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１． は じ め に

内在性膜タンパク質の大部分が膜貫通 αへリックスを
もつ．これらが構造を形成する過程には，膜との関連でい

くつかの難関がある．すなわち，�膜貫通（TM）配列が

膜表面の極性層をすり抜けねばならない，�TMセグメン

トの膜内配向が的確に規定されなければならない，�細胞

外部分（または膜内腔部分）が膜を通り抜けなくてはなら

ない，�TMセグメントが的確に膜内配置されなければな

らない，�TM部分が適切に会合しなくてはならない，な

どである．生体膜はリン脂質二重層を基本骨格とし，極性

基がアルキル鎖の疎水層をはさんで水環境から隔離してい

る．細胞外の親水性ドメインが膜の疎水層を通過するため

には大きなエネルギー障壁が存在する．同様に TM部分が

脂質環境に配置される際には，表面の極性層が障壁とな

る１）．膜小胞と膜タンパク質のポリペプチド鎖をふれさせ

ても，特殊な構成のポリペプチド鎖は別として，正しく膜

に組み込まれることはない（たとえば文献２））．細胞には

これらの難関を克服すべく巧妙な分子装置が存在してい

る．

小胞体，ゴルジ体，リソソーム，細胞膜などのいわゆる

「分泌経路」上に存在する膜系の膜タンパク質や膜内腔に

ある可溶性タンパク質は，小胞体で膜内に進入しまたは膜

透過し，構造を形成した後，小胞輸送で下流のオルガネラ

膜に配分される．これらは細胞外マトリックス，各種受容

体やイオンチャネル，輸送体，膜酵素など多種多様であ

る．これらの合成途上では，シグナル配列がリボソームか

ら出ると，シグナル認識粒子（SRP）によって認識され，

トランスロコンとよばれるタンパク質膜透過チャネル３）に

受け渡され，同時に膜結合型リボソームが形成される（図

１）．その後，ポリペプチド鎖は合成と同時に膜に組み込ま

れる．一部，C末端に膜結合部分を有する膜タンパク質

は，TM部分がリボソームから出るときには合成が終結し

ているために，合成完了後に膜に組み込まれる．このカテ

ゴリーの膜タンパク質の膜認識や膜組み込みについては，

合成共役型のものに比べてかなり情報が乏しい（たとえば

総説４）など）．一方，分泌系オルガネラとは対照的にミトコ

ンドリアやペルオキシソームへは合成が完了してから標的

化し，小胞体トランスロコンとは大きく異なるシステムに

よる膜組み込みが起きる．筆者らは，細胞内での膜タンパ

ク質構造形成の総括的な理解をめざして研究を行ってきて
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膜タンパク質の膜組み込みとトランスロコンの柔軟性
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内在性膜タンパク質は様々な因子の作用によってはじめて膜に組み込まれ構造を形成で

きる．それらの因子の中で，小胞体（および原核細胞の形質膜）のトランスロコンはポリ

ペプチド鎖を膜透過させると同時に，膜タンパク質を膜に組み込む作用をもつ中心的な装

置である．新しい実験系の導入によって，トランスロコンによる膜組み込み過程の詳細が

明らかにされつつある．リボソームから伸長してくるポリペプチド鎖に対するダイナミッ

クな配向決定作用，リボソームでの合成開始から膜組み込みまでの素過程，シグナル配列

による膜透過の駆動作用や膜透過段階に応じた駆動力の変動，などである．さらに，トラ

ンスロコンはポリペプチド鎖透過のための単なる狭い通路ではなく，複数の透過途中のポ

リペプチド鎖を同時に許容できる驚くべき柔軟性をもっていることが分かってきた．
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いるが，ここでは最近明らかにした小胞体トランスロコン

の興味深い作用について紹介する．

２． 膜タンパク質のシグナル配列と

トランスロコンによる構造形成

膜タンパク質の膜組み込みを議論するとき，先ずシグナ

ル配列の作用を明確にしておかなければならない（図１）．

リボソームから出てきた新生ポリペプチド鎖のシグナル配

列が SRPにより認識されると，ポリペプチド鎖の合成は

抑制され５），同時に SRP受容体の存在する小胞体へ標的化

する３）．リボソームは膜上のトランスロコンに密接に結合

し，膜結合型となり，シグナル配列はトランスロコンへと

移行する．リボソームとトランスロコンは後で述べるよう

に緊密に連携している．このような膜標的化と組み込み開

始の役割を担うのはシグナル配列の疎水性部分である．分

泌経路以外のオルガネラに存在する膜タンパク質が，この

仕組みを回避するにはうまくできた機構が存在する（詳細

は文献６）など参照）．

SRPからトランスロコンに受け渡された疎水性セグメ

ントは，TMαへリックスを形成する．その際，N末端側

または C末端側のいずれかが膜の反対側へと移行する（図

１）．N末端が膜透過するものは１型シグナルアンカー配列

（SA-I）とよばれる．これが本稿の主役となる．１型の命

名は，N末端を膜内腔側に，C末端を細胞質側に配置した

１回膜貫通型膜タンパク質が１型とよばれたことに由来す

る７）．逆に，C末端側が膜透過し切断を受けるとシグナル

ペプチド，切断を受けずに TM部分になるとき２型シグナ

ルアンカー配列（SA-II）とよばれる．後で詳しく述べる

が，膜組み込みの配向決定において疎水性セグメント周辺

の正電荷アミノ酸が決定的な作用を及ぼす．正電荷はそれ

を含むポリペプチド鎖が膜内へ進入するのを抑制し，疎水

性セグメントをはさんで反対側のポリペプチド鎖を膜透過

させる作用をもつ．このように，トランスロコンは疎水性

配列の進入を受け入れながら，付随してくるポリペプチド

鎖を膜透過させ，最終的に疎水性配列を膜脂質環境へと放

出する．

一度膜結合型となったリボソームからトランスロコンに

進入してゆくポリペプチド鎖に疎水性配列があると，膜透

過はそこで停止し TMセグメントとなる．この作用（膜透

過停止作用）でも，疎水性セグメントが主要決定要因であ

り，正荷電アミノ酸残基の透過抑制作用も寄与する．これ

らの作用については，筆者らが１９９１年にすでに本質的な

ところを報告したが８，９），最近になってアミノ酸残基ごとに

停止作用を定量化した成果が出された１０，１１）．このように疎

水性配列によりトランスロコンでの膜透過が誘起され，疎

水性配列で膜透過が停止する．

また，多数の TMセグメントをもったいわゆるマルチス

パン型膜タンパク質の分子内で SA-Iが作用し，自発的に

は膜に進入できない「疎水性の低いセグメント」が膜内に

強制的に配置されるという興味深い膜組み込み様式も分

かっている３，１２，１３）．この仕組みによって，マルチスパン膜タ

ンパク質ではすべての TMセグメントが高い疎水性度を

もっている必要がないことも明らかになった１４，１５）．このよ

うにして，小胞体ではリボソーム，シグナル配列およびトラ

ンスロコンが協調し，互いに適切なタイミングで作用する

ことによってポリペプチド鎖が膜に織り込まれてゆく１４，１５）．

図１ 新生鎖のトランスロコンへの標的化と膜配向の決定
リボソームから出てきたシグナル配列の疎水性セグメントが SRPに認識され，小胞体へ標的化される．
その後疎水性配列はトランスロコン内に進入し，N末端側または C末端側の膜透過を引き起こす．後ろ
が膜透過して切断されるとシグナルペプチド，切断を受けないと膜アンカー部分（２型シグナルアンカー）
となる．N末端側が透過すると膜アンカー（１型シグナルアンカー）となる．作用のあとシグナルアンカー
はトランスロコン孔から横方向に離脱し膜脂質環境に移行する．トランスロコンは親水性部分が膜の疎
水性環境を横切るのを可能とするだけではなく，疎水性セグメントが膜表面の極性層を回避して膜内に
分配する役割をもつ．トランスロコンは新生鎖のアミノ酸配列を解読して，配向を決定する．絵には，
結晶構造で認められた通路のくびれ構造とプラグへリックスを描いた．
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３． トランスロコンを構成する Sec６１（SecY）複合体

真核細胞の小胞体や原核細胞の形質膜には類似性のある

タンパク質膜透過装置が存在し，トランスロコンとよばれ

ている３）．動物の Sec６１複合体（α，β，γ），出芽酵母の Sec

６１複合体（Sec６１p, Sbh１p, Sss１p），大腸菌の SecY複合体

（SecY, SecG, SecE）で，互いに対応する３種のヘテロサブ

ユニットからなる複合体である．これらのなかで，SecY

が最初に伊藤維昭博士により発見された（発見の経緯は文

献１６）を参照）．

古細菌（Methanococcus jannaschii）の SecY複合体の結

晶構造１７）によると，SecYの１０本の TMへリックスが親水

性の孔を形成している．細胞質側の開口部の直径が１７Å

で反対側が１４Åであるのに比べ，中央部分には３Åしかな

いくびれ構造があり，全体には砂時計型をしている．くび

れ部分には，疎水性アミノ酸がリング状に整列し，それら

の側鎖は内側に突き出して透過途中のポリペプチド鎖と膜

透過孔との間のすき間を埋め，水やイオンなど低分子物質

の漏れを防ぐ作用をしていると考えられる３）．細胞質側に

は突き出た部分があり，リボソームとの相互作用が考えら

れる１８）．前半後半の各５本ずつの TM（TM１～TM５と TM６

～TM１０）が擬似対象性を示し，TM５と TM６間のループ

がちょうつがい部分となり，それぞれが合わさった二枚貝

型構造をしている．ちょうつがいの反対側には，TM７と

TM２で形成されたシグナルポケットがあり，ここが横方

向（膜平面方向）へ向かって開口できる構造になっている．

シグナルアンカーが始めにここで認識された後，横方向に

離脱し TMセグメントとなることが容易に想像できる．ま

た，短い αヘリックスがくびれ部分の近くにあり，休止
状態時に孔をふさぐと考えられる．くびれ部分は狭く１本

のポリペプチド鎖が通れる程度しかないが，くびれ部分を

形成する残基が膜透過途中のポリペプチド鎖と S-S結合形

成可能なほど近接していることなどから，この孔が透過孔

であると考えられている１９）．SecY複合体の二量体の機能

を丹念に解析した報告によると，一方の SecYのみがシグ

ナルポケットと膜透過孔を形成している２０）．多量体を形成

していてもシグナル受容と透過孔形成は一つの SecY分子

によって担われていると考えられる．

このように，トランスロコン孔は一つの SecY（Sec６１）

複合体で形成されている可能性が高いと考えられるが，い

くつかの観察からもっと大きな（または柔軟な）構造をし

ているとの考えもあり論争となっている．たとえば，小胞

体膜ではトランスロコンに４０Åをこえる大きな親水性環

境が形成され，かなり大きな分子が内腔側から機能途中の

トランスロコン孔内部へ進入できる２１），トランスロコンの

親水性の環境に少なくとも５本の膜タンパク質の TMセグ

メントが許容される２４），などの実験事実は狭いチャネルで

は考えにくい現象である．また，小胞体内腔の hsp７０

（BiP）が内腔側でトランスロコン孔のふたとして作用して

いる２２，２３）との報告はくびれ部分に栓があるとの説とも相容

れない．Sec６１複合体や SecY複合体はほとんどの場合二

量体または四量体で観察されてきており，リボソームを結

合した Sec６１複合体は開口部を近接させた二量体を形成す

るという報告もある２５）．このように，Sec６１チャネルはオ

リゴマー構造を介して機能している可能性が考えられてき

た．

４． 正電荷の透過抑制作用

正電荷アミノ酸による膜配向決定作用は，統計的にも

『Positive Inside Rule』として広く認知され，実験的にも

多くの例が報告されている．たとえば，シナプトタグミン

２の N末端近くにあるシグナル配列（SA-I）は，すぐ後ろ

にある複数の正電荷によって N末端が膜内腔側で C末端

が細胞質側にある配向を維持している．この正電荷数を変

化させると数に応じて配向が逆転する２６）．

これらの正電荷アミノ酸と疎水性配列の間の距離効果に

ついての実験結果は興味深い構造形成ダイナミクスを示唆

した（図２）．疎水性配列から正電荷アミノ酸を後ろへ離

していくと，距離に応じて効果が低下するのであるが，驚

いたことに２０残基以上離れた位置にある正電荷が TM配

向に影響した（図２）２７）．すぐ後ろに正電荷がある場合には，

疎水性配列がリボソームから出るとすぐに N末端ドメイ

ンの透過が見られる（図２a）２６）．正電荷クラスタを２５残基

後ろに移動させても，作用はやや低下するが有意な N末

端側透過作用が認められた（図２b）２７）．４０残基離すと N末

端ドメインの膜透過を誘導せず，C末端側の膜透過が見ら

れるようになった（図２c）．さらに，ポリペプチド鎖の伸

張段階との関連を調べると，正電荷を２０残基後ろに配置

した場合には，５残基のみ離れた場合に比べて N末端ドメ

インの透過タイミングが遅くなっていた．２０残基以上後

ろにある荷電残基がトランスロコンに達するときには，疎

水性配列は C末端側が膜透過した配向を十分形成できる

はずであるが，現実にはこのような状況下でも N末端側

の透過を誘導できるわけである．トランスロコンは予想以

上に広い範囲の残基分布を識別して，ダイナミックな配向

決定を引き起こしている．またこれらの結果は，正電荷と

疎水性配列が物理的に近接していなくても，正電荷は配向

決定の指令を出すことができることを意味する．電荷は疎

水性配列とは独立したトポロジー決定要因であるかもしれ

ない．データは示さないが，最近疎水性セグメントと正荷

電アミノ酸残基が相互の関連なしに，独立したポリペプチ

ド鎖の膜透過制御要因であることが筆者らの研究で分かっ

てきた．
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５． DHFRドメインを使った膜透過の制御系

トランスロコンでのポリペプチド鎖輸送の分子機構や関

わっている因子の詳細を調べるには，リボソームによる伸

長とトランスロコンによる透過とを分離して解析すること

が必要である．SA-Iは，一度でき上がった N末端部分を

透過させるので，適当な工夫をすれば合成を止めた後で膜

透過を観察できると考えられた．N末端ドメインの透過を

一時停止させておく工夫として，ミトコンドリアへのタン

パク質輸入実験で用いられてきたジヒドロ葉酸還元酵素

（DHFR）を利用した２８，２９）．シナプトタグミン２（SytII）の

N末端にマウスの DHFRを融合し，合計２５０残基を越え

る大きなドメインとしても，後ろの SA-Iにより膜透過し

小胞体内腔で糖鎖付加を受けた（図３A）．糖鎖付加は内腔

のオリゴ糖転移酵素による高マンノース型コア糖鎖の付加

で，膜透過の決定的な指標になる．タンパク質合成の際に

DHFRの基質アナログであるメトトレキセート（MTX）を

添加しておくと，膜透過が完全に抑制された（図３A）．さ

らに好都合なことには，低温での超遠心分離により溶液中

のMTXを除いた後，温度を上げることによって膜透過を

再開させることができた（図３B）．図の下向き矢印が糖鎖

付加された産物であるが，最初ほとんど観察できないもの

が，経時的に増加している２８）．このようにして，大きな N

末端ドメインの膜透過を制御して調べることが可能になっ

た．またこの実験事実は，DHFRドメインが膜透過以前に

MTXが結合できる状態にまでフォールドしていることを

示した．

この実験系でMTXを添加してタンパク質を合成した

後，エネルギー分子を除くなどによって，それらの要求性

を調べることができるようになった．膜に標的化する過程

には GTPが必須であるが，その後の DHFRドメインの膜

透過には ATPなどの高エネルギーリン酸化合物は，意外

にも不要であることが明らかになった．また，粗面小胞体

膜を弱いアルカリ条件で処理することによって，内腔の

Hsp７０ホモログ（BiP）を除いても有意な膜透過が観察さ

れ，BiPシャペロンは関わっていないことが分かった．

この実験系では，新生ポリペプチド鎖がリボソームに結

合したままの状態で膜透過を起こさせている．終止コドン

を含まない mRNAをタンパク質合成に用いると３′末端ま

で翻訳が進んでも，翻訳終結因子が作用しないために新生

鎖は peptidyl-tRNAとしてリボソーム内に保持されるので

ある．この工夫によってはじめて，長い N末端ドメイン

図２ トランスロコンによる正荷電アミノ酸残基の認識と N末端ドメインの膜透過
タンパク質合成中間状態を作ることができる無細胞系で，ポリペプチド鎖の伸長度合いと，N末端
ドメインの膜透過との関係を調べた２７）．シナプトタグミン２の SA-Iの場合，疎水性配列から５残基
後ろの正電荷クラスタがトランスロコンに識別されて N末端の膜透過が始まる（a）．正電荷を疎水
性配列から２５残基後方へと離しても N末端ドメインの膜透過誘導作用が見られる（b）．４０残基離
すと後ろ側が透過する（c）．トランスロコンは，疎水性セグメント直近のみならず，かなり広範囲
の荷電アミノ酸残基を識別している．左は正荷電クラスタが２０残基離れたとき，より長く伸長し
ないと N末端の膜透過が進まないことを示す．
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図３ SA-Iによる大きな N末端ドメインの膜透過
（A）DHFRを含む２５０残基以上の N末端ドメインが後ろの SA-Iの作用により膜透過できる．

GTPがないと膜標的化が起きないが，その後の長い N末端ドメインの膜透過はエネルギー分
子なしに進む．小胞体内腔の BiPシャペロンも必須ではない．効率よい透過にはリボソーム
が新生鎖に結合していることが必要である．DHFRドメインの膜透過はリガンド（MTX，メ
トトレキセート）の結合で完全に抑制される．白丸は内腔での糖鎖付加を示す．
（B）MTXで抑制された DHFRドメインの膜透過は，MTXを遠心で除去すると再開できる．
ショ糖クッションを通して膜を沈殿させ，溶液内のMTXを除去し，再懸濁して温度を上げ
ることで同調的に膜透過を再開させることができる．アイソトープラベルされた新生鎖の時
間経過ごとの糖鎖付加状況を SDS-PAGEにより調べた結果を示す．糖鎖付加を受けた分子
（下向き矢印）が時間とともに増加するのが分かる．また各時点でプロテアーゼ（ProK）処
理を行うと，膜透過を示す ProK抵抗性の分子（上向き矢印）が増加しており，膜透過が確
認される．
（C）SA-Iの膜への進入ストロークと DHFRドメインの膜透過．SA-Iに近い場合には DHFR
ドメインのアンフォールディングが誘起され膜透過できる（左）．３８残基のスペーサーを導
入すると，MTXのない条件でも膜透過できない（右）．このときスペーサーの後ろは糖鎖付
加を受ける（★印）．シグナル配列がトランスロコンを介して膜に進入する際に大きな駆動
作用が働くが，そこから離れた位置の DHFRドメインのアンフォールディングは引き起こせ
ない．
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の高効率膜透過が可能になった．逆に，ピューロマイシン

処理や終止コドンによって積極的にポリペプチド鎖をリボ

ソームから解離させると，N末端の DHFRドメインの膜

透過効率が低下した．リボソームの活動状態がトランスロ

コンの機能に積極的な役割を果たしていると結論された．

これに関しては，リボソームが Sec６１複合体の会合を誘導

するという報告や３０），リボソーム内で感知された合成途上

のポリペプチド鎖の情報がトランスロコンに伝わり機能が

制御されるなどの興味深い報告３１，３２）と対応する．リボソー

ムとトランスロコン間の情報伝達と互いの機能制御も今後

の興味深い課題である．

この膜透過制御系で DHFRドメインのアンフォール

ディングと膜透過駆動力について興味深い知見が得られ

た．DHFRドメインと SA-Iとの間に３８残基の親水性配列

からなるスペーサーを導入すると，MTXのない条件でも

DHFR部分の膜透過が起きなかった．このとき，スペー

サーの後ろの部分は内腔にまで到達し糖鎖付加を受けてい

た（図３C，★印）．SA-Iの疎水性セグメントは TMトポ

ロジーを形成し，前方の膜透過を始めたものの，DHFRの

アンフォールディングが制限となって膜透過が停止したの

である．すなわち，DHFRドメインが SA-Iに近接してい

る場合には DHFRドメインのアンフォールディングを誘

起して透過させることが可能である（図３C）が，３８残基

のスペーサー導入によって，SA-Iのトランスロコン孔へ

の進入による駆動作用が DHFRドメインにまで作用しな

くなったと解釈された．後で触れるように原理的に異なる

制御実験によっても，この駆動作用の変動が定量的に観察

されている．これらの事実から，初期段階ではシグナル配

列の膜への進入ストロークによって大きな駆動力が作用す

るが，その後に続く膜透過段階では DHFRドメインを解

きほぐすほどの駆動作用はないと考えられた．

一方，DHFRドメインアンフォールディングが誘起され

透過が一旦スタートすると，２００残基を超える大きなドメ

インでも，透過には ATPなどの高エネルギー化合物は不

要であり，内腔の BiPもない状況で膜透過が進むと結論さ

れた．

６． 培養細胞内での透過制御

このようなMTXによる N末端 DHFRドメインの透過

抑制は生きている細胞内でも見られた３３）．上記の無細胞膜

透過実験で用いたモデルタンパク質（DHFR-SytII）を培養

細胞で一過的に発現させウエスタンブロッティングで調べ

ると，DHFRドメインが膜透過した糖鎖付加型が主産物と

して検出された．一方，培地にMTXを添加しておくと膜

透過が抑制された，非糖鎖付加型が主産物となった．小胞

体品質管理による分解や安定性の変化などを考慮しなけれ

ばならないが，細胞内に定常的に存在する膜タンパク質の

膜トポロジーを培地成分によって制御し逆転させることが

できると考えられる．この結果は，生きている細胞でも N

末端の DHFRドメインが合成された後，膜透過以前に

MTXが結合可能な状態にまでフォールドしていることを

示す．低分子薬剤を培地へ添加するだけで，生きている細

胞内での膜タンパク質の膜トポロジーを変化させることが

できるわけで，応用方面への意義があるかも知れない．

７． SBP-タグで膜透過を制御する

より定量的に膜透過駆動作用を解析したり，より精密に

膜組み込み中間状態を規定したりするためには，より小さ

なドメインを用いた透過制御系が必要であった．この目的

のためには，長い N末端ドメインの膜透過を調べるのと

は逆に，短いドメインで明瞭な ON-OFFができること，

産物の分子量ができるだけ小さいこと，できれば中間体を

単離して構造解析への道が開けることなどの要請があっ

た．いくつかの試行の後，ストレプトアビジン結合ペプチ

ドタグ（SBP-タグ）で理想的な制御が可能であることが

分かった（図４）３４）．SBP-タグはいわゆるディスプレイ手

法で見出された３８残基のペプチドタグで，ストレプトア

ビジン（SAv）に高い親和性をもつ３５）．SBP-タグを N末端

に融合したモデルタンパク質を無細胞系で合成し膜組み込

み実験を行うと，SAvで N末端ドメインの透過が抑制さ

れた（図４）．このときシグナル配列の前方にある２箇所

の糖鎖付加サイトはいずれも修飾を受けなかった．すなわ

ち，疎水性部分は TMトポロジーを形成していない組み込

みの初期段階（earlier stage）にあると考えられた．SAvと

の結合はビオチンを添加することによって解除でき，それ

と同時に膜透過を高効率で再開できた．また．SBP-タグ

と SA-Iの間に３８残基のスペーサーを導入すると，N末端

部分は細胞質側に留め置かれているものの，後方は小胞体

内腔にまで到達して糖鎖付加を受けている，より進んだ中

間状態（advanced state）が形成できた（図４B，★印）．い

ずれの中間体も主要産物であり，ビオチンを加えることで

２箇所の付加サイトへの糖鎖付加が定量的に見られた（図

４C）．こうして，N末端の透過が３８アミノ酸のタグ配列

で制御でき，DHFRの長いドメインを使ったときと同様

に，トランスロコンへの進入度合いの異なる２種の膜透過

中間状態を形成できた．

この系では，SAvの濃度や SBP-タグの SAvとの親和性

を改変することで，膜透過駆動作用を定量的に調べること

ができる．予備的な結果によると，SBP-タグは SAvと Kd

＝１×１０―９程度のかなり強い親和性でないと効率的な膜透

過抑制を発揮できない．透過の駆動力を見積もると，SBP-

タグが SA-Iシグナル配列に近いときに比べ，３８残基離れ

た場合には１０分の１以下の濃度の SAvで膜透過が抑制さ

れた．このように膜透過の段階に応じて駆動力が変動する
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ことが明らかになりつつある．これは DHFRドメインを

用いて得られた前出の定性的な結果と同じ結論で，シグナ

ル配列がトランスロコンに進入するときに，より強い透過

駆動作用が発揮されることを示す．さらにこの系を使っ

て，シグナル配列の点変異で駆動作用が変動することが証

明されつつある．シグナル配列自体がタンパク質膜透過の

駆動力を供給することを初めて証明するものと期待され

る．今後これらの透過制御系を使って，ポリペプチド鎖の

膜をこえた輸送の一分子観察や，速度論的解析などを行う

予定である．

８．２本のポリペプチド鎖が膜透過中間状態を形成する

結晶構造から，トランスロコン内では，SecYの１０本の

TMセグメントによって狭い透過孔が形成されると考えら

れた．確かに単純な膜透過は説明可能であるし，透過途上

のポリペプチド鎖は SecY孔のくびれ部分とジスルフィド

結合可能であるとの報告１９）もこれを支持する．しかし，生

理機能上重要なマルチスパン膜タンパク質の構造形成がい

かに説明されるのかが課題として残された．大きな親水環

境が形成されるとか２４），アクアポリンの４本の TMセグメ

ントが同時に Sec６１αサブユニットと架橋反応する３６）など

の報告はトランスロコンが単純ではないことを示唆した．

SBP-タグによる実験系を適用して，マルチスパン膜タ

ンパク質の膜組み込みを解析したところ，以下のように，

SecY複合体の結晶構造から想定される狭い孔のみでは説

明できない結果が次々と得られた．N末端に SBP-タグを

図４ SBP-タグとストレプトアビジン（SAv）を使った膜透過制御系
（A）SAv結合ペプチドタグ（SBP-タグ）．
（B）N末端に SBP-タグを付加すると，N末端ドメインの膜透過が SAvによって
抑制される．N末端部分の２箇所のサイトは糖鎖付加を受けていない（黒丸，ear-
lier stage）．ビオチンを添加することで SAvからタグが解離して膜透過が再開し，
２箇所とも糖鎖付加される（白丸）．SBP-タグと SA-Iの間に３８残基スペーサー
を導入すると，シグナル配列の膜内への進入が進んで，後ろのみが糖鎖付加を受
ける（advanced stage，★印）．親水性セグメントが膜を貫いた中間状態である．
（C）膜透過中間体の糖鎖付加状況．earlier stageの中間状態では糖鎖付加が見ら
れないものが，ビオチン添加後６０分で，定量的に２箇所糖鎖付加型に変換した．
advanced stageの場合は，１箇所糖鎖付加型（白丸○印）が主要産物として観察
され，ビオチン添加後には全て２箇所糖鎖付加型に変換している．
（D）膜透過再開後の膜透過時間経過．２０分後には大半が糖鎖付加型に変換して
いる．ビオチンの存在しないときにはほとんど糖鎖付加が見られない．
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配置して，SA-Iの後方に２番目の膜組み込み配列を配置

した図５Aのようなモデルポリペプチド鎖の挙動を調べ

た．C末端は終止コドンのない mRNAを翻訳することで

リボソーム内に固定した．このデザインは，筆者らが蓄積

してきたトポロジー形成シグナルの知見を活用して可能と

なった．無細胞系で膜組み込みを行うと，驚いたことに N

末端の膜透過を抑制した earlier stageおよび advanced stage

のいずれにあっても，その後方の膜組み込みが効率よく観

察された（図５A）．さらにビオチン添加後は，N末端部分

の透過が定量的に再開できた．いずれの中間状態でも，後

方の膜透過中間状態の形成のためにはトランスロコンが２

本の親水性ポリペプチド鎖を同時に受け入れる必要があ

る．実験をする前には，トランスロコンが一つの小さな透

過孔で構成されているならば，SBP-タグによる透過抑制

の影響で後方の膜組み込みは起こらないと予想したので，

これらの結果は驚きであった．現実は，N末端側の SA-I

が組み込み中間状態となりシグナルポケットを占有してい

るときに，後方のシグナルが機能することを妨げない．ま

た，逆に後方のシグナルと親水性ポリペプチド鎖がトラン

スロコン孔に入った状態でも前のシグナル配列が N末端

ドメインを透過させることができる．さらにこれらの中間

状態でも，N末端部分のみならず C末端部分の膜透過も

可能だった．

また，膜透過途中の２本のポリペプチド鎖の特定の部位

にシステインを導入し，部位特異的な架橋反応を行うと，

両方とも Sec６１αサブユニットと架橋され，２本ともトラ
ンスロコン孔の近傍に存在することが示された．このよう

にして，トランスロコンは２本の親水性ポリペプチド鎖を

同時に収容できることが確かなこととなった．

さらに，N末端ドメインの膜透過中間状態で，SA-Iの

後方にロドプシンの６本の膜貫通配列を配置してトランス

ロコンに対する影響を調べた（図５B）．N末端の透過を

SAvで抑制しておいても６本の組み込みは高効率で進ん

だ．TM２-TM３および TM４-TM５の組み込みはそれらの間

のループ部分に糖鎖付加が起きることを利用して確認し

た．逆に，後方に６本もの TMセグメントが進入した後で

も，N末端側の中間状態は維持されており，ビオチンを添

加すると膜透過が効率よく再開した．これは，二枚貝型

チャネルの開口部にあるシグナルポケットに SA-Iが配置

された中間状態のチャネルに６本の疎水性セグメントが進

入できることを意味する．トランスロコンはマルチスパン

膜タンパク質の多数の TMセグメントを順番に受け入れ，

順番に脂質環境へと送り込んでゆくと考えられている３６）．

しかし，結晶構造によるとシグナルポケットはこの出口部

図５ ２本の透過中間状態のポリペプチド鎖がトランスロコンに許容される
（A）SBP-タグで中間状態を形成させ，後方に２番目の膜組み込みシグナルを配置した．C末端は終止コドン
なしの mRNAを翻訳することでリボソーム内に固定した．前方の膜組み込み中間状態にかかわらず２番目の
シグナルが膜透過を開始しその後方の親水性ポリペプチド鎖が透過中間状態を作った．いずれの中間状態と
もに，ビオチンによる N末端の透過再開が可能であった．さらに C末端側もピューロマイシンでリボソーム
から解離することで透過再開できた．
（B）透過中間状態を形成する条件で，後方にロドプシンの TM２から TM７の６本の膜貫通セグメントを配置
した．N末端の中間状態にもかかわらず後方の TMの組み込みは阻害されなかった．後方の組み込みは，内
腔側ループの糖鎖付加により定量的に確認された．逆に後方に６本の TMが組み込まれても，N末端の膜透
過中間状態は維持されており，ビオチンによる透過再開が可能であった．
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分に存在し，もしここを組み込み中間状態のシグナル配列

が占有しているなら，透過孔に入ってきた後方の TMセグ

メントは膜環境へと出て行けずに結果的に組み込みは進ま

ないと予想された．逆に，もし，複数の TMセグメントが

トランスロコンに進入できたとしても，N末端部分の膜組

み込み中間状態は維持されないだろうと予想した．しか

し，事実はいずれの状態も可能であった．トランスロコン

は驚くべき柔軟性を有していたのである．これらはトラン

スロコンで一つの SecYの狭い孔だけが作用しているとす

る単純な仮説では考えにくい結果であった．

９． トランスロコン孔協調機能モデル

狭い Sec６１（SecY）チャネルの孔の中で，どのようにし

て２本の親水性ポリペプチド鎖が受容されるのか？ Sec

６１チャネル単独では，よほど大きな構造変化がない限り

このようなことは不可能に思われる．また，他のアクセサ

リー因子の作用によってチャネル孔が大きくなるのだろう

か，あるいは補助的な収容部位が形成されるのだろうか

（図６A）？ あるいは，複数の Sec６１複合体が集合して，

大きな孔を形成するのだろうか（図６D）？ SecY複合体

結晶構造の外周は疎水性が高く脂質と触れる状況であり，

単純にこれらが四つ会合したとしても会合体の中央部分に

親水性の大きな環境が出現するとは考えにくい．また膜透

過途中のポリペプチドは SecYモノマーの中央のくびれ部

分を通るという確かな報告がある１９）．このように，結晶構

造でみられた「くびれ部分」以外に予想外の大きな透過チャ

ネルが新たに形成されるという可能性は完全には否定でき

ないが，低いように思われる．

一方，機能性 Sec６１（SecY）チャネルは高頻度で二量体

以上の会合体として観察されることから考えると，近接し

た Sec６１複合体チャネルが２個一緒に働けばよいと考えら

れた（図６B，C）．２個の Sec６１チャネルが協調して，そ

れぞれがシグナルと透過ポリペプチド鎖の組を受け入れる

と考えるのである（図６B）．動物トランスロコンで観察さ

れる Sec６１複合体の四量体のうち２個が協調関係にあると

考えると，マルチスパン膜タンパク質の疎水性度の不十分

なセグメントがトランスロコン内に配置されたときにも，

２番目の Sec６１孔が続く膜組み込みを担当することができ

る．この仮説によると，これまで多くの場面で観察されて

きた Sec６１（SecY）複合体の四量体構造の意義が明らかで

あるし，私たちの見出した予想外の中間状態も矛盾なく説

明できる．また，疎水性度の低い配列を一時的に保管する

場としてアセンブリの環境も中央部分に提供でき，より複

雑な低疎水性 TM部分を含むマルチスパン膜タンパク

質１３，３７）の膜組み込みも説明できる．また正電荷を多数有す

る膜電位依存性イオンチャネルの TM４（S４）の電荷相互

作用による組み込み３８，３９）も説明できる．このように，複数

の膜透過チャネルが協調して機能するこのモデルは理想的

な膜組み込み装置としての構成ではないかと考えられ

た３４，４０）．

いずれにせよ，ここで見出した予想外の膜タンパク質組

み込み中間体はトランスロコンのより複雑で組織的な機能

を提起した．複数の膜透過途上のポリペプチド鎖を許容す

る柔軟な作用によって，複雑な膜タンパク質の組み込みも

説明可能となることが期待される３４，４０）．

１０． お わ り に

膜タンパク質の構造形成はオルガネラ膜への標的化，膜

透過の開始，膜への組み込み，膜内でのアセンブリなどま

さに一過的，一方向的な膜インタフェイスでのソフトな相

互作用の連続である．また，膜タンパク質のフォールディ

ング研究の中心課題であるだけではなく，個別の膜タンパ

ク質分子の機能発現基盤でもある．これらの膜内構造形成

の連続過程が解明できる可能性が出てきた．SBP-タグで

厳密に規定された膜組み込み中間状態形成の技法を応用す

れば，異なる機能状態にあるにリボソーム・トランスロコ

ン・新生ポリペプチド鎖複合体を単離できる可能性があ

る．近年，発展著しい単粒子解析技法で各段階のスナップ

ショットを解明していくことも夢ではないだろう．さらに

は，リボソームとトランスロコン間の情報伝達や，トラン

図６ Sec６１ポア協調機能モデル
トランスロコンに複数の親水性ポリペプチド鎖が収容された状
況を説明するモデル．シグナル配列を Iおよび IIで，透過ポリ
ペプチド鎖を aおよび bで示す．Sec６１チャネルを細胞質側か
ら見た模式図で示す．
（A）一つの Sec６１チャネルが構造変化を起こし，場合によって
は他の補助因子と協調して，大きな孔を形成する．（B）二つの
Sec６１チャネルが協調し，それぞれ一つのシグナル配列と透過
ポリペプチド鎖を収容する．（C）Sec６１チャネルが形成する四
量体構造のうち二つがそれぞれ１組のシグナル配列と透過ポリ
ペプチド鎖を受け入れる．Bの二つのポア協調モデルの拡張．
（D）二つの Sec６１チャネルが予想外の構造を形成し，大きな親
水性環境を形成する可能性．
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スロコン内の Sec６１複合体の会合状態，機能分担の機構解

明につながるであろう．また，ミトコンドリアやペルオキ

シソームなどの小胞体以外の系では小胞体 Sec６１系とは

まったく異なる膜タンパク質組み込み因子による，独自の

メカニズムが見出されるかもしれない．このような構造形

成装置に依存した膜組み込みや配向決定機構の存在は，あ

る意味アンフィンゼンドグマの破綻を意味し，それに依存

して構造を形成する膜タンパク質の進化に大きな影響を与

えてきた可能性がある．このように，膜タンパク質の構造

構築の研究はますますチャレンジングで面白い．多くの意

欲的な若者の参画を期待している．
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