始時またはプロテアーゼ処理前に界面活性剤オクチルグルコシド

(OG)を添加してリポソームを可溶化した。翻訳反応開始時に OGを添加したときは、

DAGの有無にかかわらずすべての Ee-FoeがPKにより消化された（図 1-7A "+OG at 

translation")。これらの結果は、 OGで可溶化された Ee-Foeはプロテアーゼ感受性である

ことを示している。膜挿入反応を 30分間行った後、 PK処理を行う前に OGを添加した場

合では、 DAGを含まないリポソームに膜挿人された Ee-Foeはほとんどが PKで消化され

た（図 1-7 A "+ OG on PK digestion")。このことは、 DAGを含まないリポソームに対し

てEe-Foeは自発的に膜挿入するということを示している。対して DAG含有リポソームを

用いた場合は、多くの Ee-FoeがOGで可溶化しても PKによって消化を受けなかった。こ

のことは DAG存在下では Ee-Foeはリポソームに膜挿人されず、プロテアーゼ耐性構造を

獲得していることを示している。

今阿の実験で用いた PLは大腸菌から抽出してきたものであり、有機溶媒に可溶性のタ

ンパク質 (Ee-Foe自体 62など）が混人している。これらの膜タンパク質が Ee-Foeの膜挿入

に関与している可能性を排除するため、合成リン脂質で調製したリポソームを用いて同様

の実験を行った（図 1-7B)。リポソームは大腸菌内膜を模倣して、ホスファチジルグリセ

ロール (PG)が30%、ホスファチジルエタノールアミン (PE)が70%となるように調製

した 63。本来は細胞膜の構成成分としてカルジオリピン (CL) も含まれているが、約 5%

程度と微量であり、また通常は生育に必須ではない 64ため今回は除外した。 PG/PEの合

成リポソームを用いた場合と抽出した PLを用いた場合で同様の結果が得られた。 OGを

加えていないときは、 DAGの有無にかかわらず PKで分解されない Ee-Foeのバンドが現

れ、翻訳開始時に OGを人れて可溶化すると、ほとんどすべての Ee-FoeがPKで消化され
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た（國 1-7 B "+ OG at translation")。一方膜挿入反応後PK処理前に OGを加えた場合、

DAG含有リポソームではプロテアーゼ耐性の Ee-Foeが確認され、 DAG非含有リポソー

ムでは Ee-F。Cのほとんどが PKで消化された（図 1-7 B "+ OG on PK digestion")。一連

の結果から、 DAG非存在下では Ee-Foeはリポソームに自発的に膜挿入する一方、 DAG

存在下では Ee-Foeは膜挿人できず、膜上でプロテアーゼ耐性構造に構造変化していること

が判明した。したがって、 Ee-Foeも他の膜タンパク質と同様に DAGで自発的膜挿入が抑

制されることが示された。また、膜内に含まれている Ee-Foe自体は、新しく合成された

Ee-Foeのプロテアーゼ耐性構造形成には関与しないことも判明した。
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図1-7 DAG存在時、 Ec-F。Cは膜の構成成分と相互作用してプロテアーゼ耐性構造をと

る。

(A) PLリポソームおよびPL/DAGリポソームは、「1-2.材料と方法③」で示した通りに

行った。調製したリポソーム存在下および非存在下(-)で、 Puresystemにより Ec-F。cを

[3ssJメチオニンでラベル合成した。膜挿入活性測定は「1-2.材料と方法⑤」で示した

通りに行った。翻訳開始時(+OG  at translation)およびEe-Foe合成後の PK処理前（＋

OG  on PK digestion) に1.5%のOGを添加した。 (B)合成リポソームは PG:PE=3: 7 

となるように調製した。各リポソーム存在下および非存在下(-)で、 Puresystemにより

Ee-F。cを［ふssJメチオニンでラベル合成した。 Ee-Foeの膜挿人活性測定および OG処理

は (A) と同様に行った。 Ee-Foeやその MPFのバンドの位置は左に示した。
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(4)酸性リン脂質 PGとCLは、 Ec-F。Cのプロテアーゼ耐性構造を誘発する

Ee-Foeの高次構造形成を誘発する物質を特定するため、種々の脂質存在下で Ee-Foeを

RIラベル合成し、 OG処理 ・PK消化を行った。反応系に INVやリポソームがないときに

合成された Ee-FoeはPKで消化される（図 1-8(-))ため、膜の構成成分がEe-Foeの高次

構造形成の鋳型になるのではないかと推測した。内膜の主要構成成分であるリン脂質

(PE、PG、CL、ホスフアチジン酸 (PA))や脂質 (DAG)存在下で Ee-FoeをRIラベル

合成した（図 1-8A)。しかし PGやCLは単体でもリポソームを形成してしまうため、そ

のままでは他の脂質と比較できない。そこで全ての脂質を超音波処理して懸濁後、凍結融

解を 5回繰り返して小胞構造を破壊してから反応系に添加した。 PAやPE、DAGの存在

下では、ほとんどの Ee-FoeがPKで消化された。一方、 PGおよびCL存在下で Ee-Foeを

合成すると、図 1-7Aでも見られた PKで消化されない Ee-Foeが観察された。翻訳開始時

にOGを添加すると全ての Ee-Foeが消化されたが（図 1-8A "+ OG at translation")、PG

およびCL存在下で現れたプロテアーゼ耐性の Ee-Foeは、 PK処理前に OGを添加した場

合でも観察された（図 1-8A "+ OG on PK digestion")。これらの結果から、酸性リン脂質

である PGとCLがEe-Foeのプロテアーゼ耐性構造形成の鋳型となる物質であることが示

された。また CL存在下では本来の Ee-Foeを示すバンドより少し大きい分子量のバンドが

見られた。これは Ee-FoeがCLと強く相互作用して形成された、 SDS耐性かつプロテアー

ゼ耐性の複合体であると考えられる。

さらに、 PGとCLの構造のどの部分が Ee-Foeのプロテアーゼ耐性構造形成に必要なの

かを調べるため、アシル韮が 1本のリゾホスファチジルグリセロール (LPG)やアシル基

のないグリセロール 3ーリン酸 (G3P)を反応系に加えて Ee-FoeをRIラベル合成した（図

1-8 B)。OGを反応系に添加していないにもかかわらず、どちらの場合でも Ee-FoeはPK

で完全に消化された。これらの結果から、 Ee-Foeのプロテアーゼ耐性構造形成には 2本の

アシル基を持つリン脂質構造が必要であることが示された。
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図1-8 PGやCLは、 F。Cをプロテアーゼ耐性構造に変化させる。

(A)各脂質を BufferAに懸濁し、凍結融解を 5回行った。その後、各脂質の存在下および

非存在下(-)で、 Puresystemにより Ee-Foeを [3ssJメチオニンでラベル合成した。膜挿

人活性測定は 11-2.材料と方法⑤」で示した通りに行った。翻訳開始時 (+OGat 

translation)およびEe-Foe合成後の PK処理前(+OG on PK digestion)に1.5%のOGを

添加した。 (B) リゾホスファチジルグリセロール (LPG)、5%DAGをくわえた LPG

(LPG/DAG)およびグリセロール 3ーリン酸 (G3P)をBufferAに溶解し、各物質の存在

下および非存在下(-)で、 Puresystemにより Ee-Foeを [35S]メチオニンでラベル合成し

てPK処理を行った。 Ee-Foeやその MPFのバンドの位置は左に示した。
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(5) Ec-F。Cの膜挿入は MPlaseに依存し、 YidCにより促進される

Ee-Foeが膜挿人するために必要な因子を特定するため、 YidCやMPiaseをDAG含有リ

ポソームに再構成し、 Ee-Foeの膜挿人実験を行った（図 1-9)。(3)の実験で Ee-Foeが膜

挿人せずにプロテアーゼ耐性構造を獲得すると判明した PL/DAGリポソームに MPiaseを

再構成して Ee-FoeをRIラベル合成したところ、 PK処理前に OGを加えた場合に Ee-Foe

がプロテアーゼ感受性に変化した（図 1-9A "+ OG on PK digestion")。この結果から、 Ee-

FoeはMPiaseに依存して膜挿人することが強く示唆された。このリポソームには DAGが

含まれているにも関わらずプロテアーゼ耐性の Ee-Foeは全く検出されなかったことから、

Ee-FoeとMPiaseのとの相互作用は、リン脂質との相互作用による高次構造形成よりも優

位に働くと考えられる。これらの結果は、 MPiaseが膜挿人する韮質タンパク質と直接相

互作用し、基質の凝集を妨げるという過去の報告 27とも一致する。一方で、 PL/DAGリポ

ソームに YidCを再構成したプロテオリポソームでは、 OGを添加した後でもプロテアー

ゼ耐性の Ee-Foeが確認された（図 1-9B "PL/DAG/YidC")。これらの結果から、 YidCの

みの条件では Ee-Foeはリポソームにほとんど膜挿人されないことが示された。 PL/DAG/

MPlaseリポソームを用いた実験は図 1-9Aと図 1-9Bいずれの実験でも Ee-F。Cの膜挿入

が確認されたが、図 1-9Bの方が低い活性を示した。これは、図 1-9Bで用いたリポソー

ムの濃度が図 1-9Aのリポソーム濃度よりも低いためである。さらに、 MPlaseとYidCの

両方を含むプロテオリポソーム存在下で Ee-Foeの膜挿人を観察したところ、やはり OG

による可溶化により Ee-Foeはプロテアーゼ感受性となり、このプロテオリポソームに対し

てEe-Foeが膜挿人することが示された（図 1-9B "PL/DAG/MPiase/YidC")。また

PL/DAG/MPlase/YidCプロテオリポソームにおける膜挿入活性は、 PL/DAG/MPlaseリ

ポソームと比較して 2倍以上上昇していた。これら一連の結果により、 Ee-Foeの膜挿人に

はMPlaseが必須であり、 YidCは膜挿入を促進する役割をもつことが明らかとなった。
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図1-9 Ec-F。Cの膜挿入は MPlaseに依存し、 YidCにより促進される。

(A)野生株から抽出した PLに5%のDAGを添加したリポソーム (PL/DAG)およびその

リポソームに 5%MPiaseを組み込んだリポソーム (PL/DAG/MPiase)を調製した。 PL

が反応溶液内で 1mg/mlとなるように加えた各リポソーム存在下／非存在下(-)で、 Pure

systemにより Ee-Foeを [3ssJメチオニンでラベル合成した。膜挿入活性測定は「1-2.材

料と方法⑤」で示した通りに行った。 Ee-Foe合成後の PK処理前 (+OGonPK 

digestion)に1.5%のOGを添加した。 (B)(A)で用いた PL/DAGリポソームに YidCを

再構成したプロテオリポソーム (PL/DAG/YidC)を調製した。また、このプロテオリポ

ソームと MPiase/DAGリポソームを混合して調製したプロテオリポソーム

(PL/DAG/MPiase/YidC)およびPL/DAGリポソームと MPiase/DAGリポソームを混合
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して調製したリポソーム (PL/DAG/MPlase)を、リポソームを融合させるために 5回凍

結融解し、超音波処理を行って調製した。 PLに対し、 MPiaseは約 5%、YidCは約 9%

（プロテオ）リポソームに含まれる。反応溶液に PLが0.26mg/mlとなるように加えた各

（プロテオ）リポソームの存在下および非存在下(-)で、 Puresystemにより Ee-Foeを

［ふ5S]メチオニンでラベル合成した。 Ee-Foeの膜挿人活性測定およびOG処理は (A) と

同様に行った。 Ee-F。cやその MPFのバンドの位置は左に示した。
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1-4. 考察

本研究により、 Ee-Foeの膜挿人は糖脂質酵素MPiaseに依存して進行し、内膜タンパク

質YidCにより促進されることが判明した（図 1-9)。Ee-Foeに関する研究はこれまでも多

くなされてきており、 Ee-Foeの膜挿人は YidCに依存すると報告されていた叫一方で、

タンパク質の自発的膜挿人を抑制する DAGを含むリポソームに対しても Ee-Foeは自発的

に膜挿入するという矛盾した結果も報告されていた 52。一般的にタンパク質膜挿入の]]]

vitro実験系では、膜小胞やリポソームにタンパク質が膜挿人した結果現れる MPFを指標

として評価している“が、 Ee-Foeの場合は分子全体が MPFとして検出される叫そのた

め、従来の実験系では Ee-Foeの膜挿人を正確に評価できていなかったことが判明した。タ

ンパク質がリポソーム等に膜挿人されると、外部から加えた PKは膜内部に挿人された部

分を消化できないため、膜構造に保護された部分が MPFとして検出される。それゆえタ

ンパク質が膜挿人されている場合、膜構造が界面活性剤で可溶化されたとき MPFはプロ

テアーゼ感受性でなければならない。 DAGを含むリポソームの場合、 PKで消化されなか

った Ee-Foeは、膜挿入した結果できた MPFではなく、膜挿人せずに膜上でプロテアーゼ

耐性構造を獲得した結果出現したものだった。リン脂質のみで調製したリポソームでは、

界面活性剤で膜を可溶化することでプロテアーゼ感受性の Ee-FoeのMPFが確認され、

Ee-F。cが自発的膜挿入をしていると考えられる。対して DAGを含むリポソームでは、膜

を可溶化すると PKで消化されない Ee-Foeが出現した。このことから、リン脂質のみのリ

ポソームで引き起こされていた Ee-Foeの自発的膜挿人は DAGが添加されることにより抑

制され、そのうえで Ee-Foeのプロテアーゼ耐性構造形成が行われたと考えられる。これら

の結果から、他の膜タンパク質 23,24と同様に Ee-Foeの自発的膜挿入も DAGで抑制される

ことが明らかとなった。また、図 1-3、図 1-4、図 1-5Aで得られた矛盾した結果は、 Ee-

FoeのMPFではなくプロテアーゼ耐性構造を観察していたために生じたことが明らかとな

った。
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本研究により、 Ee-Foeは酸性リン脂質PGおよびCLと相互作用してプロテアーゼ耐性

構造を獲得することが判明した（図 1-8A)。この Ee-Foeの構造変化には PGやCLの親水

性の頭部部分だけでなく 2本のアシル韮も必要となる（図 1-8B)。この酸性リン脂質によ

り引き起こされる Ee-Foeの構造変化は、例えば疎水性膜タンパク質Unclを必要とする

Faeの10量体からなるリング構造形成 65,66などとは異なると考えられる。リポソームや

INVが無い状態でEe-Foeを合成した場合では Ee-FoeはPKで消化されるため（國 1-10

"aggregation")、Ee-Foeのプロテアーゼ耐性構造形成は単なる凝集体の形成ではない。そ

の代わり、合成された Ee-Foeと酸性リン脂質との相互作用自体が Ee-Foeのプロテアーゼ

構造形成にきわめて重要となる（図 1-10"transformation")。この相互作用の結果、反応溶

液内における Ee-F。c合成量（図 1-4、図 1-5A)やリポソームの濃度が増加すると Ee-F。C

のプロテアーゼ耐性構造の形成量も増加するといった現象 34,52が起こると考えられる。

MPiase枯渇膜を用いた条件下（図 1-5)や自発的膜挿人が DAGにより抑制された条件

下（図 1-9)における Ee-Foeの膜挿人実験から、タンパク質の膜挿入に関与する糖脂質酵

素MPiaseが必要となることが明らかとなった（図 1-9A)。この結果自体は、 M13

proeoatタンパク質や Pf3coatタンパク質を韮質とした解析における結果 23,24,27と韮本的に

は同じである。さらに本研究では、 MPiaseがEe-Foeと相互作用することでプロテアーゼ

耐性構造形成を抑制する役割も果たすことが証明された（図 1-9B)。この機能は、 MPiase

が膜タンパク質と相互作用して膜挿入可能な状態のままに維持しておく分子シャペロン様

の役割を果たすという以前の報告 27とも一致する。このステップ（図 1-10"insertion"①) 

の後、 Ee-FaeはMPiaseの作用により膜挿人が進行し、次に YidCへと受け渡される（図

1-10 "insertion"①)。その後、 YidCはEe-Foeの膜挿入を完了させる（図 1-10"insertion" 

③)。このように、 MPiaseは主に膜挿人の初期段階に機能して膜タンパク質を膜挿人させ

るが、 YidCは単独では膜挿入反応を触媒せず、後期段陪で作用して膜タンパク質の膜挿入

を促進・完了させる働きをもつと考えられる。それゆえ、韮質である膜タンパク質を受け
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渡す段階において MPlaseとYidCとが機能的に相互作用する必要があると考えられる。

この MPiaseから YidCへの基質タンパク質の受け渡しが行われることにより、 MPiaseは

すみやかに次の韮質タンパク質を膜挿人させることができるため、膜挿人が促進される。

図 1-4AのYidC枯渇膜を用いた実験において観察された膜挿入活性の低下は、 MPiaseに

よる膜挿人が行われた後の膜挿人後期段階における反応効率が、 YidCの枯渇により低下し

たためであると考えられる。

精製因子を再構成したプロテオリポソームにおける結果（図 1-9B)は、 INVを用いた

結果（医 1-5A左医）とほぼ一致しているため、本研究により Ee-Foeの膜挿入の再構成に

成功したと言える。 Ee-Foeの膜挿人はYidCに依存することが報告されてきた 34翌が、こ

れらの研究ではタンパク質の自発的膜挿人を抑制する DAGを用いていないため、 Ee-F。C

の自発的膜挿人がYidCにより促進されていると考えられる。

以上により、 Ee-F。Cの膜挿人に関するこれまでの矛盾点がすべて解決し、 Ee-F。Cの膜挿

人も従来の See非依存経路と同様であることが証明された。さらに本研究で得られたタン

パク質膜挿人機構は、 Ee-Foeに限らず広く See非依存性タンパク質の膜挿人全般に適用で

きる可能性が強い。すなわち、膜挿入の初期段階で MPlaseは韮質膜タンパク質と相互作

用して膜挿人させ、 YidCに韮質を受け渡し、 YidCが膜挿人を完了させるというシステム

が、これまでYidCにのみ依存するとされてきた他の See非依存性膜タンパク質にも当て

はまると考えられる。 MPiaseやYidCに依存して膜挿入したタンパク質が膜内で高次構造

を獲得する分子機構については次章で述べる。
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図1-10 Ec-F。Cの膜挿入とプロテアーゼ耐性構造形成のモデル図。

MPiaseはEc-F。cと直接相互作用して Ee-Foeを膜挿入させ ("insertion"①)、その後膜挿

人した Ee-F。cがYidCに受け渡され ("insertion"②)、 YidCがEe-Foeの膜挿人を促進・

完了させる("'1nsert10n ③)。
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第 2章 Propionigenium modestum F。F1-ATPaseのCサブユニット (Pm-F。c)

の膜挿入および C リング形成の分子機構の解明

2-1. 序論

膜タンパク質は翻訳に共役して細胞質膜に膜挿人した後、折り畳まれて三次構造を獲得

し、時に大きな複合体となってその機能を発揮する。これらの過程では、一連の反応に関与

する因子群の連続的かつ協調的な機能が必要となる。第 l章では、 Ee-Foeの膜挿人反応に

はMPlaseが必須であり、 YidCによって促進されることを明らかにした。 YidCは膜挿入だ

けでなく、膜シャペロンとして膜タンパク質の折り畳みにも関与していることが分かって

いる竺しかし、折り畳まれた膜タンパク質群のサブユニットがどのようにして膜内部で会

合し複雑な複合体が形成されるのかについてはほとんど知られていない。また、これまでに

行われてきたプロテアーゼ・プロテクションアッセイによる invitro再構成系における膜挿

人反応の解析では、膜挿人した膜タンパク質の複合体形成の過程については追跡すること

ができない。

Propiomgenium modestumのATP合成酵素 FoF1-ATPaseの cサブユニット (Pm-F。e)

は、Ee-Foeと同様に膜内で 11量体のリング構造を形成する。この cリング構造の形成には、

14kDaの疎水性タンパク質Uncl (Pm -U ncl)が必須である 66,67。uncl遺伝子はF。F1-ATPase

の各サブユニットをコードする遺伝子群と同じオペロン上に存在する 68,69。Pm-Foeを大腸

菌で発現させた場合、 cリング構造形成には Pm-Unclの共発現が必要となる。大腸菌を合

む他の細菌のFoeとは異なり、Pm-FoeのcリングはSDS溶液中でも安定であるため66,67,70,71、

膜内部でのアセンブリー解析に適した韮質である。先行研究において、無細胞タンパク質合

成系で合成した Pm-Foeは大豆由来のホスファチジルコリン (PC)で調製したリポソーム

(PCリポソーム）の膜内で、 Pm-Unclに依存して cリングを形成することが報告されてい

る竺しかし、この報告では合成した Pm-Foeがリポソームに自発的に膜挿人していると考
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えられるため、 Pm-F。cがどのように膜挿入し、折り畳まれ、複合体形成に至るのかについ

ては不明であった。第 1章で構築した膜挿人機構の再構成系は Ee-Foeの膜挿人に関するこ

れまでの矛盾を全て解消したことから、この再構成系が生体内の反応を忠実に反映してい

ることが示された。よって本研究では、この invitro再構成系を用いて Pm-Foeの合成・膜

挿人から cリング構造形成までの過程を詳細に解析した。
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2-2. 材料と方法

① 材料

Pm-uncl遺伝子は、報告されている配列 67の化学合成品を IntegratedDNA 

Technologiesより購人した。この合成 DNAをpIVEX2.3-MCSベクター（ロシュ・ダイア

グノスティックス株式会社）の Ndel/Smalサイトにクローニングし、プラスミド plVEX-

Unclを得た。大腸菌BL21(DE3)株 (P-,lon-11, △ (ompT-nfrA)885, △ (galM-ybh}) 

884, 入DE3[iacilacUV5-T7 gene 1 ind] sam7 nin5] D46 [maft ]K-12(入S)hsdSJO)に

plVEX-Unclを導入し、 Pm-Unclの発現を誘導した。 Pm-Unclを含む INVを報告されて

いる方法24,54に倣って調製し、 OGで可溶化後、 TALONR(Cobalt)カラム (Clontech

社）を用いて Pm-Unclを精製した。 Pm-Foeのinvitro合成用のプラスミドは車愈徹先生

(JAMSTEC)より供与された。 MPiase26、YidC55の精製は、報告されている方法に倣って

行った。 PL(E. coli Polar Lipid Extract)、DAG(1-2-dioleoyl-sn-glycerol)はAvantiPolar 

Lipids, Inc. より購人した。 OGは同仁化学研究所より購人した。 [3ssJメチオニンと

[3ssJシステインの混合液 (43.5TBq/mmol) 「EXPRE35茫 SProtein Labeling Mix」は

株式会社パーキンエルマー・ジャパンより購入し、基質タンパク質の RI標識に使用し

た。プロテイナーゼK(PK)はロシュ・ダイアグノスティックス株式会社より購人した。

無細胞タンパク質合成キット Puresystem56はジーンフロンティア株式会社より購入した。

② （プロテオ）リポソームの調製

リン脂質はそれぞれ溶媒に溶けているため、 N2ガスで溶媒をある程度揮発させた後、真

空状態で遠心して溶媒を完全に揮発させた。乾燥後、 10mg/mlになるように BufferA (50 

mM  Hepes-KOH, pH 7.6, 1 mM  DTT)に懸濁し、超音波処理してリポソームを調製し

た。 DAG含有リポソームを調製するときは、溶媒中で DAGを5%加えた後、同様に調製

した。 YidCプロテオリポソーム、 Pm-Unclプロテオリポソーム、 MPiase/DAGリポソー
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ムは報告されている方法に従って調製した 58。YidCまたは Pm-Uncl含有プロテオリポソ

ームと MPiase/DAGリポソームとの融合は報告されている方法 58に従って行った。

③ タンパク質膜挿入活性測定

in vitroタンパク質膜挿人活性測定は、報告されている方法 58に倣って以下のように行っ

た。 Pm-Foeの合成は、 INVまたは（プロテオ）リポソーム存在下でPuresystemを用いて

行った 26,27。反応溶液25μl中に [3ssJメチオニン、プラスミド DNA、INVまたは（プロ

テオ）リポソームを混合し、 37℃で 30分間保温して基質タンパク質の RIラベル合成と膜

挿人反応を行った。ただしリポソームは反応開始時に、 INVは反応開始 5分後に反応系に

加えた。反応終了後、溶液の一部 (-PK用： 2μl)にはすぐに 10%TCAを2μl添加し、 5

分以上氷上に放置し、基質タンパク質を沈殿させた。溶液の残りのうち半分 (+PK用： 10 

μl)は、等量の 1mg/mlプロテイナーゼK(PK)を加え、 25℃で 20分間保温した。終濃

度 5%となるように TCAを添加後、 PKを完全に失活させるために 56℃で 5分間保温し

た。その後5分以上氷上に放置し、基質タンパク質を沈殿させた。溶液の残り (+OG+PK 

用： 10μl)は、 1.5%OG存在下で (+PK用）と同様の方法で PK処理を行った。全サン

プルを 15,QQQX gで5分間遠心分離を行い、沈殿を回収したのちアセトンで洗浄した。さ

らに 15,QQQX gで5分間遠心分離して沈殿を回収した。乾燥した沈殿をローディング緩衝

液 (2.5%(w/v) SDS、25%(v/v)グリセロール、 25mMリン酸ナトリウム緩衝液 pH

7.2、2.5%(v/v) 2ーメルカプトエタノール、 0.0125%(w/v)ブロモフェノールブルー）に

溶解させ、 95℃で 5 分間加熱した後 SDS-PAGE で分離した。 SDS—ゲルは 12.5%アクリル

アミド/0.27%N,N—ビスメチレンアクリルアミドを用いて作製した 59。電気泳動後、ゲル

を10%(w/v)酢酸で固定し、乾燥させ、 RI標識した韮質タンパク質のバンドを

Phosphorimager (GE Healthcare)で検出した。
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④ Pm-F。Cの Cリング形成確認

Pm-Foeの合成は、 INVまたは（プロテオ）リポソーム存在下で Puresystemを用いて行

った 26,27。反応溶液20μl中に [35S]メチオニン、プラスミド DNA、INVまたは（プロテ

オ）リポソームを混合し、 37℃で 30分間保温して基質タンパク質の RIラベル合成と膜挿

人反応を行った。ただしリポソームは反応開始時に、 INVは反応開始 5分後に反応系に加

えた。反応終了後、溶液の一部 (+TCA用： 3μl)にはすぐに 10%TCAを3μ1添加し、 5

分以上氷上に放置し、基質タンパク質を沈殿させた。 15,QQQX gで5分間遠心分離を行

い、沈殿を回収したのちアセトンで洗浄した。リポソームを用いた場合、溶液の残り（ー

TCA用： 17μl)は、等量の 100mMMgClzを加え、 10分間常温に放置して沈殿させた。

15,000 X gで5分間遠心分離を行い、沈殿を回収した。 INVを用いた場合、溶液の残り（ー

TCA用： 17μl)にBufferAを加えて 500μlにした後、 160,000X gで 1時間遠心分離して

沈殿を回収した。沈殿をローディング緩衝液 (2.5%(w/v) SDS、25%(v/v)グリセロー

ル、 25mMリン酸ナトリウム緩衝液 pH7.2、2.5%(v/v) 2ーメルカプトエタノール、

0.0125% (w/v)ブロモフェノールブルー）に溶解させ、 SDS-PAGEで分離した。 SDSーゲ

ルは 10%アクリルアミド/0.22%N,N—ビスメチレンアクリルアミドを用いて作製した呪

電気泳動後、ゲルを 10%(w/v)酢酸で固定し、乾燥させ、 RI標識した基質タンパク質の

バンドを Phosphorimager(GE Healthcare)で検出した。

⑤ その他

INV調製後のタンパク質定量は、ウシ血清アルブミンを標準サンプルとして報告されて

いる方法 60に倣って行った。リン脂質の分析は TLCにより報告されている方法 26に倣って

以下のように行った。 Sol.C (クロロホルム：エタノール：水=3: 7 : 4)を移動相として、

アニスアルデヒド硫酸で染色した。
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2-3. 結果

(1)プロテアーゼ・プロテクションアッセイによる Pm-F。Cの膜挿入の解析

第 1章の大腸菌 F。e(Ee-Foe)の膜挿人解析と同様に、 Pm-Foeにおいても一般的なプロテ

アーゼ・プロテクションアッセイを用いて膜挿人が解析できるかを調べた。大腸薗から抽出

した PLのみ、またはタンパク質の自発的膜挿人を抑制する DAGを加えてリポソームを調

製し、 [3ssJメチオニンで RI標識した Pm-Foeの膜挿入を観察した。このとき Ee-F。cと同

様に Pm-Foeが膜上でプロテアーゼ耐性構造を取り、膜挿人した状態と区別がつかない可能

性を想定し、第 1章 (3)の実験でも用いた界面活性剤 OGを膜挿入反応後に PKとともに

添加した。その結果、 PLリポソームおよび PL/DAGリポソームのどちらにおいても、ほ

とんどの Pm-FoeはPK処理により消化された。 PKによる消化を免れた Pm-FoeはPK処

理時に OGを添加した場合でも同様に観察された （図 2-1B "PL"および "PL/DAG")。ま

たリポソーム非存在下でも同様の結果であった。

第 1章でも記述した通り、 Ee-Foeは分子全体が膜に埋もれているため、膜挿人後は PKに

よる消化を免れる。一方で Pm-Foeの細胞質側領域は Ee-Foeよりも長く、膜の外側に露出

していると考えられる。そのため、合成された Pm-Foeの大部分が膜小胞の外側から添加し

たPKにより消化され、消化を免れた N末端側の膜貫通領域が図 2-1B、"*"の約 3~4kDa

の位置に検出されたと考えられる（図 2-1A)。また、リポソーム非存在下では Pm-F。Cの膜

貫通領域が凝集したことによる PK耐性構造のバンドが観察された（図 2-1B "* ")。これ

らのバンドはサイズ上区別がつかないため、この手法では Pm-Foeの膜挿人が解析できない

ことが判明した。
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図2-1 プロテアーゼ・プロテクションアッセイによる Pm-F。Cの膜挿入の解析。

(A) Ee-Foeおよび Pm-Foeの膜内配向性と PKのアクセシビリティを示したもの。 (B)PL 

リポソームおよびPL/DAGリポソーム存在下で Puresystemにより Pm-Foeを [3ssJメチ

オニンでラベル合成した。膜挿入活性測定は「2-2.材料と方法③」に示した方法で行った。

PK未処理画分 (-PK)、PK処理画分 (+PK)、1.5%OG存在下での PK処理画分 (+OG

+PK)を 1:5:5の割合で SDS-PAGEに供した。 Pm-Foeはオートラジオグラフィーで検出

した。"*"は PKによる消化を免れた Pm-FoeのN末端側の膜貫通領域、または PK耐性能

をもつ Pm-Foeの凝集体であると考えられる。なお、 Pm-Foeの細胞質領域以降にはメチオ

ニンは存在しない。
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(2) Pm-F。Cの Cリング形成には Pm-Unclおよび一定量の Pm-F。Cが必要である

Pm-Foeは、細胞膜上でPm-Unclの作用により 11量体の cリングを形成することが分か

っている 66,67。大腸菌内膜においても Pm-F。cが cリングを形成するかどうか検証した。

Pm-Unclをプラスミド上の T7プロモーターから発現させた株から INVを調製した。この

INV存在下で Puresystemにより Pm-Foeをinvitro合成したが、 cリングの形成は認めら

れなかった（図 2-2左図）。これは反応液中の放射性メチオニンが他のアミノ酸に比べて

低濃度である（メチオニン以外のアミノ酸が 0.3mMに対して [35S]メチオニンは約 0.3

μM)ために cリング形成に十分量の Pm-Foeが発現できなかったためであると考えた。そ

こでPm-Foe発現量を増加させるために、反応液中に非放射性メチオニンを添加した。その

結果、 Pm-Uncl過剰発現株の INVにおいて Pm-Foe11量体の分子量約 90kDaと一致する

バンドが観察された（図 2-2右図）。過去の報告では、 cリング構造がTCA処理により破

壊されることが報告されている叫この結果と一致して、 Pm-Uncl過剰発現株の INVで観

察された Pm-Foe11量体の分子量と一致するバンドは TCA処理により消失した。したがっ

てこのバンドは cリングを示すものであると結論した。 Pm-Unclを発現していない株から

調製した INVおよび PLのみで調製したリポソームでは cリングは検出されなかった（図

2-2右図）。これらの結果から、 Pm-Foeの11量体リング構造の形成には Pm-Unclが必須

であることが確認されたと同時に、一定量の Pm-Foeも必要となることが判明した。
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図2-2 Pm-Unclおよび一定量の F。C存在下で 11量体 Cリングが形成される。

10 

大腸菌BL21株に空ベクター (pIVEX)およびPm-Uncl発現プラスミド (pIVEX-Uncl)を

導人した株から「2-2.材料と方法①②」で示した通りに調製した INVまたは PLのみで調

製したリポソーム存在下で、 Puresystemにより Pm-Foeをラベル合成した。 cリングの確

認は「2-2.材料と方法④」に示した方法で行った。各反応液を 37度で 30分間保温後、 20

μl中3μlをTCA沈殿した。残りの反応液は 60,000rpmで 1時間超遠心し、膜小胞を回収

した。各試料を SDS-PAGEに供した後、オートラジオグラフィーでPm-Foeを検出した。

右図は 0.3mMの非放射性メチオニン添加条件の結果を示す。
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(3) Pm-F。Cの Cリング形成には Pm-Unclだけではなく YidCも必要となる

Pm-UnclがPm-Foeのcリング形成に必須であるという INVでの結果を踏まえて、精

製因子のみによる Pm-Foeの cリング形成の試験管内再構成を試みた。 C末端に 6XHisタ

グを付加した Pm-UnclおよびYidCをTALONカラムでアフィニティ精製し（図 2-3

A)、各因子を PLリポソームに再構成した。これらのプロテオリポソームには DAGが含

まれていないため、試験管内で合成した Pm-Foeはプロテオリポソームに自発的に膜挿入

すると考えられる。非放射性メチオニンを反応液に添加してリング形成が可能な量の Pm-

F。cを合成しても、 Pm-Unclのみを組み込んだプロテオリポソーム存在下では Pm-Foeの

11量体は形成されなかった（図 2-3B "Pm-Uncl")。一方、 Pm-Unclに加えて YidCを組

み込んだ場合では、 TCA処理により消失する cリングの形成が観察された（図 2-3B 

"YidC/Pm-Uncl")。これらのことから Pm-Foeのcリング形成は Pm-UnclとYidC両方に

依存することが判明した。さらに Pm-Foeの膜挿人はプロテアーゼ・プロテクションアッ

セイでは解析できなかったが、 DAGを含まない PL(プロテオ）リポソームでは Pm-Uncl

とYidCに依存した cリングが形成されることから、 PL(プロテオ）リポソームに対し自

発的に膜挿入することが示された。
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図2-3 Pm-F。Cの 11量体 Cリング形成には Pm-UnclのみならずYidCも必要となる。

(A) TALON筍 (Cobalt)カラムでアフィニティ精製した YidC-Hisまたは Pm-Uncl-Hisを

CBB染色した。 (B)PLのみで調製したリポソームに精製した Pm-Uncl単体または Pm-

UnclとYidCを同時に組み込んだプロテオリポソーム存在下で、 Puresystemにより Pm-

Foeをラベル合成した。 0.3mMの非放射線メチオニンも添加した。 cリング形成確認は「2-

2. 材料と方法④」に示した方法で行った。各反応液を 37℃で 30分間保温後、 20μ1中3μl

をTCA沈殿した。終濃度が 50mMとなるように残りの反応液に硫酸マグネシウムを添加

して膜小胞を沈殿させた。各試料を SDS-PAGEに供した後、オートラジオグラフィーで

Pm-F。cを検出した。
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(4) Pm-F。Cの膜挿入には MPlaseが必須であり、 YidC/Pm-Unclにより Cリングが形成

される

我々 は、 Ee-Foeの膜挿人には MPiaseが必須であることを明らかにしている叫 Pm-Foe

の膜挿人においても MPiaseが必須であるかどうかを調べた。自発的膜挿入を抑制するた

め、 DAGを生理的濃度 (5%)組み込んだ。 MPiase非存在条件では、 YidCあるいは Pm-

Unclのみを組み込んだプロテオリポソームだけではなく、 (3)でcリングの形成が認めら

れた YidCとPm-Unclの両方を組み込んだ場合でも Pm-Foeのcリングは観察されなかっ

た（医 2-4)。また MPiaseのみや、 MPiaseとYidCあるいは MPiaseとPm-Unclを同時

に組み込んだ（プロテオ）リポソームでも、 Pm-Foeのcリングは観察されなかった（図

2-4)が、 MPiase、YidC、Pm-Unclの全ての因子が揃ってはじめて、 cリングの形成が観

察された（図 2-4)。これらの結果から、 Pm-Foeの膜挿入には MPiaseが必須であり、

MPiaseの作用により膜挿人した Pm-FoeはYidC/Pm-Unclの作用により cリングとなる

ことが示された。
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図2-4 Pm-F。Cの Cリング形成には MPlase/YidC/Pm-U ncl全ての因子が必要である。

PL/DAGリポソームに、図に示した各因子を組み込んだ。各（プロテオ）リポソーム存在

下で、 Puresystemにより Pm-Foeをラベル合成した。 0.3mMの非放射線メチオニンも添

加した。 cリング形成確認は 12-2.材料と方法④」に示した方法で行った。各反応液を 37℃

で30分間保温後、 20μl中3μlをTCA沈殿した。終濃度が 50mMとなるように残りの反

応液に硫酸マグネシウムを添加して膜小胞を沈殿させた。各試料を SDS-PAGEに供した後、

オートラジオグラフィーで Pm-Foeを検出した。 ＊で示したバンドは約 60kDaの大きさで

あり、他の条件でも検出されているため、 cリング形成とは無関係なバンドである。
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2-4. 考察

第 2章では、 Pm-Foeの膜挿人と、それに続く 11量体cリング構造の形成に至る反応の

in vitro完全再構成を行った。本研究では、大腸菌リン脂質で調製したリポソームに生理的

濃度の DAGを加えることにより膜タンパク質の無秩序な自発的膜挿人を抑制している。

よって本実験で観察された一連の反応は生体内での反応を忠実に再現したものである。こ

の条件下では、 Pm-F。Cの膜挿入反応には MPlaseが必須であり、その cリング形成には

MPiaseに加えて、 YidCおよびPm-Unclが必須であった。本研究および第 l章における

Ee-Foeの膜挿入解析の結果を踏まえると、 MPiaseにより膜挿入された Pm-Foe(図 2-5

①)は YidCに受け渡され、膜挿人反応が完了した後（図 2-5②)、 YidCとPm-Uncl両方

の作用によってフォールディング（図 2-5③)、および 11量体の cリング構造が形成され

る（図 2-5④)という、 MPiase、YidC、Pm-Unclの連続的な作用による Pm-Foeの膜挿

人から機能発現に至るまでの新たな作用モデルが提唱できる。

Pm-Foeの膜挿人は、一般的な膜挿人解析法であるプロテアーゼ・プロテクションアッ

セイ 61では正しく解析できなかった。しかしながら、 DAG非存在下における Pm-Unclと

YidCに依存した Pm-Foeのcリング形成は、プロテオリポソームに DAGを加えると観察

されなくなること、また自発的膜挿人を抑制した条件での cリング形成には Pm-Unclと

YidCのみでは不十分であり MPlaseが必須であったことから、本研究で観察した Pm-Foe

のcリングの形成は細胞内における膜挿人反応を反映したものであり、その膜挿人には

MPiaseが必須であることが示された。

第 1章における Ee-Foeの解析 73や当研究室における他の韮質タンパク質の膜挿人解析 55

から、 MPlaseは匝接相互作用した韮質タンパク質を膜挿入させ、 MPlaseにより膜挿入さ

れた基質タンパク質は YidCに受け渡された後、 YidCにより膜挿人の後期段階が進行する

ことが判明している。 Pm-Foeのcリング形成は MPlaseとYidCの両方が存在する場合で

のみ観察されたことから、 Pm-Foeの膜挿人もまた MPiaseとYidCの協調作用により進行
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すると考えられる。また、 YidCのみでは Pm-Foeのcリングは形成されなかったことか

ら、 YidC単独では基質タンパク質を膜挿人させることはできないと結論できる。 YidCを

欠損した大腸菌変異株では、 Sec非依存の膜挿人反応が阻害されるだけでなく、ポリトピ

ック型膜タンパク質の高次構造の形成も阻害されことが知られている叫 YidCはPm-Foe

のcリング形成に必須であったことから、 YidCはPm-Foeのプロトマーを cリング形成可

能な三次構造に変化させる役割をもっていると考えられる。 Ee-Foeのcリング形成には

Ee-Unclは必須ではない 74ことも、 YidCはEe-FoeおよびPm-Foeどちらにおいても、膜

挿入後期から麻次構造形成にかけての段陪で作用するという考えを支持している。一方、

Pm-Foeのcリング形成には MPiaseに加え、 YidCとPm-Unclの両方が必須であったこと

から、 Pm-Foeの三次構造の形成および cリング形成にはこれら 2つの因子の協調作用が

必須であることが示された。

大豆由来の PCから調製したリポソームを用いた研究では、 Pm-Foeの膜挿人および cリ

ング形成は Pm-Unclのみに依存した反応であると報告されている 66。一方、大腸菌リン

脂質で調製したリポソームを用いた今回の研究では、 Pm-Unclのみでは Pm-Foeのcリン

グは形成されず、 MPiaseやYidCが必須であった。この結論に至った論文で用いている

PCリポソームは、大腸菌リン脂質で調製したリポソームと比較してより麻い自発的膜挿

入活性を保持していることが分かっている冗これは、大腸菌の主要なリン脂質である

PGやPEと比べて PCは脂質の親水的な頭部が大きいため、リン脂質間に大きな空間が生

じてしまうためである 75-77。PLリポソームを用いた本研究では膜挿人された Pm-F。cは

PKによる消化を受けていた 66のに対し、 PCリポソームに膜挿人した Pm-FoeはPKで消

化されなかった。これは PCの親水的な頭部の大きさによるものであると推測できる。さ

らに、先の PC リポソームを用いた実験で使用した PC 標品の PC 含有量は 14~29%程度

であり、多くの脂質成分が混在している。これらの混在した膜成分に、 Pm-Foeの膜挿入

やフォールディング、 cリング形成を促進させる物質が含まれている可能性も考えられ
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る。

本研究では生体内の膜挿人反応を忠実に再現した invitro再構成系を用いて、 Pm-Foeの

合成から膜挿人反応だけでなく、複合体形成過程までの完全再構成に成功した。今後この

再構成系により、より複雑かつ多数のサブユニットからなる巨大な膜タンパク質複合体の

形成の分子機構がより詳細に解析できると期待される。
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図 2-5 Pm-F。Cの膜挿入から 11量体 Cリング形成までを表したモデル図。

Pm-FoeはMPiaseの作用により膜挿人する（①）。 YidCは膜挿人の後期段階から三次構造

形成に関与する（②③）。三次構造となった Pm-Foeは、 Pm-Unclにより 11量体となり、

cリングを形成する（④）。
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第 3章 TAT (Twin-Arginine Translocation)膜透過機構の解析

3-1. 序論

TAT (Twin-Arginine Translocation)膜透過反応は、細胞質で生合成された拮質タンパ

ク質が高次構造を形成した後に TatABCトランスロコン上で進行する叫大腸菌における

TAT 膜透過反応の発見から 20 年以上が経過し、その分子機構は遺伝学的• 生化学的に広

く解析されてきた。 TAT膜透過反応はプロトン駆動力をエネルギー源とし、 TatA、

TatB、TatCによって形成されるトランスロコン (TatABC)を介して進行する叫具体的

には、 TAT基質は Sec膜透過拮質と同様に N末端にシグナル配列を付加された前駆体と

して合成される 41,42。細胞質で生合成された TAT基質は、 TatBC複合体によってシグナ

ル配列が受容され 78、TatBCによる TAT基質の受容をきっかけとして TatBC-TAT基質

複合体に TatAが集合する。この TatAの集合は、プロトン駆動力を必要とする 79,80。環状

のオリゴマー構造を形成した TatAは、 TatBC-TAT基質複合体と相互作用する 81,82。大腸

菌に様々な分子量の TAT基質タンパク質を発現させた条件での TatAのオリゴマー構造が

解析された結果、その大きさは発現する基質タンパク質の分子量に応じて変化することが

判明した 82。TatAは分子量 9.6kDaの一回膜貫通タンパク質である。 TatAのC末端側に

は両親媒性の aヘリックス構造が存在し、 TAT韮質の成熟体部分と相互作用する 83。さ

らに、 TAT膜透過反応中に TatAはオリゴマー化して膜透過の孔を形成することも知られ

ている 79,84。TatBは、分子量 18.5kDaの一回膜貫通タンパク質であり、そのアミノ酸配

列の約 50%はTatAの相同的である 85。TatBはTatCと1: 1の複合体を形成し、 TatCを

安定化させる役割を果たす竺 TatCは分子量28.9kDaの六回膜貫通型タンパク質であ

る。化学架橋実験から、 TatCはTAT韮質のシグナル配列と直接相互作用することが知ら

れている 78。TATシグナル配列の RR残韮を KK残基に置換した変異体は TatCと化学架

橋されなかったことから、 TatCはTATシグナル配列の RR残基を認識して TAT基質の
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シグナル配列と相互作用すると考えられる 78。TatAのパラログである TatEはTAT膜透

過反応に必須ではないが、 TatAと機能的に互換性があると考えられている 87。TatEの生

体内での存在量も、 TatAと比較すると極めて少ない 87。しかし、いくつかの TAT基質は

TatE欠損株において著しい膜透過阻害を示す気

上述のように各因子の詳細な機能が数多く判明しているにもかかわらず、 TAT膜透過反

応の試験管内での完全再構成に成功した例は未だ報告されていない。このことは、

TatABC以外にも TAT膜透過反応に必要な因子が存在し、その因子が TAT膜透過反応に

おいて重要な役割を果たしていることを強く示唆している。本論文でこれまで述べてきた

ように、 MPiaseはタンパク質の膜挿人反応や膜透過反応全般に広く関与する。 MPiaseは

膜タンパク質の膜貫通領域と相互作用して膜挿人反応を触媒するだけではなく、 SecYEG

とも相互作用してその 2量体構造を変化させて SecYEGを活性化する 38。そのため本研究

では、 MPiaseがTAT膜透過反応において TAT韮質のシグナル配列の膜挿人や、

TatABC複合体の構造変化に関与する可能性を予想した。

本研究では、 invivo実験系、 invitro実験系の両面から MPiaseがTAT膜透過反応に関

与しているかどうかを検証し、得られた知見を韮に TAT膜透過反応の再構成系の構築を

行った。
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3-2. 材料と方法

① 材料

第 3章で使用した菌株を表 3-1に、プラスミドを表 3-2に、オリゴヌクレオチドを表 3-

3に示した。好熱性細薗の精製 F。F1-ATPaseは車愈徹先生 (JAMSTEC) より供与され

た。 pSTV28-TatABCプラスミドは山田美和先生（岩手大学）より供与された。 PL(E. 

coliPolar Lipid Extract)、DAG(1-2-dioleoyl-sn-glycerol)、Mini-ExtruderはAvantiPolar 

Lipids, Inc. より購入した。 OGは同仁化学研究所より購人した。 BioBeads SM-2はBio-

Radより購入した。 [3ssJ メチオニンと [3ssJ システインの混合液 (43.5TBq/mmol) 

「EXPRE35岱 SProtein Labeling Mix」は株式会社パーキンエルマー・ジャパンより購入

し、基質タンパク質の RI標識に使用した。プロテイナーゼK(PK)はロシュ・ダイアグ

ノスティックス株式会社より購人した。無細胞タンパク質合成キット「E.coliT7 S30 

Extract System for Circular DNA」はプロメガ株式会社より購人した。 MPlase26、TatA、

TatB、TatC52の精製は、報告されている方法に倣って行った。 INVは報告されている方法

24,54に倣って調製した。

表 3-1.第 3章で使用した大腸菌株

Strains 

EK413 

BL21 (DE3) 

KS22 

KS23 

KS46 

IVEC3 

BW25113 

△ TatA 

Relevant genotype and description 

MC4100 ara+ 

F, Ion-II, △ (ompT-nfrA)885, △ (galM ybh/)884, 入DE3

[lacllacUV5-T7 gene I ind] sam7 nin5] D46 [maf ]K-12(入S)

hsdSIO 

EK413△ cdsA::cat 

EK413△ ynbB△ cdsA::cat 

BL21 (DE3)△ cdsA::cat△ ynbB::kan 

MG1655△ hsdR△ endA△ recA 

△ (araD-araB) 567△ (rhaD-rhaB) 568 L'.1 lacZ4787 (::rrnB-

3) hsdR514rph-J 

BW25113△ tatA::kan 
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Reference 

36 

89 

31 

31 

31 

90 

91 

92 



△ TatB 

△ TatC 

△ TatE 

BW25113△ tatB::kan 

BW25113△ tatC:kan 

BW25113△ tatE::kan 

92 

92 

92 

表3-2.第3章で使用したプラスミド

Plasmid 

pUSI2 

pIVEX-2.3MCS 

pACYC184-Km 

pTac-SufI-His 

pTac-TorA-His 

pTac-TorA-GFP-His 

pTac-SufI (KK) -His 

pTac-TorA (KK) -His 

pTac-TorA-GFP (KK) -His 

pTac-TatABC 

pTet-SufI-His 

pTac-TatA-His 

pTac-TatB-His 

pTac-TatC-His 

pTac-TatE-His 

Relevant description 

Cloning vector containing tac promoter, ampicillin 

resistant 

Ref. 

93 

Cloning vector containing the T7 promoter, ampicillin Roche 

resistant 

The cat gene on pACYC184 was replaced with the kan 31 

gene. 

hisヶsuflwas cloned into pUSI2 under the control of tac This study 

promoter 

his6-torA was cloned into p USI2 under the control of tac This study 

promoter 

his6-gfpwith TorA signal sequence was cloned into 

pUSI2 under the control of tac promoter 

This study 

his6-SU月(kk)was cloned into p USI2 under the control This study 

of tac promoter 

his6―tor A (kk) was cloned into p USIZ under the control This study 

of tac promoter 

hisr,-gわwithTorA (KK) signal sequence was cloned 

into p USI2 under the control of tac promoter 

This study 

tatABCwas cloned into p USI2 under the control of tac This study 

promoter 

SU月wascloned into pACYC184-Km under the control This study 

of tetpromoter 

hisr,-tatA was cloned into pUSI2 under the control of tac This study 

promoter 

hisr,-tatBwas cloned into pUSI2 under the control of tac This study 

promoter 

hisr,-tatCwas cloned into p USI2 under the control of tac This study 

promoter 

hisr,-tatEwas cloned into p USI2 under the control of tac This study 
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promoter 

pT7-TatABC tatABCwas cloned into plVEX-2.3MCS under the This study 

control of T7 promoter 

pT7-SufI SU月wascloned 1nto pIVEX-2.JMCS under the control This study 

of T7 promoter 

pT7-SufI (KK) SU月(KK)was cloned into pIVEX-2.JMCS under the This study 

control ofT7 promoter 

pAra-CdsA bla on pKQZ-CdsA was replaced with spc 31 

表3-3.第3章で使用したオリゴヌクレオチド

Name 

tac-TorA-His 5'in 

tac-TorA-His 3'in 

tac-SufI-His 5'in 

tac-SufI-His 3'in 

tac-TG-His 3'in 

tac-T/S/G 5've 

tac-TorA-His 3've 

tac-Sufl-His 3've 

tac-TG-His 3've 

tac-TatA-His 5'in 

tac-TatA-His 3'in 

tac-TatB-His 5'in 

Sequence (5'->3') Purpose 

TTTTGGATCCT AGGAGGTTT AAA TTT ATGAA Construction of p Tac-TorA-

CMTMCGATCTCT His 

TTTTGGTACCTTTTCAGTGATGGTGGTGATG Construction of pTac-TorA-

GTGTGATTTCACCTGCGACGCGGG His 

TTTTGGATCCT AGGAGGTTT AAA TTT ATGTC Construction of pTac-SufI-

ACTCAGTCGGCGTCAG His 

叫 GGTACCMATTAGTGATGGTGATGGTGA Construction of pTac-Suf-

TGCGGTACCGGATTGACCMCAGTTGCCC His 

TTTTGGT ACCTTTTT M TGGTGATGG TGATG Construction of p Tac-

GTGTTTGTATAGTTCATCCATGCCATGTG 

TCATACATAAATTTAAACCTCCTAGGATCC 

TorAGFP-His 

Construction of pTac-TorA-

His/pTac-SufI-His/pTac-

TorAGFP-His 

CCCGCG TCGCAGGTGAAA TCACACCATCACC Construction of p Tac-Tor A-

ACCATCACTGAAAAGGTACCAAAA His 

GGGCAACTGTTGGTCAA TCCGG T ACCGCATC Construction of p Tac-Sufl -

ACCA TCACCATCACT AA TTTGG T ACCTTT His 

CATCACCATCACCATCACT AAAAAGGT ACCAC Construction of p Tac-

CAGCGATATCCCGAACTAAAAAGGTACC TorAGFP-His 

TTTTGGATCCTAGGAGGTTT AAA TTTATGGG Construction of pTac-TatA-

TGGTATCAGTATTTGGCAGTTATTGATTA His 

TTTTGGT ACCTTTTTAGTGATGGTGATGGTG Construction of pTac-TatA-

ATGCACCTGCTCTTT ATCGTGGCGCTTCG His 

TTTTGGATCCTAGGAGGTTTAAATTTGTGTT Construction of pTac-TatB-
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tac-TatB-His 3'in 

tac-TatC-His 5'in 

tac-TatC-His 3'in 

tac-TatE-His 5'in 

tac-TatE-His 3'in 

tac-TatABC 5'in 

tac-TatABC 3'in 

tac-TatABC 5've 

tac-TatABC 3've 

TorA (KK) 5' 

TorA (KK) 3' 

Sufl (KK) 5' 

Sufl (KK) 3' 

T7-SufI 5'in 

T7-SufI 3'in 

T7-SufI 5've 

T7-SufI 3've 

pT7-Sufl (KK) 3' 

TGAT ATCGGTTTT AGCGAACTGCT ATTGG His 

TTTTGGTACCTTTTTAGTGATGGTGATGGTG Construction of pTac-TatB-

ATGCGGTTT ATCACTCGACGAAGGGGAAG His 

TTTTGGATCCT AGGAGGTTT AAA TTTATGTC Construction of pTac-TatC-

TGTAGAAGATACTCAACCGCTTATCACGC His 

TTTTGGTACCTTTTTAGTGATGGTGATGGTG Construction of pTac-TatC-

ATGTTCTTCAGTTTTTTCGCTTTCTGCTT His 

TTTTGGATCCTAGGAGGTTTAAATTTATGGG Construction of pTac-TatE-

TGAGATTAGT ATTACCAAACTGCTGGTAG His 

TTTTGGTACCTTTTCAGTGATGGTGATGGTG Construction of pTac-TatE-

ATGCTCTTT ATGAGAGAGCTTTTCAGCCT His 

GGATCCTAGGAGGTTTAAATTTATGGGTGGT Construction of pTac-

ATCAGTATTTGGCAGTTATTGATTATTGC TatABC 

GGTACCTTTTTATTCTTCAGTTTTTTCGCTT Construction of pTac-

TCTGCTTCAGCGTCGTTTTCCTCTTCCCG TatABC 

AA T ACTGAT ACCACCCAT AAA TTT AAACCTCC Construction of p Tac-

TAGGATCC TatABC 

AGCGAAAAAACTGAAGAA T AAAAAGG T ACCA Construction of p Tac-

CCAGCGATATCCCGAACTAAAAAGGTACC TatABC 

TCAGGCATCA AAAAAGCG TT TTCTGGCACA Construction of p Tat-Tor A 

ACTCGGCGGC (KK) -His 

AACGCTTTTTTGATGCCTGAAAGAGATCGTT Construction of pTat-TorA 

ATTGTTCAT (KK) -His 

ATGTCACTCA GT AAAAAGCA GTTCATTCAG Construction of pTat-Sufl 

GCATCGGGGA TTG (KK) -His 

CTGCTTTTT ACTGAGTGACATATGTATATCT Construction of pTat-Sufl 

CCTTCTTAAAGT (KK)-His and pT7-Sufl (KK) 

TTTT AAAACATATGTCACTCAGTCGGCG Construction of pT7-SufI 

TCAGTTCATTCAGGCAT 

TTTCTCGAGAAA TTACGGTACCGGATT Construction of pT7-SufI 

GACCAACAGTTGCCCAAT 

AATGAACTGACGCCGACTGAGTGACAT ATGT Construction of pT7 -SufI 

ATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATT 

TTGGTCAATCCGGTACCGT AATTTCTCGAGC Construction of pT7-SufI 

GAGCTCCCGGGGGGGGTTCTCAT 

CTGCTTTTT ACTGAGTGACAT ATGT ATATCT Construction of pT7 -SufI 
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T7-TatABC 5'in 

T7-TatABC 3'in 

T7-TatABC 5've 

T7 -TatABC 3've 

② プラスミドの構築

CCTTCTTAAAGT (KK) 

TTTGTTT AACTTT AAGAAGGAGAT ATACAT A Construction of pT7 -TatABC 

TGGGTGGTATCAGTATTTGGCAGTTATTG 

CCCCCCGGGAGCTCGCTCGAGTCGACTTTTT Construction of pT7-TatABC 

ATTCTTCAGTTTTTTCGCT TTCTGCTTCA 

CAA T AACTGCCAAA T ACTGATACCACCCATAT Construction of pT7 -TatABC 

GTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAA 

AA T AACTGCCAAA TACTGATACCACCCAT AAA Construction of pT7 -TatABC 

TT AAAGCGTCCTGAA TAC CAGT AACAAC 

第 3章で使用したプラスミドは、 IVEC3株を用いた invivoクローニング 90により構築

した。 PCR 用の合成プライマーの配列に 20~40 bp程度のベクター側と相同的な配列を

付加し、各プライマーで増幅した DNA断片を IVEC株に導人すると、菌株内での相同的

な配列の組み換えにより目的の配列をベクターにクローニングすることができる。 pTac-

TorA-His、pTac-Sufl-His、pTac-TorA-GFP-His、pTac-TatA-His、pTac-TatB-His、

pTac-TatC-His、pTac-TatE-His、pTac-TatABCは以下の手順で構築した。 torA遺伝子、

SU月遺伝子、 tatA/B/C/ Eの各遺伝子、および tatABCオペロンの遺伝子は EK413株の染

色体遺伝子を鋳型として、 torA-gfp遺伝子は PcspB-TorAss-GFP94を鋳型として PCRで

増幅した。 torA遺伝子の増幅には tac-TorA-His5'in/ tac-TorA-His 3'inをプライマーと

して用いた。 SU月遺伝子の増幅には tac-TorA-His5'in/ tac-TorA-His 3'inをプライマーと

して用いた。 torA-gfp遺伝子の増輻には tac-TorA-His5'in/ tac-TG-His 3'inをプライマ

ーとして用いた。 tatA遺伝子 tac-TatA-His5'in/ tac-TatA-His 3'inをプライマーとして用

いた。 tatB遺伝子 tac-TatB-His5'in/ tac-TatB-His 3'inをプライマーとして用いた。 tatC

遺伝子 tac-TatC-His5'in/ tac-TatC-His 3'inをプライマーとして用いた。 tatABC遺伝子

tac-TatABC-His 5'in/ tac-TatABC-His 3'inをプライマーとして用いた。 torA遺伝子を導
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入するベクターは pUSI2を鋳型として tac-T/S/G5've/ tac-TorA-His 3'veをプライマー

として増輻した。 SU月遺伝子を導人するベクターは pUSI2を鋳型として tac-T/S/G5've/ 

tac-Sufi-His 3'veをプライマーとして増幅した。 torA-gfp遺伝子を導人するベクターは

pUSI2を鋳型として tac-T/S/G5've/ tac-TG-His 3'veをプライマーとして増輻した。

tatA/ B/C/ Eの各遺伝子、および tatABC遺伝子を導人するベクターは pUSI2を鋳型とし

てtac-TatABC5've/ tac-TatABC 3'veをプライマーとして増輻した。各PCR産物を

IVEC3株に導入後、アンピシリン耐性を獲得した菌からプラスミドを選別した。 pTac-

TorA (KK) -HisはpTac-TorA-Hisを鋳型として、 TorA(KK) 5'/TorA (KK) 3'プライマー

を用いて PCRにより増幅した遺伝子を IVEC3株に導人することで構築した。 pTac-Sufl

(KK) -HisはpTac-Sufl-Hisを鋳型として、 Sufi(KK) 5'/Sufi (KK) 3'プライマーを用いて

PCRにより増幅した遺伝子を IVEC3株に導人することで構築した。 pTac-TorA-GFP-

(KK) -HisはpTac-TorA-GFP-Hisを鋳型として、 TorA(KK) 5'/TorA (KK) 3'プライマー

を用いて PCRにより増幅した遺伝子を IVEC3株に導人することで構築した。

pTet-Sufl-His、pTet-Sufl(KK) -Hisは，pTac-Sufl-HisおよびpTac-Sufl(KK) -Hisから

Sufi-His・Sufi -His (KK)をコードする遺伝子領域を BamHI/Sall処理によって切り出

し、 pACYC-KmのBamHI/Sall部位に連結することで構築した。

pT7-Suflは以下に示す方法で構築した。 su.i遺伝子は EK413株の染色体遺伝子を鋳型

として T7-Sufl5'in/T7-Sufl 3'inプライマーを用いて PCRにより増輻した。 SU月遺伝子

を導人するベクターは plVEX2.3-MCSを鋳型として T7-Sufl5've/T7 -Sufi 3'veプライマ

ーを用いて PCRにより増輻した。各PCR産物を IVEC3株に導人後、アンピシリン耐性

を獲得した菌からプラスミドを抽出した。各遺伝子の導入は、抽出したプラスミドを

Ndel/Xholで制限酵素処理し、導人した目的の遺伝子と同じ長さの DNA断片が切り出さ

れるかどうかで判断した。 pT7-Sufl(KK) -HisはpT7-Sufl-Hisを鋳型として、 Sufi(KK) 

5'/ pT7-Sufl (KK) 3'を用いて PCRにより増輻した遺伝子を IVEC3株に導人することで構

69 



築した。 pT7-TatABCは以下に示す方法で構築した。 tatABC遺伝子は EK413株の染色体

遺伝子を鋳型として T7-TatABC5'in/T7-TatABC 3'inプライマーを用いて PCRにより

増幅した。 tatABC遺伝子を導人するベクターは pIVEX2.3-MCSを鋳型として T7-

TatABC 5've/T7-TatABC 3'veプライマーを用いて PCRにより増幅した。各PCR産物

をIVEC3株に導人後、アンピシリン耐性を獲得した菌からプラスミドを選別した。

③ CdsAの枯渇

KS22/pAra-CdsA株、 KS23/pAra-CdsA株、 KS46/pAra-CdsA株は 0.002%アラビノー

スを含む LB培地で一晩、 37℃で培養した。培養液を LB培地で 5回洗浄後、 0.2%アラビ

ノース添加／非添加培地にそれぞれ 1/1000希釈で植菌し、 37℃で培養した。アラビノース

非添加培地において生育の阻害が観察されてから 2時間後に各試料を調製した。 TAT基質

を過剰発現させる場合は、この後に 1mM IPTGを添加しさらに 1時間培養し、各試料を

調製した。

④ パルス・チェイス実験

LB培地で OD6oonm-0.5まで培養した菌を集菌後、メチオニン、システインを除く 18種

類のアミノ酸（各0.1mM)、0.1 % Yeast extractを含む M9最少培地に懸濁した。さらに 1

時間培養した後、 [3ssJ メチオニン—システインで 30 秒間 Sufi-His を標識した。標識は終

濃度が 12mMとなるように非放射性メチオニン、システインを加えて終了した。各チェ

イス時間で 500μlの培養液を分取し、終濃度 10%になるように TCAを加えた。氷上で

30分静置後、 16,000X gで5分間遠心した。遠心して得られた沈殿をアセトン、ジエチル

エーテルで洗浄した。沈殿を乾燥後、 50μlの50mM  Tris-HCl pH 7 .5, 1 % SDS, 1 mM  

EDTAに懸濁し、 95℃で 3分間加熱した。 1mlの50mM Hepes-KOH pH 7.5, 150 mM 

NaCl, 1 % Triton X-100, 1 mM  EDTA, 1 mM PMSFを加えた後、 16,000X gで5分間遠心
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し、上清を回収した。回収した上清に 10μlのTALONレジンを加え、 4℃で 1時間撹拌し

た。 3,000X gで30秒遠心し、 TALONレジンを回収後、 500μlの50mM  Tris-HCl pH 

7.5, lSOmMNaCl, 1%TritonX-100により TALONレジンを洗浄した。遠心により

TALONレジンを阿収後、 500μlの50mM  Tris-HCl pH 7.5, 1 % Triton X-100でTALON

レジンを洗浄した。 3,000X gで5分間遠心し樹脂を回収後、 20μlのSDS-PAGEサンプル

バッファーを加え、 TALONレジンに結合した Sufi-Hisの前駆体と成熟体を溶出した。放

射活性のあるバンドは、 Phosphorimager(GE Healthcare)を用いて検出し、 ImageQuant 

(GE Healthcare)により定量した。

⑤ スフェロプラストの調製と分画

LB 培地で OD600nm~0.5 まで 37℃で培養後、 1 mMIPTGを添加して TAT基質の発現

を誘導した。その後2,400X gで5分遠心し、全量集菌した。沈殿に 5mlの0.75Mスクロ

ース， 10mM  Tris-HCI pH 7.5を添加して懸濁し、 2,400X gで5分遠心して沈殿を回収し

た。 1mlの0.75Mスクロース， 10mM  Tris-HCI pH 7.5および2mg/mlのリゾチーム溶

液を添加し懸濁した。氷上で 5分静置後、合計2mlになるように 1.5mM  EDT A pH8.0を

10分間等間隔で滴下した。その後溶液のうち 1mlを15,QQQX gで 1分遠心して沈殿と上

清を分けて回収した。スフェロプラスト画分である沈殿は 500μIの水に懸濁し、 10%TCA

を加えて氷上に静置した。ペリプラズム画分である上清は 500μI分注し、 10%TCAを加

えて氷上に静置した。全サンプルを 15,000X gで5分間遠心分離を行い、沈殿を回収した

のちアセトンで洗浄した。さらに 15,000X gで5分間遠心分離して沈殿を回収した。乾燥

した沈殿をローディング緩衝液 (2.5%(w/v) SDS、25%(v/v)グリセロール、 25mMリ

ン酸ナトリウム緩衝液 pH7.2、2.5%(v/v) 2ーメルカプトエタノール、 0.0125%(w/v)ブ

ロモフェノールブルー）に溶解させ、 95℃で 5分間加熟した後 SDS-PAGEで分離した。

SDSーゲルは 12.5%アクリルアミド/0.27%N,N—ビスメチレンアクリルアミドを用いて作製
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した。

⑥ （プロテオ）リポソームの調製

リン脂質は N2ガスで溶媒をある程度揮発させた後、真空状態で遠心して乾燥させた。

乾燥後、 20mg/mlになるように BufferA (50 mM  Hepes-KOH, pH 7.6, 1 mM  DTT)に懸

濁し、超音波処理してリポソームを調製した。 DAG含有リポソーム、 MPiase/DAGリポ

ソームは報告されている方法に従って調製した 58。TatABC/F。F1-ATPase含有リポソーム

は以下の手順で調製した。 OGでリン脂質を可溶化し、氷上で 20分静置した後200mgの

Bio Beads-SM2を添加し、 4℃で 30分間ゆっくり回転させた。この溶液中に精製TatA、

TatB、TatCを加えてさらに 30分間 4℃で回転させ、 300mgのBioBeads-SM2を追加

し、一晩4℃で回転させた後に Bio-Beads-SM2を除去した。 TatABC/F。F1-ATPase含有プ

ロテオリポソームと MPiase/DAGリポソームとの融合は報告されている方法 58に従って

行った。融合処理後、 Mini-Extruderでリポソームの拡張を行った。 Polycarbonate

Membranes (ポアサイズ 0.8μm)をMini-Extruder内に装着し、シリンジ内にリポソーム

溶液を封入後、 25阿左右にシリンジを動かして拡張した。調製した（プロテオ）リポソー

ムは 4℃で保管した。

⑦ タンパク質膜透過活性測定

in vitroタンパク質膜透過測定は、報告されている方法 58に倣って以下のように行った。

基質タンパク質の合成は、 INVまたは（プロテオ）リポソーム存在下で E.coliT7 S30 

Extract systemを用いて行った。反応溶液20μl中に [3ssJメチオニン、プラスミド

DNA、INVまたは（プロテオ）リポソームを混合し、 37℃で 30分間保温して基質タンパ

ク質の RIラベル合成と膜透過反応を行った。ただしリポソームは反応開始時に、 INVは

反応開始 5分後に反応系に加えた。反応終了後、溶液の一部 (-PK用： 3μl)にはすぐに
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10% TCAを3μl添加し、 5分以上氷上に放置し、基質タンパク質を沈殿させた。溶液の

残りのうち 15μl(+PK)は、等量の 1mg/mlプロテイナーゼK(PK)を加え、 25℃で 20

分間保温した。終濃度5%となるように TCAを添加後、 PKを完全に失活させるために

56℃で 5分間保温した。その後5分以上氷上に放置し、拮質タンパク質を沈殿させた。全

サンプルを 15,QQQX gで5分間遠心分離を行い、沈殿を回収したのちアセトンで洗浄し

た。さらに 15,QQQX gで5分間遠心分離して沈殿を回収した。乾燥した沈殿をローディン

グ緩衝液 (2.5%(w/v) SDS、25%(v/v)グリセロール、 25mMリン酸ナトリウム緩衝液

pH 7.2、2.5%(v/v) 2ーメルカプトエタノール、 0.0125%(w/v)ブロモフェノールブルー）

に溶解させ、 95℃で 5 分間加熱した後 SDS-PAGE で分離した。 SDS—ゲルは 12.5%アクリ

ルアミド/0.27%N,N—ビスメチレンアクリルアミドを用いて作製した汽電気泳動後、ゲ

ルを 10%(w/v)酢酸で固定し、乾燥させ、 RI標識した基質タンパク質のバンドを

Phosphorimager (GE Healthcare)で検出した。

⑧ その他

INV調製後のタンパク質定量は、ウシ血清アルブミンを標準サンプルとして報告されて

いる方法 60に倣って行った。リン脂質の分析は TLCにより報告されている方法 26に倣っ

て以下のように行った。 Sol.C (クロロホルム：エタノール：水=3: 7 : 4)を移動相とし

て、アニスアルデヒド硫酸で染色した。また、イムノブロッティングによる MPiaseの検

出は報告されている方法 27に倣って行った。
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3-3. 結果

(1) MPlaseはTAT膜透過反応に関与する： in vivo実験系における検証

TAT膜透過反応に MPlaseが関与するという仮説を検証するため、 MPlaseの枯渇が

TAT膜透過に及ぼす影響を調べた。野生株 (EK413)株では、シグナル配列が切断された

TAT基質Sufi、TorAの成熟体が観察された（図 3-1A) ことから、本実験系での膜透過

の進行が示唆された。 TAT基質の膜透過にはシグナル配列中の 2個の連続したアルギニン

残基 (RR)が必須であり、これをリジン残基 (KK)に置換すると膜透過反応が進行しな

ぃ42,43。そこで、 EK413株に Sufi(KK)または TorA(KK)変異体を発現させると成熟体

は観察されなかった（図 3-1B)。これらのことから、成熟体の出現は TAT膜透過反応の

進行を示すと考えられる。プラスミドから TatABCを過剰発現させると、 Sufi成熟体量は

EK413株と比較してある程度増加した（図 3-1A "EK413/pTet-TatABC/pTac-Sufl-His") 

ことから、 Sufiの膜透過がTatABC依存であることを支持している。 IPTGの添加により

Sufiを過剰発現した場合では前駆体量の増加は見られたものの、 Sufi成熟体量はほとんど

変化しなかった（図 3-1A)。これは膜透過活性が飽和していることを示している。また、

過剰量発現した Sufiが凝集してしまい膜透過できなくなった可能性も考えられる 42,95,960 

MPlase生合成反応の第一段階の反応は CdsA/YnbBにより触媒される。 KS23株では、染

色体上の cdsA/ynbB両遺伝子が破壊されている。 CdsAは菌の生育に必須であるので、

cdsA遺伝子をプラスミド上のアラビノース・プロモーターに連結して CdsAを発現させて

いる (pAra-CdsA)。この菌をアラビノース非存在下で培養すると CdsAを枯渇することが

できる。 KS23/pAra-CdsA株を CdsA発現条件または枯渇条件で培養して MPlase発現量

を調べたところ、 CdsA枯渇条件では MPlase量が著しく減少していた（図 3-1C)。

MPlase発現条件では EK413株と同様に Sufi成熟体が観察された（図 3-1A 

"+MPlase")。一方、 MPlase枯渇条件下では Sufi成熟体が一切観察されず、 Sufi前駆体の

みが検出された（図 3-1A"△ MPlase")。MPlase枯渇による膜透過阻害は、 TorAでも同
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様に観察された（図 3-1D)。さらにパルス・チェイス実験を行って Suflの膜透過を詳細

に解析した結果、 EK413株では Suflが 10分以内にすみやかに膜透過していた（図 3-2左

上図）。 KS23/pAra-CdsA株では、アラビノース存在下で培養して CdsAを発現させたにも

かかわらず、 EK413株と比較して Suflの膜透過速度は遅くなった（図 3-2左下図）。この

理由については後述する。また KS23/pAra-CdsA株をアラビノース非存在下で培養した場

合、 EK413株に Sufl(KK)を発現させた場合（図 3-2右上図）と同様に、膜透過は全く進

行しなかった（図 3-2右下図）。これらの結果から、 MPiaseがTAT膜透過反応に関与す

ることが示された。

続いて、 MPiase枯渇時の TAT拮質の局在を調べた。図 3-1で用いたアラビノース存在

／非存在下で培養した KS23/pAra-CdsA株をスフェロプラスト化し、ペリプラズム画分を

調製した。このとき膜透過した TAT拮質の成熟体はペリプラズム画分に回収され、膜透

過しなかった前駆体はスフェロプラスト画分に回収される。ペリプラズムに局在する f3 —ラ

クタマーゼおよび細胞質に局在する SecBが、それぞれペリプラズム画分とスフェロプラ

スト画分に回収されているため、分画が正しく行われていることが示された。 MPiase存

在下では、 TorA、Suflともに成熟体がペリプラズム画分に回収された一方、 MPlase非存

在下ではスフェロプラスト画分に前駆体が観察された（図 3-3)。これらの結果から、

MPlase枯渇により TAT膜透過が阻害されることが改めて示された。

TAT膜透過反応を可視化するため、蛍光顕微鏡による観察を行った。これまでの実験で

用いた KS23/pAra-CdsA株に、 TorAのシグナル配列を融合した緑色蛍光タンパク質 GFP

(TorA-GFP)をプラスミドから発現させた。 KS23/pAra-CdsA株をアラビノース存在下で

培養した場合では、細胞の輸郭に沿った TorA-GFPの蛍光が観察された（図 3-4左國）。

これは細胞質で合成され膜透過した TorA-GFPがペリプラズムに蓄積し、細胞輪郭が強い

蛍光を示したためである。対してアラビノース非存在下で培養した MPlase枯渇条件下で

は、 EK413株に TorA(KK) -GFP変異体を発現させた場合（図 3-4右図）と同様に、細胞
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輸郭に沿った蛍光は観察されず細胞質全体が発光していた（図 3-4中央図）。これは

MPiaseが枯渇したために TorA-GFPの膜透過反応が進行せず細胞質内に蓄積したことを

示している。さらに MPiase枯渇条件下では、細長く伸びた状態の細胞が多く観察され

た。この表現型は TatA等の Tat必須因子欠損株でよく見られるものである冗これらの

結果から、蛍光顕微鏡観察においても MPiase枯渇による TAT膜透過反応の阻害が観察

された。

MPiase枯渇が TAT膜透過反応に及ぼす影曹を、シグナル配列の切断を指標とした膜透

過反応の解析や細胞分画、蛍光顕微鏡による観察という 3種類の異なる手法から検証し

た。すべての解析において、 MPiase枯渇条件では TAT膜透過反応が全く進行しないこと

が判明した。したがって、 MPiaseはinvivoにおいて TAT膜透過反応に関与することが

明らかになった。
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図3-1 MPlase枯渇がTat基質の膜透過に及ぼす影響。

(A) 各株を 0D600nm~0.5 まで培養後 1 mMIPTGを添加し TAT韮質の発現を誘導した。

さらに 1時間培養した後TCA処理し、イムノブロッティングにより各TAT基質を検出し

た。 KS23/pAra-CdsA株における CdsAの枯渇は「3-2.材料と方法③」に示す通り行っ

た。 (B) 各株を 37℃で 0D60onm~0.5 まで培養後 TCA 処理し、イムノブロッティングに

より各TAT基質を検出した。 (C)KS23/pAra-CdsA株を (A)に示すように培養後、イム

ノブロッティングにより MPiaseを検出した。 (D)KS22/pAra-CdsA株を (B)に示すよう

に培養後、イムノブロッティングにより TorAを検出した。 ＊は、 Sufi前駆体が過剰量蓄
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積したことによる分解物である。

78 



EK413/pTac-TatABC/pTet-Sufl-His 

゜

ー
「
e

0

m

 

a
 5
i

 

D
 
k

t

 

e
 
s
 
a
 

h
 
c
 

3
 

に::150i 
5 10 (min) 0 1 

Sufi (KK) 「pSufl
3 5 10 (min) 

KS23/pAra-CdsA/pTac-TatABC/pTet-Sufl (RR)-His 

+MPlase △ MPlase 

50 霊i:150i 
chase time 0 3 5 10 (min) 0 

f
 u

)

 
n
 

．
 

s
 
p

m

 

-

（
 ゜

ー5
 

3
 

図3-2 バルス・チェイス解析による Sufiの膜透過反応の追跡。

各株を M9最少培地で 37℃で培養後、「3-2.材料と方法④」に示した手順でパルス・チ

ェイス実験を行った。 Sufiは低コピープラスミドの tetプロモーターから恒常的に発現さ

せた (pTet-Sufl-His)。TatABCはプラスミドの tacプロモーターから発現させた (pTac-

TatABC)。Sufiはオートラジオグラフィーで検出した。 "pSufl" はSufi前駆体、 "mSufl"

はSufi成熟体を示す。

79 



．一＿．
uflufl 

psms 
pTorA 
mTorA 

13-Lactamase 

SecB 

△ MP lase +MPlase 

fraction peri sph peri sph 

図3-3 菌のスフェロプラスト化による分画実験。

KS23/pTet-TatABC/pTac-SufI-His株およびKS23/pTet-TatABC/pTac-TorA-His株を

37℃で OD600nm~0.5 まで培養後 1 mM  IPTGを添加し、 TAT基質の発現を誘導した。さ

らに 1時間培養後、「3-2.材料と方法⑤」に示す方法によりスフェロプラスト画分 (sph)

およびペリプラズム画分 (peri)に分画した。 KS23/pAra-CdsA株における CdsAの枯渇

は「3-2.材料と方法③」に示す通り行った。イムノブロッティングにより各TAT基質お

よびf3ーラクタマーゼ、 SecBを検出した。 "pSufI"はSufl前駆体、 "mSufI"はSufl成熟

体、 "pTorA"はTorA前駆体、 "mTorA"はTorA成熟体を示す。
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図3-4 蛍光顕微鏡による TAT膜透過反応の確認。
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各株を 37℃で OD6oonm~0 .5 まで培養後、蛍光顕微鏡で観察した 。 KS23/pAra-CdsA 株に

おける CdsAの枯渇は 「3-2.材料と方法 ③」に示す通り行った。
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(2) MPlaseはTAT膜透過反応に関与する： in vitro実験系における検証

TAT膜透過反応における MPiaseの関与をより詳細に調べるため、 INVを用いて TAT

膜透過反応を invitro実験系により解析した。 INVへの TAT膜透過反応には、 トランスロ

コン TatABCを過剰発現させる必要があることが報告されている 42。そのため、 BL21

(DE3)株にプラスミド上の T7プロモーターから TatABCを過剰発現させた (BL21

(DE3) /pT7-TatABC株）。またコントロールベクターを導入した株 (BL21(DE3) 

/pIVEX)株も構築した。それぞれの株から調製した INV存在下で、 [35S]メチオニンで標

識した Sufiを合成した。膜透過反応はプロテアーゼ・プロテクションアッセイにより解析

した。これまでの報告と一致して BL21(DE3) /pT7-TatABC株では、 BL21(DE3) 

/plVEX株では観察されなかった PK消化を免れた Sufiのバンドが確認された（図 3-5

A)。Sufi(KK)の場合では、 TatABC過剰発現株から調製した INVに対しても一切膜透過

しなかったことから（図 3-5B)、PK処理により現れる Sufi成熟体の出現は TAT膜透過

が正しく進行したことを示すものである。さらに TatABC過剰発現株から調製した INV

を用いた膜透過反応に抗MPiase抗体を添加したところ、膜透過活性の阻害が観察された

（図 3-5C)。また、各菌株の MPiase量、 TatA量を確かめたところ、 TatABCの過剰発現

に伴い MPiase量の想定外の増加が観察された（図 3-5D)。

TatABC過剰発現による MPiase量の増加は、 tacプロモーターから TatABCを発現さ

せた場合（図 3-6A "pUSI2-TatABC")でも観察された。図 3-5の実験と比較すると

MPiase増加率は若干少ないが、これはプロモーターの違いによる TatABC発現量の低下

によるものであると考えられる。また、 TatA、TatB、TatC、TatEを単体でそれぞれ過剰

発現させたとき、 TatBおよびTatEの過剰発現株では TatABC過剰発現株以上の MPiase

量の増加が見られた（図 3-6A)。一方T7プロモーターから SecYEGを過剰発現させた場

合には MPiase量の増加は観察されなかった（図 3-6B)。これらのことは、 MPiaseがSec

膜透過反応よりも TAT膜透過反応により強く関係していることを示唆している。
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続いて、 INVへの TAT膜透過反応における MPiase枯渇の影響を解析した。 BL21株を

親株とした cdsA/ynbB二重欠損株 (KS46/pAra-CdsA)株において、 TatABCを過剰発現

させた状態で CdsAを枯渇させた。この株から調製した INVを用いて Suflの膜透過反応

を調べたところ、 TatABCが過剰発現している（図 3-7上図）にもかかわらず膜透過して

いなかった（図 3-7中央図 "KS46/pAra-CdsA/pTatABC+++△MPiase")。KS46/pAra-

CdsA株においてプラスミドから CdsAを発現させた株では、 TatABCを過剰発現させても

MPiase量の増加は観察されなかった（図 3-7下図）。この条件で培養した株から調製した

INVでは、 MPiase枯渇条件と比較するとわずかに Suflの膜透過活性が確認されたもの

の、野生株から調製した INVと比較するとその膜透過活性は大幅に低下していた（図 3-7

中央図 "KS46/pAra-CdsA/pTatABC++++ MPiase")。

一連の結果から、 invitro実験系においても TAT膜透過反応には TatABCだけではなく

MPiaseも必須であることが示された。
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図3-5 INVを用いた TAT膜透過反応の invitro解析。

(A~C) 各株から調製した INV 存在下で E. coHT7 S30 Extract systemにより Suflおよび

Sufl (KK)を [JssJメチオニンでラベル合成した。膜透過活性測定は「3-2.材料と方法

⑦」に示した通りに行った。 PK未処理画分 (-PK)、PK処理画分 (+PK)を1: 5の割合

でSDS-PAGEに供した。 SuflおよびSufl(KK)はオートラジオグラフィーで検出した。

(C)では Suflを合成している途中で抗MPiase抗体を添加した。 (D)各株における

MPiase、TatA、SecB量をイムノブロッティングにより検出した。
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図3-6 Tat因子の過剰発現がMPlase発現量に及ぼす影響。

(A) 各株を 0D600nm~0.5 まで培養後 1 mMIPTGを添加し Tat因子の発現を誘導した。

さらに 1時間培養後TCA処理し、イムノブロッティングにより MPiase、SecB量を検出

した。 MPiaseのバンドの強度を CSanalyzer (A TTO)により定量した。 EK413株におけ

るMPiase量を "1.0"として、各株における MPiase量の相対値を求めた。独立した 3匝

の実験より標準偏差を求め、エラーバーで示した。 (B)BL21 (DE3) /pT7-SecYEG株を

0D600nm~0.5 まで培養後 1 mMIPTGを添加し SecYEGの発現を誘溝した。さらに 1時間

培養した後TCA処理し、イムノブロッティングにより MPiaseおよびSecY、SecE、SecG

量を検出した。 "SecYEG+"はIPTG非添加条件、 "SecYEG+++"はIPTG添加条件を示

す。
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図3-7 TatABC過剰発現による MPlase発現量の変化と膜透過活性との関係。

（上図）各株を OD6oonrn~0.5 まで培養後 1 mM  IPTGを添加して TatABCの発現を誘導し

た。さらに 1時間培養後、 INVを調製した。 KS46/pAra-CdsA株における CdsAの枯渇は

「3-2.材料と方法③」に示す通り行った。各INVにおける TatA量はイムノブロッティ

ングにより検出した。（中央図）各株から調製した INV存在下で E.coliT7 S30 Extract 

systemにより Sufiを [3ssJメチオニンでラベル合成した。膜透過活性測定は「3-2.材料

と方法⑦」に示した通りに行った。 PK未処理画分 (-PK)、PK処理画分 (+PK)を1: 5 

の割合で SDS-PAGEに供した。 Sufiはオートラジオグラフィーで検出した。（下図）（上

図）と同様の方法で培養後、各株から INVを調製し、 TatA量をイムノブロッティングに

より検出した。 MPlaseは培養液を TCA処理後、イムノブロッティングにより検出した。
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(3) TAT膜透過反応の試験管内再構成系の構築

in vivo/ in vitro両系における実験から、 TAT膜透過反応が進行するためには TatABCだ

けでなく MPlaseも必要であることが示された。したがって、 TatABCに加えて、 MPlase

を再構成系に加えることで TAT膜透過反応の完全再構成系の構築が達成される可能性が

強く示唆された。精製因子のみによる再構成に先立ち、 invitro実験系で高い膜透過活性が

認められた TatABC過剰発現株 (BL21(DE3) /pT7-TatABC)のINVを界面活性剤 OG

により可溶化した後、 OGを除去することでプロテオリポソームを調製した。 TAT膜透過

反応はエネルギー源としてプロトン駆動力を利用している。安定したプロトン駆動力の形

成のため、好熱性細菌由来の精製 F。F1-ATPase(図 3-8)をプロテオリポソームに組み込ん

だ。 DAGはリン脂質間のパッキングを密にして、脂質二重層を横断したプロトンの自由

な移動を抑制することが知られている 25ことから、プロトン駆動力を安定に形成するため

DAGもプロテオリポソームに組み込んだ。このようにして調製したプロテオリポソーム

を用いて Sufiの膜透過反応を観察したが、膜透過反応は全く観察されなかった（図 3-9)。

一方で、可溶化膜から調製したプロテオリポソームにさらに MPiaseを組み込むと、 Sufi

の膜透過が観察された（図 3-9)。MPlaseの構造の大部分を占める親水的な糖鎖部位によ

り、 INV調製や可溶化、プロテオリポソームの分画にかけての過程で MPiaseが除かれた

ために、 MPlaseを組み込んでいないプロテオリポソーム中の MPlase量が膜透過反応に十

分量ではなかったと考えられる。これらの結果からも、 MPiaseがTAT拮質の膜透過に必

須であることが示された。

次に精製因子のみによる再構成を行うため、 C末端に Hisタグを付加した TatA、

TatB、TatCをTALONカラムでアフィニティ精製した（図 3-10)。各 tat遺伝子欠損株に

おける SDS感受性 98,99は、プラスミドから発現した Hisタグを付加した Tat因子の発現に

より抑制された（図 3-11)ことから、各Tat因子は Hisタグが付加されていても機能的に

発現していることが示された。精製した各Tat因子および精製F。F1-ATPaseを組み込んだ
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プロテオリポソームヘの Sufiの膜透過反応を観察したところ、 MPlaseに依存した膜透過

が確認された（図 3-12)。MPiase/F。F1-ATPaseのみを組み込んだプロテオリポソームやプ

ロトン駆動力を生じさせないプロテオリポソームに対して Sufiは一切膜透過していなかっ

たことから、 TAT膜透過反応にはタンパク質性因子TatABCと糖脂質MPiase、エネルギ

ー源としてプロトン駆動力の 3つの要素が不可欠であると結論した。
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図3-9 可溶化膜から調製したプロテオリポソームでは、 MPlase添加時のみ Sufiが膜透

過する。

BL21 (DE3) /pT7-TatABC株から調製した INVを可溶化した後、プロテオリポソームの

調製は「3-2.材料と方法⑥」に示した通りに行った。このプロテオリポソーム存在下で

E. coHT7 S30 Extract systemにより Sufiを [3ssJメチオニンでラベル合成した。膜透過

活性測定は「3-2.材料と方法⑦」に示した通りに行った。 PK未処理画分 (-PK)、PK処

理画分 (+PK)を1: 5の割合で SDS-PAGEに供した。 Sufiはオートラジオグラフィーで

検出した。
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図3-10 各Tat因子の精製。

各株の INVを調製し、可溶化後に TALON'(Cobalt)カラムでアフィニティ精製した

TatA-His、TatB-His、TatC-His、TatE-HisをCBB染色で検出した。
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図3-11 Tat遺伝子欠損株の SDS感受性はプラスミドから発現させた Hisタグを付加し

たTat因子により抑制される。

親株BW25113株およびその Tat因子欠損株に、 tacプロモーターから Hisタグを持つ各

Tat因子を発現させるプラスミドおよびコントロールベクターを導人した株を構築した。

この菌株を 37℃で OD600nm~0.5 まで培養した後 1 mMIPTGを添加してさらに 1時間培

養した。培養液を 2%SDS添加／非添加 LBプレート培地に左からそれぞれ 1/100、

1/1000、1/10000、1/100000、1/1000000に希釈したものを 2μlプロットして 37℃で一

晩培養した。
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図3-12 精製TatABC、MPlaseおよびプロトン駆動力に依存した Sufi膜透過の再構成

精製した TatA: TatB : TatCを1: 1 : 1の割合で「3-2.材料と方法⑥」に示す通りにリ

ポソームに組み込んだ。 TatABCと凡F1-ATPaseを再構成したプロテオリポソームを

MPiase含有／非含有リポソームと融合した。このプロテオリポソーム存在下で E.coliT7 

S30 Extract systemにより Sufiを [3ssJメチオニンでラベル合成した。膜透過活性測定は

「3-2.材料と方法⑦」に示した通りに行った。 PK未処理画分 (-PK)、PK処理画分

(+PK)を1: 5の割合で SDS-PAGEに供した。 Sufiはオートラジオグラフィーで検出し

た。
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3-4. 考察

第 3章では、 TAT膜透過反応における MPiaseの役割を解析した。 MPiase枯渇株を用

いて MPiaseの枯渇が TAT膜透過反応に及ぼす影響を調べたところ、 MPiase枯渇条件下

では SuflおよびTorAの膜透過反応が全く進行しなかった。さらに INVや可溶化膜への

TAT膜透過反応にも MPiaseが必須であった。精製因子による再構成系に MPiaseを加え

ることでTAT膜透過反応の再構成系の構築に世界に先駆けて成功した。これら、 111vivo 

実験系、 111vitro実験系、および再構成系の実験におけるすべての結果から TAT膜透過反

応に糖脂質MPiaseが必須であることが示された。 TAT膜透過の発見から 20年以上の間

この反応の再構成は報告されていないが、本研究で初めて TAT再構成に成功した。

MPiaseはTAT膜透過反応においてどのような役割を果たしているのだろうか？

MPiaseは膜タンパク質の膜挿人を触媒する因子として同定されていることから、 MPiase

がTAT基質のシグナル配列を細胞質膜に膜挿人させ、韮質の膜透過反応を開始させる最

初の段階で作用する可能性がある（図 3-13)。細胞分画実験により、 MPiase枯渇条件下で

はSuflが内膜へ輸送されなくなり、細胞質に蓄積することが明らかになっている（菅野

ら、未発表データ）。これまで、 TAT基質のシグナル配列は TatCにより認識されると考

えられてきた。しかしながら、 TatCを欠損した大腸菌変異株においても TAT基質は内膜

へと輸送されることが知られている 100。本研究から、 TAT基質は膜上でMPlaseに受容

され、 TATシグナルが膜内部に組み込まれた後、 TatCへと受け渡されると考えられる。

さらに MPiase存在下では膜透過反応が進行しないシグナル配列の変異体である Sufl(KK) 

でも内膜への局在が観察された。このことから MPiaseは細胞質膜上で TAT基質前駆体

を受容し、シグナル配列を膜挿入させるが、そのシグナル配列が機能的であるかどうかを

識別することはできないと考えられる。 TAT韮質の KK変異体は、 TatCと相互作用でき

ないことが分かっている 78。MPlaseによって膜挿入された TATシグナル配列の RR残基

をTatCが認識することで、膜透過反応が開始すると考えられる（図 3-13①)。
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もう一方の仮説として、 MPlaseがTatABC複合体を活性型に構造変化させることで膜

透過反応を進行させている可能性も挙げられる。 MPiaseはSecYEG依存の膜透過反応に

は必須ではないが、 MPiase存在下では約 10倍膜透過活性が上昇する。これは MPiaseが

SecYEGと相互作用することで、 SecYEGの2量体構造が "back-to-back"構造からより膜

透過能の高い "side-by-side"構造へと変化するためである 38。TAT膜透過反応では、高

次構造を形成したタンパク質が膜透過するため、膜透過時には TatABC複合体の構造がダ

イナミックに変化することが示されている 1()1。そのため、 MPiaseがTatABCと相互作用

してその構造変化を補助している可能性も考えられる（図 3-13②)。タンパク質の自発的

膜挿人を抑制する DAGの非存在下では、膜タンパク質のみならず拮質のシグナル配列も

自発的にリポソームに挿人される 24。TAT膜透過反応の再構成が未だ報告されていないこ

とも、 MPiaseがTAT拮質前駆体の受容体として機能するだけではなく、プロトン駆動力

を利用した TatABCの構造変化にも関与していることを強く示唆している。

INVへの TAT基質の膜透過を観察するためには TatABCを過剰発現する必要があるこ

とが知られていた 42。本研究では TatABC量の増加に伴い MPiase量も増加することを見

出した。一方、染色体上の cdsA/ynbB遺伝子を欠損した株では、プラスミド上から CdsA

を発現させた場合でも、 TatABCの過剰発現に伴った MPiase量の増加は観察されなかっ

た。この株から調製した INVでは微弱な膜透過活性しか検出されなかった。これらの結果

から、 INVを用いた TAT膜透過反応解析では TatABCの過剰発現が必要であるのは、

MPiaseの増加も必要となるためであると考えられる。またパルス・チェイス解析におい

て、同じく染色体上の cdsA/ynbB遺伝子を欠損した株でプラスミドから CdsAを発現させ

た場合に膜透過速度が遅くなったのは、野生株を用いたときと比較して発現している

MPiase量が少ないためであると考えられる。

本研究で構築した精製囚子のみによる再構成系では、大腸菌内膜から調製した INVにお

ける膜透過活性と比較してまだ活性は微弱であり、さらなる活性上昇を目指す必要があ
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る。國 3-12で報告した精製囚子による再構成では、 TatA: TatB : TatCを1: 1 : 1の等

量でプロテオリポソームに組み込んでいる。しかし生体内でTat基質存在下では TatA量

はTatBやTatCと比較して約 20倍存在していることが判明しているため、現在の膜透過

活性の低さは TatA量の少なさに起因すると考えられる。また現在再構成系で TAT基質と

して用いている Suflは過剰量合成されると韮質が凝集し、膜透過が阻害されることが分か

っている 42,95,96。実際、韮質量を抑えて合成させた場合には膜透過活性の上昇が観察され

ている。今後このような TAT韮質量や Tat因子の細かな調節を行うことで、 INVにおけ

る膜透過活性に匹敵する活性を保持する再構成系の構築が期待できる。
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図3-13 TAT膜透過反応の予想モデル図。

MPiaseは膜上でTAT韮質を受け取り、シグナル部分を膜挿人させると考えられる

（①)。さらに、 TatABC複合体の形成や安定化にも関与する可能性がある（②）。 "A"は

TatAを、 "B"はTatB、℃'は TatCを示す。
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総合考察

本研究では、タンパク質膜挿人反応およびTAT膜透過反応において糖脂質MPiaseが

必須であること、 MPiaseを組み込むことではじめて各反応の再構成系を構築できること

を証明した。シグナル仮読の提唱以来、多くの研究者によりタンパク質膜挿入反応・膜透

過反応の分子機構が解析されてきた。これらの反応に関与する因子はほとんどがタンパク

質性因子であり、糖脂質の関与が示されたのは MPlaseが初めてである。本研究による

Ee-FoeおよびPm-F。Cの膜挿入解析から、 See非依存性の膜挿人経路において、 MPiaseが

まず基質を膜挿入させ、その韮質を YidCが受け取り、基質の膜挿入を促進・完了させる

分子機構を明らかにした。この分子機構は Foeだけではなく、他の See非依存性膜タンパ

ク質にも拡張できることが判明している 55,73。また See依存性のタンパク質膜挿人につい

ても、 SRP/SRにより膜に導かれた基質が SeeYEGトランスロコン上にターゲティングし

た後、基質の膜挿人に MPiaseが必須であり、 YidCにより促進されることが分かっている

55。これらの結果から、 See依存／非依存に関わらず、共通の分子機構で膜挿入反応が進行

していると考えられる。

第 2章の研究により、 YidCはPm-Foeの膜挿入だけではなく、 11量体cリング形成に

も関与することが明らかになった。 Pm-Foeのcリング形成には Pm-Unclのみが必須であ

るとされてきたが、大腸菌リン脂質や DAGを用いた、より細胞に近い条件下での再構成

では、 Pm-Unclのみでは cリングは形成されず、 YidCを組み込むことではじめて cリン

グ形成が観察された。 YidCはポリトピック型タンパク質ラクトース・パーミアーゼ

(LaeY)の三次構造形成に関与することが分かっている 20-22。この YidCの分子シャペロン

機能は、 Pm-F。Cのフォールディング・ cリング形成への関与と同様の機能であると考えら

れる。これらのことから、 YidCはMPiaseにより膜挿人した基質を受け取り、膜挿人を完

了させた後に基質の三次構造形成および複合体形成にまで広く関与していると考えられ

る。
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第 3章では、 TAT膜透過反応に MPlaseが必須であることを明らかにし、発見以来未だ

達成されていなかった再構成系の構築に成功した。第 1章や第 2章から、 MPiaseは基質

タンパク質の膜挿人に必須であることが示されていることから、 TAT膜透過反応において

も基質のシグナル配列の膜挿入を行っている可能性が高い。一方、シグナル配列の自発的

な膜挿人が可能である DAG非存在下における再構成すら今まで報告されていなかったこ

とは、 MPlaseがシグナル配列の膜挿入だけではなく、 TatABCのダイナミックな構造変

化にも関与していることを強く示唆している。 MPiase枯渇株の INVのプロテオーム解析

の結果、野生株の INVと比較して TatB、TatC量の大幅な減少が観察されている（未発表

データ）。これは MPiaseの枯渇により TatABC複合体が形成できなくなり、分解してしま

ったためかもしれない。またこの INVのプロテオーム解析では、 MPiaseの枯渇に伴って

F。F1-ATPase等の大きな複合体のサブユニットの発現量も減少していた（未発表データ）。

これらのことは、 MPiaseが複数のサブユニットからなる大きな複合体の形成または安定

化に関与する可能性を示唆している。

TAT膜透過反応は葉緑体のチラコイド膜で初めて見つかった膜透過反応経路であり、現

在ではバクテリアや古細菌、一部ミトコンドリアにも存在することが明らかとなってい

る。 MPiaseが大腸菌の TAT膜透過反応に必須であるという本研究結果は、葉緑体等の他

の生物種にも MPlaseホモログが広く存在することを強く示唆するものである。実際、

MPiase生合成に関与する酵素 CdsAホモログは葉緑体のチラコイド膜にも発現しており

(Cds4p、Cds5p)、これらの酵素は大腸菌内で MPiase生合成反応を進行させ得ることが明

らかになっている（関谷ら、論文投稿中）。チラコイド膜におけるタンパク質膜挿人・膜透

過反応の分子機構は複数存在することが分かっているが、そのどれもが大腸菌の輸送機構

と極めて類似している。膜挿人機構については、 SRP/SR、SecAに依存し、 YidCホモロ

グである Alb3やSecトランスロコンを介した膜挿入経路 102の他、 トランスロコンや ATP

やGTP、△pH等のエネルギーを必要とせず、自発的にチラコイド膜に膜挿人すると考え
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られている経路 103が存在する。大腸菌では自発的膜挿入は適切に抑制されていることを考

慮すると、後者の経路では MPiaseホモログの作用により膜挿人が進行している可能性が

高い。また膜透過機構では、 Secトランスロコンを介した膜透過経路 104とTATトランス

ロコンを介した膜透過経路 105が存在する。大腸薗においては、 Sec膜透過、 TAT膜透過

の両方に MPiaseが関与していたことからも、チラコイド膜に MPiase様物質が存在し、

これらの膜透過反応に関与している可能性は極めて高いと言える。他にも酵母やヒトに存

在する CdsAホモログにも MPiase生合成能があることが判明しており 31、MPiaseホモロ

グが真核生物にも広く存在している可能性が示されている。

第 3章の予備実験により、低温下 (20℃)で大腸菌を培養した場合に TAT膜透過反応

の阻害が観察された。低温下におけるタンパク質の膜挿人・膜透過の阻害は一般的によく

知られており、これは低温下では生体膜脂質の流動性が低下することが原因であると考え

られている 106,107。近年の研究により低温下で大腸菌を培養すると MPiase発現量が増加す

ることが判明しており、低温下においても効率の良いタンパク質輸送を可能にしているこ

とが示されている 31,108。MPiaseホモログを同定・機能改変することで、低温耐性植物の

開発をはじめとした幅広い分野に応用することができると期待される。また、 TAT膜透過

反応は外来タンパク質を培地中に分泌させるキャリア系として産業利用されている 94,1090 

本研究により MPlaseがTAT膜透過反応にも関与することが判明したことで、 MPlaseの

機能改変や発現調節により、さらに効率の良い外来タンパク質の分泌システムを開発でき

ると考えられる。
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