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全 て の生物 は， 生体膜 によって外部か ら隔離 された細胞 シス テムを持 つ． その生体

膜 への タ ンパ ク質 の膜組込 みや膜 を越 えた輸送 は，生命 に必須 の現象で あ る．細胞質

で合成 された膜 タ ンパ ク質 の多 くは，全 ての生物 に保存 されて い るタ ンパ ク質 を通す

チ ャネルで あ るSecト ランスロ コン （バ クテ リアで はSecYEG複 合 体）に より輸送 され

る． しか し，SecYEGや 他 の因子 によって達成 され るタンパ ク質膜輸送 の機構 は未 だ

不 明な点が多 い．本 研究で は，バ クテ リァにおいてSecYEGと 協 力 して タンパ ク質膜

組込 み を行 うYidCの 機 能解析 お よびタンパ ク質膜透過 を駆動 す るSecDFのX線 結 晶

構造解析 ・機 能解析 を行 い，膜 を介 したタ ンパ ク質輸送 メカニズ ムの解明 を目指 した．

共 同研 究 に よ り決定 されたYidCの 結 晶構造 か らYidCの 膜 貫通領域 には親水性 の内

溝 が存 在 す る こ とが明 らか とな った．生化 学的 な機能解析 によ り， この内溝 にあ る保

存 された正電荷 を もっ ア ミノ酸 がYidCの 活性 に重要 で ある こと，な らびに膜組み込

み基 質 タ ンパ ク質 が この溝 と相互作用 す る こ とを明 らか とした． これ らの情報 は，

YidCが 膜 へ と挿 入 され るタンパ ク質 を静 電的 な相互作用 に よ り親水 的 な溝 の内部へ

と一 時的 に取 り込 み，細胞膜 への挿入のエネル ギー障壁 を低 くす る役割 を持つ とい う

YidCの 機 能モ デル を支持す る，

SecDFは ，12本 の膜貫通 ヘ リックス とペ リプラズ ム側 に突 出 したPl－head，P1－base，

P4ド メイ ンか ら構成 され る．SecDFは プ ロ トン流入 に伴 うエ ネル ギ ー を利用 して

P1－headが 動 き， タ ンパ ク質 を細胞外へ と牽 引す る とされていた．先行研 究で は全長

SecDFの 構造 はPl－headが 膜 に近 づいたF型 のみが報 告 されて いた．本研究で はX

線結 晶構 造解析 に よ り，Pl－headが 膜か ら離 れた1型 と，F型 構 造 よ りもさ らに膜 に

近づvSた 超F型 構 造 を決定 した．1型構 造の ひ とっで は，膜貫 通領域 を貫通す る トンネ

ル構造 が み られ た．生化 学的な実験 や分子 動力学計算 によ り， この トンネル 内に水分

子 が入 り込 み， プロ トンの流 入が起 こる こと， また トンネル に存在 す る保 存 された ア

スパ ラギン酸残基 が トンネルの開閉 に重要 な役割 を果 たす ことが示唆 された．超F型

構 造 の決定か ら，P1－base領 域 とP4領 域が βシー トか らβバ レ・ルに変化す ることが示

唆 された．変 異体解析 によって， βバ レルへ の遷移 は膜貫 通領 域 の保存 された アルギ

ニ ン残基 とアスパ ラギン酸残基 が重要 で ある こ とを示 し，膜貫通領域 の相 互作用 とペ

リプラズ ム側 の領域 が連 動 してい るこ とを示 した． これ らの結果 か ら，SecDFは プロ

トン流 入 に伴 うエネル ギー を利用 してすべて の ドメイ ンが ダイナ ミックに連動 した構

造変化 を起 こす こ とによ りタンパ ク質膜透 過反応 が駆動 され る とい う詳細 な作業仮説

を提 唱 した．
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本研 究 で は、細 菌 の タンパ ク質 の細胞 膜 を介 した輸 送 を行 う膜 タ ンパ ク質で あ る

YidC及 びSecDFを 対象 として、構造生物学 的な手法 を用 いた研 究 を進 めた。細菌の

膜 タンパ ク質 を細胞膜 へ と挿入す るYidCに っ いては、遺伝学 的、生化学的な解析 か

ら、YidCの 膜貫通領域 の 内側 に形成 された親水 的 な溝 の中心 に存在 す る生物種間で保

存 され た正 電荷 を もつ ア ミノ酸残基がYidCの 活性 に重要で あ るこ と、このYidCの 溝

と膜 へ と挿入 され る基質 タンパ ク質 とが相互作用 す るこ とを明 らか とした。 これ らの

結果 は、YidCの 溝 を経 由す る1回 膜貫通 タンパ ク質 の膜組 み込 みモ デル を補強 した。

YidCは 真核 生物生 物の小胞体膜、ミ トコン ド’リア膜 に も保存 されてお り、生物 に共通

した膜組 み込 みの分 子メカニズムの提唱 は学術 的 に高 い価値 が ある。

細菌 の タンパ ク質 を細胞外 への分泌 を行 うSecDFは 、プロ トンの濃度勾配 を利用 し

て ペ リプ ラズ ム側 の ドメイ ンの構造 変化 を繰 り返す こ とで機 能 す る と提 唱 されて いた

が、SecDFの 全長構造 の報告がF型1例 しかな く、 その理解 は妨 げ られていた。本研

究 において、全 長SecDFの1型 お よび超F型 の構造決 定 と続 く機能解析 によって、

SecDFの 理解 が大 幅に進 んだ。1型 構造で は細胞膜 を縦 断す るチ ャネ ルを保持 してお

り、 コン ピュー タによ る分子動 力学計算 な どの解析 か ら、 このチ ャネル を介 して プロ

トンが透過 す る こ とを示 した。超F型 構 造 と1型 とF型 との構 造 を比較 す るこ とで、

SecDFの ペ リプ ラズム側 の ドメイ ンがベー ターシー ト構 造 とべ 一タバ レル構造 へ との

間 をフ ォール デ ィング変化す る ことが示 唆 され た。生化 学的 な解析 に よって これ らの

構造 遷移 は、膜貫 通領 域 の構 造変化 と関連 す る こ とが示 され た。 プロ トン駆動型 のモ

ー ター にはSecDFの ように プロ トンの通 り道 と実 際 に機 能す る ドメイ ンが離 れて リモ

ー トカ ップル して い るものが多 い。本研 究で は、 この リモ ー トカ ップ リングメカニズ

ムの基 本原理 を示 した。また、1型 、超F型 のペ リプラズ ム側 の領域 の くぼみ に結合 し

てい た小分 子 の情 報 を手掛か りに、生化 学的 な相互 作用 解析 によ り、分泌 タンパ ク質

の結合部位 を同定 した。 以上 の結果 を統合 して、SecDFの 分子 メカニズ ムの詳細 を提

唱 した。SecDFの メカニズムの解明 は、基本 的な生命現象 を明 らか にす るだ けでな く

SecDFを ターゲ ッ トとした新規抗生物質 の開発 を可能 とす る成 果で あ る。

以上 の よ うに、本論文 は生物 に とって必須 の機構 で あ るタンパ ク質膜透過現象 を理

解 す る上で新 たな知見 を提供 し、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。


