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タンパク質を膜透過させる分子装置の活写

塚崎 智也

1. はじめに

タンパク質の多くは，合成の場である細胞質から生体膜
を越えて輸送される．生体膜は分子やイオンなどを自由に
通さない仕組みがあり，タンパク質もまた生体膜を自動的
に越えることができない．すべての生物に保存された膜タ
ンパク質複合体であるSecトランスロコンは，タンパク質
を膜透過させるチャネルを形成する．2004年に初めてSec
トランスロコンの結晶構造解析が報告され 1），アミノ酸残
基レベルでの詳細なメカニズムの議論が可能になった．し
かしながら，タンパク質という巨大な分子がSecトランス
ロコンを経由して輸送される際の動的な理解には，解決
すべき課題がある．本稿では，近年の構造解析を紹介し
つつ，タンパク質の膜透過の動態観察にむけた展望を述べ
る．

2. タンパク質の膜透過

タンパク質の膜透過の研究は古く，膜を越えて輸送さ
れる分泌タンパク質にシグナル配列が付加されていると
いう「シグナル仮説」（1999年ノーベル生理学・医学賞）
がブローベル博士らによって提案されたのは1975年であ
る．その後タンパク質輸送に関わる因子として，1983年
に細菌のSecY（真核細胞のSec61α）が発見された．後
に，SecYはすべての生物に保存された「タンパク質膜
透過チャネル」を構成する主要因子であることが判明し
た．膜タンパク質SecYはSecE, SecGとともに3者複合体
（SecYEG）を形成し，安定なSecトランスロコンを形成す
る．膜を越えて輸送されるタンパク質は，通常N末端に
付加されたシグナル配列の情報が認識され，膜へと運ば
れる．モデル生物である大腸菌では，リボソームとSecY
が直接相互作用して，タンパク質の翻訳と同時に膜透過

するco-translationalな膜透過と，いったん細胞質で前駆体
タンパク質が合成された後，膜へと運ばれSecA ATPaseに
よって膜透過が駆動されるpost-translationalな膜透過があ
る（図1a）2）．これらSecトランスロコンを経由する膜透過
が膜の透過障壁としての機能を保ったまま起こるために
は，緻密なメカニズムが必要である．
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図1 Secトランスロコンを介した膜透過
（a）co-translationalな膜透過とpost-translationalな膜透過．（b）閉
状態の古細菌Secトランスロコン（SecYEβ）の3.2 Å分解能の
構造（PDB ID 1RH5）．（c）閉状態の細菌Secトランスロコン
（SecYEG）の2.7 Å分解能の構造（PDB ID 5AWW）．Secトラン
スロコンの中心部には砂時計型の構造があり，ラテラルゲート
の開閉やプラグ・キャップの移動によりタンパク質が膜透過す
るためのチャネルを形成する．
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3. タンパク質膜透過チャネルの構造

Secトランスロコンの結晶構造は，2004年にTom Rapo-
portらのグループが初めて3.2 Å分解能で解明した 1）．
SecYの膜貫通領域（transmembrane：TM）1～5とTM6～
10は擬似2回対称であり，その構造体をSecEが安定化し
ている（図1b）．SecYの内部にはタンパク質の通り道とな
る砂時計型の穴が存在しており，この通り道は，細胞外側
から「プラグ」と呼ばれる短いαヘリックスによってふさ
がれていることが判明した．この結晶構造はSecトランス
ロコンの閉状態（resting state）と解釈された．タンパク質
が膜透過する際には，SecEがSecYのかすがいとして位置
している逆側の「ラテラルゲート」と呼ばれるTM1～5‒
TM6～10の境目（TM2とTM8の間）が横方向に開き砂時
計型の穴のサイズが大きくなり，同時にプラグも外側へ外
れることでタンパク質を透過させるチャネルを形作ると
推測された．この仕組みは，さまざまな生化学的な解析結
果と一致している 2）．この後もいくつかSecトランスロコ
ンの結晶構造の報告がなされたが，分解能の向上はなかっ
た．特に，サブコンポーネントであるSecGを含む完全
な状態のSecYEGの構造は4.0 Å分解能を超える報告はな
かった．しかし，筆者らのグループは，2015年にSecGを
含んだ完全な状態の resting stateのSecYEG複合体の構造を
2.7 Å分解能で明らかとした（図1c）3）．SecYの砂時計型の
構造体とSecEのかすがい構造は先行研究と一致していた
が，今回の高分解能構造解析において，SecGのフレキシ
ブルなループを完全に配置することができた．以前に報告
されたSecYの構造において，細胞質側に漏斗状の空間が
あることで不安定な構造体のようにみえていたが，本構造
においてSecGのループがSecYの細胞質側に覆いかぶさる
ように配置していた．このことから，SecGがSecYの細胞
質側のキャップとして機能することが考えられた．このア
イデアはSecGのループをジスルフィド結合でSecYに固定
したとき，タンパク質の膜透過が阻害される結果と矛盾し
ない．以上のことから，SecYは resting stateにおいては細
胞外側と細胞質側のどちら側からも栓をされることで，膜
透過障壁能を保っていると考えることができる．タンパク
質膜透過時にはラテラルゲートが開き，プラグとキャップ
構造がSecY内部の通り道から離れることで中心部にタン
パク質膜透過のためのチャネルを形成する．

4. SecA ATPaseによるタンパク質膜透過駆動モデル

Secトランスロコンの内部がどのように構造変化して
チャネルを形成するのかについては，上記のように構造情
報とそれに基づく機能解析によって統一見解が得られて
いる．一方で，Secトランスロコンはそれ自体ではタンパ

ク質を膜透過させることができない受動的なチャネルで
あるため，別途駆動力が必要である．細菌において，Sec
トランスコンはリボソームと直接相互作用，またはSecA 
ATPaseと直接相互作用することによりタンパク質の膜透
過を起こす（図1a）．リボソームによるタンパク質合成と
共役して起こるSecトランスロコンの構造変化とタンパク
質輸送については，電子を直接検出できるダイレクトデテ
クターなどの登場で急速に発達した電子顕微鏡による解析
が進んでいる 4‒6）．分解能はX線結晶構造解析に劣るもの
の，これまでの解析を裏づけるものであり，膜貫通領域の
αヘリックスの配置の変化や膜透過中の基質タンパク質の
位置などが議論されるようになった．
次に筆者らが解析を進めているSecA駆動型について紹
介する．SecA駆動型のタンパク質膜透過は，基本的な現
象であることから，古くから研究がされている．in vitroに
おいてタンパク質の膜透過反応は，SecYEG複合体とSecA 
ATPaseのみで再現することができる．1994年にSecAは
ATPの加水分解に伴って一定の構造変化を繰り返すことで
膜透過を駆動することが示された．SecAの初めての構造
解析は2002年に発表され 7）いくつかのドメインから構成
されるタンパク質であることがわかった．その後，ATPの
加水分解によって，これらのドメインが構造変化しタン
パク質を膜透過しているというさまざまなモデルが提唱
された 8）．いくつかの結晶構造解析から，機能に重要であ
る領域（pre-protein cross-linking domain：PPXD）が大きく
変化することが見つかり，これが膜透過を促進すると考
えられた．しかしながら，この可動性領域はSecAのATP
が結合するドメイン（nucleotide-binding folds：NBF）より
も離れている（図2a, b）．ATPの加水分解に連動して長い
αヘリックス（helical scaffold domain：HSD）を介してエネ
ルギーを伝えているという報告もあるが，実際にどのよ
うに運動エネルギーに変換しているのかについては不明
である．現在のところ最も支持されているのは，Zimmer
らによって報告されたSecYEG-SecAが1：1で機能すると
いうモデルである．このモデルはSecYEG-SecA複合体の
4.5 Å分解能の解析結果から提唱された（図2c）9）．この複
合体構造ではSecAがSecYと強く相互作用しており，SecY
は膜貫通ドメインのTM2とTM8の間がやや開いた構造
体であった．その広がった領域と連続して，SecA側にも
基質が結合しそうな凹んだ領域が存在しており，これら
の領域に連続して基質タンパク質が結合すると彼らは考
えた．このモデルでは，以前に提唱されていたモデルの
ようにPPXD領域が大きく変化するのではなく，SecAの
IRA1（intramolecular regulator of ATPase1）という領域が基
質タンパク質と相互作用して，ATPの加水分解を伴った
上下運動でタンパク質を繰り返し押し込む．このモデル
は変異体解析によって支持される一方で，この構造情報
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に基づいてSecAの可変部位を固定しても機能したことか
ら，否定的な意見もある．また，彼らはタンパク質膜透過
の動画を公開しているが（http://www.biomedicaltimes.com/
downloads/animations/molbio/posttranslational_prok.mov），本
当に彼らの提唱するようにSecY：SecAが1：1でタンパク
質を駆動しているのかについては議論が続いている．ま
た，SecAとSecYがダイナミックに複合体の構成状態を変
えながら機能しているという報告などもある 10）．筆者ら
はSecAが何量体でSecYと結合して，どのようにATPの加
水分解に伴って構造変化し機能しているかを明らかとする
べく，1ユニットをリアルタイムで追跡する試みを行って
いる．

5. タンパク質の膜透過の1ユニット観察の試み

タンパク質の膜透過の詳細な機構については，Secタン
パク質の構造が判明した後でも不明な点が多い．Secタン
パク質はpHや温度等の外的な要因で一斉に構造変化して
機能するのではなく，複合体を形成しその後ATPの加水

分解により生じるエネルギーを使って駆動するため，それ
らが実際動作する姿の詳細を知るためには，1ユニットか
つリアルタイムでの動的観察が有効である．これを達成
することができれば，現在謎に包まれている問題に答え
られる．SecYEGは1ユニットで機能する説が有力であり，
その根拠としてDriessenらのFCS （fluorescence correlation 
spectroscopy）などを用いた in vitroの一分子解析 11）や，in 
vivoにおけるTom Rapoportらの解析例がある 12）．動的な解
析の準備として必要なことは，機能しうる1ユニットを単
離することである．Driessenらは1ユニットのSecトラン
スロコンを形成させるために，SecYEGを再構成した「ナ
ノディスク」を用いた．ナノディスクは，膜骨格タンパク
質（membrane scaffold protein：MSP）を用いて膜タンパク
質と脂質をディスク状に再構成したものである（図3a）．
ディスクのサイズは使用するMSPのサイズに依存するが，
直径100 Å程度のものを用いた場合，1ユニットのSecYEG
を再構成できる．より大きな直径のものを利用すること
で，2ユニットのSecYEGを再構成することも可能である．
近年，MSPを用いる方法だけではなく，スチレン‒マレイ

図2 SecA駆動型のタンパク質膜透過
（a）PPXDがNBFドメインから遠ざかっているSecAの結晶構造（PDB ID 2IPC）．（b）PPXDがNBFドメインに近づい
ているSecAの結晶構造（PDB ID 1TF5）．（c）SecAとSecYEGの複合体の4.5 Å分解能の構造（PDB ID 3DIN）．SecA
の IRA1領域がATPの加水分解に応じて反復運動することによってタンパク質を組み込むというモデル．
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ン酸共重合体を用いた脂質含有粒子（SMALPs）も膜タン
パク質の解析に使われている 13）．このようにディスク状
に膜タンパク質を再構成することは解析上の利点がある．
生化学的な解析において，再構成リポソームや平面膜に膜
タンパク質を再構成させて測定を行うことが多いが，どち
らも脂質やタンパク質の流動性が高く，オリゴマー状態も
制御できず1ユニットの動的観察には適していない．Sec
タンパク質はタンパク質という比較的大きな分子を透過
させるため，膜をはさんだ両側には十分な空間が必要で
ある．ナノディスク状の粒子を用いれば，1ユニットとし
てSecYEGを単離でき，膜の流動性を最小限に膜構造を保
ちつつ，膜の両側の空間を確保した状態で，本動態観察を
達成できると考えている．まず，動態観察には高速AFM 
（atomic force microscopy）を用いる．ミオシンのように高
速AFMを用いてリアルタイムでタンパク質膜透過反応を
見いだす 14）計画である．
このSecYEGを再構成したナノディスクの基盤への固
定は，図3bに示したように縦方向，または横方向を考え
ている．SecYEG再構成ナノディスクを高速AFMで観察
したところ，均一の粒子が確認された．ここにモーター
タンパク質SecA ATPaseを追加することで，測定される粒
子が大きくなることを確認した．このことから，SecAと
の相互作用を保持したSecYEG再構成ナノディスクが完

成していると考えられる．次に，SecYEG再構成ナノディ
スクに，基質タンパク質であるproOmpA, SecA ATPaseな
どを加えてインキュベートした．基質タンパク質の内部
にはS-S結合を導入しており，タンパク質膜透過反応が途
中で停止した膜透過中間体が形成する（図3c）．この状態
のサンプルを高速AFMで観察した結果，図3dに示したよ
うな粒子が多く観察された．粒子の中心部がSecA結合型
SecYEGナノディスクであり，その周りにある不明瞭なひ
も状の物体が基質タンパク質であると考えている．今後，
さらなる解析が必要ではあるが，タンパク質中間体と想定
すると矛盾しない粒子である．過去に高速測定ができな
い従来型のAFMでのSecタンパク質の観測の試みは報告
されている 15）が，まだSecトランスロコンのリアルタイム
1ユニット解析は始まったばかりである．これを達成でき
れば当該分野のブレークスルーは間違いない．その後，高
速AFMで精密な測定を進めると同時に，蛍光一分子観察
などへも展開させたい．本稿でふれなかったが，Secトラ
ンスロコンは膜タンパク質YidC16），SecDF17）とも複合体を
形成して膜組み込み過程にも関わる．将来的には，Secト
ランスロコンを含む巨大な複合体が活きて働く姿を捉えた
い．

図3 ナノディスクを用いたSecトランスロコンの1ユニット解析
（a）タンパク質を再構成したナノディスク．（b）SecYEG再構成ナノディスクの基盤への固定．（c）SecYEG再構成ナ
ノディスクを用いたタンパク質膜透過中間体．（d）高速AFMを用いたタンパク質膜透過中間体の解析例．
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