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１．研究実施の概要 

 タンパク質が細胞の特定の場所に配置され細胞を形づくる際の、膜を越えた分泌輸送、

膜組み込み、局在化、構造形成、分解過程などを司る細胞機構の実体解明を目的とする。

モデル生物として、種々の情報の集積している大腸菌を用い、遺伝学、生化学、構造生物

学の手法を統合して、関与する因子のダイナミックな振る舞いを解明する。膜透過モータ

ー蛋白質 SecA や膜透過チャネル（トランスロコン）SecYEG の構造・機能と制御、膜プロ

テアーゼによる膜蛋白質品質分解やシグナル伝達制御、ジスルフィド結合導入装置の反応

機構と構造解析などで、新たな知見を得た。構造解析（木村）グループは、当プロジェク

トの精製タンパク質に関し、通常の或いは極低温電子顕微鏡を用いて観察（一分子観察）

を行い、個々の或いは複合体の構造を解析する。また、変異タンパク質等も利用して基質

複合体を作り、その構造を解析する。 

 

２．研究実施内容 

機能解析グループ 

 SecYEG 複合体の分子構築とダイナミズム、膜タンパク質の品質管理機構についての当

初計画を順調に進めており、新たな発展につながる成果をいくつか挙げた。タンパク質膜

透過装置のうち SecYEG, SecA および SecM の遺伝学的、生化学的解析を行い、SecA の立

体構造、膜透過駆動機構、SecYEG との相互作用などについて新たな知見を得た。また SecM
による SecA の機能調節に関して新たな機構を発見した。SecY の膜タンパク質形成におけ

る役割解明、SecDF の構造決定においても進展があった。膜におけるプロテアーゼに関し

て、FtsH ホロ酵素複合体の構造解析、HtpX, RseP, GlpG の生化学解析を行った。また、大

腸菌細胞質膜にはプロヒビチンドメインをもつ異なる膜タンパク質複合体が膜の両側に存

在することを発見した。さらに蛋白質にジスルフィド結合を導入する Dsb システムの反応

機構を詳細に解明し、DsbB の構造決定を進めた。 
 
主な成果 
 1. SecYEG 複合体と SecA の分子構築と機能： 高度好熱菌 SecA の立体構造を決定し、

新たな逆並行型の２量体構造の存在を明らかにした。SecA 単量体の中央を突き抜ける長い

αらせんおよびそれとイオン結合を形成する ATPase ドメインの変異によって、ATPase の

分泌基質と SecYEG による活性化は正常に起こるが、膜透過駆動が選択的に損なわれるこ

とを発見した。これに基づき SecA は ATPase エンジン部分と膜透過駆動部分からなり、長



いαらせんがエンジンの出力を機械的な動きに転換する役割をもつとの膜透過駆動分子機

構を提唱した。また、SecA と SecY の in vivo での相互作用を in vivo クロスリンク実験に

よって調べる方法を確立し、SecAが二つの異なる様式で SecYEG に結合することを示した。

分泌蛋白質 DsbA は他の分泌蛋白質と異なり、シグナル認識粒子（SRP）によってトラン

スロコンにターゲットされること、SecY の機能依存性も他の分泌蛋白質とは異なることか

ら、SecY トランスロコンは基質のターゲティング様式に応じて異なる経路を提供している

ことを示唆した。また、膜タンパク質の膜組込みに必要な YidC の機能欠損や SecY のある

種の変異によって細胞表層ストレス応答が誘導されることを見いだした。そして、上記の

SecY 変異により膜タンパク質 LacY の正しい構造形成が損なわれることを示し、SecY は膜

タンパク質の膜への挿入ばかりではなくそれ以降の構造形成過程においても機能すること

を示した。高度好熱菌の SecYE 複合体および関連する SecDF 蛋白質の結晶化に成功し、

SecDF に関してはＸ線回折データセットを取得し予備的電子密度マップを得た。 
 2. 分泌モニターSecM による SecA の機能発現制御機構： secM-secA オペロンの先頭

の遺伝子産物である SecM はそのＣ末端付近に特異な「アレスト配列」をもち、それが翻

訳途上でトンネル構成成分と相互作用することにより自らの翻訳伸長を停止する。この現

象を in vitro 蛋白合成系で再現することに成功し、mRNA 上で停止したリボソームの位置

および伸長停止 polypeptidyl-tRNA の最終残基を決定した。その結果、(i) リボソームはア

レストに必須な Pro166 のコドンがＡサイトに位置した状態で停止すること、(ii) Gly165 と

Pro166 間のペプチド結合は形成されていないこと、(iii) アレスト状態の翻訳複合体はピュ

ーロマイシンの作用を受けず、リボソームＡサイトには prolyo-tRNA が位置していること

がわかった。secM mRNA 上に遺伝情報として書き込まれている Pro166 コドンは、「ポリ

ペプチドの一部としてのプロリンをコードしている」以外に、「リボソーム活性中心で、組

み込まれることなく伸長抑制に寄与する Prolyl-tRNA をコードしている」ことにその生物

学的使命の重要な部分があることが明らかとなった。また、SecM 翻訳複合体が膜にターゲ

ットされる仕組みによって、同一 mRNA の下流域でコードされる SecA が膜分泌装置の近

傍で合成されることが保証され、新生 SecA が直ちに働くことができるような構造をとりや

すくなるとの全く新しい SecA 機能の制御機構を発見した。 
3. 膜タンパク質の品質管理・分解制御機構： 膜に組み込まれたプロテアーゼとして、

FtsH, HtpX, RseP および GlpG の解析を進めている。HtpX を精製し、それが endopeptidase
活性をもつこと、膜タンパク質 SecY の細胞質領域を切断することができることを明らかに

した。また、GlpG を精製し、切断基質となるモデル膜タンパク質を構築した。GlpG はこ

のモデル基質の膜貫通部位とペリプラズム領域の境界付近を切断することを見いだした。

しかし、この切断は GlpG が膜貫通部位を認識することによって起こることも明らかとな

った。RseP の活性部位近傍に Cys 残基を系統的に導入しそれらの膜不透過性修飾試薬に対

する反応性を、界面活性剤と Chaotropic 変性剤の効果を含めて調べた。RseP の活性部位

付近は完全に露出しているわけでも脂質層に埋もれているわけでもなく、膜内或いは境界

付近でのタンパク質主体の折り畳み構造の内部に存在することが示唆された。異常な膜タ

ンパク質を分解･除去することによる膜タンパク質の「品質管理」に、大腸菌では膜プロテ

アーゼ FtsH と HtpX が重要な役割を持つ。FtsH と HtpX の二重欠失株は条件致死となる

が、そのマルチコピーサプレッサーとして、FtsH の制御因子として従来知られていた hflKC
以外に qmcA遺伝子を同定した。HflKC も QmcA もプロヒビチンホモロジー（PHB）ドメ

インを持つ膜タンパク質であるが、QmcA は HflKC とは逆にそのプロヒビチンドメインを

含む大部分を細胞質側に配向していること、すなわち膜タンパク質の品質管理プロテアー



ゼに関連する複数のプロヒビチンドメインタンパク質が大腸菌の細胞質膜の両側に存在す

ることが明らかとなった。 
 4. Dsb システムの解析： ジスルフィド結合導入経路において膜タンパク質 DsbB はペ

リプラズムの酸化酵素 DsbA の活性部位システインを酸化状態に保つ。DsbB は、ユビキノ

ンの強い酸化力を巧妙な仕掛けによりジスルフィド結合に変換し、創生されたジスルフィ

ドは DsbA を介して多くの基質蛋白質に受け渡される。我々は、DsbB のシステイン残基の

一つ Cys44 がキノンと電荷移動錯体、次いで付加生成物を過渡的に形成することによって、

DsbB 分子内にジスルフィド結合が形成されることを、実験と理論を統合して示した。この

過程では Cys44 と共に、αヘリックス上でその近傍に存在する進化的に保存された Arg48

の正電荷が必須の役割を果たすことも明らかとなった。このような低分子酸化還元キャリ

アーに依存したジスルフィド結合創生のスキームは、真核細胞においては FAD に依存した

機構として存在し、FAD 結合型のジスルフィド酸化還元酵素中では、システイン残基と

FAD との間で電荷移動錯体および付加生成物が形成され、その際、近傍に存在する NADP+

などの正電荷が重要な役割を担っていることを提唱した。 
 

構造解析グループ 
 細胞の生存には、細胞膜自身の構築や細胞膜を隔てた構造体の保守・管理・分解が必須

となる。分泌も含め細胞膜外に存在する分子や分子群の構造形成を調べるためには、膜蛋

白質や膜近傍分子群の構造や集合様式を調べるために直接的な構造観察が欠かせない。生

きているときの細胞に近い状態での構造観察と観察から導かれる結論やモデルの検証のた

めには、電子顕微鏡特に氷に閉じこめた状態で観察するクライオ電子顕微鏡による構造観

察を必要とする。膜透過駆動機構に関連するタンパク質に関しては、透過初期状態および

終了状態を捕捉もしくは近似的状態の複合体の再構成系での一分子観察を行う。もちろん

複合体として単離できれば結晶化による（電子線、Ｘ線）構造決定を高い分解能でできる

ことも期待できる。しかし電子顕微鏡の低分解能像でも各反応状態での集合様式のトポロ

ジーを解き明かすことを目的として個々の構成要素をラベルにより特定できれば、各構成

要素間の配置の変化や道筋の機能解析への土台が提供できる。 これらの目的のために、

集合様式に適した試料の単離とその構造観察、さらにはより生体膜に近い状態での観察法

の開発を進めながら観察し観察事実に基づく仮説・モデル化と検証を行う。膜透過装置の

構造観察は、世界的にＸ線結晶解析を中心とした進展を遂げている過程にあり、電子顕微

鏡での構造観察や機能解析は一時中断している。いくつかの分子群の構造解析が一段落つ

けばまた電子顕微鏡による観察が求められるだろう。一方膜蛋白質の管理・分解装置は自

己分解を含み、なかなか複合体の単離は難しい。それでも、大腸菌の膜局在唯一の ATP 利

用プロテアーゼ FtsH は可溶化状態での単離から２種類の観察象が得られている１種につ

いて３次元再構成像が得られておりこの両者の生理的意義を追求している。また FtsH は

HflK, HflC と複合体を作りそれに伴い膜タンパクの分解から可溶性タンパクへ対象をシフ

トすることが知られているが、これに対応すると思われる複合体の構造観察ができている。

これから導き出される複合体の様式と意義に関しても新しい実験系を計画しているが、現

状の観察事実をありのままにレポートすることも大切と考え発表準備中である。 

 
主な成果 
 ネガティブ染色法により電子顕微鏡で、detergent 可溶化状態における完全長 FtsH の構

造解析を行った。色々な方向を向いた FtsH の画像から三次元像を再構成したところ、その



構造は直径 100Å 前後のリング三層から成っていた。最も直径の大きい二層目のリングは、

X 線結晶解析から得られた大腸菌 FtsH の六量体モデルにほぼ一致した。FtsH 単独での構

造解析では対称性の高い構造と非対称な構造とが混在することが証明できた。対称性のあ

る構造はこれまで部分的に知られているＸ線構造解析の結果をよく説明する。一方、非対

称な構造は、対称な構造からどのような構造変化が可能かについて示唆に富む形をしてい

ることが示せた。さらに HflK, HflC 存在下では均一な構造を取らず多様な形態を取ってい

るがおおむね、FtsH６量体の周りを取り囲むような形態が見られている。この観察から

HflK, HflC がどのように FtsH の分解対象を膜タンパク質と可溶タンパク質との間で変化

させるという仮説を提唱した。いずれも膜蛋白質の分解に関して柔軟な構造を示唆してお

り、剛体モデルとはことなる。検証には時間的柔軟性を評価する１分子観察と電子顕微鏡

の単粒子観察とを有機的に組み立る必要がある。 
 

３．研究実施体制 

機能解析グループ 

①研究分担グループ長：伊藤維昭（京大・ウイルス研、教授） 

②研究項目：SecYEG の分子解剖と構造機能相関、SecA の構造機能相関と制御、SecM

の機能と作用機構、FtsH の構造機能相関と制御、RseP の機能と制御、HtpX

の機能と制御、GlpG の機能と制御、DsbB の分子機構と構造機能相関 

 

構造解析グループ 

①研究分担グループ長：木村能章（生物分子工学研究所、主席研究員） 

②研究項目：電子顕微鏡等による構造解析、FtsH 複合体の構造解析 
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