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論文内容の要旨

申請者氏名 菅野 泰功

細菌 におい て，細胞質で リボ ソー ムによ り合成 され た タンパ ク質 が細胞 膜 を越 えて

輸 送 され る過 程 は，すべて の生物 に保存 され てい る必須 の仕組み であ り，真核 細胞 に

お ける細胞 質 か ら小胞体 内腔へ の輸送 に相 当す る． この タンパ ク質 の膜透過 の機構 の

1つ をSecタ ンパ ク質群 が担 って お り，真 正 細 菌 で はモ ー ター タ ンパ ク質SecA

ATPaseが タ ンパ ク質膜透過チ ャネ ルSecYEG複 合体 と離合集散 し，ATPの 加水分解

に伴 うダイナ ミックな構造変化 を繰 り返す ことで， タンパ ク質 の膜透過 を駆動す る．

これ までX線 結 晶構 造解析 な どに よ りSecタ ンパ ク質 の構造解析 が達成 され ，構造情

報 に基づ いた機 能解析 も進 め られて きた． しか しなが ら，完全 なSecYEG複 合体 の高

分解 能構造 の報告 や，Secタ ンパ ク質に よるタンパ ク質膜透過 の動 的な解析 の報告は

な く， タ ンパ ク質 膜 透 過反 応 につ いて は 不 明 な点 が 多 く残 って い る．本研 究で は

SecYEG複 合 体 の高分解 能結晶構 造解析 お よびSecAとSecYEGに よるタンパ ク質膜

透 過 の可視化 を 目指 した．

SecYEG複 合 体 をLipidicCubicPhase法 を用いて結晶化 を行 ない，2．7A分 解能で

構 造 を決定 した ．その形状 か ら閉状態のSecYEGの 構造 であ ると解釈 した．SecGの

詳 細構造 がは じめて示 され ，SecGの2本 の膜 貫通ヘ リックス を繋 ぐループがSecYの

ボ アを塞 ぐよ うに位置 していた ．変異体 を用いた解 析か ら，SecGの ルー プがボアに蓋

を してい る とい う新 しい タンパ ク質 の膜透過機構 のモデル を提 唱 した．ま たペプチ ド

がSecYEGの ラテ ラル ゲー トに相互作用 した状態 の構造 も同時に決 定 した。 これ は，

タンパ ク質膜 透過 の開始段 階 と考 え られ る．

次 に動 的解析 を進 めるにあた り，タンパ ク質膜透過 反応 の煩雑 な系 を単純化す るた

め，SecYとSecAを リンカーで繋 いだ融合 タンパ ク質 を用いて，SecY・AIE／G複 合体

（SecYAEG） を調製 し，その機能 の解析 を進 めた．SecYAEGは タンパ ク質膜透過活性

を持 ち，Nanodiscと 呼 ばれ る1ユ ニ ッ ト再構成 系 を用 いて，基質 タ ンパ ク質で ある

proOmpAと 相 互作用す ることを明 らか に した．またproOmpAの 変異体 を用いて，タ

ンパ ク質膜透 過 中間体 が形成 され ることお よび再 開始 できる ことを，proOmpA抗 体 を

用い て確 か めた．動 的構造解析 は優れた時空 間分解能 を持つ 高速原子 間力顕微鏡（高速

AFM） を用 いて測定 を行 った．まずNanodiscに 再構成 され たSecYEGとSecYAEGを

SecAが 検 出で きる細胞質側が上 向きで固定化す るこ とに成功 し，SecAがSecY上 に

位 置 し構造 変化す ることを確認 した．また別 の基板 を用 い ることでNanodiscの 膜面

を基板 に対 して縦 向きに固定化 し，別角度 か らの観察 も進 めた．最後 に膜透過 中間体

の状態 であ るNanodiscを 観 察 した ところ，膜透過 中間体 らしき観 察像 の取得 に成功

した．本研 究 に よ りSecタ ンパ ク質に よるタ ンパ ク質膜透過 の動 的解析 が進 展 し，高

速AFMに よるNanodiscを 用いた膜 タ ンパ ク質の動 的解析 の手法が確 立で きた．



論文審査結果の要旨

申請者氏名 菅野 泰功

すべ て の生物 に保存 され てい る必須 の生命 現象 であ るタ ンパ ク質膜透 過反応 は， タ

ンパ ク質 が適切 な場所へ運 ばれ て適切 に機 能す る上 で非 常に重 要で ある．SecYEG複

合体 とSecAATPaseは 真 正細 菌におけるタンパ ク質の膜 透過 でチ ャネル お よびモー

ター タ ンパ ク質 として機能す る． これ らのSecタ ンパ ク質の構造解析 が進 め られ，い

くつ か の結 晶 構 造 の報 告 が な され て い るが ， す べ て の コ ンポ ー ネ ン トを含 ん だ

SecYEG複 合体 の構 造は最 高で4．5A分 解能 で あ り，詳 細 な議論 が妨 げ られ ていた．

またタ ンパ ク質膜透過反応 はSec複 合体 がそれ ぞれ独 立 に機 能す るため，1ユ ニ ッ ト

での動 態観 察 が必 要 とされ ていた．本論文 はSec複 合体の高分解能構造解析 お よび動

的構造解析 を進 めた ．基本 的な生命現象 のメカニズム に迫 る価値 の高い研究 である．

本論 文で報告 した構造は，完全 なSecYEG複 合 体かつ これ までで最 も高分解能 であ

る．今 後 の構造機 能解析 に，極 めて有用 であ る．本構 造解析 で は，新 たにSecGの ル

ー プの詳 細 が明 らか とな り
，その構造情報 に基づ いた機能解析 か らSecYEGチ ャネル

のキ ャ ップ機構 を提唱 した． この知見 は これ まで謎 で あった細胞質側SecYEGチ ャネ

ル の制御 メカニズ ムの解明 につなが る新規 のタ ンパ ク質膜透過 反応 のモデル である．

SecYEGとSecAに よるタンパ ク質膜透過 は，invitroで 再現す るには基 質 タンパ ク

質 を含 む それぞれ のタンパ ク質 を精製 し，膜へ と再構成 す る とい う煩雑 な系 となる こ

とも一 因 とな り，分子 メカニズ ムを明 らか とでき るよ うな動 的な解析 は報告 され てい

ない．本研究 で は， リアル タイムでSec複 合 体 の動的構造情報 を得 るために，その煩

雑 な系 の単純化 を 目指 した ．SecYEGとSecAを 融合 させ た融合 タ ンパ ク質（SecYAEG）

を作製 し，精製 ・活性測定後，Nanodiscと 呼ばれ る1ユ ニ ッ ト再構成 系 を適応 させ た．

Nanodiscへ と再構成 したSecYAEGが 基質 と相互作用す るこ とを詳細 に検討 し，SecA

と基質 の シグナル 配列が強 く関わってい る こと，お よび膜透過 中間体 を形成す る基質

を用い て膜 透過 中間体 を制御 できた．この単純化 された系 は タンパ ク質膜透過反応 の

動 的解析 を容 易 にす る．最後 に本研究で単純化 された系 を用 いて，高速原子 間力顕微

鏡 で1ユ ニ ッ ト動態観察 を進 めた．細胞質側 か ら測定 できる基板 への固定化 を確 立 し，

SecYEGとSecYAEGの 再構成Nanodiscを 用い てその見 え方 の違 い を明 らか とした．

タンパ ク質膜透過 中間体 の観察 では，基質 タ ンパ ク質 が引き込まれてい る様子 も取得

され，詳細 な膜透過反応 の可視化 にむけた大 きな足がか りが得 られ た．この系 は，他 の

膜 タンパ ク質 に応用 可能 な価値 の高い もので もある．

以上 の よ うに，本論文 は生物 に とって必須 の生命 現象 であ るタンパ ク質膜透過 にっ

い て最 も高分解 能 であ る静的 な構造 と，新規 に確 立 した測 定法 を用い て動 的な構造 を

明 らかに した もので，学術上 ，応用上貢献 す る ところが少 な くない ． よって審査委員
一 同は

，本論 文 が博 士 （バ イオサイエ ンス）の学位論文 として価値 あるもの と認 めた．
）


