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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 

遺伝子産物が機能的構造体をして細胞構造を形づくる過程の中で、タンパク質の細胞内での

折りたたみ、分泌、膜組み込み、局在化、および分解などをとりあげて、このような過程が的確に起

こるために細胞に備えられている仕組みを解析している。SecYEG 複合体の分子構築とダイナミズ

ム、ジスルフィド結合導入装置の構造と機能、膜におけるプロテオリシスについて新たな発展につ

ながる成果をいくつか挙げた。 

 

１．タンパク質膜透過・組込み装置の研究 

① 高度好熱菌 SecYE-Fab 複合体の結晶構造解析。 高度好熱菌 Sec 膜タンパク質複合体の立

体構造を決定するため、東工大・濡木研究室、アラバマ大・Vassylyev 研究室との共同研究を進め

ている。高度好熱菌 SecYE (TSecYE)に対するモノクローナル抗体を作製し、Fab 断片を調製した。

TSecYE-Fab 複合体を用いて、蒸気拡散法により良質の結晶を得た。放射光(Spring8 BL41)を用

いて 3.2Å分解能の X 線回折パターンを得、さらに Se-Met 型 TSecYE-Fab 結晶の回折データを

用いた多波長異常分散解析によって初期位相を決定した。トランスロコンの高解像度立体構造は、

SecA をもたない古細菌のものが唯一報告されているが、我々は近い将来、SecA 依存型トランスロ



コンの立体構造を、世界で初めて明らかにできるものと期待している 

② 膜透過駆動因子 SecA の構造と機能の解析。 生きた細胞内で働いている状態のタンパク質間

の相互作用を解析するユニークな方法として、光反応性のアミノ酸アナログ（pBPA）を目的タンパク

質の特定の部位に取り込ませ、紫外線を照射することにより、導入した pBPA とそれに近接するタン

パク質との間を架橋させる方法があり、細胞内における残基レベルのタンパク質相互作用とその変

化を追跡する方法として強力な武器となる。この方法を用いて、トランスロコンの中心的な成分であ

る SecY のアミノ酸残基の内、駆動因子 SecA と近接する複数の部位を同定した。SecA と恒常的に

結合する部位の他に、SecA が膜透過駆動状態で近接する SecY の領域を捉えることに成功した。

さらに、SecY と共に膜透過チャネルを構成する SecG や SecE の残基を標的にした光架橋解析も行

い、SecG 分子内の SecY, SecA 近接部位を同定した。また、SecA の変異解析により、SecA 分子を

貫く特徴的な長いαらせんが ATPase ドメインの構造変化を基質タンパク質の動きに変換する重要

な役割を持つことを提唱した。一方、Vassylyev 研究室との共同研究による SecA の X 線結晶解析

により SecA が平行型２量体構造を取り得ることを示した。これと並行して SecA の異なる２量体構造

がさらに２種類発表され、現在５種類の２量体構造が報告されているおり、これらは全て異なるイン

ターフェイスで会合している。我々は SecA が溶液中で平行型を含む複数の２量体構造を取り得る

こと、それらが平衡状態にあることを示したが、２量体構造を共有結合で固定化すると普く活性の喪

失に至ることを示した。SecA が機能するためには２量体の大幅な解離あるいは単量体化が必須で

あると考えられる。 

③膜タンパク質の形成におけるSecYの役割。ある種のSecY変異によって膜タンパク質の正しい構

造形成が損なわれることを、それらの変異によって「膜ストレス」応答が惹起されること、LacYのin 

vitro翻訳・膜組込み反応において、変異型SecYは膜への挿入自体は許すが、立体構造を認識す

るモノクローン抗体に対する反応性の獲得を許さないこと（Kaback研究室との共同研究）から示し

た。トランスロコンの機能は膜タンパク質を正しくフォールディングさせることに必要であることがわ

かった。 

④SecMにおける翻訳伸長停止機構。in vitro翻訳系を用いて、secM mRNA上におけるリボソーム

の停止位置を決定し、アレスト状態のpolypeptidyl-tRNAを分析した。その結果、リボソームのＡサイ

トには166番目のコドンに対応するprolyl-tRNAが結合しており、Gly165との間にペプチド結合が形

成されていないことがわかった。 

２．膜プロテアーゼの分子機構と制御 

RIP プロテアーゼは複数の膜貫通領域で膜に組み込まれた膜タンパク質で、基質となる膜タン

パク質をその膜貫通領域内部で切断する機能によって、様々な生物で多様な細胞機能に関わっ

ている。大腸菌には S2P プロテーゼファミリーに属する RseP と Rhomboid ファミリーに属する GlpG

という２種類の RIP プロテアーゼが存在する。RIP プロテアーゼの活性部位は膜内部に存在すると

推測されているが、我々は RseP と GlpG 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調べた。RseP の活性部位付近は脂質環境と水溶性環境

の境界付近においてタンパク質主体の折り畳み構造の内部に存在することを示した。GlpG に関し



ては、Bla-LacYTM2-MBP 融合タンパク質が基質となることを発見し、GlpG プロテアーゼ活性を精

製標品を用いて証明した。また、切断部位を同定し、GlpG がこの基質を膜貫通部位の内部ではな

く、ペリプラズムに露出し始める部位の親水性残基間で切断することを見いだした。一方、我々は、

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、二つの膜プロテア

ーゼ FtsH と HtpX が重要な役割を持っていることを示してきたが、FtsH の制御因子として従来知ら

れていた hflKC 以外に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 QmcA を同定し

た。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

が明らかとなった。 

３．ジスルフィド結合形成システムの構造と分子機構 

タンパク質に効率よくジスルフィド結合を導入するために機能する DsbA-DsbB-ユビキノン三者

複合体の X 線結晶構造解析を継続し、複合体の構造を 3.7Å分解能で解くことに成功した。これま

での機構解析の結果と今回の構造情報を総合することによって、ユビキノンを含む DsbB 上の活性

中心において、DsbB とユビキノンが共同してジスルフィド結合を創り出す化学スキームが解明され

た。さらに、極めて酸化力の強い（自身は酸化されにくい）酵素である DsbA を DsbB が酸化する過

程において、DsbB は DsbA との会合に伴って巧妙な構造変化（システインの再配置）を引き起こし、

両タンパク質間に存在する酸化還元電位の障壁を克服していることを示した。DsbB は、基質であ

る DsbA と出会うことにより、DsbA に特化した超強力酸化酵素に変身すると解釈できる。これらの研

究成果により、細胞の中でジスルフィド結合創られ、タンパク質に導入されるメカニズムの全貌が分

子レベルで解明された。 

構造解析グループ 

FtsHはATP加水分解依存的に，可溶性蛋白質及び膜蛋白質を分解する細胞質膜プロテアー

ゼである。その細胞質領域はAAA ATPase ドメインと亜鉛結合型プロテアーゼドメインからなり，他

のAAA ATPaseファミリー蛋白質と同様に，ホモ六量体を形成し，リング構造をとると考えられている。

細胞内においては，多くのFtsHはHflK/HflCとともに非常に大きな複合体( FtsHホロ酵素)を形成し

ている。HflK/HflCはペリプラズム領域に配列の大部分を露出する膜蛋白質であり， FtsHによる分

解を基質の局在に応じて調節することが示唆されている。FtsHの可溶性ドメインは結晶構造解析

がなされたが、膜蛋白基質をdislocationさせつつ分解するためには膜貫通ドメインが必須であり、

全長のFtsHの構造を決定することは重要である。我々は、全長FtsH， HflK/HflC 及び、FtsHホロ

酵素の電子顕微鏡構造解析を行った。FtsHの三次元再構成の結果，直径100Å程度で大きさの

異なるリングが三層重なった密度マップが得られた。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 ATPaseドメイン (PDB 1LV7) の六量体モデルとほぼ一致した。

一方， HflK/HflC では，様々な形状のリング様の像が見られた。また， FtsH ホロ酵素では，「直

径約100Åの円形とそれを囲むリング様の物体」や「リングが円形を完全には囲まず，尾のように延

びた像」が見られた。我々はこれらの像から，HflK/HflC は膜蛋白質をFtsHから隔てる物理的障

壁として働くという仮説をたて，その検証を行っている。 
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