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は じ め に

膜内在性タンパク質は，大腸菌においては１，０００種ほど

の存在が予測されており，大腸菌ゲノムにコードされてい

ると考えられる全タンパク質の約１／４近くにも及ぶ１）．こ

れらの中には，その機能がまったく不明なものも多くあ

る．ポストゲノムにおけるプロテオミクス解析において

も，膜タンパク質の機能解析は重要な課題である．膜タン

パク質は，当然のことながら，膜に正しく挿入されてから

その機能が発現する．したがって，膜タンパク質が膜挿入

する分子機構の解明は，細胞生物学的に最も重要な課題の

ひとつであるだけでなく，機能未知の膜タンパク質の機能

解析といった見地からも解明が望まれている課題である．

分泌タンパク質の膜透過機構が詳細に明らかになってき

ているのに対し，膜タンパク質の膜挿入機構については不

明な点が多く，統一的な理解には至っていない．個々の膜

タンパク質で膜挿入に必要な因子が異なる場合があるため

である．現在考えられる大腸菌における膜タンパク質の膜

挿入機構について，最近の筆者らの成果を交えて概説する．

１． M１３プロコートタンパク質（M１３procoat）と

自発的膜挿入

M１３ファージの主要コートタンパク質は，５０アミノ酸

からなる膜内在性タンパク質であり，シグナルペプチドを

付加した前駆体として合成されたのち内膜に挿入される．

M１３procoatの膜挿入機構の解析の歴史は古く，１９７０年代

からはじまっている．M１３procoatは膜貫通領域を１箇所

もち，シグナルペプチドが切断された後，N末端がペリプ

ラズム側，C末端が細胞質側に露出する膜内配向性をと

る２，３）（図１）．M１３procoatはプロセスされるシグナルペプ

チドを保持しているという点では分泌タンパク質に似てい

るが，分泌タンパク質の膜透過に必要な因子（Sec因子，

後述）の変異株（sec 変異株）においてもその膜挿入はまっ

たく影響を受けない４）．そればかりか，リン脂質のみで形

成されたリポソーム存在下でM１３procoatを合成しても，

リポソームへの膜挿入が観察される５～７）．さらに，リポ

ソームにプロテアーゼをあらかじめ封入しておくと，膜挿

入したM１３procoatがリポソーム内部のプロテアーゼで分

解される７）ことからも，M１３procoatがリポソームに膜挿入

していることが確認される．大腸菌が形成している膜電位

を破壊するとM１３procoatの膜挿入は強く阻害を受ける８）
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大腸菌におけるタンパク質膜挿入機構は，膜挿入に関与する因子の変異株解析や，膜挿

入反応の in vitro 実験系・再構成系の発展により多くの知見が明らかになってきている

が，個々の膜タンパク質により因子の要求性が大きく異なるため，統一的な膜挿入機構の

理解には至っていなかった．また，リポソームでは in vivo では観察されない自発的な膜

挿入が起こるため，再構成系の確立が困難であった．筆者らは，ジアシルグリセロールに

より自発的膜挿入が抑制されることを見出し，さらに膜挿入に関与する因子を発見・精製

した．その結果，精製因子のみによる in vivo での依存性を正しく反映した膜挿入反応の

再構成系の構築に成功した．本総説では，膜挿入機構の分子機構について概説し，機能的

膜タンパク質の in vitro 大量合成への応用の可能性についても議論する．
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が，膜電位非存在下でも膜挿入が完全に阻害されるわけで

はなく９），膜電位を形成していないリポソームにも膜挿入

が起こる７）．このため，M１３procoatの膜挿入は自発的に進

行し，これは膜電位により促進されると考えられてきた．

しかし，変異型M１３procoatの中には，膜電位非存在下で

も膜挿入できるものもある１０，１１）ため，膜電位は膜挿入のエ

ネルギー源として作用するわけではない．膜挿入の駆動力

になっているのは，むしろ，疎水的相互作用である１１，１２）．

膜電位は，膜タンパク質が一定のトポロジーで膜挿入する

のに必要であるという報告もある１１，１３）．M１３procoatはタン

パク質性の「膜挿入装置」を介さずに，膜貫通領域の疎水

的相互作用のみによって自発的に膜挿入すると考えられた

のである．言うまでもなくM１３procoatはバクテリオ

ファージ由来の膜タンパク質であるため，この自発的膜挿

入はファージがもつ巧妙なトリックによるとも考えられる

が，F０cサブユニットや DgkA，KdpDなど（図１参照），

大腸菌自身がもっている膜タンパク質でもこうした機構で

膜挿入するものが知られている１４～１６）．しかし，後述するよ

うに，Sec非依存的に膜挿入することは必ずしも自発的に

膜挿入することを意味しない．

２． YidCの発見

YidCは，ミトコンドリアやクロロプラストにおいて膜

挿入に関与する因子（それぞれ Oxa１pと Alb３）と相同的

な因子であり１７），タンパク質膜透過装置 SecYEGと相互作

用する１８）ことが知られている膜タンパク質である．yidC

遺伝子は生育に必須であり，YidCを枯渇させた株では，

様々な膜タンパク質の膜挿入が阻害される１９）．このとき，

M１３procoatのシグナル配列のプロセッシングも影響を受

け，従来，自発的に膜挿入すると考えられてきたM１３

procoatも YidCにより膜挿入する可能性が考えられた．

YidC枯渇により，CyoA２０）などの呼吸系を構成する膜タン

パク質の膜挿入が強く影響を受けるため，この株ではプロ

トン駆動力（膜電位）の形成能が著しく低下していること

が明らかになった．そのため，YidC枯渇によるM１３pro-

coatの膜挿入阻害はプロトン駆動力形成能の低下による二

次的なものである可能性も指摘されたが，プロトン駆動力

に依存しない変異型M１３procoat（上述）の膜挿入も影響

を受けたため，YidCがM１３procoatの膜挿入に関与する

可能性が強くなった２１）．しかし，YidC枯渇株でM１３pro-

coatのプロセッシングは影響を受けるが，このときM１３

procoatはアルカリ抽出されないため，YidC非存在下でも

M１３procoatは，不完全ながらも膜挿入が最終過程まで進

行している可能性が高い２１）．したがって，自発的膜挿入機

構は完全に否定されたわけではない．また，膜タンパク質

の種類によっては，YidC枯渇によってもあまり影響を受

けないものもあり９，２２～２４），YidCがすべての膜挿入反応に直

接的に関与するかどうかは完全に証明されたわけではな

い．

yidC 遺伝子は生育に必須である１９）ため，YidC枯渇によ

る二次的な影響を排除することが非常に困難になる．その

ため，in vitro 実験系や再構成系でも YidCの機能が調べら

れている．FtsQ２５，２６）やMtlA２７）（図１参照）のリボソーム―

膜タンパク質新生鎖複合体を膜小胞と反応させると，膜挿

入中間体が形成できる．このとき，膜タンパク質新生鎖は

YidCと効率よく化学架橋を形成でき，膜挿入中に膜タン

パク質が YidCと相互作用することを強く示唆している．

これらの結果より，膜タンパク質が膜挿入直後に脂質二重

図１ 代表的な膜内在性タンパク質の膜内配向性
図に示す大腸菌内膜タンパク質の内膜での配向性モデルを示した．内膜の下
が細胞質，上がペリプラズムを示している．上段下側の矢印は，in vitro で膜
挿入反応を行った後プロテアーゼ消化を行ったとき，分解を受ける部位を示
す．点線矢印は，リーダーペプチダーゼ（Lep）により切断される部位を示す．
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層に放出される過程に YidCが関与する可能性や，YidC

上で膜挿入直後の膜タンパク質が高次構造を形成していく

という可能性が提唱された２７）．さらには，M１３procoatと

同様に Sec非依存的に膜挿入する Pf３コートタンパク質

（図１参照）については，ある条件で YidCをプロテオリ

ポソームに再構成しておけば，その膜挿入が促進され

る２８）．このことから，YidCは「membrane insertase」であ

ると提唱されている．以上のように，in vitro の化学架橋

実験でも，YidCの膜挿入反応への関与は強く支持されて

いるが，実際に YidCを枯渇させた膜小胞を用いて膜挿入

活性が阻害されたことを示す結果はほとんど報告されてい

ない．F０cサブユニットの YidC枯渇膜への膜挿入が阻害

されるという報告があるが，FtsQの膜挿入はほとんど影

響を受けない２９）．YidCの膜挿入への関与については，む

しろ否定的な報告もある．FtsQは SecYEGを再構成した

プロテオリポソームに膜挿入するが，このとき YidCを共

存させると阻害的に作用する２２）．さらに，LacY２３）（図１参

照）やMtlA９）の膜挿入は YidC枯渇膜でも野生株から調製

した膜と同様の活性で膜挿入する．しかし，YidC枯渇膜

に膜挿入した LacYは機能的な高次構造を形成していない

と考えられている２３）．したがって，YidCは膜挿入過程で

はなく，膜挿入直後における高次構造形成等に関与する可

能性が高い．すなわち，膜内におけるシャペロン様の機能

をもつ可能性があると考えられる．

３． SRP（シグナル認識粒子）と Sec因子の関与

シグナル認識粒子（SRP）は，分泌タンパク質のシグナ

ル配列を認識し，小胞体膜へのターゲッティングに関与す

る因子として真核細胞で同定された．合成途中のシグナル

ペプチドがリボソーム上に出現すると SRPが結合し，合

成が一時停止する．この新生鎖複合体は小胞体膜上の

SRP受容体（SR）にターゲットされた後，合成が再開さ

れ，膜透過が進行する．すなわち，SRPはタンパク質合

成に共役した分泌タンパク質の小胞体膜透過に重要な役割

を果たす３０）．SRPは６種のタンパク質と１種の RNA分子

から構成される３０）．中でも，５４kDaサブユニットは，シグ

ナル配列に直接結合し，GTPase活性ももっていて，特に

重要な因子である．大腸菌では，RNAと５４kDaサブユ

ニットに相同的な因子，４．５S RNAと Ffh（fifty four ho-

molog）が存在する３１～３３）．さらに，SRは SRαと SRβから
なる複合体であるが，大腸菌の FtsYは SRαと相同的な因
子である３４）．また，すべての細菌や古細菌にも Ffh，FtsY

と４．５S RNAのホモログが存在し，SRPの重要性を裏付け

ている．ffh 遺伝子は生育に必須であるが，Ffhを枯渇させ

ても分泌タンパク質の膜透過はあまり影響を受けない３５）た

め，大腸菌では Ffhは「SRP」として機能していないと考

えられる．大腸菌では，通常，分泌タンパク質の膜透過は

タンパク質合成とは共役しないで進行する．したがって，

タンパク質合成に共役した反応に関与する SRPは，合成

に共役しない反応には関与しないと考えられる．一方で，

膜内在性タンパク質は疎水性が非常に強いため，その膜挿

入は合成に共役する必要があるのではないかと考えられ，

まず LacYの膜挿入が Ffhの枯渇や４．５S RNAの変異によ

り影響を受けることが明らかにされた３６）．その後，大腸菌

の SRP／SR因子の枯渇や変異により多くの膜タンパク質の

膜挿入が影響を受けることが明らかとなった３７～４０）．このこ

とは，MtlAを用いた in vitro 実験系の確立により明確に示

された．MtlAは膜を６回貫通し，N末端と C末端領域は

細胞質側に露出している４１）（図１参照）．MtlAは膜挿入す

ると，その N末端領域（膜内在領域）は外部から作用さ

せたプロテイナーゼ K（PK）消化から保護される４２～４５）．膜

小胞およびタンパク質合成反応液から SRP／SRの構成因子

を除去すると膜挿入した保護断片はほとんど検出されなく

なるが，除去した因子を添加すると膜挿入が回復する４４）．

さらには，MtlA新生鎖―リボソーム複合体は，Ffhと効率

よく化学架橋することができる２７）．この相互作用は，MtlA

の膜貫通領域と Ffhの間で観察される２７）．すなわち，Ffh

は膜タンパク質の膜貫通領域を認識し，膜タンパク質の膜

へのターゲッティングに関与する．大腸菌 SRPは分泌タ

ンパク質のシグナル配列は認識しない（この意味では SRP

の名前は適当ではない）が，膜タンパク質の疎水的な領域

を認識し，膜への輸送に関わっている．シグナルペプチド

にも疎水的な領域は存在するが，Ffhと相互作用するには

疎水性の強さが十分ではない．実際，シグナルペプチドの

疎水性を強くすると膜透過も SRP依存となる．

SRP／SRの作用で膜にターゲットされた後，膜挿入がタ

ンパク質合成に共役して進行する．Sec（secretion）因子

は分泌タンパク質の膜透過に必須な因子であり，中でも膜

透過チャンネルを形成する SecYEGと ATPase活性をもつ

SecAが中心的な役割を果たす４６）．SecAは合成が完了した

分泌タンパク質前駆体に結合し，ATPを利用して膜透過

反応を駆動する．真核生物の SRPは，分泌タンパク質の

膜透過にも膜タンパク質の膜挿入にも関与することが示さ

れていた３０）ため，大腸菌においても Sec因子は膜タンパク

質の膜挿入に関与する可能性が考えられたが，Sec因子の

関与については不明な点が多かった．たとえば，secY 遺

伝子の変異により膜タンパク質の膜挿入が影響を受ける４７）

という報告がある一方，膜挿入はほとんど影響を受けな

い４８）という報告もあった．また，LacYやMtlAの膜挿入は

secA 遺伝子の変異株でも効率よく起こる４３）ことが示される

一方，FtsQや Lep（リーダーペプチダーゼ）の膜挿入は

SecAに強く依存する４９，５０）ことも判明した．

これらの Sec依存性の有無についても，in vitro 実験系

の進展により明らかになった．secY 遺伝子や secE 遺伝子
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の変異株から反転膜小胞を調製して膜挿入反応を行うと，

MtlAや FtsQの膜挿入は阻害を受け２２，４５），膜透過チャンネ

ル SecYEGは膜挿入にも重要であることが判明した．変異

株の解析で SecYの関与があいまいであった理由のひとつ

は，secY 変異の中には分泌タンパク質の膜透過のみ，あ

るいは膜挿入のみに欠陥が生じる場合があることである．

SecAについては，変異株の解析と同様，MtlAの膜挿入に

は必要なく４５），FtsQには必須であった２２）．この依存性の相

違は膜タンパク質がペリプラズム側に大きな親水的な領域

をもつかどうかによると考えられている．膜貫通領域の膜

挿入は合成に共役して進行するが，その膜挿入後に親水的

な領域が存在すれば，その領域の膜透過は分泌タンパク質

同様に SecAに依存する．このとき，SecYEGはリボソー

ムとも SecAとも相互作用する５１）が，両者が SecYEG上で

共存できるのか，ある程度合成が完了しリボソームが遊離

した後に SecAが相互作用するのかは不明である．また，

MtlAの膜挿入には SecAは必要ないが，このとき SecGも

不要となる４５）一方，SecAを必要とする FtsQの膜挿入には

SecGが重要となる２２）．SecGは SecAの構造変化に応じて

構造変化し，SecA機能を促進する５２，５３）ため，SecA依存性

と SecG依存性には強い相関関係が観察されている．以上

のように，Sec因子依存で膜挿入する膜タンパク質は

SecAを必要とするものとしないものに区別でき，それは

ペリプラズムに親水的な領域が存在するかどうかによる．

SecA依存的になるのに必要なペリプラズム領域の長さは

３０アミノ酸程度と考えられているが，膜タンパク質に

よってはもっと短くても SecA依存的になる５０，５４）．

４． タンパク質膜挿入反応の再構成

膜挿入機構をさらに詳細に調べるためには，反応に関わ

る因子のみを用いた再構成系が必要になってくる．筆者ら

の報告を含めて膜挿入反応の再構成系がいくつか報告され

ている．Driessenらは，FtsQ２２）や CyoA２４）の膜挿入が Sec-

YEGに依存することを示したが，FtsQは YidCの添加に

より膜挿入活性が低下し，CyoAの場合は促進されてい

る．これらの膜タンパク質は SecYEGだけでなく SecAに

も依存するため，膜貫通領域の膜挿入が正しく再構成され

ていなくても，ペリプラズム領域が SecA依存的に膜透過

すれば膜挿入活性として検出される可能性もある．Sec非

依存的な膜挿入についても，Pf３コートタンパク質２８）や F０c

サブユニット２９）を基質とした再構成系が報告されている．

これらは，YidCにより膜挿入が促進されるものの，YidC

が存在しないときにも膜挿入活性が検出されている．それ

に対して，MtlAや LacYなど，SecYEGに依存するが SecA

に依存しないタイプの再構成系は報告されていなかった．

その大きな理由は，これらの膜タンパク質は SecYEGに依

存する反面，リン脂質からなるリポソームにも自発的膜挿

入するためである９）．

４―１． ジアシルグリセロール（DAG）による自発的膜挿

入の抑制

上述のようにM１３procoatはリポソームに自発的膜挿入

する．同様の条件でMtlAを合成するとMtlAの膜挿入断

片が検出された（図２A）．この膜挿入断片は合成に共役し

てのみ観察され，尿素や高濃度の塩で洗浄しても安定に存

在するが，界面活性剤でリポソームを可溶化すると消失す

る９）．さらに，Ffhや FtsYの添加により膜挿入効率が上昇

した９）．これらの結果は，MtlAはタンパク質性の因子を

まったく含まないリポソームに自発的に膜挿入することを

示している．しかし，これはMtlAが SecYEGに依存して

膜挿入するという知見４５）（上述）とは矛盾してしまう結果

である．SecEを枯渇させた膜小胞を可溶化し，界面活性

剤を除去してプロテオリポソームを再構成するとMtlAの

膜挿入はまったく観察されないが，SecYEGを大量生産し

た株から反転膜小胞を可溶化・再構成するとMtlAの膜挿

入は著しく促進された９）．この結果により，膜小胞には本

来自発的膜挿入を抑制する仕組みが存在し，リン脂質のみ

から形成されたリポソームではこの仕組みが破壊されてい

る可能性が考えられた．すなわち，膜小胞には自発的膜挿

入を抑制する働きがある膜構成成分が存在するが，リポ

ソームにはこの成分が含まれていないという可能性であ

る．膜成分を検索した結果，ジアシルグリセロール

（DAG）に自発的膜挿入を抑制する作用があることが明ら

かとなった９）（図２A）．リン脂質に DAGを混合してリポ

ソームを形成すると，DAGの濃度が上昇するにつれて

MtlAの自発的膜挿入は低下し，DAGが３％以上存在する

ときは，SRP／SRを加えてもMtlAの膜挿入は全く観察さ

れなくなった．DAGによる自発的膜挿入の抑制は，M１３

procoatを基質に用いても観察された９）（図２B）．これらの

結果は，膜タンパク質の疎水的な領域は，本来，DAGが

存在しないリポソームに自発的膜挿入する性質があること

を強く示唆している．したがって，これまで報告されてい

る再構成系２２，２４，２８，２９）では，DAGを含まないリポソームを用

いて再構成しているため，膜挿入反応が正しく再構成され

ていない可能性が高い．大腸菌では DAGは全クロロホル

ム／メタノール抽出物に対して１％前後発現していること

が知られている５５）．したがって，全リン脂質に対しては，

DAGは２％前後存在することになる．これは，自発的膜

挿入の抑制に必要な DAG量とほぼ同じであるため，大腸

菌における DAGの主要な機能は自発的膜挿入の抑制であ

ると考えている．リン脂質のみで形成されたリポソームで

は，リン脂質の親水的な頭部が比較的大きいため，二重層

内部の疎水的な領域で空間が生じていてこの空間を疎水的

な物質で充填することにより安定な構造を取る可能性があ
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り，これが自発的膜挿入の駆動力になっていると考えられ

る．

４―２． 膜挿入に関与する新因子

DAGを含むリポソームを用いて SecYEGや YidCを再

構成したプロテオリポソームを調製し，MtlAが膜挿入す

るかどうか調べた．しかし，SRP／SR存在下でも SecYEG／

YidCを再構成したプロテオリポソームへのMtlAの膜挿

入はまったく検出できなかった９）．このことは膜挿入反応

に関わる未知の因子が存在することを強く示唆している．

そのため，大腸菌内膜を分画し，膜挿入に関わる因子を検

索した．尿素洗浄した内膜画分をコール酸で抽出したとこ

ろ，Sec因子や YidCを含まない画分を得た．コール酸抽

出画分に SecYEGを加えてプロテオリポソームを再構成し

たところ，MtlAの膜挿入活性が検出された９）．YidCをさ

らに加えて再構成してもMtlAの膜挿入活性には変化はな

かった９）．さらに，コール酸抽出画分のみを再構成したプ

ロテオリポソームにはMtlAは膜挿入しなかったが，M１３

procoatの膜挿入が観察された．これらのことから，コー

ル酸抽出画分には膜挿入反応に関与する新因子が存在する

ことが判明した．さらに，YidCはMtlAやM１３procoatの

膜挿入には必要ないことも明らかになった．この因子を，

膜挿入活性を指標として精製したところ，SDS-PAGE上で

約８kDaの膜成分が得られた（図５参照）．DAGにより自

発的膜挿入を抑制した条件で，この因子のみに依存して

M１３procoatの膜挿入が観察された（図５参照）．MtlAの

膜挿入は，この因子と SecYEGが存在するとき観察され，

SRP／SRにより促進された（図３）．さらに，モデル膜タン

パク質Momp２（図１参照）の膜挿入もこの因子に依存し

て観察された（図４）．Momp２はMtlAの最初の膜貫通領

域に外膜タンパク質（分泌タンパク質）OmpAの成熟体領

域を融合したタンパク質であり，膜挿入には SRP／SRと

SecYEG，SecAが必要である５６）．再構成に DAGを含まな

いリポソームを用いたとき， Momp２の膜挿入は SecYEG，

SecA，新因子に依存したが，SRP／SRには依存しなかっ

た９）（図４）．これは，Momp２の膜貫通領域が自発的膜挿

入したことを示している．一方，DAGを含むプロテオリ

ポソームでは，Momp２は SecYEG，SecA，新因子，SRP／

SRのすべてに依存して膜挿入した９）（図４）．これらの結

果は，プロテオリポソームに DAGと膜挿入に関与する新

図２ ジアシルグリセロール（DAG）による自発的膜挿入の抑制
図に示す膜小胞存在下でMtlA（A）あるいはM１３ procoatの H５変異体（B）をラベル・合成した．
MtlAの場合は，図に示す通り SRP／SRを加えた．合成終了後，プロテイナーゼ K（PK）消化を
行い，膜挿入断片（membrane protected fragment；MPF）を解析し，膜挿入効率を求めた．M１３
procoatの H５変異体は，シグナルペプチド切断部位付近に変異が導入されていて，シグナルが
切断されなくなっている３）．H５変異体は野生型と同じ効率で膜挿入する６１）．＊はM１３procoat
の膜挿入断片を示す．
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因子が存在すると，MtlAやMomp２の膜挿入について，

これまで明らかになっているすべての因子依存性が正しく

再構成されたことを示している．また，新因子が存在すれ

ばM１３procoatの膜挿入も観察されることから，新因子は

膜タンパク質の「integrase活性」をもっていると考えられ

る．OmpAなどの分泌タンパク質は SecAと SecYEGによ

り膜透過する４６）が，SecYEGにこの新因子を加えて再構成

すると膜透過活性は著しく促進されることも判明した９）．

新因子が「integrase」であるとすると，シグナルペプチド

の膜挿入過程に新因子が作用して膜透過活性を促進してい

ると考えられる．さらに，新因子が SecYEGと直接相互作

用する可能性も強く示唆される．

新因子をプロテイナーゼ K消化すると，SDS-PAGE上

で約８kDaから約７kDaに変化し，膜挿入活性も消失し

た９）．このことから，新因子はタンパク質性の因子である

と考えられるが，分子の大部分が糖質・脂質であることも

明らかとなった．新因子を酸処理やアルカリ処理すると，

それぞれ糖質部分や脂質部分が分解され，それと同時に膜

挿入活性も消失した９）．これらのことから，新因子を構成

するペプチド，糖質，脂質部分はすべてタンパク質膜挿入

活性に必須であることが明らかになった．大腸菌外膜主要

成分であるリポ多糖（LPS）にはペプチド部分は存在しな

図３ MtlA膜挿入の再構成
図に示すように因子や SecYEGを含むプロテオリポソームを再構成し，図に示す膜小胞存在下でMtlAをラベ
ル・合成した．また，図に示すように SRP／SRをMtlA合成時に加えた．図２同様に膜挿入活性を解析した．

図４ Momp２の膜挿入の再構成
図に示すように因子や SecYEGを含むプロテオリポソームを再構成し，図に示す膜小胞存在下でMomp２をラベ
ル・合成した．また，図に示すように SRP／SRや SecAをMomp２合成時に加えた．図２同様に膜挿入活性を解析した．
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いが，新因子との構造的な類似点がいくつか挙げられる．

そのため，LPS変異体である deep rough変異体から新因子

を精製した．deep rough変異体では糖鎖部分が短くなった

LPSを発現している５７）．この変異株から精製した因子は

SDS-PAGE上で約４kDaであり，野生株由来の因子（約８

kDa）より大幅に小さくなっていた９）（図５）．この変異型

因子は，野性株由来の因子に比べて半分以下の活性しか

もっていなかった９）（図５）．さらに，この変異株では，外

膜主要リポタンパク質 Lppの前駆体が蓄積していること

が明らかになった９）．すなわち，この変異株では新因子の

生合成が影響を受け，その結果，分泌・膜挿入阻害が引き

起こされたと考えられる．これらのことから，新因子は

LPSの脂質部分である Lipid Aの誘導体であることが明ら

かとなった．LPS生合成と新因子の生合成は一部重複して

いることが考えられる．

５． タンパク質膜挿入機構と今後の展望

大腸菌における膜タンパク質の膜挿入機構についてはい

くつかの異なった経路が考えられるが，以上のことをまと

めると，図６に示すような３種の機構が考えられる．１番

目の経路では，膜タンパク質の合成が進行し，膜貫通領域

がリボソームから露出してくると SRPにより認識され，

SRを介して膜にターゲットされる．その後，SecYEGと

新因子の作用で膜挿入する．このとき，新因子は膜挿入に

直接関与するのか，膜貫通領域が SecYEGの膜透過チャン

ネルを経て脂質二重層に放出する過程に関与するのかは不

明であるが，SecYEGのみでは膜挿入活性が検出されな

かったことや新因子が「integrase」活性をもつ可能性を考

えると，前者の可能性が高いと考えている．膜挿入途中の

膜タンパク質は YidCと相互作用し，最終的な高次構造を

形成すると考えられる．２番目の経路は，膜タンパク質が

親水的なペリプラズム領域をもつ場合である．１番目と同

様に SRP／SRにより膜にターゲットされ，SecYEGと新因

子の作用で膜挿入した後は，SecAの作用でペリプラズム

領域が膜透過する．この場合も膜挿入中に YidCと相互作

用する．SecYEG上でリボソームと SecAが同時に機能し

うるのか，リボソームが遊離した後 SecAが機能するのか

は不明である．３番目の経路は SR／SRや Sec因子に依存

しない経路である．この経路で膜挿入するタンパク質は，

従来，自発的に膜挿入すると考えられてきたが，DAGに

より自発的膜挿入が抑制された条件（すなわち，in vivo

により近い条件）では，これらの膜タンパク質も新因子に

依存して膜挿入することが明らかとなった．この場合も

YidCは膜タンパク質と相互作用するが，膜挿入には必須

ではなく，膜挿入の完了や膜挿入後の高次構造形成に関与

すると考えられる．いずれの膜挿入機構においても分泌タ

ンパク質のシグナルペプチドの膜挿入においても新因子の

機能が非常に重要であった．この因子は単なるタンパク質

ではなく，ペプチド，糖質，脂質からなる物質であり，脂

質二重層内部への入り口として機能していると考えられ

る．今後はこの因子の構造を決定して，構造と機能との相

関関係をより詳細に調べていく必要があると考えている．

リボソームをはじめとしてタンパク質合成に関わる因子

は細胞質に局在する．タンパク質合成に必要な因子は

PURE System５８）として精製・再構成できるが， SRPや SR，

SecAを必要に応じて添加すれば尿素洗浄した膜小胞への

タンパク質膜挿入反応が再現できることが明らかになって

いる５９）．このことは，細胞質画分中でこれらの因子以外膜

挿入反応には必要がないことを示している．したがって，

膜挿入に関わる因子を再構成したプロテオリポソームに

PURE Systemを組み合わせることにより，大腸菌の抽出

物を全く含まない，精製因子のみを用いた，膜挿入反応の

図５ 変異型因子の活性とM１３procoatの膜挿入の再構成
野生株（MC４１００）あるいは LPSの変異株（D３１m４）から因子を精製し，SDS-PAGE
で解析した（左）．これらの因子をプロテオリポソームに再構成し，M１３ procoatの膜
挿入活性を図２と同様に解析した．
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完全再構成系が構築できると考えている．

界面活性剤存在下で膜タンパク質を in vitro 合成するこ

とも可能であり，その成功例も報告されている６０）．しか

し，界面活性剤によりタンパク質合成が阻害されたり，そ

れぞれの膜タンパク質に応じて界面活性剤の種類や濃度を

検討する必要もある．さらには，機能解析のためには合成

した膜タンパク質をプロテオリポソームに再構成する必要

がある．そのため，膜挿入機構が完全に明らかとなれば，

SecYEG，YidCや新因子等，膜タンパク質が膜挿入し機能

発現するのに必要な因子をあらかじめ再構成したプロテオ

リポソームを用いることで，膜タンパク質の発現と同時に

膜挿入・高次構造の形成までも可能になる．近い将来，こ

うした手法が機能未知の膜タンパク質の解析法として一般

的な手法となることを期待している．
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