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略語	

	

avg:	average	

CL:	cardiolipin	

CV:	column	volume	

DDM:	n-Dodecyl-β-D-maltoside	

DLS:	dynamic	light	scattering	

DOPC:	1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine	

DOPE:	1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine	

DOPG:	1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol)	

DOPS:	1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine	

DTT:	dithiothreitol	

EK:	enterokinase	

IPTG:	Isopropyl	β-D-1-thiogalactopyranoside	

PCR:	polymerase	chain	reaction	

PE:	phosphatidylethanolamine	

PG:	phosphatidylglycerol	

PK:	protease	K	

PMF:	protom	motive	force	
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POPE:	1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine	

POPG:	1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol)	

SD配列:	Shine-Dalgarno配列	

SRP:	signal	recognition	particle	

SR:	SRP	receptor	

TM:	trans-membrane	helix	
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1 序説 
 

1.1 膜タンパク質研究における無細胞翻訳系の利用	 	

 
すべての細胞は、それ自身の反応系を内部に区画化するための細胞膜に覆われている。
細胞は、その「生きている」状態を維持するために、外環境と物質や情報をやりとりす
ることが求められるが、その反応はすべて細胞膜を介して行われる。そのため、細胞膜
では、物質輸送、情報伝達、エネルギー生産などの重要な反応が絶えず行われるが、そ
れらの反応の多くでは、細胞膜に存在するタンパク質である膜タンパク質が重要な役割
を担っている。また、膜タンパク質の多くは、外界と接する細胞の表面に存在し、細胞
内部の反応を制御、調節する因子であることから、創薬ターゲットとしても重要である。	

膜タンパク質は大きく分けて、細胞膜の表面に付着する形で存在する「膜表在性タ
ンパク質」と脂質膜にタンパク質が埋め込まれた形で存在する「膜貫通型タンパク質」
の 2つに分けられるが、本論文では膜貫通型のタンパク質に着目して研究をおこなった。
そこで、本論文においては、表記を簡略化するため、膜貫通型タンパク質を指して「膜
タンパク質」と表記する。	

膜タンパク質は上述のように重要な研究対象であるにもかかわらず、十分に解析が
進んでいないのが現状である。構造解析を例にとると、2015年 12月 1日の時点で、Protein	
Data	Bank	(PDB,	http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do)	には、約 113,971件のタンパク質
の立体構造情報が登録されているが、Stephen	White	による Membrane	Protein	of	Known	3D	

Structure	 (http://blanco.biomol.uci.edu/mpstruc/)	によれば、PDB に登録されている構造情
報のうち膜タンパク質についての情報は 1,821 件であり、全体の 1.6%を下回る割合であ
る。多くの生物で、ゲノムにコードされるタンパク質のうちの 30%前後を膜タンパク質
が占めることを考えると、この数字は極めて少ないと言える 1。	

膜タンパク質の機能解析、構造解析の研究を遅らせている大きな要因のひとつは、
膜タンパク質をリコンビナントタンパク質として発現、精製することが困難なことにあ
ると考えられている。細胞の発現系を用いた場合は、タンパク質の発現自体が難しい場
合や、発現した膜タンパク質が細胞毒性を示すなどの理由でタンパク質を調製すること
が難しい場合が多い。これは、特定の膜タンパク質が過剰に生産されると細胞の生存に
欠かせない膜構造に悪影響を及ぼすためであると考えられている 1。また、膜タンパク質
は脂質膜に埋め込まれているため、精製の過程で界面活性剤を用いた膜タンパク質の可
溶化が必要になるが、膜タンパク質の本来のフォールディングを保ったまま可溶化する
ためには、適切な界面活性剤の種類や濃度の選択が不可欠になる。しかし、こうした可
溶化の条件は個々の膜タンパク質で異なり、精製する膜タンパク質ごとに試行錯誤が必
要となるため、極めてスループットの低い実験にならざるを得ない。 
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こうした課題に対して、近年、無細胞翻訳系を使って膜タンパク質を in	vitroで調製する
方法が盛んに研究されている 2。無細胞翻訳系は細胞を使わないため、細胞毒性のあるタ
ンパク質でも発現が可能である。また、合成する膜タンパク質を脂質膜に直接再構成さ
せることもでき、界面活性剤の条件検討の煩雑さを回避できるという利点もある。直接
再構成する際には、通常、擬似的な膜成分を系に添加し、合成される膜タンパク質の疎
水的な領域と脂質膜との相互作用によって、自発的にタンパク質が脂質膜に挿入される
ことを利用する。膜成分としては、脂質のみで構成された膜小胞であるリポソームや、
数 nm の半径の脂質膜をアポリポタンパク質のベルトで束ねた nanodisc などが用いられ
る 3。また、反応系に直接界面活性剤や界面活性剤と脂質の混合液を添加し、界面活性剤
の存在下で翻訳反応を行い、そのまま膜タンパク質を可溶性画分に回収する方法も報告
されている 4,	5。 
	 膜タンパク質の合成における無細胞翻訳系の応用例も近年増えてきている。合成し
た膜タンパク質の活性まで確認されている例もあり、代表的なものとして
bacteriorhodopsin	(bR)3,	5,	7,、FoF1	ATP合成酵素 7,8、脂質合成酵素 9、connexin-4310などの例
が挙げられる。膜タンパク質の結晶構造解析に応用される例もみられ、大腸菌の多剤排
出トランスポーターである EmrE11、藻類カサノリのロドプシン ARⅡ12の構造が、無細胞
翻訳系によって調製された膜タンパク質を元に解析されている。また、膜貫通タンパク
質ではないが、Enterococcus	hiraeの V-ATPase13の構造も、大腸菌抽出液系によって調整さ
れたタンパク質の結晶を元に解析されている。さらに、無細胞翻訳系を µm サイズのリ
ポソームである GUV	(giant	unilamellar	vesicle)	に封入した人工細胞系での膜タンパク質合
成も行われており、α-hemolysinの例 14などがある。また、GUV内での膜タンパク質合成
とフローサイトメトリーを組み合わせた、膜タンパク質の人工進化系であるリポソーム
ディスプレイ系も開発されている 15。	

しかし、これまでの手法では合成された膜タンパク質の膜挿入は、脂質と膜タンパ
ク質の自発的な相互作用を利用しているため、合成されたタンパク質の膜上でのトポロ
ジーの制御が難しく、無細胞系で合成できる膜タンパク質には限りがあった。特に、受
容体などの細胞外部に親水的なドメインを持つ膜タンパク質の場合、従来の合成系では、
親水的なドメインが疎水的な脂質膜を越えることができず、正しい構造で膜タンパク質
を合成することが難しかった。細胞内で膜タンパク質が合成される際には、膜タンパク
質組み込み装置である Sec トランスロコン 16を介して、膜上でのトポロジーなどの構造
形成が制御されている。車らは、反転内膜小胞と呼ばれる大腸菌由来の細胞膜を再構築
型の無細胞翻訳系である PURE	 system17に添加することで、細胞膜に存在する SecYEG ト
ランスロコンを利用して膜タンパク質の合成や分泌タンパク質の膜透過反応を再構成す
ることに成功している 18。そこで、より純化された Secトランスロコンの膜タンパク質合
成系を構築することができれば、無細胞翻訳系の機能解析や構造解析での応用範囲をよ
り大きく広げることが可能になると見込まれる。	
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1.2 Secトランスロコン	

 
Secトランスロコンは、タンパク質の膜挿入と膜透過のゲートとして働く膜上の分子装置
である。リボソームや他の因子と共役して、様々なタンパク質の局在を制御するタンパ
ク質輸送のハブである。進化的にも広く保存されており、細菌では SecYEG複合体、古細
菌では SecYEβ 複合体、真核生物の小胞体では Sec61αβγ 複合体として存在し、また、葉
緑体のチラコイド膜にも SecYE複合体が同定されているいる 16。大腸菌の SecYEG複合体
は、ペリプラズムや外膜に輸送される分泌タンパク質の膜透過反応	 (図 1-1)	と内膜に組
み込まれる膜タンパク質の膜挿入	 (図 1-2)	を担い、細胞内のタンパク質輸送の中心的な
輸送経路を構成している。	

	

分泌タンパク質の膜透過の経路では、SecBの経路が最もよく研究されている 19。SecBは、
ホモ 4 量体として細胞質に存在し分泌タンパク質と結合するシャペロンであり、タンパ
ク質が SecYEG に輸送されるまで構造形成を抑制する働きをもつ。分泌タンパク質が
SecYEGまで輸送されると、膜透過反応を駆動する ATPaseである SecAに ATPが結合する
ことで膜透過の開始反応が駆動され、分泌タンパク質のシグナル配列が SecYEGに挿入さ
れる 20。SecAは、さらに ATP加水分解を繰り返し、複数回のステップでタンパク質を膜
透過する。	

細胞内においては、SecAの ATP加水分解によるエネルギーに加えて、proton	 motive	

force	 (PMF)	による電気ポテンシャルも膜透過反応を駆動する要因である 21。また、SecA

が細胞質側からタンパク質を押し込む一方で、ペリプラズム側からは SecYEGと相互作用
する膜タンパク質である SecDF 複合体のペリプラズム側のドメインがタンパク質を引き
抜く形で反応に寄与する 22。	

分泌タンパク質のシグナル配列の多くは TypeⅠシグナルペプチダーゼである LepBに
よって切断される 23。LepB は 2 回膜貫通型の膜タンパク質であり、ペリプラズム領域に
ペプチダーゼドメインをもつ。このペプチダーゼドメインが、SecYEG を介してペリプラ
ズム側に露出したシグナル配列の C末端側を切断する。	

 
膜タンパク質の膜挿入の経路では、タンパク質は signal	recognition	particle	(SRP)	による経
路で SecYEGに輸送される 24。SRPは Ffhタンパク質と 4.5S	RNAからなるタンパク質 RNA

複合体であり、リボソームの exit	 tunnelから露出した膜タンパク質の N末端の疎水的な
ペプチドと相互作用する。さらに、SRPは膜上の SRP	receptor	(SR)	である FtsYタンパク質
と共役して、翻訳中のリボソームを SecYEGのチャネル上に結合させる。	

真核生物、古細菌と、細菌のうちグラム陽性菌の SRPには、リボソームの A-siteに
入って翻訳をストールさせるドメインがあるため、SRPの結合に伴って翻訳が一時停止し、
その後ろの疎水的なペプチドが細胞質中に放出されることを回避している 25。大腸菌な
どのグラム陰性菌にはストールをおこすドメインはないため SRP による翻訳停止はない
と考えられるが、mRNA 上にリボソームの翻訳速度を低下させる配列があり、同様の機
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能を果たしているとする説が近年報告されている 26。上記のような機構により、膜タン
パク質の翻訳はそのほとんどの部分をリボソームが SecYEGに結合した状態で行われ、翻
訳反応と共役して膜タンパク質の膜貫通領域が SecYEG を介して膜へ挿入される。また、
SecYEGを介して膜挿入するタンパク質に対して膜内在性のシャペロンである YidCが相互
作用し、膜タンパク質の構造形成や膜タンパク質複合体のアセンブリに寄与する 27。	
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1. Secretory Protein
Translocation

2. Membrane Protein Integration

FtsY
SRP SecA

LepB

SecYEG SecYEG

YidC

ribosome cytosol

periplasm

outer membrane

図 1. SecYEGトランスロコンによるタンパク質の輸送機構
大腸菌の SecYEGトランスロコンは , 分泌タンパク質の膜透過反応と膜タンパク質の膜挿入反応の
際のゲートとして働く . 
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1.3 SecYEGトランスロコンの構造	 	 	

 
大腸菌の SecYEGは、SecY	(48	kDa、10回膜貫通)、SecE	(14	kDa、3回膜貫通)、SecG	(11	kDa、
2 回膜貫通)	の各サブユニットが 1:1:1	で複合体を形成する膜タンパク質複合体である。
Secトランスロコンの高分解能の結晶構造は、古細菌の SecYEβ複合体や細菌の SecYEG複
合体	 (図 2)	など複数のグループから報告されている 28,	29,	30,	31。SecYはチャネル構造を形
成するタンパク質であり、SecEが SecYの背側に結合してチャネル構造の形成や安定性に
寄与する。SecYと SecEは、どちらも大腸菌において必須遺伝子である。SecGは SecEと
は独立に SecYと結合し 32膜透過反応を促進する因子である。SecGの欠損は致死ではない
が、欠損株は低温感受性を示し 33、膜透過促進の効果も低温条件や PMFが存在しない条
件において顕著に見られることが報告されている 34。また、SecGは SecAの ATP加水分解
反応と共役して膜上でのトポロジーを反転させることが報告されている 35。	

	

SecYの主要なドメインとして、ポアリング、プラグ	 (図 2C)、ラテラルゲート	 (図 2B)	が
ある。ポアリングは、チャネル中央に円を描く形で配置されている 6つの Ile残基から構
成され、このリングの中をペプチドが透過すると考えられている 36,	 39。プラグは、ペリ
プラズム側のヘリックス 2aから構成され、SecYがクローズ状態でいるときにポアを後ろ
から塞ぐ形で不必要なイオンの透過を防ぐ働きをしている 36,	 37。ラテラルゲートは SecY

の膜貫通ヘリックス 2と 7	(TM2,	7)	の間で形成される。SecYがオープン状態のときには、
このラテラルゲートが開き、分泌タンパク質のシグナル配列が膜透過の開始反応に伴っ
てこのスペースに入ると考えられている 38,	39,	40。また、ラテラルゲートは、膜タンパク質
の膜貫通ヘリックスが SecYから脂質膜へと移行する際の出口になると考えられている 41。	
	

1980年代からの SecYEGの遺伝学では、分泌タンパク質のシグナル配列の変異で膜透過効
率が低下した株のサプレッサー変異として、prl	(protein	localization)	変異と呼ばれる一連
の変異体が	 SecY、SecE、SecGの遺伝子の中に複数見つかっている。SecYの prl変異の多
くは、ポアリングやプラグの領域に多く見つかっており、これらの領域に変異が入るこ
とで SecYのオープン構造が安定化されると考えられている 42。	
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図 2. SecYEGトランスロコンの構造
Thermotoga maritima の SecYEGトランスロコンの構造 (PDB: 3DIN). ラテラルゲートは膜タンパク質
が脂質膜へ移行する際のゲートとして , ポアリングは膜透過されるペプチドの通る穴として機能
する .

A

B

C
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1.4 大腸菌での SecYEGの合成と分解	 	 	

	
SecY、SecE、SecGはそれ自体が膜タンパク質であり、細胞内では、すでに存在する SecYEG

複合体を介して膜挿入されると考えられている。パルスラベルを用いた実験から、形成
された複合体間でのサブユニットの交換はみられないことが報告されているため、
SecYEG 複合体は新規に合成されたサブユニットどうしで形成されると想定される 43。し
かし、SecYのみを過剰発現させた場合に生じる余剰な SecYは膜上のプロテアーゼである
FtsHによって半減期 2分で速やかに分解される 44,	45ことから、SecEと結合していない SecY

は細胞膜上では非常に不安定であると考えられる。加えて、大腸菌において、SecY、SecE、
SecG は別々のオペロンにコードされており、大腸菌の他の多くのタンパク複合体でみら
れるようなサブユニットが同一の mRNA から翻訳されるような機構 46はなく、タンパク
質合成の場所と時間をそろえるような他の制御機構も見つかっていない。	

	

	
1.5 本研究の目的	 	 	

	
このような背景から、本研究では、大腸菌のSecYEG複合体を無細胞翻訳系によって鋳型	

DNA	から合成し、膜タンパク質合成経路を無細胞翻訳系内に再構築することを目的とし
た。無細胞翻訳系として大腸菌翻訳系の再構成系であるPURE	 system17を使用し、膜成分
としてはリン脂質から構成される人工脂質膜であるリポソームを用いることによって、
夾雑物を最小限に抑えた条件で、SecYEGのサブユニットが膜上で構造形成し機能発現に
至るまでの過程を翻訳段階から構成論的に解析した。さらに、合成したSecYEGを基盤と
して膜タンパク質合成系を構築し、これまでの無細胞翻訳系では難しかった膜透過反応
を伴う膜タンパク質合成反応を最小限の因子から再構成することを目指した。また、本
研究内でSecYEGの無細胞合成系が確立されたことから、無細胞系によるタンパク質試料
調製のスループット性を利用し、SecYEGによる膜透過反応を1分子レベルでリアルタイム
に観察することが可能な蛍光1分子観察系の構築を試みた。	
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2 方法 
 

2.1 実験材料と試料調製	

 
2.1.1 実験材料	 	 	

 
リポソーム作製に用いた脂質は、L-α-Phosphatidylcholine	from	Soybean	Type-IIS	(P	5638)	は
シグマアルドリッチ社から、1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine	 (18:1	 (Δ9-Cis)	 PC	

(DOPC),	 850375)、1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine	 (18:1	 (Δ9-Cis)	 PE	 (DOPE),	

850725)、1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol)	(18:1	(Δ9-Cis)	PG	(DOPG),	840475)、
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine	 (16:0-18:1	 PC	 (POPC),	 850457) 、	

1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol)	 (16:0-18:1	 PG	 (POPG),	 840457)、
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine	 (POPE, 16:0-18:1	 PE,	 850757)、E.	 coli	

polar	lipid	extract	(100600)	は Avanti	Polar	Lipids社から購入した。	 	

再構築型無細胞翻訳系 PURE	systemは、ジーンフロンティア社から供給していただい
た PUREfrex®1.0 を用いた。また、合成するタンパク質の放射性同位体標識に用いた
Methionine,	 L-[35S]-	 (NEG009A)	 	や、ATP,	 [γ-32P]	 (NEG002A)	はパーキンエルマー社から、
蛍光標識に用いた TAMRA-X-AFアンバーサプレッサーtRNA	(CLD02)	はプロテイン・エクス
プレス社からそれぞれ購入した。	

プロテアーゼ処理で用いた Proteinase	K	Solution	(20	mg/mL),	RNA	grade	(25530-049)	は
Invitrogen	 (現サーモフィッシャーサイエンティフィック)	 社から、Enterokinase	 (from	

bovine	intestine,	E4906)	はシグマアルドリッチ社から、HRV	3C	Protease	(7360)	はタカラバ
イオ社から購入した。	

薄層クロマトグラフィーの標準サンプルに用いた MPIaseは、岩手大学の西山賢一教
授よりご提供いただいた。また、タンパク質精製などに用いた n-Dodecyl-β-D-maltoside	

(DDM,	和光コード:	347-06163)	は同仁化学研究所から購入した。	

酵素活性測定に用いた蛍光性基質 Fluorocillin™	 Green	 495/525	 (F33952)	と AttoPhos®	

(S1000)	は、それぞれ	 life	technologies社とプロメガ社から購入した。	

	

	
2.1.2 プラスミドと大腸菌株	 	

	

大腸菌からの SecYEG	の発現精製には、図 3に示した pBAD22	6×His	SecEYG	プラスミドを
用いた。このプラスミドは、6×His	SecE、SecY、SecG、LeuUの遺伝子	 (大腸菌)	が EcoRⅠ
サイト	 (1311-1316)	と HindⅢサイト	 (1361-1366)	の間にコードされたものである。PURE	

systemでの pOmpA	と YidCの合成には、それらの ORFを含んだ pET29プラスミドを用い
た。どちらも大腸菌の pOmpA、YidCの ORFが NdeⅠと EcoRⅠサイトの間にコードされて
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おり、YidC のみ EcoRⅠの手前に終止コドンを含まないため、C 末端に 6xHis-tag を持つ。
Ffh発現株である JM109/pTac-Ffh、pOmpF-Lppの配列を含む pK125プラスミドは岩手大学
の西山賢一教授よりご提供いただいた。 

	 また、SecYなどの変異導入には、PrimeSTAR®	MAX	DNA	Polymerase	(タカラバイオ社、	

R045A)	を用いた。	
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GAATTCctaA TGcaccatca ccatcaccat GGCGGCCCAA GTGCGAATAC CGAAGCTCAA GGAAGCGGGC GCGGCCTGGA AGCGATGAAG TGGGTCGTTG 

TGGTGGCATT GCTCCTGGTG GCGATTGTCG GCAACTATCT TTATCGCGAC ATTATGCTGC CGCTGCGTGC GCTGGCCGTA GTAATTCTGA TTGCTGCAGC 

GGGTGGTGTC GCGCTGTTAA CGACAAAAGG TAAAGCTACC GTTGCTTTTG CCCGTGAAGC GCGTACCGAA GTCCGTAAGG TCATTTGGCC GACTCGCCAG 

GAAACATTGC ACACCACGCT GATTGTGGCT GCGGTTACCG CAGTAATGTC ACTGATCCTG TGGGGACTGG ATGGTATTCT GGTTCGCCTG GTATCCTTTA 

TCACTGGCCT GAGGTTCTGA gtcgacagga ataagtagca gATGGCTAAA CAACCGGGAT TAGATTTTCA AAGTGCCAAA GGTGGCTTAG GCGAGCTGAA 

ACGCAGACTG CTGTTTGTTA TCGGTGCGCT GATTGTGTTC CGTATTGGCT CTTTTATTCC GATCCCTGGT ATTGATGCCG CTGTACTTGC CAAACTGCTT 

GAGCAACAGC GAGGCACCAT CATTGAGATG TTTAACATGT TCTCTGGTGG TGCTCTCAGC CGTGCTTCTA TCTTTGCTCT GGGGATCATG CCGTATATTT 

CGGCGTCGAT CATTATCCAG CTGCTGACGG TGGTTCACCC AACGTTGGCA GAAATTAAGA AAGAAGGGGA GTCTGGTCGT CGTAAGATCA GCCAGTACAC 

CCGCTACGGT ACTCTGGTGC TGGCAATATT CCAGTCGATC GGTATTGCTA CCGGTCTGCC GAATATGCCT GGTATGCAAG GCCTGGTGAT TAACCCGGGC 

TTTGCATTCT ACTTCACCGC TGTTGTAAGT CTGGTCACAG GAACCATGTT CCTGATGTGG TTGGGCGAAC AGATTACTGA ACGAGGTATC GGCAACGGTA 

TTTCAATCAT TATCTTCGCC GGTATTGTCG CGGGACTCCC GCCAGCCATT GCCCATACTA TCGAGCAAGC GCGTCAAGGC GACCTGCACT TCCTCGTGTT 

GCTGTTGGTT GCAGTATTAG TATTTGCAGT GACGTTCTTT GTTGTATTTG TTGAGCGTGG TCAACGCCGC ATTGTGGTAA ACTACGCGAA ACGTCAGCAA 

GGTCGTCGTG TCTATGCTGC ACAGAGCACA CATTTACCGC TGAAAGTGAA TATGGCGGGG GTAATCCCGG CAATCTTCGC TTCCAGTATT ATTCTGTTCC 

CGGCGACCAT CGCGTCATGG TTCGGGGGCG GTACTGGTTG GAACTGGCTG ACAACAATTT CGCTGTATTT GCAGCCTGGG CAACCGCTTT ATGTGTTACT 

CTATGCGTCT GCAATCATCT TCTTCTGTTT CTTCTACACG GCGTTGGTTT TCAACCCGCG TGAAACAGCA GATAACCTGA AGAAGTCCGG TGCATTTGTA 

CCAGGAATTC GTCCGGGAGA GCAAACGGCG AAGTATATCG ATAAAGTAAT GACCCGCCTG ACCCTGGTTG GTGCGCTGTA TATTACCTTT ATCTGCCTGA 

TCCCGGAGTT CATGCGTGAT GCAATGAAAG TACCGTTCTA CTTCGGTGGG ACCTCACTGC TTATCGTTGT TGTCGTGATT ATGGACTTTA TGGCTCAAGT 

GCAAACTCTG ATGATGTCCA GTCAGTATGA GTCTGCATTG AAGAAGGCGA ACCTGAAAGG CTACGGCCGA TAAaagcttc tagagtattc acacccgctt 

cagtgggaaa gattaaaaac tcccgcttta ttggttgaag cattggtacg cggcaactcc gcaaggaaca ggttgattAT GTATGAAGCT CTTTTAGTAG 

TTTTCCTTAT TGTGGCAATT GGCCTTGTTG GTCTGATCAT GCTGCAGCAA GGTAAAGGCG CTGATATGGG AGCCTCCTTC GGAGCAGGCG CTTCCGCTAC 

GCTGTTTGGT TCAAGTGGTT CTGGTAACTT CATGACCCGC ATGACGGCGC TGCTGGCAAC GTTATTCTTC ATCATCAGTC TGGTGCTGGG TAACATCAAT 

AGCAACAAAA CCAATAAAGG TAGCGAATGG GAAAATCTGA GTGCACCGGC GAAAACCGAA CAAACTCAGC CAGCTGCTCC GGCTAAGCCG ACCAGCGATA 

TCCCGAACTA Aaaagtagta tccgtGCCGA GGTGGTGGAA TTGGTAGACA CGCTACCTTG AGGTGGTAGT GCCCAATAGG GCTTACGGGT TCAAGTCCCG 

TCCTCGGTAC CAaattccag aaaagagacg ctgaaaagcg tcttttttcg ttttggtcct ggtctgagga atggttgtAA GCTT
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図 3. pBAD22 6xHis SecEYGプラスミドの配列情報
pBAD22 プラスミドに , 6xHis SecE, SecY, SecG, LeuU の遺伝子がコードされている . 
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2.1.3 PURE	system反応液に用いる鋳型 DNAの調製	

	

PURE	 systemでのタンパク質合成に PCR産物を用いる場合は、2ステップ PCR47によって
鋳型 DNAを調製し、開始コドンの 5’側に GAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGG-	

TTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCA	(一重線:	T7	promoter,	二重線:	

SD配列)	を、終始コドンの 3’側に TGAATAACTAATCC	(ジーンフロンティア社で推奨されて
いる 10塩基以上の任意の配列)	を付加した。PCRには、KOD-plus	(東洋紡社、KOD-201)	を
用いた。	

1 段階目の PCR では、開始コドンから始まるアニーリング配列の 5’側に
CTTTAAGAAGGAGATATACCAを付加した forwardプライマーと、終始コドンを含むアニーリ
ング配列に GGATTAGTTATTCAを付加した reverseプライマーを用いた。PCRの鋳型配列は、
各遺伝子をコードしたプラスミドや大腸菌 A19ゲノムを KOD-plusのプロトコルに準拠し
た濃度で使用した。2 段階目の PCR では、forward プライマーに universal プライマー	

(GAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAA-

GAAGGAGATATACCA)	を、reverseプライマーに 1段階目と同じ reverseプライマーを用い
た。鋳型配列は、1段階目の PCR産物を Milli-Qで直接 100倍希釈したものを用いた。	

目的配列は、2段階目の PCRで完成するが、実験で用いる十分量を確保するために増
幅するための PCRを行った。Forward	プライマーは amplifyプライマー	 (GAAATTAATAC-	
GACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTT)	を、reverseプライマーは 1段階目、2段階目と
同じものを用いた。鋳型配列は、2段階目の PCR産物を Milli-Qで直接 10倍希釈したもの
を用いた。調製した PCR産物は、QIAquick	PCR	Purification	Kit	(QIAGEN社,	28104)	によって
精製した。精製の際、基本的には溶出に Milli-Qを用いたが、長期保存する場合は TE	buffer	

(10	mM	Tris-HCl	(pH	7.5),	1	mM	EDTA)	で溶出した。TE	bufferで溶出した DNAは Milli-Qで
3–5 倍希釈したものを PURE	 system に添加して用いた。SecY、SecE、SecG、LepB、OmpA	

(Δsignal)、pOmpF-Lppの鋳型 DNAはこの方法によって調製した。	
	
	

2.1.4 SecYEGの精製	 	

	
pBAD22	6×His	SecEYGプラスミドを形質転換した BL21	(DE3)	を 100	µg/mLアンピシリンを
添加した LB液体培地中、37˚Cで一晩前培養した。本培養は、100	µg/mLアンピシリンを
添加した 2×YT培地 1	Lにつき、前培養液 1	mLを植えつぎ、30˚Cで培養した。対数増殖期
（OD660	 =	 0.5–0.6）に、各 1	 Lの本培養溶液に対して 25%アラビノースをそれぞれ 50	 mL

ずつ加えて発現誘導を行った。発現誘導から 4時間 30˚Cで培養後、集菌し、液体窒素で
凍結後-80˚Cで保存した。	

	

菌体を buffer	A	(50	mM	Triethanolamine-OAc	(pH	7.5),	1	mM	EDTA,	1	mM	DTT,	0.5	mM	PMSF,	

250	mM	sucrose)	で再懸濁し、フレンチプレス	 (10,000	psi,	3回)	によって破砕した。未破



  

13	
 

砕菌体を遠心	 (9,000	×g,	30	min,	4˚C)	によって除去し、上清を Type	45	Ti	rotor	(Beckman社)	

を用いて超遠心	 (44,000	rpm	≈	150,000	×g	(avg),	2	hour,	4˚C)	することで、大腸菌の膜画分
のペレットを得た。得られたペレットは、Loose タイプのホモジナイザー	 (7	 mL または
15	mLサイズ)	を用いて buffer	Aで再懸濁した。	 	

膜画分をsucroseで作製した密度勾配の層	 (上から、0.77	 M	 sucrose	 10	 mL、1.44	 M	

sucrose	12	mL、	 2.02	M	sucrose	12	mLで、それぞれ50	mM	Triethanolamine-OAc	(pH	7.5),	1	

mM	EDTA,	1	mM	DTTを含む)	の上に重層し、SW28	rotor	(Beckman社)	で超遠心	 (25,000	rpm	

≈	80,000	×g	(avg),	16	hour,	4˚C)	した。0.77	M	sucrose	層と1.44	M	sucrose	層の間に得られる
内膜画分を	 5	mL程度ずつ回収した。50	mM	Triethanolamine-OAc	(pH	7.5)	で5倍以上希釈し、
再度Type	45	Ti	rotor	(Beckman)	にて遠心	 (44,000	rpm	≈	150,000	×g	(avg),	2	hour,	4˚C)	し、沈
殿した内膜をLooseタイプのホモジナイザー	 (7	 mLまたは15	 mLサイズ)	 を用いてbuffer	

(50	mM	Triethanolamine-OAc	(pH	7.5),	1	mM	DTT,	250	mM	sucrose)	で再懸濁した。得られた
溶液を反転内膜小胞として回収し、液体窒素で凍結後-80˚Cで保存した。	

	

反転内膜小胞のタンパク質濃度をブラッドフォード法によって定量し、タンパク質濃度
が2	mg/mLになるように、buffer	(Tris-HCl	(pH	8.0),	300	mM	NaCl,	20%	(v/v)	glycerol,	1%	(w/v)	

DDM)	で希釈し、50	mLチューブ中、4˚Cで回転させながら膜タンパク質を可溶化した。不
溶性画分をType	70	Ti	 rotor	 (Beckman社)	で超遠心	 (48,000	 rpm	≈	170,000	×g	 (avg),	30	min,	

4˚C)	することで除去し、上清をSecEのN末端に付加した6×His-tagによるHis-tag精製に用い
た。タンパク質総量20	mgに対して1	mLのTALON®	Metal	Affinity	Resin	(Clontech社、635501)	

を用い、樹脂は使用前にbuffer	B	 (Tris-HCl	 (pH	8.0),	300	mM	NaCl,	20%	 (v/v)	glycerol,	0.02%	

(w/v)	DDM)	で平衡化した。平衡化した樹脂にサンプルを加え、50	mLチューブ中で、4˚C

で30分回転させながら攪拌することで樹脂への結合を行った。溶液をオープンカラムに
移し、10	column	volume	(CV)	のbuffer	Bで洗浄したのち、buffer	B中のimidazole濃度を段階
的に上げて溶出した	 (10	mM	1×5	mL,	25	mM	5×1	mL,	50	mM	5×1	mL,	250	mM	5×1	mL,	500	

mM	 1×5	 mL)。SecYEGを含む画分をSDS-PAGEとCBB染色によって確認し、回収したサンプ
ルを液体窒素で凍結後-80˚Cで保存した。Amicon	 Ultra	 (Milipore社)	などによる濃縮は、
SecYEGを損失する一方、不必要にDDMを濃縮させるため行わなかった。	
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2.1.5 SecAの精製	 	

	
SecAの大腸菌からの発現は、車らの報告 18に基づいて行った。SecAを過剰発現させた 1	L

分の菌体を 30	mLの buffer	 C	 (50	mM	Triethanolamine-OAc	 (pH	7.8),	 10%	 (w/v)	 sucrose,	 0.1	

mM	PMSF)	で懸濁し、フレンチプレス	 (10,000	psi,	 3回)	で破砕した。遠心	 (9,000	×g,	 30	

min,	4˚C)	によって未破砕菌体を除去し、上清をさらに Type	45	Ti	rotor	(Beckman社)	で超
遠心	 (36,000	rpm	≈	100,000	×g	(avg),	2.5	hour,	4˚C)	することで膜画分を沈殿させて除去し
た。超遠心の上清を硫酸アンモニア分画によって SecA を含む画分を得た。具体的には、
まず 30%硫酸アンモニウム中 4˚Cで 45分攪拌したのち遠心	 (9,000	×g,	20	min,	4˚C)	するこ
によって、不要なタンパク質を沈殿として除去した。残った上清にさらに硫酸アンモニ
ウムを 60%になるまで加え、4˚Cで 45分攪拌したのち、遠心	 (9,000	×g,	20	min,	4˚C)	によ
って SecAが含まれる画分を沈殿させ回収した。沈殿画分を 4–5	mLの buffer	D	(50	mM	KPO4	

(pH	7.5),	0.1	mM	PMSF)	で再懸濁したものを buffer	Dに対して透析した。	 	

SecAを含むサンプルは ÄKTAexplorer	(GE	Healthcare社)	を用いて hydroxylapatite	カラ
ム	 (8	mL	column、研究室にて作製)	で精製した。buffer	E	(10	mM	KPO4	(pH	7.5),	10	mM	KCl,	

10%	(v/v)	glycerol)	で平衡化したカラムにサンプルを導入し、buffer	Eで 280	nmの吸光度
の値が十分低くなるまで洗浄したのち、10	mMから 400	mMまでの KPO4	(pH	7.5)	濃度勾
配を 80	mL	(10	CV)	かけて溶出した。SecAが含まれる画分を SDS-PAGEと CBB染色によっ
て確認し、回収したサンプルを Amicon	Ultra	(Milipore社)	によって濃縮した。	

次に、Superdex	200	HR	10/30	(GE	Healthcare社)	カラムを用いたサイズ排除クロマト
フラフィーによる精製を行った。カラムは、事前に buffer	F	(50	mM	KPO4	(pH	7.5),	10%	(v/v)	

glycerol)	で平衡化し、サンプル導入、溶出は buffer	Fで 0.5	mL/min	の一定流速で行った。
SecAが含まれる画分を SDS-PAGEと CBB染色によって確認し、回収したサンプルを Amicon	

Ultra	(Milipore)	によって濃縮したのち、液体窒素で凍結後-80˚Cで保存した。	
	

	
2.1.6 SecBの精製	 	

	
SecB	の大腸菌からの発現精製は、車らの報告 18に準拠した方法で行った。簡潔には、N

末端に 6xHis-tag を付加した SecB を BL21(DE3)	株から IPTG 誘導によって過剰発現し、タ
ンパク質を、ÄKTAexplorer	(GE	Healthcare社)	を用いて His	Trapカラムと Hi-Trap	Qカラム
で精製した。	

	
	

2.1.7 SRPの精製	

	

JM109/pTac-Ffhを対数増殖期に	 0.1	mM	 IPTG	によって発現誘導し、37˚Cでさらに 2.5時
間培養したのち、集菌した。buffer	(50	mM	HEPES-KOH	(pH	7.6),	500	mM	NaCl,	10	mM	MgCl2,	
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20%	(v/v)	glycerol,	0.1	mM	PMSF)	で再懸濁した菌体をフレンチプレス	 (10,000	psi	3回)	に
よって破砕した。超遠心	 (30,000	×g,	30	min,	4˚C)	に未破砕菌体などを沈殿させて除去し、
上清を Milli-Qで洗浄した TALON®	Metal	Affinity	Resin	(Clontech社、635501)	2	mLに導入し
た。一度目のフロースルーをもう一度カラムに導入したのち、buffer	 (50	mM	HEPES-KOH	

(pH	7.6),	500	mM	NaCl,	10	mM	MgCl2,	20%	(v/v)	glycerol)	中の imidazole濃度を段階的に上げ
る	 (10,	25,	50,	100,	150,	250,	300,	400	mM)	ことによって溶出した。Ffhが含まれる画分を
SDS-PAGEと CBB染色によって確認し、回収したサンプルを buffer	(50	mM	HEPES-KOH	(pH	

7.6),	150	mM	KOAc,	10mM	Mg(OAc)2,	50%	(v/v)	glycerol)	に対して透析したのち、液体窒素で
凍結し-80˚C で保存した。Ffh は凍結融解によってタンパク質の凝集を生じやすいため、
保存は少量に分注して行い、実験で使用するチューブは-20˚C で保存した。SRP の構成要
素である 4.5S	 RNAは、共発現などを行わなくても複合体形成することが知られている 18

ために、共発現は行わなかった。	
	
	

2.1.8 FtsYの精製	 	 	

	
FtsYの大腸菌からの発現は、車らの報告 18に基づいて行った。pET30-FtsYを形質転換した
BL21	 (DE3)	株を 50	 µg/mLカナマイシンを添加した LB液体培地中、37˚Cで一晩前培養し
た。本培養は、50	µg/mLカナマイシンを添加した LB培地 1	Lにつき、前培養液 10	mLを
植えつぎ、37˚Cで 2時間半培養したのち、対数増殖期（OD660	=	0.4–0.5）に、0.1	mM	IPTG

を加えて発現誘導を行った。発現誘導から 3時間 37˚Cで培養後、集菌し、液体窒素で凍
結後	 -80˚Cで保存した。	

	
2	L分の菌体を 200	mLの buffer	G	(50	mM	HEPES-KOH	(pH	7.6),	300	mM	KCl)	で懸濁し、フレ
ンチプレス	 (10,000	psi,	3回)	で破砕した。破砕液を Type	45	Ti	rotor	(Beckman社)	で超遠
心	 (36,000	rpm	≈	100,000	×g	(avg),	1	hour,	4˚C)	することで未破砕菌体などを除去した。FtsY
を含むサンプルは ÄKTAexplorer	(GE	Healthcare社)	を用いて His	Trap	HPカラム	 (5	mL、GE	

Healthcare 社)	で精製した。buffer	 G で平衡化したカラムにサンプルを導入し、25	 mM	

imidazoleを含む buffer	 G	で 280	 nmの吸光度が十分低くなるまで洗浄したのち、25	 mM

から 200	mMまでの imidazole濃度勾配を 50	mL	(10	CV)	かけて溶出した。FtsYが含まれる
画分を SDS-PAGEと CBB染色によって確認し、回収したサンプルを buffer	Gに対して透析
した。	

次に、Hi-Trap	Qカラム	 (5	mL、GE	Healthcare社)	を用いたイオン交換クロマトフラフ
ィーによる精製を行った。buffer	(50	mM	Tris-HCl	(pH	7.5),	60	mM	NaCl)	で平衡化したカラ
ムにサンプルを導入し、60	mMから 500	mMまでの NaCl濃度勾配を 75	mL	 (15	CV)	かけ
て溶出した。FtsYが含まれる画分を SDS-PAGEと CBB染色によって確認し、回収したサン
プルを buffer	(50	mM	Tris-HCl	(pH	7.5),	60	mM	NaCl,	20%	(v/v)	glycerol)	に対して透析したの
ち、液体窒素で凍結後-80˚Cで保存した。	
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2.1.9 リポソームの調製	 	 	

	
Soybean脂質抽出物	 (シグマアルドリッチ社)	からのリポソーム作製は、下記の手順で行
った。まず、Soybean脂質の粉にアセトンを加えて攪拌し沈殿物を回収する操作を 3回繰
り返し脂質の洗浄を行ったのち、残存するアセトンを真空乾燥によって除去した。1.5	mL

チューブ中で脂質の粉に対して buffer	H	(50	mM	Hepes-KOH	(pH	7.6),	1	mM	DTT)	を脂質の
濃度が 44	mg/mLになるように加え、チューブを固定した状態で 30分ボルテックスした。
次に、液体窒素と 37˚C恒温槽を使って凍結融解を 3回繰り返したのち、小型デジタル超
音波ホモジナイザー	 (20kHz,	 BRANSON 社)	で溶液に透明度が出るまで超音波処理した。
得られたリポソームの半径を動的光散乱測定機	 (Viscotek	802	DLS)	で測定し、液体窒素で
凍結後-80˚Cで保存した。	

POPCなどの合成脂質からなるリポソームや複数種類の組成からなるリポソームを作
製する場合は、フィルムハイドレーション法によるリポソーム作製を行った。まず、ク
ロロホルムに溶解している脂質か、あるいは、脂質の粉末を 25	mg/mL前後の濃度でクロ
ロホルムに溶解させた脂質を用意し、ナス型フラスコの中で混合した。複数種類の脂質
からリポソームを作製する場合は、脂質の混合後にバスソニケーター	 (Elmasonic 社、S	

30H)	で超音波処理した。ナス型フラスコをロータリーエバポレーター	 (EYELA社、N-1110)	
に接続しナス型フラスコを水浴で 45˚Cに温めた状態で、クロロホルムの波がたたない範
囲でなるべく速いスピートで回転させながら、真空ポンプで少しずつ内部を減圧してク
ロロホルムを蒸発させ、そのまま 5–10分放置し、脂質フィルムを作製した。ナス型フラ
スコを、一晩真空乾燥させて完全に溶媒を蒸発、除去した。次に、脂質のフィルムに buffer	

Hを脂質濃度が	 20–45	mg/mL	になるように加え、超音波処理とボルテックスを使って脂
質フィルムを buffer	Hに溶解した。次に、脂質溶液を 1.5	mLチューブに移し、液体窒素
と 37˚C恒温槽を使って凍結融解を 3回繰り返してから、小型デジタル超音波ホモジナイ
ザー	 (20kHz,	 BRANSON 社)	で溶液に透明度が出るまで超音波処理した。得られたリポソ
ームの半径を動的光散乱測定機	 (Viscotek	 802	 DLS)	で測定し、液体窒素で凍結後-80˚Cで
保存した。	

使用するリポソームは、毎回室温で融解し、バスソニケーターで 10–20 秒超音波処
理してから使用した。使用後は、液体窒素で凍結後-80˚Cで保存した。	

	
	

2.1.10 SecYEGプロテオリポソームの調製	

	
大腸菌の SecYEG を用いた SecYEG プロテオリポソームの作製は下記の手順で行った。ま
ず、soybeanリポソーム	 (2.25	mg	lipids)	と SecYEG	(7.5	μg)	を buffer	(50	mM	HEPES-KOH	(pH	

7.5),	1	mM	DTT,	1.5%	(w/v)	n-Octyl-β-D-glucoside	(OG))	200	μL中、4˚Cで 30分、1.5	mLチュ
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ーブ中で回転して混合した。buffer	H	(50	mM	HEPES-KOH	(pH	7.5),	1	mM	DTT)	500	mLに対し
て 14	 kDa	 cut-off	透析膜を用いて 6時間以上 2回透析し、OGを除去することでプロテオ
リポソーム	を形成させた。TLA-100.2	 rotor	 (Beckman社)	を用いて超遠心	 (67,000	 rpm	 ≈	

160,000	×g	(avg),	2	hour,	4˚C)	してプロテオリポソームを沈殿させ、100	μL	の buffer	Hで再
懸濁し、得られたプロテオリポソームは液体窒素で凍結後-80˚Cで保存した。この条件で
作製した SecYEGプロテオリポソーム	は、ストック濃度として、SecYEG	75	μg/mL	(≈	1	μM)、
脂質 22	mg/mLを含む。プロテオリポソームは使用前に 4˚Cで融解し、バスソニケーター
で数秒超音波処理してから使用した。	
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2.2 無細胞翻訳系	 (PURE	system)	と生化学実験の方法	

 
2.2.1 無細胞翻訳系	 (PURE	system)	によるタンパク質の合成	 	

	
無細胞タンパク質合成反応は PUREfrex®1.0（ジーンフロンティア社）を用いて行った。合
成されるタンパク質を放射性同位体によって標識する際は、[35S]メチオニン	 10	μM	を 50	

μLの PUREfrex®反応液に 1μL加えた	 (final	200	nM	[35S]メチオニン)。SecYEGの合成は、特
に明記しない場合は、4.4	mg/mL	 soybean	 liposome存在下で、30°C、3時間の条件で行っ
た。	

	
	

2.2.2 放射性同位体標識されたタンパク質の検出と定量	 	

	
[35S]メチオニンによるタンパク質の定量は下記の手順で行った。泳動後の SDS-PAGEのゲ
ルをろ紙とラップではさみ、RapiDryゲルドライヤー	 (ATTO社)	で乾燥させた。乾燥させ
たゲルと、[35S]メチオニンの希釈系列を 10	μLずつスポットした検量線用紙をカセットに
はさんで IPプレートを一晩露光した。IPプレートを BAS-5000	(富士フィルム社)	によって
検出し、Multi	Gauge	(富士フィルム社)	を用いて定量した。	

	
	

2.2.3 Flotation	法	 	 	

	
合成した SecY、SecE、SecG の膜局在化を評価するために行った、Flotation 法による
PUREfrex®反応液からのリポソーム画分の分離は下記の手順で行った。15	µLの PUREfrex®

反応液に対し、220	ng/μL	RNase	Aを 1.5	μL	(final	20	ng/μL)	加え、30˚Cで 10分処理した。
サンプルから 4.4	μL分	 (4	μL	 PUREfrex®反応液相当量)	を取り出し、直接 SDS-Loading	Dye

と混ぜて total画分として回収した。残りのサンプルから 11	μL	(10	μL	PUREfrex®反応液相
当)	を 19	µLの 2.4	M	Sucrose	buffer	 (50	mM	HEPES-KOH	 (pH	7.5),	 100	mM	KCl,	 and	10	mM	

MgCl2,	2.4	M	sucrose)	と混ぜ、TLA-100	rotor	(Beckman社)	用の遠心チューブの底に充填し、
その上に 30	µLの 0	M	Sucrose	buffer	 (50	mM	HEPES-KOH	(pH	7.5),	100	mM	KCl,	and	10	mM	

MgCl2)	を重層した。超遠心	 (100,000	rpm	≈	386,000	×g	(avg),	3	hour,	4˚C)	によってリポソー
ムを上清画分	 (sup)	に、リポソームに膜挿入しなかったタンパク質を沈殿画分	 (ppt)	に
分離した。沈殿画分は	 60	μLの 0	M	Sucrose	bufferを加え、バスソニケーターを用いて再
懸濁した。両画分をさらに TCA沈殿したのち、SDS-Loading	Dyeで沈殿を溶解し、SDS-PAGE
を行い、sup/totalの値から膜局在化率を算出した。	
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2.2.4 TCA沈殿	
	

SDS-PAGE前にサンプルを濃縮する必要がある場合や、プロテアーゼ処理などの後にプロ
テアーゼを失活させる必要がある場合は、TCA 沈殿を行った。まず、反応液の半分の容
量の 30%	TCA	(final	10%	TCA)	を加え、氷上で 30分静置した。遠心	 (20,000	×g,	>40	min,	4˚C)	

によってタンパク質を沈殿させたのち、上清を除去した。沈殿に対して、アセトン 150	μL

を加えバスソニケーターで沈殿を壊し、再度遠心	 (20,000	×g,	>30	min,	4˚C)	でタンパク質
を沈殿させた。その後、上清を除去し、アセトンを蒸発させ、残ったタンパク質の沈殿
に SDS-Lading	dyeを加え超音波処理とボルテックスで溶解した。	

	
	

2.2.5 Enterokinase処理	

	
SecYと SecEの膜上での配向を決定するための Enterokinaseによるペプチド切断反応は先
行研究 48に準拠し、下記の手順で行った。Enterokinase はペプチド配列 DDDDK の C 末端
側を切断するため、タンパク質の N末端の配向を決定する際には、SecYや SecEの N末端
に MHHHHHHDDDDKA配列を付加したコンストラクトを用いた。また、C末端の配向を決
定する際には、SecYや SecEの C末端に DDDDKHHHHH配列を付加したコンストラクトを
用いた。切断配列が付加された SecYまたは SecEは野生型の他のサブユニットと共発現さ
せた。12	μLの PUREfrex®反応液に 1.2	μLの 330	ng/μL	chloramphenicol	(final	30	ng/μL)	を加
えて翻訳反応を停止させたのち、さらに、EK	buffer	(50	mM	Tris-HCl	(pH	7.9),	4	mM	CaCl2)	で
2 倍希釈した。つづいて、サンプルを 8	 μL ずつ 3 つの画分に分けた。1 つめの画分	

(EK-/DDM-)	は 8	μLのサンプルに 8	μLの EK	bufferと 4	μLの EK	stock	buffer	(50	mM	Tris-HCl	

(pH	7.9),	2	mM	CaCl2,	20%	(v/v)	glycerol)	を加えた。2つめの画分	 (EK+/DDM-)	は、8	μLのサ
ンプルに 8	μLの EK	bufferと 4	μLの Enterokinase	(購入した	 ≧0.1	mg/mL,	≧20	units/mg	溶
液を EK	stock	bufferで 20倍希釈したもの)	を加えた。3つめの画分	 (EK+/DDM+)	は、8	μL

のサンプルに 8	μLの 1%	DDM	EK	buffer	(50	mM	Tris-HCl	(pH	7.9),	4	mM	CaCl2,	1%	(w/v)	DDM)

と 4	μLの Enterokinase	(同上)	を加えた。切断反応は、37°Cで 2時間行い、その後 SDS-PAGE

によって切断効率を評価した。	

	
	

2.2.6 3C	protease処理	

 
3C	 proteaseはペプチド配列 LEVLFQGPを認識し、Qと Gの間のペプチド結合を切断する
ため、SecY の細胞質側の 3 番目のループ	 (C3	 Loop)	内の 243 残基目のアミノ酸から 250

残基目のアミノ酸までの配列 RIVVNYAKを LEVLFQGPに置換したコンストラクトを作製し
た。コンストラクト作製の際には、8アミノ酸単位のハイドロパシースコアの合計値につ
いて、ペプチド配列の置換前後での変化が最小になる領域を C3	Loop内から選択した。切
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断配列が置換された SecYは野生型の SecE、SecGと共発現させた。32	μLの PUREfrex®反応
液に 3.2	μLの 220	ng/μL	RNase	A	(final	20	ng/μL)	を加えて翻訳反応を停止させたのち、サ
ンプルを 6.6	 μL	 (PUREfrex®反応液 6	 μL 相当)	ずつ 3 つの画分に分けた。1 つめの画分	

(3C-/DDM-)	は 6.6	μLのサンプルに 3.3	μLの 4x	3C	buffer	(200	mM	Tris-HCl	(pH	7.5),	600	mM	

NaCl)と 3.3	μLの 3C	buffer	(50	mM	Tris-HCl	(pH	7.5),	150	mM	NaCl)	を加えた。2つめの画分	

(3C+/DDM-)	は、6.6	μLのサンプルに 3.3	μLの 4x	3C	bufferと 3.3	μLの 3C	protease	(購入し
た	 1	units/μL	溶液を 3C	bufferで 10倍希釈したもの)	を加えた。3つめの画分	 (3C+/DDM+)	

は、6.6	μLのサンプルに 3.3	μLの 4%	DDM	4	x	3C	buffer	(50	mM	Tris-HCl	(pH	7.5),	150	mM	NaCl,	

1%	(w/v)	DDM)	と 3.3	μLの 3C	protease	(同上)	を加えた。切断反応は、4	°Cで 17時間行い、
その後 SDS-PAGEによって切断効率を評価した。	

	
	

2.2.7 Blue	Native	PAGE	 	

 
Blue	Native	PAGEは NativePAGE™	Novex®	Bis-Tris	Gel	System	(Invitrogen社,	現サーモフィッ
シャーサイエンティフィック社)	を用いて行った。タンパク質合成は 2.2.1の通りに行い、
ウエスタンブロッティングを行う場合には、[35S]メチオニンを反応系から除いた。5	 μL

の PUREfrex®反応液に 0.5	μLの RNase	A	(220	ng/μL)	を加えて合成反応を停止したのち、50	
mM	HEPES-KOH	(pH	7.5)	を 4.5	μL、0.8	%	DDMを含む 2×	sample	bufferを 10	μL加え、氷上
で 20分静置した。さらに、サンプルには、泳動する直前に 1%	coomassie	G-250溶液を 2	µL

加え、合計で 22	 µLあるうちの 20	 µLをゲルにロードし泳動した。泳動は、4-16%のグラ
ジエントゲルを使用し、4	°Cで電圧が 120	Vを超えない条件で行った。	

ウエスタンブロッティングを行う場合は、泳動が 1/3 程度進んだ段階で cathode	

buffer の cathode	 additive 濃度を 10 倍希釈して残りの泳動を行った。泳動後のゲルは、
denature	buffer	(20	mM	Tris-HCl	(pH	6.8),	1	%	(w/v)	SDS,	and	100	mM	2-mercaptoethanol)	に
浸し、60	°Cで 30分振盪したのち、PVDF膜に対してブロッティングした。1次抗体には、
岩手大学の西山教授からいただいた SecY、SecE、SecG に対するウサギ抗体を用い、2 次
抗体には HRP を標識した anti-rabbit	 IgG 抗体を用い、ECL™	 Western	 Blotting	 Detection	

Reagents	(GE	healthcare社)と Las-1000	(富士フィルム社)	で検出した。	
	
	

2.2.8 pOmpA、pOmpF-Lppの co-translational	膜透過反応	 	 	

	
SecYEGの活性評価で行った pOmpAの co-translational	膜透過反応は下記の手順で行った。
まず、5	µLの PUREfrex®反応液で SecYEGを 2.2.1の手順で合成した。このとき、SecYEGの
標識は行わないため、[35S]メチオニンは反応系から除いた。次に、SecYEG の反応液を新
しく調製した pOmpA を合成するための PUREfrex®反応液 5	 µL と混合した。pOmpA の
PUREfrex®反応液には、SecA、SecB、pET29b	pOmpAプラスミド、[35S]メチオニンを添加し
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た。SecYEGの PUREfrex®反応液との混合後のそれぞれの濃度は、SecA:	1µM、SecB:	4	μM	(4

量体として)、pET29	pOmpA:	14	nM、[35S]メチオニン:	200	nMとなるようにした。混合し
た反応液を 30°Cで、pOmpAの合成と膜透過反応を行った。反応後、RNase	Aを終濃度 20	

ng/µLで加え、PK処理したのち、TCA沈殿を行った。	 	
pOmpF-Lppを基質とした膜透過反応は、PCRで調製した pOmpF-Lppの鋳型を用いて、

pOmpAの膜透過反応と同様に行った。	
	
	

2.2.9 Protease	K	(PK)	処理	

	
膜透過活性を評価するための PK処理は下記の手順で行った。まず、膜透過反応後の反応
液を等量ずつ 2つの画分に分けた。一方の画分には、反応液と等量の 50	mM	HEPES-KOH	

(pH	 7.6)	を加えコントロールとした。もう一方の画分には、反応液と等量の 1	 mg/mLの
Protinase	K	(PK)	溶液を加え、終濃度 0.5	mg/mLの PK溶液とした。25˚Cで 20分 PKによる
分解反応を行い、リポソーム外部のタンパク質を分解したのち、反応液の半量の 30%	TCA

を加え	 (final	10%	TCA)、56˚Cで 5分間処理して PKを失活させた。以下、TCA沈殿と同じ
手順で SDS-PAGEのサンプルを調製した。	

	
	

2.2.10 SecB-pOmpA複合体の調製	

	
Post-translationalな膜透過反応の基質として用いる pOmpAは、西山らの報告 49に基づき、
PUREfrex®1.0を用いて in	vitroで調製し、SecBの His-tagを用いて精製した。まず、反応液
に SecB	(4量体として 5μM)、[35S]メチオニン	 (216	nM)、pET29	pOmpA	plasmid	(20	ng/μL	≈	4.7	

nM)	を添加した 1	 mLの PUREfrex®反応液を調製した。反応液を 50	 μLずつ 8連 PCRチュ
ーブ 20本に分注し、30˚C、1時間タンパク質合成反応を行った。反応液を回収し、5	 mL

の buffer	 J	 (50	 mM	 KPi	 (pH	 7.5),	 300	 mM	 NaCl)	を加え、さらに buffer	 J で平衡化した
TALON®	Metal	Affinity	Resin	(Clontech社、635501)	500	μLを加えたのち、氷上で 30分穏や
かに混合した。混合液をカラムにロードし、5	mLの buffer	W1	(50	mM	KPi	(pH	7.5),	300	mM	

NaCl,	10	mM	imidazole)	で 4回、5	mLの buffer	W2	(50	mM	KPi	(pH	7.5),	10	mM	imidazole)	で
2回洗浄したのち、500	μLの Elution	buffer	(50	mM	KPi	(pH	7.5),	250	mM	imidazole)	で 5回に
分けて溶出し、シンチレーションカウンター	 (ALOKA 社、LSC-6100)	で測定した[35S]メチ
オニンの放射量のピークの画分を回収した。回収したサンプルは、Amicon-Ultra	(Milipore

社、4	mL	size、30	kDa	cut	off)	を使って、約 150	μLまで濃縮した。濃縮したサンプルを 2

つのチューブに分け、Micro	Bio-Spin	6	(BIO-RAD社)	を用い buffer	(50	mM	KPi	(pH	7.5),	10%	

(v/v)	glycerol)	に buffer交換して、残存する imidazoleを除去した。調製したサンプルは液
体窒素で凍結したのち、-80˚Cで保存した。	
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2.2.11 pOmpAの post-translational膜透過反応	

	
SecYEG による pOmpA の膜透過反応のタイムコースを測定する際には、SecYEG の存在量
を固定するため、タンパク質合成反応を停止させたのちに膜透過反応を行った。SecYEG

の合成は、[35S]メチオニンを除いた PUREfrex®反応液 10	μLで行い、合成後に 1	μLの RNase	

A	(final	20	ng/μL)	を加え、30˚Cで 15分静置して翻訳反応を停止した。その後、反応液に
2	μLの 10	μM	SecA	(final	1	μM)	と 7	μLの 1.2	μM	SecB-pOmpA	(final	>	400	nM)	を加え、30˚C
で膜透過反応を行った。各時点で protease	K	 (final	0.5	mg/mL)	を加え、4˚Cで静置して膜
透過反応を停止したのち、PK処理と TCA沈殿を行い、膜透過した pOmpA	の量を SDS-PAGE

上で pOmpAに含まれる[35S]メチオニンから定量した。	 	
	

	
2.2.12 YidCと LepBの co-translational膜挿入反応	

	
YidCと LepBの膜挿入反応は、2.2.8の pOmpAの co-translationalな膜透過反応と同様の手
順で行った。2 段階目の PUREfrex®反応液に、[35S]メチオニンと YidC または LepB の鋳型
DNAを加え、また、SecA、SRP、FtsYをそれぞれ終濃度 1	 μM、56	 nM、270	 nMとなるよ
うに加えた。YidC、LepBどちらの場合も合成と膜挿入反応は 30˚Cで 30分行った。	

	
	

2.2.13 SecA	ATPase反応	

	
SecYEGに依存した SecAの ATP加水分解活性の測定では、PUREfrex®に内在する ATPaseの
影響を抑えるため、まず、PUREfrex®反応液からの SecYEG リポソームの分離を行った。
SecYEG合成後の反応液 38	μLに 3.8	μLの RNase	A	(220	ng/μL)	を加え、30˚Cで 15分静置し
翻訳反応を停止したのち、162	μLの buffer	 (50	mM	HEPES-KOH	(pH	7.5),	50	mM	KCl,	5	mM	

MgCl2)	を加え 5 倍希釈したサンプルを TLA-100	 rotor	 (Beckman 社)	を用いて超遠心した	

(170,000	×g,	3	hour,	4˚C)。沈殿した SecYEGリポソームを 19	μLの buffer	H	(50	mM	HEPES-KOH	

(pH	7.5),	1	mM	DTT)	で再懸濁し、それを ATPase反応の反応液に加えた。大腸菌由来の精
製 SecYEGから再構成した	 SecYEGリポソームを用いた場合は、失活をさけるため、7.6	μL
の SecYEG リポソーム	 (1μM	 SecYEG,	 22	 mg/mL	 lipid)	を RNase	 A 処理が終わったあとの
PUREfrex®反応液	 (反応系から SecYEG の鋳型 DNA とリポソームを除いたもの)と RNase	 A

の混合液 35.2	μL	に加えた。	

50	 μLの 7.5	 mM	 ATP	 (cold)	に 2	 μLの γ-32P	 ATPを混合したものを、ATPase反応用の
ATP-mix として使用した。ATPase 反応液は、2.5	 μL の 1.25	 μM	 SecA、2.5	 μL の 400	 nM	

SecB-pOmpA、6	μLの SecYEGリポソーム、12.5	μLの 2×	buffer	(100	mM	HEPES-KOH	(pH	7.5),	

100	mM	KCl,	10	mM	MgCl2)、0.5	μL	ATP-mixと Milli-Qで合計 25.5	μLとなるように調製した
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（それぞれの因子の終濃度は、125	nM	SecA、40	nM	SecB-pOmpA、50	nM	SecYEG、2.2	mg/mL	

lipid）。反応液の調製は氷上で行い、30˚C で 10 分 ATPase 反応を行った。反応後の反応
液に 5%	sodium	molybdate	と acidic	solution	(200	mM	H2SO4,	1.5	mM	NaH2SO4)	の 1:4の混合
液 125	μLを加えて反応を停止し、遊離されたリン酸をモリブデンとのキレート錯体とし
て回収した。さらに、250	 μLのイソプロパノールを加え 1分間ボルテックスしたのち、
遠心	 (10,000	 rpm,	1	min,	4˚C)	によって水層とイソプロパノール層を分離し、上層のイソ
プロパノール層から 200	μL回収して 5	mLの ULTIMA	Gold	 (PerkinElmer社)	に混合した。
液体シンチレーションカウンター	 (ALOKA 社、LSC-6100)	で 32P の放射量を測定し、測定
値を 1	μLの ATP-mixの放射量と比較し加水分解された ATPの量を算出した。	 	

	
	

2.2.14 LepBによるシグナル配列の切断反応	

	
LepBによるシグナル切断活性の評価は下記の手順で行った。まず、SecYEGの合成を 5	µL

の PUREfrex®反応液	 ([35S]メチオニンを除いたもの)	で 30˚C、3時間行ったのち、反応液を
新しく作製した PUREfrex®反応液 5	µLと混合した。2段階目の反応液には、SecA	(final	1µM)、
SecB	(4量体として final	4	μM)、pET29b	pOmpA	(final	14.4	nM)、	 [35S]メチオニン	 (216	nM)	を
加えて調整し、1 段階目の反応液と混合してから 30°C で 30 分、pOmpA の合成と膜透過
を行った。その後、合計 10	μLの反応液に 0.5	μLの 200	nM	LepB	DNA	(PCRにて調製)	また
は Milli-Qを加え、さらに 30°Cで 1時間 LepBの合成、膜挿入、シグナル切断反応を行っ
た。反応後のサンプルは PK処理、TCA沈殿、SDS-PAGEを行い pOmpAのシグナル切断を
解析した。	

	
	

2.2.15 脂質の分画と薄層クロマトグラフィー	

 
Soybeanの溶媒による分画は次の手順で行った。Soybean脂質を 10	μg/μLの濃度でエタノ
ールなどの溶媒に懸濁し、1.5	mLチューブ内でよくボルテックスしたのち、氷上で 30分
静置し、遠心	 (20,000	xg,	4˚C,	30	min)	によって分離した。上清画分を別のチューブに移し、
沈殿に対しては、solvent	B	(CHCl3/ethanol/H2O:	3/7/4)	で再懸濁した。	

薄層クロマトグラフィーは、西山らの報告 50に基づいて行った。上記で得られた脂質分
画や lipsomeを脂質濃度 4	μg/μLに調整したものを 1	μLずつ計 5	μL、TLC	Silica	gel	60G	F₂₅₄	

Glass	plates	(メルクミリポア社、100390)	にスポットした。ガラス製の展開溶媒に深さ数
mm程度になるように solvent	 Bを浸し、そこにプレートを入れて蓋をしたのち、室温で
30–40分放置して展開を行った。ここで、solvent	Bの溶液は混合比の多少のずれや室温に
よって溶解度合いが異なるため、溶解度が低く solventににごりを生じる場合は、H2Oの
量を少なくした solventを用いた	 (にごりのある solvent	Bでは薄層クロマトグラフィーで
良好な展開パターンが得られない)。展開後のプレートは、337.6	 mL	 のエタノールに
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p-methoxybenzaldehyde	9.23	mL、酢酸 3.76	mL、濃硫酸 12.5	mLを加えた	 (エタノール、酢
酸、アニスアルデヒドの混合液をよく冷やしたものに対して、濃硫酸を低温室内で少し
ずつ滴下して調製した)	アニスアルデヒド溶液に浸したのち、200˚Cに加熱して呈色した。	
	

 
2.2.16 AmpC、PhoAの合成と活性測定	 	

 
AmpC、PhoA の合成は、PUREfrex®1.0 を用いて行った。鋳型 DNA はそれぞれ、大腸菌の
ゲノムから PCRによって PUREfrex®用の鋳型を調製し、反応液に 5	nMの濃度で添加した。
37˚Cで 90分タンパク質合成反応を行い、PUREfrex®反応液をそのまま活性測定に用いた。	

AmpC、PhoAの活性測定は、蛍光基質である Fluorocillin™	Greenと AttoPhos®をそれ
ぞれ用いて行い、日本分光社の蛍光分光器 FP-6500 によって酵素反応で生じる蛍光物質
の量の時間変化を測定した。Fluorocillin™	Greenによる AmpCの活性測定の際には、PhoA

の PUREfrex®反応液を対照サンプルとしてバックグランドの測定に用いた。逆に、
AttoPhos®による PhoA の活性測定の際には、AmpC の PUREfrex®反応液を対照サンプルと
してバックグランドの測定に用いた。それぞれ酵素反応の測定は、室温で、1.5	 mL の反
応液中で行い、マグネチックスターラーで撹拌しながら測定した。	

AmpCの活性測定は、buffer	(50	mM	HEPES-KOH	(pH	7.5),	40	mM	KCl,	2	mM	MgCl2)	1.5	

mLに対して Fluorocillin™	 Green溶液	 (Fluorocillin™	 Greenの粉末を 870	 µMになるように
DMSOで懸濁したもの)	1.5	µLを加えた反応液中で行い、測定開始の 50秒後に PUREfrex®

反応液 2	µLを添加した。蛍光測定は、励起光 495	nmの条件で、525	nmの蛍光の経時変
化を測定した。	

PhoAの活性測定は、buffer	(50	mM	HEPES-KOH	(pH	7.5))	1.4	mLに対して、AttoPhos	溶
液	 (AttoPhos®の粉末	 (36	mg:	60	µmol)	を付属の AttoPhos®	buffer	(2.4	M	DEA,	57	µM	MgCl2,	

0.005%	NaN3;	(pH	10)	)	60	mLで懸濁したもの)	100	µLを加えた反応液中で行い、測定開始の
50秒後に PUREfrex®反応液 2	µLを添加した。蛍光測定は、励起光 435	nmの条件で、555	nm
の蛍光の経時変化を測定した。	

AmpC、PhoA の post-translational な膜透過反応は下記の手順で行った。まず、[35S]

メチオニン、SecA、SecB、SRP、FtsYをそれぞれ終濃度 200	nM、1	μM、4	µM、56	nM、270	

nMで加えた PUREfrex®で AmpCまたは PhoAを 30˚C、90分合成した。この AmpCまたは
PhoAの PUREfrex®反応液 5	µLに RNase	A	(220	ng/μL)	を 0.5	µL加えたのち、SecYEGを合成
後の PUREfrex®反応液 5	µLを混合し、30˚Cで 90分間、膜透過反応を行った。SecYEGリポ
ソームを加えないサンプルの場合は、SecYEG の DNA やリポソームを含まない PUREfrex®

を用いた。膜透過反応後は、PK処理後、SDS-PAGEで解析した。	
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2.3 タンパク質の蛍光標識と 1分子観察の方法	

 
2.3.1 アンバーサプレッション法を用いたタンパク質の蛍光標識	 	

	
アンバーサプレッション法によるタンパク質の蛍光標識は、下記の手順で行った。プロ
テイン・エクスプレス社から購入した TAMRA-X-AFアンバーサプレッサーtRNAは、50	µL	

PUREfrex®反応液中に 2.5	 µL 加えた。また、PUREfrex®はアンバーコドン	 (UAG)	を認識し
翻訳終結する因子である RF1の濃度を通常の 1/10量にしたものを特注した。翻訳反応は、
30˚C で行った。また、アンバーサプレッサーtRNA は対応するアミノアシル tRNA 合成酵
素がなく、長時間タンパク質合成反応を行うとアンバーコドンに対して別のアミノ酸が
取り込まれる可能性が高まるため、反応時間は 2時間までとした。TAMRA-X-AFの取り込
みは、SDS-PAGE後に LAS-4000を用いて、TAMRAの蛍光から検出した。	

 
 

2.3.2 SecYEの蛍光標識と精製	 	

 
アンバーサプレッション法による TAMRA標識は、2.3.1の条件で行った。25	µLの PUREfrex®

反応液で 30˚C、2時間合成を行い、反応後 2.5	μLの RNase	A	(220	ng/μL)	を加え 30˚Cで 5

分処理し翻訳反応を停止した。	

タンパク質合成後の PUREfrex®反応液には、蛍光標識した SecYまたは SecEと、タン
パク質に取り込まれなかった遊離の TAMRA が存在するが、遊離の TAMRA は蛍光１分子
観察時に邪魔になるため、下記の手順で、SecYE リポソームを精製した。27.5	 µL のサン
プルに 100	µLの 0	M	Sucrose	buffer	 (50	mM	HEPES-KOH	 (pH	7.5),	 100	mM	KCl,	 and	10	mM	

MgCl2)	を加え約 5倍希釈し、TLA-100	rotor	(Beckman社)	を用いて超遠心した	 (54,000	rpm	

≈	112,000	×g	(avg),	1	hour,	4˚C)。上清を除去したのち、沈殿を壊さずに 100	µLの 0	M	Sucrose	

buffer	(50	mM	HEPES-KOH	(pH	7.5),	100	mM	KCl,	and	10	mM	MgCl2)	を加え、再度超遠心した	

(54,000	 rpm	 ≈	 112,000	 ×g	 (avg),	 1	 hour,	 4˚C)。沈殿した SecYEリポソームを buffer	 (50	mM	

HEPES-KOH	(pH	7.5),	1	mM	DTT)	50	µLで再懸濁し、これを１分子観察に用いた。観察まで
日をまたぐ場合は、液体窒素で凍結し-80˚Cまたは-20˚Cで保存した。	

 
 
2.3.3 pOmpAの蛍光標識と精製	 	

 
アンバーサプレッション法による TAMRA標識は、2.3.1の条件で行った。4量体として 4	

µMの SecB	(N-His)	存在下、50	µLの PUREfrex®反応液で 30˚C、2時間合成を行い、反応後
5	μLの RNase	A	(220	ng/μL)	を加え 30˚Cで 5分処理し翻訳反応を停止した。	

遊離の TAMRAからの pOmpAの精製は、SecBの His-tagを用いて、SecB-pOmpA複合
体として下記の手順で精製した。まず、RNase	A反応後の 50	µLの反応液に 150	µLの buffer	
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K	 (20	mM	HEPES-KOH	 (pH	7.6),	300	mM	NaCl,	5	mM	 imidazole)	を加え 4倍希釈し、さらに
buffer	Kで平衡化した TALON®	Metal	Affinity	Resin	(Clontech社、635501)	200	μLを加えたの
ち、4˚Cで 30分穏やかに混合した。混合液をカラムにロードし、400	µLの wash	buffer	(20	

mM	HEPES-KOH	(pH	7.6),	300	mM	NaCl,	50	mM	imidazole)	で 2回洗浄したのち、200	μLの
elution	buffer	(20	mM	HEPES-KOH	(pH	7.6),	500	mM	imidazole)	で 2回に分けて溶出した。さ
らに、imidazoleを除去する目的で、Zeba™	Spin	Desalting	Columns	(7K	MWCO、	 0.5	mL、サ
ーモフィッシャーサイエンティフィック、#89882)	に通し、溶出したサンプルに終濃度
20%	 (v/v)	となるように glycerolを加え、これを１分子観察に用いた。観察まで日をまた
ぐ場合は、液体窒素で凍結し-80˚Cまたは-20˚Cで保存した。	

 
 
2.3.4 １分子観察に用いた脂質平面膜再構成デバイスの作製	 	

 
脂質平面膜上の１分子観察は、63ページの図 20Aに示すデバイスを用いて行った。この
デバイスでは、上部のチャンバーの底に直径約 100	µmほどの穴をあけ、そこに脂質膜を
作製する。作製した脂質膜は下部チャンバーのカバーガラスに接触させ、エバネッセン
ト照明によって脂質膜上の分子を観察する。	

上部チャンバーは下記の手順で作製した。まず、0.2	mm厚の塩化ビニールのシート
に対して、ハンドプレス 	 (ぺんてる社、PP110)	 にボールペン 	 (ぺんてる社、Hybrid	

TECHNICA	0.4	mm、KN104-A)	を取り付けたものを用いて、ボールペンの先端で 3.5–4.0	kg

の負荷をかけて、シートに半球形の突起を作った。次に、顕微鏡	 (オリンパス社、SZX7)	で
確認しながら、半球状の先端に直径約 100	µmの穴ができるようにメス	 (フェザー社、#11)	
で切断した。メスで一度切断しただけでは、穴の部分が窪んでしまい表面に出ないため、
さらに、作製した穴の外側をメスでななめに削ぎ落とした。次に、穴を開けたシートを、
穴の部分を中心に直径約 1	cmの円になるように、クラフトパンチで切り出した。このシ
ートを、0.5	 mLの容量ずつに切断した 10	 mLのディスポピペットの底部に、瞬間接着剤	

(セメダイン社、SuperX	クリア)	を用いて接着し、半日以上放置した。作製したチャンバ
ーに柄を取り付けるため、まず、芯入ガラス管	 (NARISHIGE社、GD-1.5、1.5	x	90	mm)	の
中央をヤスリで削って傷をつけ半分に折った。次に、ガラス管の先端約 1	cmの部分をガ
スバーナーで 70˚前後まげて、熱せられた先端をそのままチャンバーに接して容器のプラ
スチックを溶かしながら仮止めした。最後に、エポキシ系接着剤アラルダイト®	 (ニチバ
ン社、AR-R30)	で仮止めした柄の接着を行った。	

下部チャンバーは下記の手順で作製した。まず、直径 30	mmの円形のマイクロカバ
ーガラス	 (松波硝子工業社)	をピラニア溶液	 (濃硫酸	 :	30%過酸化水素	 =	4	 :	1)	に一晩以
上浸けて、表面に付着し蛍光観察の邪魔となる有機残渣を処理した。ピラニア処理した
ガラスを Milli-Qで洗浄したのち、片方の面にアガロースをスピンコートした。このとき、
アガロースは、スパチュラで半掻き程度のアガロース粉末	 (理科研社、STAR	 Agarose	

Powder、RSV-AGRP-100G)	に 5	mL程度の Milli-Qを加え、電子レンジで熱して溶解させた
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アガロース溶液を使用した。スピンコートは、スピナー	 (ミカサ社、1H-D2)	を用いて、
まず rotation	2000程度で表面の Milli-Qを飛ばしたのち、アガロース溶液を 500	µL程度乗
せ、同じく 2000 程度で 10 秒回転して行った。作製したガラスは、アガロースコートし
た面が内側になるように、細胞培養用のディッシュに取り付け、マニキュアで固定した。
マニキュアが乾燥するまで半日から 1日放置したのち、観察に用いた。	

脂質平面膜へのサンプル添加に用いるガラスピペットは下記の手順で作製した。ま
ず、calibrated	pipet	75	µL	(DRUMMOND社、2-000-075)	に、プーラー	 (NARISHIGE社、PC-10)	
を用いてキャピラリーを作った。キャピラリーを作る際の Heater	 Levelはおよそ 66の設
定にし、ガラス管が熱せられて動き出すのと同時にヒーターのスイッチを切り、ガラス
管が 2つに分断されるようにした。次に、研磨器	 (NARISHIGE社、EG-400)	を用いてキャ
ピラリーの先端を研磨し、研磨器の拡大鏡のメモリで 2 メモリ弱になるまで、キャピラ
リーの先端の穴を広げた。このとき、研磨器の Rotationは、60で設定した。また、研磨
の段階で先端にヒビが入っているのものや、先端が平らな断面にならないものは除外し
た。さらに、マイクロフォージ	 (NARISHIGE 社、MF-900)	でキャピラリーの先端を熱し、
表面をなめらかにした。このとき、Heater	 Level は 37 程度に設定した。最後に、ガスバ
ーナーで先端 2	cm程度の部分を折り曲げて、これをガラスピペットとして使用した。	

 
 

2.3.5 脂質平面膜の作製	

 
平面膜再構成デバイスの上部チャンバーの底に開けた穴への脂質膜の形成は、顕微鏡の
上で、下記の手順で行った。まず、脂質溶液の調製のため、高さ 2	 cm、直径 8	mm程度
の透明のガラス瓶を一晩以上、ピラニア処理した。処理したガラス瓶を Milli-Qで洗浄し
たのち、窒素ガスによって残存する Milli-Qを飛ばして乾燥させた。そこに、7	 mg/mLの
soybean脂質のクロロホルム溶液を 50	µL加えたのち、窒素ガスによって穏やかにクロロ
ホルムを蒸発させ、ガラス瓶の内部に脂質のフィルムを作製した。脂質フィルムに対し
て 50	µLのデカン	 (和光社、040-21602)	を加えタッピングして溶解させたものを脂質溶液
とした。脂質平面膜を作製する際には、まず、上部チャンバーの底に 2–3	µLの脂質溶液
を P-20のピペットマン	 (ギルソン社)	で塗りつけた。次に、下部チャンバーは 1–2	mLの
buffer	L	 (10	mM	HEPES-KOH	(pH	7.6),	10	mM	KCl,	1	mM	MgCl2)	を加え、上部チャンバーは	

500	 µLの buffer	 Lで満たした。その後、10倍の対物レンズで確認しながら、上部チャン
バーの底を下部チャンバー内の bufferに浸して、脂質膜を形成させた。	

 
 

2.3.6 脂質平面上の SecYEの観察	

 
SecYEの観察の際には、2.3.2で調製した SecYEプロテオリポソームを融解後、バスソニケ
ーターで 5秒程度超音波処理したものを buffer	Lで 10倍希釈し、約 5	µLをガラスピペッ
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トで静かに平面膜上に加えた。プロテオリポソームの添加は、平面膜が下部チャンバー
の buffer中に浮いた状態で行った。プロテオリポソーム添加後約 10分静置し、プロテオ
リポソームと平面膜の融合を待ったのち、平面膜を下部チャンバーのガラスに接触させ
て、エバネッセント照明にて観察した。	

 
 
2.3.7 マイクロチャンバーに封入した Fluorocillin™	Greenの観察	 	

 
まず、Fluorocillin™	 Green が蛍光を発する状態にするため、AmpC による基質の分解を行
った。AmpC は PUREfrex®	 50	 µL で調製し、AmpC 合成後の反応液をそのまま 10	 µM の
Fluorocillin™	Greenを含む buffer	(50	mM	HEPES-KOH	(pH	7.5),	40	mM	KCl,	2	mM	MgCl2)	1.5	mL

に加えた。チューブをアルミホイルで覆い、37˚Cの恒温槽で 12時間静置して反応させた。	

上記の Fluorocillin™	 Green を顕微鏡上で観察するため、上部チャンバー、下部チャ
ンバーに加える buffer	 Lに対して、Fluorocillin™	Greenを 10	nMの濃度で加えた。また、
下部チャンバーには共同研究先である東京大学工学系研究科の野地研究室で作製してい
ただいたマイクロチャンバーアレイをガラスの表面に取り付けたものを用いた。マイク
ロチャンバーアレイは CYTOP	(旭硝子社)	の微細加工によって作製されており、67ページ
の図 22Aに示すように直径約 2.5	µm、深さ約 1	µmの空洞が開けられている。このマイク
ロチャンバーに対して、脂質平面膜再構成デバイスで作製した soybean 脂質の膜で蓋を
する条件と、平面膜をマイクロチャンバーから離して蓋をしない条件でそれぞれ観察し
た。 
 
 
2.3.8 脂質平面上の pOmpAの観察	 	

 
pOmpA の観察の際には、まず、SecYE の観察と同じ条件で、蛍光標識していない SecYEG

プロテオリポソームを平面膜へ添加し、10分静置して再構成させたのち、平面膜を下部
チャンバーのガラスに接触した。続いて、2.3.3で調製した SecB-pOmpA複合体を融解後、
バスソニケーターで 5秒程度超音波処理した。SecB-pOmpA複合体 9	µLに対して、100	mM	

ATPを 0.5	µL、8.4	mg/mL	SecAを 0.5	µL加え、計 10	µLとしたサンプルの溶液のうち約 5	µL

をガラスピペットで静かに平面膜上に加えた。 
 
 
2.3.9 １分子観察と画像解析	 	

 
蛍光１分子観察は、倒立型リサーチ顕微鏡	 (オリンパス社、IX71)	と油浸対物レンズ	 (オ
リンパス社、PlanApo、X60、1.45	 NA)	を用いた、対物レンズ型の全反射顕微鏡によって
行った。蛍光色素 TAMRAの観察には、波長 532	 nmのレーザー	 (Coherent社、COMPASS	
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315M-100)	によるエバネッセント照明を、Fluorocillin™	Greenの観察には、波長 488	nmの
レーザー	 (Coherent社、SAPPHIRE	488-20)	によるエバネッセント照明を用いた。蛍光画像
は、EMゲインを 255に設定して EM-CCDカメラ	 (Andor社、iXon,	DV887	DSC-DV,)	と Andor	

iQを用いて記録した。各フレームは、x軸方向0.112360	µm/pixel、y軸方向0.113636	µm/pixel

の画像として、露光時間は 30	ミリ秒、平均フレームレイト 31.46ミリ秒で記録した。そ
れぞれの画像や動画は	 ImageJまたは Fijiによって編集した。	

	 SecYE を観察した動画は、下記の手順で編集した。まず、 [Process	 >	 Subtract	

Background]	から、50.0	pixelsの半径の	 ”Rolling	ball”	による Subtract	Backgroundを行いノ
イズの除去を行った。次に、[Image	>	Stacks	>	Z	projection]	から	 “Average	Intensity”	を計
算し、[Process	 >	 Image	 Calculator]	 によって、動画の各フレームの画像から	 “Average	

Intensity”	を減算し、動きのない輝点を除去した。	

	 Fluorocillin™	Greenを観察した画像は、[Process	>	Subtract	Background]	から、200	pixels
の半径の	 ”Rolling	ball”	による Subtract	Backgroundを行いノイズの除去を行った。次に、
[Image	 >	 Adjust	 >	 Brightness/Contrast]	 から、すべての画像の 	 “Minimum”	 を 0

に、”Maximum”	を 6500に調節した。	
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3 結果 
 

3.1 PURE	systemによる SecYEGの合成	 	 	

 
まず、PURE	 system における SecY、SecE、SecG の発現確認を行った。SecY、SecE、SecG

の DNAは PCRによって、それぞれ ORFの上流に T7	 promoterと SD配列を付加したもの
を個別に調製した。PCRの鋳型としては、pBAD22	6×His	SecEYG	プラスミドを用いた。SecE
については、本来の開始コドンの領域をアニーリング配列として His-tagを持たない野生
型の DNAを調製した。リポソームは無細胞翻訳系の膜タンパク質合成でしばしば用いら
れる soybean脂質抽出物由来のリポソームを反応系に脂質濃度 4.4	mg/mLで添加した。	

まず、それぞれの DNAを 1	 nMに設定した条件で、30˚Cでタンパク質合成反応を行
ったところ、各タンパク質は目立った中間産物もなく良好なパターンで合成され、3つの
タンパク質を同時に合成する場合も、それぞれの遺伝子の発現産物が確認された	 (図 4)	。
反応温度を、37˚C と 30˚C で条件検討したところ、37˚C で合成した場合は 30˚C で合成す
る場合に比べてタンパク質間の発現量の差が大きくなる結果となった。また、タンパク
質合成反応のタイムコースから、反応時間は 3 時間で十分量のタンパク質が合成される
ことが示された	 (図 5)	。以上の結果を踏まえて、これ以降の SecYEG の合成は 30˚C、3

時間の条件で行った。	

SecYEGは、SecY、SecE、SecGが 1:1:1で複合体を形成する。そこで、PURE	systemで
のタンパク質合成量を 1:1:1にそろえるため、DNA濃度の条件検討を行った。30˚C、3時
間の合成結果から、SecY	=	4	nM、SecE	=	1	nM、SecG	=	1	nMの条件で、それぞれの合成量
をおよそ 1:1:1にそろえることができ、各サブユニットは約 200	nM合成されることが示
された	 (図 6)。この結果を踏まえて、以降の実験では、この DNA濃度の条件で SecYEGの
合成を行った。また、SecY	=	4	nM、SecE	=	1	nM、SecG	=	1	nMの DNA濃度条件で、再度、
各サブユニットとすべての組み合わせで合成した結果を図 7に示す。 



  

31	
 

	

 

kDa

 15

 20

 25

 37 

 50 

SecE

SecY

SecG

Lane 1 2 3 4 5 6 7

secY + - - + + - +
secE - + - + - + +
secG - - + - + + +

A

B

C
0

2

4

6

8

10

12

14

1 2 3 4 5 6 7

 
sy

nt
he

siz
ed

 p
ro

te
in

 (n
g/

μL
)

 

 

SecY
SecE
SecG

0
100
200
300
400
500
600
700
800
900

1000

1 2 3 4 5 6 7

 
sy

nt
he

siz
ed

 p
ro

te
in

 (n
M

) 

 

SecY
SecE
SecG
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3.2 SecY、SecE、SecGの膜局在化	 	

 
無細胞翻訳系にリポソームなどの脂質膜を添加した条件で、疎水性の高い膜タンパク質
を合成する場合、膜タンパク質が自発的に脂質膜と相互作用する自発的膜挿入と呼ばれ
る機構によって膜挿入されることが知られている。SecY、SecE、SecG についてこの自発
的膜挿入を評価するため、Flotation 法によってリポソーム画分と凝集タンパク質画分を
分離して、それぞれの存在量を定量した。反応系にリポソームが存在しない条件では、
合成されるタンパク質は超遠心の沈殿画分に回収され、疎水性の高いタンパク質が反応
液中で凝集していることが示唆された。一方、反応系にリポソームが存在する条件では、
タンパク質がリポソームを含む上清画分から回収されたことから、合成されたタンパク
質は自発的に脂質膜に膜挿入することが示唆された	 (図 8)	。以上から、PURE	 system で
合成された SecY、SecE、SecGの各タンパク質は、自発的膜挿入によってリポソームの膜
上に局在化していることが示された。	
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3.3 SecY、SecEの膜上でのトポロジーの評価	 	

 
膜上でタンパク質の配向をプロテアーゼによる部位特異的な切断反応で評価した。まず、
Enterokinaseを用いて、SecY、SecEの N末端と C末端の配向を評価した。Enterokinaseは
アミノ酸配列 DDDDKの C末端側を切断する酵素であるため、N末端の配向の評価の際に
は、タンパク質の N末端に MHHHHHHDDDDKA配列を付加したコンストラクトを、C末端
の配向の評価の際には、タンパク質の C末端に DDDDKHHHHHH配列を付加したコンスト
ラクトを使用した。タンパク質合成反応をリポソームの外部で行っているため、膜の内
外に対する配向は、大腸菌でのタンパク質の配向とは逆の向きが正しい向きになる。図
9B に示す結果から、SecY の N 末端、C 末端はほとんど 100%に近い割合で切断されてお
り、正しい配向をとってリポソームの外部に位置しいることが示された。SecEの場合は、
N末端は SecYと同様、100%に近い割合で正しい配向をとっているが、C末端はおよそ 50%

が切断されており、リポソームの内側に挿入されず正しくない配向をとっていることが
示された。	

次に、SecYの細胞質側の Loop部分の配向の評価を 3C	 proteaseを用いて行った。3C	

proteaseはアミノ酸配列 LEVLFQGPを認識し、Qと Gの間のペプチド結合を切断する酵素
であるため、配向の評価の際には、SecYの細胞質側にある 3番目の Loop領域	 (C3	Loop)	の
配列の一部を LEVLFQGPに置換したコンストラクトを使用した。細胞質側の Loopも N末
端、C末端と同様に、正しい配向のときにリポソーム外部に位置し、切断されることが期
待される。図 9Cに示す結果から、70%程度の割合で切断されており、C3	Loopの領域は約
7割が正しい配向をとっていることが示された。	

ここで、用いたプロテアーゼの切断による評価系は、プロテアーゼの認識配列とし
て、膜タンパク質本来の配列にないアミノ酸配列を挿入しなければならない。そのため、
挿入配列によって膜上でのタンパク質の配向に影響がある可能性は否定できない。例え
ば、Enterokinase の認識配列は DDDDK であるが、電荷を持ったアミノ酸が連続すること
によって膜への挿入を抑制している可能性があり、SecE の C 末端の配向については過小
評価している可能性がある。また、3C	proteaseはいくつかある配列特異的 proteaseの中
から、その認識配列における電荷もったアミノ酸の数が少ないことから選択したが、3C	

proteaes による配向の評価においても、挿入配列による配向への影響は必ずしも否定で
きない。加えて、プロテアーゼのペプチド切断反応がリポソームの膜近傍でも溶液中で
の切断反応と同じ効率で行われるかについては議論の余地を残している。そのため、こ
れらの実験から SecYや SecEの膜上での配向を厳密に決定することには限界があった。膜
タンパク質本来の配向になるべく影響を与えずに、膜タンパク質の配向を簡便に解析で
きる実験系の構築は、無細胞翻訳系での膜タンパク質合成における今後の課題になると
考えられる。	
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3.4 SecYEGの複合体形成の解析	 	

 
合成されたタンパク質の半分以上は、正しい配向で膜挿入している可能性が示唆された
たため、次に、サブユニット間の相互作用による複合体形成について、Blue	Native	PAGE

によって評価した。この方法では、適切な濃度の界面活性剤を用いて膜タンパク質を複
合体のまま可溶化した状態で電気泳動することができ、さらに、coomassie	 G250 色素を
添加することで、界面活性剤とタンパク質の複合体に負電荷を持たせ、等電点の高いタ
ンパク質の泳動も可能にしたものである。	

Blue	Native	PAGEの結果、SecYと SecEあるいは、SecY、SecE、SecGの 3タンパク質を
同時に発現させた場合に、200	kDa付近にシャープなバンドが得られた。また、それらの
バンドは大腸菌から精製した SecYEG のバンドの泳動度と一致した	 (図 10A)。SecYE のバ
ンド位置は SecYEG のバンド位置より少し分子量が小さい位置に表れていたが、これは、
SecG のサブユニットが含まれていないことから説明されると考えられた。これらの結果
から、PURE	 systemで合成した SecYEあるいは SecYEGが複合体を形成していることが示
唆された。	

Blue	Native	PAGEのゲルをウエスタンブロッティングすることによって、複合体に各
サブユニットが含まれているかを検証したところ、SecYE複合体には、SecY、SecEが含ま
れ、SecYEG複合体には 3タンパク質がそれぞれ含まれていることが確認された	 (図 10B)。
ここで、SecGは複合体に見られるバンドよりも遊離の SecGと思われる低分子量側のバン
ドのほうが強かったことから、SecY、SecE に比べて複合体の形成効率が低いことも示唆
された。	

Blue	Native	PAGEは低温で長時間泳動するため、ゲル上でみられた複合体のバンドは
リポソーム膜上で形成されたものではなく、DDMで可溶化後の溶液中で形成された可能
性も考えられた。そこで、SecY と SecE を個別に合成し、DDM での可溶化後に混合した
ものを Blue	Native	PAGEで同様に泳動した。しかし、この条件では、複合体のバンドが検
出されなかったことから、Blue	Native	PAGE上の複合体のバンドは、リポソーム膜上で形
成された複合体であることを支持した	 (図 10C)。	

以上の結果から、PURE	 system で合成した SecYEG はリポソーム膜上で複合体を形成
することが示された。また、PURE	 systemは翻訳に関わる因子のみで再構成されており、
リポソームはリン脂質のみから構成されていることから、SecYEG の複合体形成には他の
タンパク質の働きを必要とせず、自己集合的な機構で行われることが示唆された。	

	

過去の、Blue	Native	PAGE、cross-linkなどの実験結果から、SecYEGは 2量体を形成するこ
とが報告されている 51,	52,	53,	54。特に、Blue	Native	PAGEの過去の研究結果では、分子量約
100	kDaの位置に単量体が、約 200	kDaの位置に 2量体が、それぞれ検出されることが報
告されている。そのため、今回 Blue	Native	PAGEで得られた複合体は 2量体であることも
考えられた。そこで、SecYEG複合体のオリゴマー状態を評価するための実験を行った。	



  

40	
 

過去の Blue	Native	PAGEの例では、界面活性剤の濃度を上げると 2量体の量が減少し、
次第に単量体が増えることが見られていた 52ため、まず、界面活性剤の濃度の検討を行
った。しかし、DDMを 0.1%から 1.6%までの範囲で検討した結果、DDM濃度が 0.8%以上
になると 200	kDaの複合体のバンドが次第に失われるものの、100	kDaのバンドの出現は
確認されなかった。	

さらに、SecYEG の 2 量体化を阻害することが報告されている変異を導入し、同様に
Blue	 Native	 PAGEによる評価を行った。SecYの細胞質側のループに変異を導入した	 SecY	

(R357E)	や SecY	 (RPG357EDP)	 53では低分子量側にわずかにシフトすることがみられたが、
その変化は先行研究で見られていたものに比べて小さく、変異によって SecYEGの単量体
化の可否を決定づけることは難しかった。また、SecYEG が back-to-back で 2 量体化をす
るときの相互作用部位とされるアミノ酸に変異を入れた SecE	(L106R)	54ではバンドシフト
はほとんど見られなかった	 (図 10D)。	

これらの結果に加えて、ポジティブコントロールとして用いた大腸菌から精製した
SecYEGには複数のバンドが確認されるが、最も低分子量側のバンドが 200	 kDa付近に位
置していることから、今回の Blue	 Native	 PAGEの条件で 200	 kDaに検出されたバンドは
SecYEG の単量体のバンドである可能性が高いと考えられた。また、リポソーム濃度と
SecYEG複合体の濃度から算出した 1つのリポソーム	 (動的光散乱法の結果より半径約 76	

nm)	あたりの SecYEG複合体の数は、およそ 3–4個であり、この条件でほとんどの複合体
が 2 量体を形成することは考えにくく、検出されたバンドが単量体であるという仮説を
支持した。	
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3.5 pOmpAの膜透過反応による SecYEGの活性評価	 	
 
合成した SecYEGが膜上で複合体を形成することが示されたため、続いて、SecYEG複合体
の活性を評価する実験を行った。まず、分泌タンパク質の膜透過活性を評価するため、
大腸菌の分泌タンパク質で外膜に局在するタンパク質である pOmpA を基質とした膜透
過実験を行った。この実験では、これまでと同様に PURE	systemで SecYEGを合成したの
ち、pOmpAを合成するための未反応の PURE	 system反応液と等量ずつ混合し、さらに、
30˚Cで 1時間 pOmpAの合成と膜透過反応を行った。pOmpAの PURE	 systemには SecA、
SecBを添加しており、SecYEGが活性型の複合体を形成していれば、pOmpAがリポソーム
内に膜透過される。膜透過した pOmpAは、後から加える protease	K	(PK)	の分解に耐性を
もつことから、PK耐性の pOmpAのバンドを SecYEGの活性として評価した。	

まず、大腸菌から精製した SecYEGから調製したプロテオリポソームで膜透過反応を
行ったところ、約 19%の pOmpAが膜透過された	 (図 11B	 Lane	 1,	 2)。これに対し、PURE	

systemで合成した SecYEGの場合にも、約 15%の pOmpAが膜透過され、合成した SecYEG

が分泌タンパク質を膜透過する活性を保持していることが示された	 (図 11B	Lane	9,	10)。
また、それぞれのネガティブコントロールから、ここでみられた膜透過反応が、SecA や
SecB、SecYEG の合成、リポソームの存在に依存したものであることも裏付けられた	 (図
11B	Lane	3–8)。	

次に、膜透過活性への SecY、SecE、SecG それぞれのサブユニットの寄与を検証する
ため、様々なサブユニットの組み合わせで、同様に pOmpAの膜透過を行った。結果とし
て、Blue	Native	PAGE	で複合体のバンドが見られる、SecYEと SecYEGの条件で膜透過活性
が観察された	 (図 11C)。この結果から、SecY 単独ではタンパク質膜透過チャネルとして
は機能できず、チャネルを形成するためには SecEの結合が重要な役割を持つことが確か
められた。	

一方で、pOmpAの膜透過反応では、SecGを除いた SecYE複合体のときにも膜透過活
性を持つことから、SecGの機能については解析が十分にできなかった。SecGは Blue	Native	

PAGEのウエスタンブロッティングの結果からも、SecYEG複合体へ組み込まれる効率が低
いことが示唆されている	 (図 10B)。そこで、無細胞系で合成した SecGの機能を検証する
ため、SecG 依存的な基質である pOmpF-Lpp62 を用いた膜透過反応の解析を行った。
pOmpF-Lpp は、大腸菌の分泌タンパク質で外膜リポタンパク質である Lpp の成熟タンパ
ク質の部分に、同じく外膜タンパク質である OmpF のシグナル配列が付加された人工的
な膜透過基質である。SecYEと SecYEGについて、pOmpAの膜透過反応と同様に pOmpF-Lpp

の膜透過を評価したところ、SecG を含まない SecYE では膜透過が見られなかったのに対
して、SecYEGの場合に pOmpF-Lppの膜透過が観察された	 (図 11D)。この結果から、PURE	

systemで合成した SecGも活性を持つことが確かめられた。	

さらに、SecYEG 複合体の膜透過活性を詳細に調べるため、膜透過反応初期の反応速
度の測定を行った。膜透過反応速度の解析は、投入する SecYEG 量をそろえるため、
post-translationalな膜透過反応を解析した。SecYEGの存在量の見積もりとして、大腸菌由
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来の精製 SecYEGを用いた場合は、リポソーム膜上での配向が表裏 50:50であることを仮
定した 48。PURE	systemで SecYEGを合成する場合は、Blue	Native	PAGEの複合体のバンド
の定量値を、活性型の複合体の量とした。膜透過反応は、SecYEG を含む反応液に
SecB-pOmpAと SecAを加え、30˚Cで反応を行い、0–20分のタイムコースを解析した。そ
の結果、PURE	 systemで合成した SecYEGの膜透過反応の比活性は、大腸菌から精製した
SecYEG複合体と実験誤差の範囲で一致する値であった	 (図 12A)。以上の結果から、PURE	

system で合成された SecYEG は大腸菌の細胞内から精製した SecYEG と同程度の活性を持
つことが示唆された。	

また、膜透過反応開始後 10 分間で SecA によって加水分解された ATP 量の測定を行
い、PURE	systemで合成した SecYEGと大腸菌から精製した SecYEGを比較した。PURE	system
で合成した SecYEG を用いた場合の SecA の ATP 加水分解活性は、大腸菌から精製した
SecYEG複合体を用いた場合よりもやや高く、SecAのエネルギー効率の面では精製 SecYEG

に比べてわずかに低いことが示唆れたが、同程度のオーダーでの SecAの ATP加水分解活
性が確認された	 (図 12B)。	

  



  

44	
 

 

pOmpA

pOmpA

SecA

SecYEG

protease K

liposome Recom-
binant

- + + +
SecYEG + - + +
SecA/SecB + + + - +
Protease K - + - + - + - + - +

pOmpA

% translocated 19 0 0 0 15

Lane 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

secY + - - + + - +
secE - + - + - + +

secG - - + - + + +
Protease K - + - + - + - + - + - + - +

% translcoated 0 0 0 11 0 0 14

pOmpA

Lane 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

A

B

C

図 11. 膜透過反応による SecYEGの活性評価
A: pOmpA膜透過反応のスキーム . リポソーム
内に膜透過した pOmpAは protease K耐性にな
る . B: 膜透過反応の因子依存性 . Recombinant
は大腸菌から精製した SecYEGを用いて作成し
たプロテオリポソームを使用 . C: 膜透過反応の
SecYEGの各サブユニットの依存性 . pOmpF-Lpp
の膜透過反応の SecG依存性 .

D

pOmpF-Lpp

Protease K - + - +

SecYE SecYEG

% translcoated 0 10



  

45	
 

 

Re
co
mb
ina
nt

PU
RE

 sy
ste
m

tr
an

slo
ca

tio
n 

AT
Pa

se
(p

m
ol

 P
i r

el
ea

se
/m

in
/p

m
ol

 S
ec

YE
G)

0

50

100

150

200

0 5 10 15 20

tr
an

slo
ca

te
d 

pO
m

pA
(fm

ol
/p

m
ol

 S
ec

YE
G)

time (min)

 PURE system
 Recombinant

A B

0

20

40

60

80

100

図 12. PURE systemで合成した SecYEGと大腸菌から精製した SecYEGの活性比較
A: pOmpA膜透過反応速度 .エラーバーは標準偏差 (n=3) を示す . 
B: SecAによる ATP加水分解反応の測定 . エラーバーは標準偏差 (n=3) を示す .



  

46	
 

3.6 再構成系における SecYの変異体解析	

 
無細胞翻訳系のひとつの利点として、精製されたタンパク質試料の調製の簡便さが挙げ
られる。ここまでの結果から、PURE	systemで合成した SecYEGについて pOmpAの膜透過
活性を再構成系で評価できること確認されたため、これまで in	 vivoの実験で同定されて
きている SecY の変異体について、再構成系での pOmpA 膜透過反応を指標に機能評価を
行った。	

SecYの変異体は下畑らの報告 55を参考に、2グループの変異体を選択した。1つ目の
グループは、secY39	(R357H)	と secY205	(Y429D)	で、膜タンパク質の膜挿入活性には大き
な支障がないが、分泌タンパク質の膜透過活性が低下する変異体である。下畑らの報告
ではパルスラベルの実験で pOmpAの膜透過に伴うシグナル切断の効率が、それぞれ野生
型の 62%	(secY39	 (R357H))、76%	(secY205	 (Y429D))	にまで減少していることから活性低下
を確認している。これらの変異体は SecAと相互作用する部位に変異が入ることなどによ
り膜透過活性が低下するものと考えられている。2つ目のグループは、secY129	(C385Y)	と
secY238	 (E238K)	で、分泌タンパク質の膜透過活性には弱い阻害効果しかないが、膜タン
パク質の膜挿入に支障をきたす変異体である。下畑らの報告では、膜挿入活性の支障は、
大腸菌のラクトース輸送体である LacY を構造特異的に認識する抗体を用いた評価系や、
膜タンパク質の異常を検知する Cpx/σEストレス応答系の活性化によって確認している。
また、このグループの変異体の膜透過活性への影響が小さいことは、上記のパルスラベ
ルの実験で膜透過活性が野生型の 90%程度に保たれていることから確認している。	

これらの変異体について、PURE	systemを用いた再構成系での解析を行った。実験で
はまず、変異体も野生型のときと同じように PURE	systemで合成されることを確認し	 (図
13A)、Blue	Native	PAGEの複合体形成を評価した。それぞれの変異体について野生型のと
きと同じ移動度の SecYEG複合体のバンドは確認されたものの、バンドパターンはそれぞ
れ異なる特徴を示した。C385Y や E238K の変異体では、野生型のときのバンドに比べて
ぼやけて上下に広がっており、複合体の構造が不安定であることが示唆された。一方、
R375H や Y429D の変異体では、野生型に比べて複合体のバンド強度が増したことから、
構造ゆらぎの少ない強固な複合体を形成する可能性が示唆された	 (図 13B)。	 	

pOmpAの膜透過活性について評価したところ、R375Hや Y429Dの変異体では、in	vivo
での報告 55と同様に膜透過活性の著しい低下がみられた。しかしながら、in	 vivo での報
告 55では膜透過活性は野生型には影響がないとされていた C385Y や E238K の変異体につ
いて、再構成系での膜透過活性は、E238K については膜透過活性が 4 割以下に低下し、
C385Yについては野生型の約 5倍の高い活性を示した	 (図 13C)。	

野生型よりも高い活性を示した C385Y について、より詳細に解析するために、膜透
過反応の速度と、膜透過反応時の SecAの ATP加水分解速度を測定した。それらの結果か
ら、C385Yでは膜透過反応の速度は上昇しているにもかかわらず、そのときに消費される
ATP の量は野生型と大きな差がないことが示された	 (図 14)。以上の結果から、C385Y の
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変異体では、野生型と比べてより少ないエネルギーでタンパク質を膜透過している可能
性が示唆された。 
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3.7 SecYEGによる YidCの膜挿入	 	 	

	

従来の無細胞翻訳系による膜タンパク質合成のひとつの問題点として、合成する膜タン
パク質の膜上でのトポロジー制御が難しいことが挙げられる。これまでのリポソームを
使った方法では、膜挿入はタンパク質と脂質膜の疎水的な相互作用に基づく自発的な膜
挿入を用いており、Secトランスロコンのような生体の膜挿入機構を欠くことが課題であ
った。これまでの結果から、PURE	 systemによって活性型の SecYEG複合体を合成できる
ことが明らかになったため、この実験系の拡張性を検証するべく、SecYEG を基盤として
他の膜タンパク質についてトポロジーを制御した膜タンパク質の無細胞合成を検証した。	
まず、大腸菌の6回膜貫通タンパク質であるYidCについて膜挿入実験を行った。YidC

は膜貫通ヘリックス1と2	(TM1,	2)の間に親水的なドメインをもつ	 (図15	A)	が、このドメ
インは大腸菌ではペリプラズムに位置し、SecYEGとSecAによる膜透過反応を必要とする。
無細胞翻訳系にリポソームを添加して、リポソームの外から膜タンパク質を合成する場
合、大腸菌内とは膜の内外が逆転し、YidCが正しい向きで膜挿入されると親水的なドメイ
ンがリポソームの内部に膜透過する。この形で膜挿入されたYidCに対して外からprotease	

Kを加えた場合、TM2の下流で切断されて	 41	 kDa	の断片が得られる56。一方、自発的膜
挿入では、親水的なドメインが膜を越えることができず、TM1の直下で切断され	 58	 kDa	

の産物が得られる57。	

実験は、図11のpOmpAのco-translatinalな膜透過反応と同じスキームで、合成に用い
る鋳型DNAをpOmpAからYidCに置き換えて行った。実験の結果から、SecYEGの合成やSecA

に依存して正しい配向で膜挿入したYidCの断片が得られることが示された	 (図15B)。	

同様に、SecYの変異体を用いて実験を行った。その結果、SecYEG依存の膜挿入断片の
割合はC385Yでは増加し、それ以外の3つの変異体では減少しており、YidCが正しいトポ
ロジーで膜挿入される割合は、pOmpAの膜透過の効率と相関していると考えられた	 (図
15C)。 
以上の結果から、PURE	 systemで合成されたSecYEGは分泌タンパク質の膜透過に加え

て、YidCのような膜タンパク質を基質とした反応も行えることが示された。同時に、これ
までの無細胞系では難しかった膜タンパク質のトポロジーの制御、特に親水的ドメイン
の膜透過反応を伴う膜タンパク質の膜挿入がSecYEGを基盤とした合成系によって可能に
なることも示唆された。	

しかしながら、現状の合成系における問題点も明らかになった。まず、膜挿入反応
について、リボソームをSecYEGにリクルートする因子であるSRP/FtsYの依存性はみられな
かった	 (図15B	Lane	3,	4)。また、SecYEGが存在する条件においても、SecYEGのリポソーム
を用いた場合と同じだけの自発的膜挿入の断片が確認された。この断片は、YidCの翻訳を
終結させた後でリポソームを加えた場合	 (すなわち、post-translationalにリポソームへの
膜挿入を試みた場合)	は検出されなかった	 (図15C	Lane	1,	2)。これらのことから、YidCの
翻訳中に反応液にリポソームが存在する場合には、SecYEGやSRP/FtsYが存在する条件であ
っても自発的膜挿入が起きることが示された。そのため、より正確な膜タンパク質のト
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ポロジーの制御を実現するためには、この自発的な膜挿入を抑制する必要があることが
明らかとなった。	
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3.8 SecYEGによる LepBの膜挿入	 	

 
YidCに加えて、大腸菌のシグナルペプチダーゼである LepBについても膜挿入を評価した。
LepBは 2回膜貫通型の膜タンパク質であり、YidCと同様にペリプラズム側に配向する親
水的なペプチダーゼのドメインが存在する。実験としても、図 16A に示すように、YidC

のときと同様のスキームで、正しい配向で膜挿入された場合に protease	 K	 (PK)	の分解を
免れたペプチダーゼドメインの断片が確認できる 58。	

実験の結果から、SecYEGの合成や SecAに依存して正しい配向でのペプチダーゼドメ
インの膜挿入が認められた(図 16B)。しかしながら、YidCの結果と比較すると膜挿入効率
は低い値であった。また、YidC のときと同様に SRP/FtsY の依存性は見られなかった	 (図
16B	Lane	3,	4)。	

膜等挿入効率は比較的低かったが、SecYEG を介して膜透過した親水的なドメインが
シグナルペプチダーゼとしての活性を保持しているか検証するため、pOmpAの膜透過反
応と組み合わせた実験を行った。この実験では、まず、SecYEG 合成済みの PURE	 system

反応液を、等量の新しい PURE	 system 反応液と混合した。次に、30˚C で 30 分間 pOmpA

の合成と膜透過反応を行ったのち、LepBの鋳型 DNAを反応系に加え pOmpA合成と並行
して LepB の合成と膜挿入をさらに 30˚C で 1 時間行った。結果から、SecYEG と	 LepB が
共に存在する条件において、リポソームの内部の画分を示す PK+のレーンから、シグナル
配列に対応する約 2	 kDa 分低子量側にシフトした OmpA が確認されたことから、リポソ
ーム内部で pOmpAが LepBによって切断されたことが示唆された	 (図 17A	 Lane	 11,	 12)。
また、この OmpAのバンドは、高活性な SecY	C385Yを用いた場合により顕著に確認され
た	 (図 17A	Lane	13,	14)。	

しかしながら、上記の実験だけでは、pOmpA の膜透過とシグナル切断の順序を一意
に決定できない。すなわち、リポソームの外部で先にシグナルが切断された OmpA が膜
透過して PK+のレーンで検出された可能性も考えられた。そこで、pOmpAの鋳型 DNAの
シグナル配列領域を除いた OmpA をネガティブコントロールとして用いた対照実験を行
った。その結果、シグナル配列を除いた OmpAでは PK耐性のバンドが確認できず、膜透
過能を持たないことが確かめられた。このことから、上記の実験結果は、先に pOmpAの
形で膜透過したタンパク質がリポソーム内部でシグナル切断されたことを示しており、
SecYEG によって正しい配向で膜挿入された LepB がシグナルペプチダーゼとしての活性
を保持していることを支持した。	
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3.9 SecYEGの複合体形成、機能発現における脂質組成の影響	

 
これまでの結果から、PURE	 systemによって活性型の SecYEG複合体を再構成することが
できることが示された。また、SecYEG が活性型の複合体を形成する過程では他のタンパ
ク質を必要としないことが示唆された。これまでの実験で使用したリポソームは、
soybean の脂質抽出物から調製したものであったが、SecYEG の構造形成に必要な脂質膜
の条件についてもさらに詳細に解析するため、合成脂質から再構成したリポソームを用
いて、脂質組成が複合体形成や膜透過反応に与える影響を解析した。	

まず、様々な脂質の組み合わせでリポソームを作製し、Blue	Native	PAGEによって各
脂質条件での SecYEG複合体の形成について解析した。POPC	80%/POPG	20%と DOPCの条
件では、soybean 脂質の場合よりも複合体のバンド強度が強くみられ、POPC	 40%/POPE	

30%/POPG	20%/CL	10%や POPC	40%/E.	coli	polar	lipid	extract	60%の条件ではバンド強度が比
較的弱くみられたものの、どの条件でも SecYEG複合体のバンドを Blue	Native	PAGE上で
認めることができ、脂質組成は SecYEGの複合体形成に顕著な影響を与えないことが示唆
された	 (図 18A)。	

次に、pOmpAの膜透過効率を指標として脂質組成が SecYEGの活性に与える影響を解
析した。まず、soybean脂質に対して POPCを段階的に加えたリポソームを調製し、pOmpA

の膜透過活性を評価した。その結果、POPC を加えたリポソームではその割合に従って
pOmpAを膜透過する活性が減少することが示された	 (図 18B)。また、POPC	100%や POPC	

80%/POPG	 20%のリポソームでは pOmpA の膜透過がほとんど見られず、この条件では
SecYEG が活性を持たないことが示された。これらの結果は、脂質頭部の小さいホスファ
チジルエタノールアミン	 (PE)	と負電荷を帯びた脂質	 (大腸菌の場合は、ホスファチジル
グリセロール	 (PG)	 )	の存在が SecYEGや SecAの活性に重要であるという報告 48,	59,	60と一
致する結果であった	 (図 18C)。そこで、PE と PG のどちらも含有する POPC	 40%/POPE	

30%/POPG	20%/CL	10%や POPC	40%/E.	coli	polar	lipid	extract	60%の条件で検証したところ、
わずかながら pOmpAの膜透過が見られたものの、その効率は soybeanリポソームの条件
に比べて著しく低い値であった	 (図 18C)。（大腸菌の細胞膜に近い E.	coli	polar	lipid	extract	

100%のリポソームも検討したが、Mg2+濃度の高い溶液ではリポソームの凝集がみられ、
PUREfrex®反応液中では使うことができなかった。）	

大腸菌の脂質膜の主成分は、PE、PG とカルジオリピン 	 (CL)	 であるため、POPC	

40%/POPE	30%/POPG	20%/CL	10%の条件や、POPC	40%/E.	coli	polar	lipid	extract	60%の条件で
は、大腸菌の主要な脂質はすべて存在する条件であると考えられる。そこで、大腸菌の
主要な脂質には含まれない因子が soybean脂質抽出物中に存在し、その因子が SecYEGを
活性化に必要な因子であるという仮説が考えられた。	

近年、西山らのグループは、大腸菌の SecYEG の研究で、SecYEG の活性を促進する
MPIaseと呼ばれる糖脂質を発見しており 50,	 61、この MPIaseの存在によって SecYEGの膜
透過反応の比活性が 5–10 倍上昇することを報告している 62。また、soybean 脂質抽出物
を調製する際の脂質の洗浄条件では、糖脂質は除去されない可能性が高く、soybean	脂
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質抽出物中に MPIase 様の分子が含まれている可能性も十分に考えられた。そこで、
soybean脂質の薄層クロマトグラフィーによる展開を行った。Soybean脂質の主要な成分
である PC以外にも、多数のスポットが確認され、その中の最も移動距離の短いスポット
は MPIase と同様の移動度を示していた	 (図 18D)。この結果から、Sec トランスロコンの
活性に影響を与える糖脂質が、真核生物である soybean の脂質中に存在している可能性
が示唆された。	

一方で、DOPC	40%/DOPE	30%/DOPG	30%のリポソームを用いた場合は、合成脂質から
再構成した条件でも soybeanの脂質の場合と同様な膜透過活性が見られた	 (図 18E)。活性
の低かった合成脂質の条件に比べて、脂肪酸の不飽和度が高くなり脂質の流動性が上が
ったことで、リポソームの安定性やタンパク質の活性に影響が出たと考えられるが、
SecYEG が機能するために必要な脂質条件を合成脂質から再構成することが可能であるこ
とが示された。	
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3.10 SecYEGトランスロコンの 1分子観察の意義	

 
SecYEGトランスロコンによるタンパク質膜透過機構の未解明な課題として、SecYEGのオ
リゴマー状態の解析が挙げられる。SecYEG複合体の電子顕微鏡による構造解析 63やNative	

PAGE52,	 53などの研究から、SecYEG複合体は 2量体を形成することが示唆されてきた。こ
の 2 量体が細胞内でも存在していることが、クロスリンクなどの実験から示唆されてい
る 54が、2量体形成が SecYEGの機能にどのような意義をもつのかは未だ明らかになって
いない。実際に、SecYEGの単量体でも pOmpA-DHFR	(分泌タンパク質の pOmpAの C末端
にフォールディングしやすい DHFR を融合し、膜透過が途中で停止するようにしたもの)	

との間で膜透過中間状態が形成されることが in	 vitroの FRETの実験 48,	 64から示されてい
る。一方で、nanodiscに SecYEGの単量体または 2量体の状態で再構成した場合、2量体
の SecYEGの場合でのみ SecAによる膜透過反応依存的な ATPase反応が活性化されること
も報告されている 65。しかしながら、これまでの解析方法は、生化学による多分子の平
均による解析か、構造解析やクロスリンク、DHFRなどによる膜透過の停止操作といった
瞬間的な静止画の観察に限られており、「単量体と 2 量体で反応効率がどれほど違うの
か」や「SecYEGの 2量体化が反応のどのステップで重要になるのか」を明確に議論する
ことが難しかった。	

	 もうひとつの課題として、膜透過反応の速度論の解析が挙げられる。これまでに、
膜透過反応のエネルギー論の見積もりとして、1つの pOmpAを輸送するために必要な平
均の ATPの個数は、大腸菌の反転内膜小胞を用いた生化学の解析から、proton	motive	force	

(PMF)	が存在する場合は ATP約 1000個、PMFが存在しない場合には	 ATP約 5000個と見
積もられている 66。しかしながら、SecAによるタンパク質輸送反応のステップ長の詳細、
すなわち「1 回の ATP 加水分解によって、何アミノ酸分が輸送されるのか」は明らかに
なっていない。ATP濃度を低くした場合に見られる、pOmpAの膜透過中間体	 (PK耐性の
バンド)	から、1 回の反応ステップで約 5	 kDa 分輸送が進行すると考えられている 67が、
この仮説が正しいとすればおよそ 7個の ATPで pOmpAを膜透過できることとなり、上記
の生化学実験の計算結果と大きく乖離していた。	

こうした背景から、SecYEGによる膜透過反応のダイナミクスや速度論を動画として
1分子レベルで解析することが求められている。これを実現する実験として、蛍光 1分子
観察が有力であると考えられる。しかし、蛍光 1 分子観察の場合、タンパク質の蛍光修
飾などにおいて様々な試料を検討する必要が生じるが、膜タンパク質は細胞からの精製
が煩雑であり、どうしても可溶性タンパク質に比べ条件検討に時間を要するため、1分子
解析の例は多くなかった。ここまでの結果から、再構築型の無細胞翻訳系である PURE	

system によって活性型の SecYEG 複合体や、pOmpA を合成可能であることが明らかにな
った。無細胞翻訳系の特徴として、タンパク質の収量は少ないものの、純度の高いタン
パク質試料が非常に簡便に得られる点が挙げられるため、蛍光 1 分子観察に必要な条件
検討のスループット性を大きく向上できると考えられる。そこで、PURE	 system による
SecYEGの合成を基盤とした蛍光 1分子観察を試みることとした。	
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3.11 アンバーサプレッション法を用いた SecYEの pOmpAの蛍光標識と精製	

 
まず、蛍光 1分子観察のために、SecY、SecE、または pOmpAの蛍光標識を行った。蛍光
標識には、アンバーサプレッション法を用いた。アンバーサプレッション法は、通常は
終止コドンであるアンバーコドン	 (UAG)	に対応するサプレッサーtRNA によって、非天
然アミノ酸などを翻訳と同時に取り込ませる方法である。この方法を用いて、PUREfrex®

でのタンパク質合成反応時に、蛍光色素 TAMRA が修飾されたアミノフェニルアラニン	

(図 19A、TAMRA-X-AF)	をそれぞれのタンパク質の N末端領域に導入することを試みた。	
SecYについては 2番目から 9番目の残基	 (AKQPGLDF)	を、SecEについても 2番目か

ら 9 番目の残基	 (SANTEAQG)	をそれぞれ 1 残基ずつ UAG コドンに置換した鋳型 DNA を
作製し、アンバーサプレッションの条件検討を行った。その結果、SecY は 2 番目の Ala

だった位置を、SecEは 5番目の Thrだった位置を、UAG コドンに置換した場合に、効率
よく TAMRA-X-Aが導入された	 (図 19B)。また、pOmpAの場合は、N末端のシグナル配列
を避け、29番目から 36番目の残基	 (YTGAKLGW)	をそれぞれ 1残基ずつ UAGコドンに置
換した鋳型 DNAで条件検討したところ、32番目の Alaだった位置を UAGコドンに置換し
た場合に、サブバンドが少なく、効率よく TAMRA-X-AFが導入されたタンパク質が合成さ
れた	 (図 19C)。一方、pOmpA の条件検討の際には、タンパク質の中間領域や、C 末端領
域への TAMRA の導入も試みたが、これまでに知られているように、TAMRA のように大
きな分子をタンパク質の N末端領域以外に導入することはできなかった。	

蛍光 1分子観察を行う場合、タンパク質の標識後は、余剰な色素を除去する必要が
あるが、SecYEの場合は超遠心でプロテオリポソームを沈殿させることで、余剰な色素と
分離した	 (図 19B)。pOmpAの場合は、SecBとの複合体として SecBの His-tagで精製した。
また、His-tag精製の溶出で用いる imidazoleは膜透過反応を阻害するため、His-tag精製し
たのち、脱塩カラムによって imidazoleも除去した	 (図 19C)。	

さらに、図 11 と同様の膜透過反応から、TAMRA で標識した pOmpA が野生型と同
様の効率で膜透過されることも確かめられた	 (図 19D)。	
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A B

C

図 19. アンバーサプレッション法 による SecYE, pOmpAの蛍光標識
A: TAMRA-X-AFの分子構造 . B: アンバーサプレッション法による SecY, SecEの標識とプロテオリポソー
ムの精製 . 　は標識したものを示し , SecYの場合は 2残基目の Alaを , SecEの場合は 5残基目の Thr

を UAGコドンに置換した . inputはタンパク質合成直後の PUREfrex反応液 , purifiedは精製後のプロ
テオリポソームを示す .  C: アンバーサプレッション法による pOmpAの標識と SecBの His-tagによる
精製 .pOmpAは 32残基目の Alaを UAGコドンに置換した . D: TAMRA標識した pOmpAの膜透過反応 .
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3.12 SecYEの平面膜上での 1分子観察	 	

	

蛍光標識した SecYEの脂質膜上での挙動を確認するため、SecYEの脂質平面膜への再構成
と蛍光 1分子観察を行った。	

再構成系の膜タンパク質の 1分子観察の例は少ないものの、野地研究室では、図 20A

に示すデバイスを用いて脂質の平面膜を作製し、全反射顕微鏡によって膜上での膜タン
パク質の反応を 1 分子観察する方法論を報告している 68,	 69。そこで、野地研究室との共
同研究で、脂質膜上の Secトランスロコンの観察を行った。	

まず、脂質平面膜が作製可能な脂質の条件検討を行った。先行研究で使われていた
Major-Miner	 mix	 (DOPC を中心とした 9 種の合成脂質の混合物)68の他に、DOPC や DOPC	

50%/DOPS	50%	などの単純な合成脂質や、soybean脂質でも平面膜が作製可能であること
が明らかとなった。そこで、SecYEGの pOmpA膜透過活性は、soybean脂質を使った場合
が最も高いこと	 (図 18)	から、これ以降の実験では soybean脂質からなる平面膜を用いた。	

この平面膜に対して、SecYまたは SecEを蛍光標識した SecYE複合体を再構成したと
ころ、膜上で分散して 2 次元的にブラウン運動する様子が観察され、平面膜への再構成
と 1分子観察が問題なく行えることが確かめられた	 (図 20E,	F)。	

次に、SecY と SecE のそれぞれの単量体の観察を行った。大腸菌の細胞膜上におい
て、SecEに対して過剰な SecYは安定に存在できず膜上のプロテアーゼ FtsHの分解の対象
となる 44,	 45ことから、単量体の SecYは膜上で凝集することも予想された。しかし、1分
子観察の結果としては、予想に反して、単量体の SecYも SecYE複合体のときと同様に、
膜上で分散して 2 次元的にブラウン運動する様子が観察された	 (図 20C)。同様に、SecE

の単量体も分散してブラウン運動する様子が観察された	 (図 20D)。これらのことから、
純粋な脂質膜上では、単量体の SecYや SecEも安定的に存在できることが示唆された。こ
の観察結果から、PURE	 systemで合成した場合の SecYEGの複合体形成のメカニズムとし
て、リポソーム上に分散してブラウン運動する単量体同士がランダムに相互作用する可
能性が考えられた。大腸菌の細胞膜上で SecY 単量体の挙動や、それに伴う FtsH による
SecYの認識と分解のメカニズムについては、さらなる解析が求められる。	
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図 20. 脂質平面膜上での SecYEの観察
A: 脂質平面膜再構成デバイスの模式図 . B-F: 観察結果 . B: soybean脂質平面膜 . C: SecY単量体 . 
D: SecE単量体 . E: SecYE複合体 (SecY標識 ). F: SecYE複合体 (SecE標識 ).　は標識した分子を示す . 
スケールバーは 10 µm.
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3.13 大腸菌ペリプラズム酵素 AmpC、PhoAの活性評価と膜透過	 	

	

平面膜上に Sec トランスロコンが再構成できることが確認されたため、次に、平面膜上
に再構成された Sec トランスロコンが膜透過活性を保持しているか否かについての評価
を試みた。	

顕微鏡上で膜透過反応を観察する方法として、まず、酵素の触媒反応を利用した観
察を試みた。野地研究室では、β-galactosidase や alkaline	 phosphatase などの酵素を fL ス
ケールの空間に封入し、酵素反応によって蛍光性基質の蛍光が生じる速度を顕微鏡で観
察することで、1分子レベルで酵素反応を解析できることを報告している 70,	 71,	 72。また、
CYTOP 樹脂の微細加工で作製したマイクロチャンバーアレイの上を脂質膜で蓋をした状
態にすると、上記と同様の fLスケールの空間を作製でき、膜タンパク質の物質輸送活性
を 1 分子計測できることが、同じく野地研究室から報告されている 73。この実験系にお
いて、脂質膜上に SecYEGを再構築しておけば、膜透過した酵素のみが脂質膜下の空間に
入り、膜透過した酵素量に伴う酵素反応が蛍光性基質を介して観察できると期待される。	

そこで、蛍光性の基質が知られている酵素の中から、大腸菌のペリプラズムに局在
する分泌タンパク質である AmpC	(β-lactamase、図 21A)	と PhoA	(alkaline	phosphatase、図
21B)	について検討を行った。β-lactamaseについては Fluorocillin™	Green	(図 21C)が、alkaline	
phosphataseについては AttoPhos®	(図 21D)が、蛍光性基質として市販されており、これら
を用いて PURE	systemで合成した酵素の活性評価を行った。AmpC、PhoAともに合成量は
比較的高く、37̊C、3時間の合成条件で 1	µM程度合成された。また、蛍光分光器を用い
た解析から合成した酵素の活性も確認された	 (図 21C,	D)。	

これらの酵素が膜透過反応の基質として利用できるか確かめるため、生化学のバル
ク系での post-translational な膜透過を検証した。AmpC の場合に SecYEG に依存した膜透
過が確認されたが、PhoA は SecYEG に依存した膜透過断片は確認されなかった	 (図 21E,	

SecYEG	liposome	+,	PK	+)。AmpCの場合も、PhoAの場合も、全長タンパク質の 1–2	kDa下
の位置に PK 耐性の断片が確認されたが、これらは SecYEG プロテオリポソームを加えて
いない条件でも確認された	 (図 21E,	SecYEG	liposome	-,	PK	+)	ことから、酵素ドメインなど
が自発的にフォールディングして PK耐性を持ち、シグナル配列等が部分的に切断された
ものと考えられる。膜透過反応の結果から、次のマイクロチャンバーの観察実験では
Fluorocillin™	Greenを使って検証した。	
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A B

図 21. AmpC, PhoAの活性評価
A: AmpCの構造 (PDB: 1IEL). B: PhoAの構造 (PDB: 3TG0). C: beta-lactamase の蛍光性基質 FluorocillinTM Green
の分子構造と AmpCの酵素活性測定 . D: alkaline phosphataseの蛍光性基質 AttoPhos®の分子構造と PhoA
の酵素活性測定 . 測定開始から 50秒後に PUREfrex反応液を添加 . 点線はバックグラウンド . E: post-
translationalな膜透過反応 .
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3.14 マイクロチャンバーの脂質膜を介した Fluorocillin™	Greenの漏れの問題	 	

	

図 22Aに示す CYTOP樹脂のマイクロチャンバーを用いて、fLスケールのチャンバー内の
Fluorocillin™	Greenを観察した。Fluorocillin™	Greenは、先に PURE	systemで合成した AmpC

による酵素反応で蛍光を発生する状態にしたものを用い、平面膜デバイスの上下両方の
チャンバーに 10	 nMの濃度で加えた。まず、脂質平面膜でマイクロチャンバーを覆う場
合は、エバネッセント照明による Fluorocillin™	Greenの励起によってマイクロチャンバー
内の蛍光が退色する様子が観察された。この退色は、平面膜でマイクロチャンバーを覆
わない場合には見られず、脂質膜の蓋がない状態では常に上部の buffer内の Fluorocillin™	

Green分子とマイクロチャンバー内の Fluorocillin™	Green分子との交換が起こっていると
考えられた。これらの結果から、脂質平面膜によってマイクロチャンバーに蓋をして区
画化できることが確かめられた。	

しかしながら、マイクロチャンバーに脂質膜で蓋をしてマイクロチャンバー内の
Fluorocillin™	Greenを強い照明によって全て退色させた後であっても、脂質膜の上側領域
の buffer内にある Fluorocillin™	Greenが脂質膜を介してマイクロチャンバー内に漏れ、マ
イクロチャンバー内の蛍光が回復する様子が観察された。また、この蛍光回復の経時変
化の観察から Fluorocillin™	Greenの漏れは、分単位のオーダーで起こることが明らかとな
り(図 22B,	C)、この条件では、酵素反応を介してタンパク質の膜透過反応を十分に解析で
きることは期待できなかった。以上の結果から、Fluorocillin™	Greenのような蛍光小分子
の場合は、このような漏れが問題になると考えられたため、分泌タンパク質を直接蛍光
標識して観察する実験に移行した。	
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A
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図 22. マイクロチャンバーを使った FluorocillinTM Greenの観察
A: マイクロチャンバーの模式図 . B: 脂質膜を介してマイクロチャンバー内に FluorocillinTM 
Greenが漏れて入る様子 . スケールバーは 10 µm. C: Bの観察における 1つのチャンバー内の
蛍光強度の時間変化 .
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3.15 pOmpAの平面膜上での 1分子観察	

	

Fluorocillin™	Greenとマイクロチャンバーを使った観察では、Fluorocillin™	Greenの漏れが
問題になったことから、分泌タンパク質である pOmpA を TAMRA で蛍光標識して直接観
察することを試みた。観察には図 19C,	Dに示した SecB-pOmpA複合体を用い、SecYEGは
蛍光標識していない SecYEG プロテオリポソームを図 20 の実験と同様に平面膜に再構成
した。pOmpAを加えてからの時間に伴って徐々に平面膜上の輝点が増加することが確認
されたが、脂質膜上に SecYEGを加えていない条件でも同様な輝点が認められ、脂質膜上
に pOmpAが非特異的に結合することが示唆された。そのため、蛍光標識した分泌タンパ
ク質を用いて SecYEGによる膜透過反応の観察を行う場合、このような非特異的な結合を
抑制する必要があることが明らかとなった。	
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図 23. 脂質平面膜上での pOmpAの観察
平面膜に SecYEGを加えた条件と加えていない条件で観察 . 時間は SecB-pOmpA (Ala32TAMRA) 
を加えてからの時間 . スケールバーは 10 µm.

-SecYEG +SecYEG

0 min

10 min
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4 考察 
 

4.1 本研究のまとめ	

 
本研究を通して、再構築型の無細胞翻訳系である PURE	systemを用いて SecYEGトランス
ロコンを合成することに成功した。PURE	 systemは翻訳に関わる因子のみから構成され、
リポソームはリン脂質のみから構成されていることから、SecYEG の複合体形成には他の
タンパク質を必要とせず、自己集合的に行われることが示された。	

さらに、合成した SecYEGを基盤として他の膜タンパク質合成系の要素である YidCや
LepB についても、リポソームだけの膜条件では難しかった親水的なドメインの膜透過を
伴う膜タンパク質の合成が可能になった。以上の結果から、無細胞翻訳系が膜タンパク
質を調製する方法論として有用であり、SecYEG によってさらにその応用範囲を広げられ
ることが示された。	

また、PURE	systemによってアンバーサプレッション法を用いて蛍光標識した SecYEG

を簡便に調製することも可能であり、実際に SecYE についての平面膜上での挙動を観察
することに成功した。しかしながら、タンパク質の膜透過反応の観察については、SecYEG
特異的な反応を観察するには至らず、さらなる実験系の改良が必要であることが示され
た。 

 
 

4.2 無細胞翻訳系で合成される膜タンパク質のトポロジーと課題	

 
SecYと SecEについて、配列特異的なプロテアーゼを用いて膜上でのトポロジーを評価し
た実験では、合成された SecY、SecEは正しいトポロジーで膜挿入される割合のほうが高
いことが示された。界面活性剤を用いて大腸菌から精製した SecYEGをリポソームに再構
成する場合には、膜上での配向がおよそ 50:50 になる 48ことを考えると、無細胞系で合
成した場合には、自発的な膜挿入であっても、正しいトポロジーのほうにバイアスがか
かって膜挿入されていることが示唆された。正しいトポロジーのほうにバイアスがかか
る理由としては、翻訳反応がリポソームの外側でのみ行われることが大きく寄与してい
ると考えられる。また、膜貫通ヘリックスをつなぐループの部分の長さやアミノ酸の性
質も要因になると考えられる。たとえば、SecYや SecEをリポソームの外側で合成する場
合、細胞質側のループがリポソームの外側に位置する場合に正しいトポロジーとなるが、
これらのループはペリプラズム側のループと比較して長く、正の電荷を持ったアミノ酸
が多く含まれている。そのため、電荷を持った長いループが疎水的な脂質膜を越えてリ
ポソームの内側に配向することが難しく、正しいトポロジーの割合が増えると考えられ
る。	
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上記のような理由によって、無細胞翻訳系で自発的に膜挿入した膜タンパク質のト
ポロジーにバイアスがかかることは、他の膜タンパク質の場合にも見られると考えられ
る。例えば、connexin-43を PURE	systemで合成した際にリポソーム上での配向が揃うこ
とが報告されている 10。	

一方で、合成される膜タンパク質が膜挿入される際に、親水的なループやドメイン
が膜を越えなければならない場合、すなわち、膜透過反応を伴う膜挿入が必要になる場
合は、正しいトポロジーでの膜挿入に Sec トランスロコンが必要になる。実際に、ペリ
プラズム側に親水的なドメインを持つ YidCや LepBについて、SecYEGがない条件での自
発的膜挿入では正しいトポロジーで合成することができなかった。これに対して、本研
究によって、合成した SecYEG を基盤として、膜透過反応を伴った膜挿入を行うことで
YidCや LepBを正しいトポロジーで膜挿入できることが示された。	

しかしながら、YidCの場合も LepBの場合も、正しいトポロジーでの膜挿入効率は低
く、大部分は自発的膜挿入による誤ったトポロジーで膜挿入することが示唆された。ま
た、今回の研究で評価できたのは、YidCの膜貫通ヘリックス 1と 2	(TM1,	2)	の間のドメ
インや、LepBの TM2の下流のドメインの膜透過であり、批判的な見方をすれば、pOmpA

の膜透過反応と大きな差はなく、複数回膜貫通のタンパク質における C末端側の膜貫通
へリックスやドメインについてもトポロジーが正しく膜挿入反応が行われるか否かにつ
いては検証の余地を残している。	

正しいトポロジーでの膜挿入効率を向上させるためには、自発的膜挿入の経路を抑
制する必要があると考えられる。Diacylglycerolをリポソームの脂質組成に加えることで、
自発的膜挿入を抑制できることが報告されており 77、脂質組成の最適化により、より実
用性の高い、膜タンパク質合成系が構築されることが期待される。	

	

	

4.3 PURE	system内における SecYEGの合成過程	

 
PURE	system内で合成された SecY、SecE、SecGはどのような過程を経て脂質膜上に挿入さ
れ複合体を形成しているのか。これについて、「反応の初めに合成された SecYEGが確率
的に活性型の複合体を形成し、その活性型複合体が後から合成される SecY、SecE、SecG

のサブユニットの膜挿入や複合体形成を助けている」という仮説も考えられた。	

この仮説について、まず定量的な側面から考察した。動的光散乱法から算出された
リポソームサイズは半径約 76	 nm であり、脂質 1 分子の頭部の面積を 0.72	 nm2	

(phosphatidylcholineの値)	として換算すると、4.4	mg/mLの脂質濃度では、約 30	nMのリ
ポソームが反応液中に存在することになる。一方、合成された SecYは SDS-PAGEでの	 [35S]	

メチオニンの定量から、200	nMと算出され、膜局在の割合を 6割としてもリポソームの
4 倍以上の SecY が膜上に存在することになる。ポアソン分布を仮定すると「1 つのリポ
ソームに 3または 4つの SecY」となる状態が最頻値の分布になり、2つ以上の SecYをも
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つリポソームは全体の 90%以上になる。そこで、先に合成された SecYEGが後から合成さ
れる SecY、SecE、SecGと相互作用することは定量的には可能であると考えられた。	

一方で、SecY変異体の機能評価の結果は、この SecYEGの合成経路の解釈に示唆を与
える。secY129	(C385Y)	と secY238	(E238K)	の変異体は、膜挿入したタンパク質のフォール
ディングに支障があり細胞のストレス応答を誘発するものである。先に合成した SecYEG

によって後から合成する SecY、SecE、SecGが膜挿入されるとした場合、これらの変異体
では、後から膜挿入される SecY、SecE、SecGのフォールディングなどに支障が出て、複
合体形成やタンパク質膜透過活性が見られなくなると考えられた。しかしながら、実験
結果は、secY129	 (C385Y)	と secY238	 (E238K)	の場合も、Blue	Native	PAGEによって複合体
の存在が確認され、secY129	 (C385Y)	では膜透過活性も確認されたことから、「先に合成
した SecYEGによって後から合成する SecY、SecE、SecGが膜挿入される」経路は優位では
ないことを示唆していると考えられる。	

また、脂質平面膜での 1分子観察から、純粋な脂質膜の上では、単量体の SecYや SecE

も凝集することなく、安定的に分散してブラウン運動する様子が観察されたことから、
リポソームの膜上でも同様に各サブユニットがランダム運動する過程から複合体形成す
る可能性が示唆された。	

	

 
4.4 SecY変異体の機能解析で新たに得られた知見	

 
SecYの変異体解析において、secY129	(C385Y)	と secY238	(E238K)	の結果は、in	vivoでの実
験の結果と異なる新規の知見を得た。	

まず、secY238	(E238K)	では、膜透過活性の低下が見られた。また、Blue	Native	PAGE

でのバンドのスメアリングも見られた。変異の位置が SecEとの相互作用部位に近いため
に、SecEとの相互作用が弱まり SecYのチャネルとしての構造安定性が低下したと考えら
れる。	

secY129	 (C385Y)	では、野生型の約 5倍の高い活性が見られた。今回の変異は 385残
基目の Cysに変異が入ったものであるが、おなじ 385残基目の Cysが Argに変異したもの
が prl変異として知られている 74。prl変異の多くは SecYのオープン状態を安定化すると
考えられており、C385Y の変異体もそれらと同様に SecY のオープン状態が安定化される
ことによって膜透過反応が上昇したものと考えられる。	

 secY129	(C385Y)	については、SecAの ATP加水分解速度は野生型の SecYのときと同
程度であったことから、より効率的に膜透過反応を行っていることが示唆された。この
点についても他の prl変異で同様な現象が過去に報告されている。Prl変異の一種である、
prlA4は野生型に比べて高い膜透過活性を示すが、ポアリングを形成する Ileの一つが Asn

に変異する	 (SecY	 I408N)	ことで、チャネルがオープン状態で安定化するものと考えられ
ている。この変異体では、膜透過反応時の SecA の加水分解活性は野生型の SecY のとき
に比べて低く、より少ないエネルギーで膜透過していることが示唆されている 75。その
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メカニズムとしては、膜透過反応の開始時における基質タンパク質の脱離が少なくなっ
ているとするモデルが提唱されている。膜透過反応時の SecA が ATP を加水分解すると、
SecAが SecYから解離しやすくなるが、そのときにうまく開始複合体を形成できなかった
基質のタンパク質も同時に脱離する現象がおきる。prlA4の変異体では、この ATP加水分
解に伴う基質の脱離が野生型の Sec	Yに比べて低い（開始反応時の空振りが少ない）こと
が報告されており 75、これにより少ないエネルギーで膜透過反応が行われているものと
考えられている。そこで、SecY	 C385Y についても、基質タンパク質の脱離が少なくなる
構造になっていることで、膜透過反応が効率的になっていることが考えられる。	

しかしながら、なぜ secY129	(C385Y)	の高活性化は in	vivoの実験では検出されなかっ
たのか。ひとつの仮説として、SecA の翻訳量の制御が考えられる。細胞内においては、
SecAの翻訳は上流の SecMによって制御されている 76。SecMは細胞の膜透過活性を検知
するセンサーとしての役割を持ち、膜透過活性が高い場合には SecM の mRNA 配列の一
部が SecAの SD配列と結合して SecAの発現量を抑える。このような SecMによる負のフ
ィードバックが働き、細胞内の SecAの発現量が少なく調節されたために、secY129	(C385Y)	
の高い膜透過活性が in	vivoの実験では見られなかった可能性がある。	

今回の SecYの変異体の結果は、これまで in	vivoの実験で見つかっている変異体につ
いても、in	 vitroで再検証して新たな知見を得ることで、より詳細な分子機構の理解につ
ながることの例を示している。膜タンパク質は一般に精製が煩雑になるために、再構成
系での実験に時間を要するが、無細胞翻訳系による膜タンパク質調製の方法は、試料調
製の過程を非常にハイスループットにし、研究を加速する有効な手段になるものと期待
される。	

	

 
4.5 脂質組成と SecYEGの膜透過活性	

 
pOmpA の膜透過反応において、脂質の脂肪酸部位の不飽和度を上げた DOPC	 40%/DOPE	

30%/DOPG	30%の脂質を用いた場合には、合成脂質の組み合わせた条件でも soybean脂質
の条件に相当する膜透過活性が見られた。脂肪酸の不飽和度を上げたことによって、活
性に違いが見られた理由としては、PE の相転移が関係していると考えられる。今回の解
析で用いた合成脂質のゲル-液晶相転移温度は、Avanti	Polar	Lipids社が webサイト上で提
供している表	 (http://www.avantilipids.com/index.php?option=com_content&view=article&id	

=1700&Itemid=419)	によると、それぞれ、POPC:	-2˚C、POPE:	25˚C、POPG:	-2˚C、DOPC:	-17˚C、
DOPE:	 -16˚C、DOPG:	 -18˚Cである。そのうち、POPEの相転移温度は 25˚Cと、際立って高
く、タンパク質合成と膜透過反応の反応温度である 30˚C に近い値であった。そのため、
POPC	40%/POPE	30%/POPG	20%/CL	10%のリポソームを用いた場合に、反応液の条件によっ
ては、POPEの流動性や均一性が十分でなくなる可能性が考えられる。	

また、Avanti	Polar	Lipids社の商品情報によれば、E.	coli	polar	lipidの 67%が PEである
が、E.	coli	PEの脂肪酸の主成分はパルミトイル基	 (炭素数 16、不飽和度 0:)	が 33.6%、オ
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レオイル基	 (炭素数 18、不飽和度 1:)	が 34.1%であり、POPE に近い組成であることが考
えられる。そのため、POPC	40%/E.	coli	polar	lipid	60%の脂質を用いた場合も同様に、PEの
流動性や均一性が十分でなかったために膜透過活性が低かった可能性が考えられる。	

POPC	40%/POPE	30%/POPG	20%/CL	10%や POPC	40%/E.	coli	polar	 lipid	60%を用いた場
合に、Blue	Native	PAGE上の複合体のバンドの強度が比較的弱かったことは、上記のよう
な理由で流動性が低下したことによるものかもしれない。	

	

Soybean 脂質の薄層クロマトグラフィーでの展開によって、soybean 脂質の中に MPIase

様の分子が含まれる可能性が示唆された。MPIase は大腸菌の内膜に存在する糖脂質で、
大腸菌の脂質を用いた SecYEGプロテオリポソームの系において、SecYEGの膜透過活性を
およそ 10倍上昇させる因子である 62。Soybean中の MPIase様分子は、アニスアルデヒド
で染色した場合の色が MPIase と異なることから、分子構造の詳細は MPIase と異なるこ
とが予想されるが、特定の脂質が Sec トランスロコンを活性化する機構が種を越えて保
存されている可能性が期待された。植物である soybeanには、ERと葉緑体にそれぞれ Sec

トランスロコンが存在するが、どちらの膜に由来する分子かを同定することも興味深い
課題である。	

しかしながら、PURE	systemで SecYEGを合成する条件では、MPIase様分子による活
性化の効果を検出することが難しかった。実際に、soybean 脂質の場合と、合成脂質の
DOPC	 40%/DOPE	 30%/DOPG	 30%を用いた場合とでは、先行研究で見られているような
MPIase依存的な膜透過活性の差は見られなかった。先行研究では、SecGが膜上で反転す
ることや SecYEGの 2量体構造が side-by-side型なることに MPIaseが必要であると報告さ
れている 62。しかし、PURE	systemで合成した条件では、SecGが複合体に組み込まれる効
率が低いことや、合成した SecYEG のほとんどが単量体であると考えられることから、
MPIaseによる膜透過活性の促進効果を検出することが難しかったものと考えられる。	

	

 
4.6 無細胞翻訳系における SecYEGトランスロコンの利用	

	

無細胞タンパク質合成系は、細胞毒性のあるタンパク質でも発現が可能であることや、
合成する膜タンパク質を直接脂質膜に再構成できる簡便性などから、膜タンパク質を調
製する方法として研究が広がっている。しかし、これまでの手法で用いられている自発
的膜挿入では、合成できる膜タンパク質に限りがあった。本研究では、細胞の膜タンパ
ク質合成装置である SecYEGトランスロコンを無細胞翻訳系内に再構成することによって、
これまでの無細胞翻訳系では難しかった、親水的なドメインの膜透過反応を伴う膜挿入
が可能になることが示された。これにより、無細胞翻訳系の膜タンパク質合成への応用
範囲が大きく広がることが期待される。特に、細胞の外部から内部にシグナルを伝達す
る、受容体型チロシンキナーゼ、細胞外ドメインを持つタイプの GPCR、インテグリンな
どのタンパク質は、シグナルカスケードの起点になり創薬ターゲットとしても重要であ
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るが、Secトランスロコンを利用した無細胞翻訳系によって適切なトポロジーで合成でき
るようになれば、今後研究が大きく進展することが期待される。	

上記のように、SecYEGトランスロコンを用いた無細胞翻訳系を真核生物の膜タンパ
ク質の合成に利用するうえで、原核生物の SecYEGのシステムを、真核生物の膜タンパク
質の膜挿入に適用できるかという点は、検討すべき課題である。真核生物の膜タンパク
質も、小胞体に存在する Sec61 トランスロコンによって翻訳に共役した形で膜挿入され
ることは原核生物のシステムと共通している。さらに、Sec61 の基本的な構造は SecYEG

の構造と同じであると考えられることから、SecYEG のシステムで真核生物の膜タンパク
質の合成を制御することは十分に可能であると考えられる。一方で、Sec61のシステムと
SecYEGのシステムで異なる点も幾つか存在する。例えば、SecYEGのシステムにおいて膜
透過反応は細胞質（膜の手前側）に存在する SecA によって駆動されるが、Sec61 のシス
テムにおいては、小胞体内（膜の反対側）に存在する Hsp70 ファミリーに属する Bip タ
ンパク質によって駆動される。また、哺乳類 ERの膜挿入系を再構成した研究では、Sec61
チャネルに加えて、TRAM	(translocating	chain-associated	membrane	protein)	がいくつかの
膜タンパク質の膜挿入に必要であることが報告されている 78。そのため、SecYEG トラン
スロコンを大腸菌以外の膜タンパク質の合成に応用する場合は、それぞれの膜タンパク
質に合わせて必要な因子を追加した合成系を確立していく必要があるかもしれない。	

	

	

4.7 原始細胞における Secトランスロコン獲得の仮説	

 

バクテリアのゲノム比較などを中心としたミニマルゲノムの研究から、膜タンパク質の
合成に必須な Secトランスロコンや LepBのシステムは、原始の細胞も同じシステムを持
っていたと考えられている 79,	 80。しかし、現代の細胞では、SecYEG や LepB 自体も膜上
の Sec トランスロコンにより膜に組み込まれるため、「原始細胞の最初の Sec トランス
ロコンはどのように獲得されたのか？」という点が膜タンパク質の起源における謎であ
った。本研究の成果は、膜タンパク質がない脂質膜上で SecYEGや LepBのシステムが獲
得されうるという可能性を実験的に明らかにしたものであり、原始の細胞も、なんらか
のきっかけで Secトランスロコンや LepBの遺伝子を獲得した細胞が、脂質膜上でタンパ
ク質の自発的な構造形成を経て最初の膜タンパク質合成系を構築した可能性を示唆して
いる。	

SecYEGトランスロコンの 3つのサブユニットである、SecY、SecE、SecGのうち、ミ
ニマルゲノムに数えられているのは、SecYだけである。配列比較から推測した先祖型の
SecYの配列を無細胞系で合成し、単独でタンパク質膜透過チャネルとして機能するか解
析することは、「あり得た」原始膜タンパク質合成系の起源を探る上で興味深い知見を
与えるのではないだろうか。	
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本研究を支えてくださった先生方に、この場を借りて厚く御礼申し上げます。 
岩手大学教授の西山先生には貴重な実験材料である、Ffh発現株、FtsY発現プラスミ

ド、pOmpF-Lppプラスミド、精製 MPIase、SecY、SecE、SecGに対する抗体を提供してい
ただきました。また、SecB-pOmpAの精製方法や、脂質の分画、脂質の TLCでの展開方法
など数々の実験方法をご教授いただきました。それだけでなく、soybean脂質の分析を快
く引き受けていただきました。研究結果や進捗に対する数々の貴重なアドバイスとご指
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た、野地先生、田端先生とも幾度となく観察系のデザインなどについてご相談にのって
いただきました。	
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ジーンフロンティアからご提供いただいた PUREfrex®なくしては、この研究は成り立たず、
研究の基盤となる研究材料を常に高い品質でご提供いただいたことに感謝いたします。
また、金森さんとは折に触れて研究の方向性について議論させていただき、また無細胞
翻訳系のテクノロジーについても多くのことを教えていただきました。	

	

副査をしてくださった、泊幸秀先生、深井周也先生、本田真也先生、山本一夫先生にも、
この場をお借りして感謝申し上げます。客観的かつ俯瞰的な立場から研究についてのア
ドバイスをいただき、自分の研究を見つめ直す機会と長期的な視野で研究を考える機会
を数多くいただきました。	

	

上田研究室の方々にも、この場を借りて感謝申し上げます。	

私が修士１年のときの学部 4 年だった加藤くんは、同じ Sec トランスロコンを扱う
研究テーマだったこともあり、頻繁に研究の議論をしました。本研究において、
Enterokinaseによる SecYEG の配向評価の方法や、SecYの変異体に関する先行研究は加藤
くんに教えてもらったものです。	

研究室の先輩にあたる小谷博士には、彼が博士課程の学生のときから公私ともに非
常にお世話になり、実験装置の使い方、トラブルシューティングはほとんど小谷先輩か
ら教えていただきました。また、SecAの ATPase測定や、Blue	 Native	 PAGEのウエスタン
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ブロッティングなどについて、実験条件を大幅に改善する貴重なアドバイスの数々をい
ただきました。	

１年後輩の増渕くんはと、日夜研究についての議論させてもらいました。僕が苦手
としている定量的、物理的な視点から、いつもするどい指摘を投げかけてくれました。	

テクニシャンの村上さんには、PURE	 system の反応に用いる因子の精製や、PURE	

systemの反応系の調製について多大なサポートをしていただきました。	また、実験を速
く正確に再現性よく行うための数々のテクニックを教えていただきました。	

助教の多田隈先生からは、一分子イメージングの実験について、数多くのご助言を
していただきました。さらに、意識の低かった私に、プロの研究者になるうえで必要に
なるマインドを鍛えていただきました。	

准教授の冨田先生からは、Blue	Native	PAGEの条件を改善するためのアドバイスをは
じめ、研究を成熟させるための数々の貴重なご助言をいただきました。また、生化学の
実験方法などについて、私の質問がどんなに簡単なものでも、いつも丁寧に答えてくだ
さいました。	

車博士には、研究開始当初から実験の指導をしていただきました。リポソームの作
製法や SecYEGの精製をはじめとしたほとんどすべての実験手法や、研究に対する向き合
い方は車さんから教えていただきました。また、研究を進めるうえでの基礎となる、実
験データを客観的に評価し論理的に考察することも車さんにトレーニングしていただき
ました。	

指導教官である上田先生には、直接具体的にご指導いただいたことは多くありませ
んが、そこには、真の意味で「課題を見つける能力」「解決策を立案する能力」「解決
策を実行する能力」「結果を検証する能力」を個々の大学院生に培ってもらいたいとい
う先生の考えがあることを、恥ずかしながら研究をスタートさせて数年が経った後に知
りました。そのような研究環境で、日々の実験に限らず本当に様々なことに挑戦させて
いただき、多くの成長の機会を与えていただきました。また、上田研究室の研究設備に
おいても、研究室の枠を超えた共同研究の機会においても、研究を進めるうえで不自由
を感じたことは何一つありません。このようなすばらしい研究環境を整えてくださった
ことに心より感謝申し上げます。	 	

	

冨満歩美さんにも陰ながら本当に支えてもらいました。彼女は、私の博士課程在学中に
名字が松林へと変わりましたが、「足の裏の米粒	 (取らないと気持ち悪いが、取っても
食えない)」と揶揄される博士号を取ろうとする私と人生を共にするという大きなリスク
を選択しただけでなく、博士課程在学中に 2度長期入院した自分を、健康面においても
精神面においても本当に献身的に支えてくれました。本研究の達成における彼女の貢献
は計り知れません。	

また、27歳になってもまだ学生をしている私の進路選択を受け入れ、自分が好きな
道に進むことを後押しして、常に陰ながら励ましてくれた両親にも感謝します。	
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また、修士課程在学中は日本学生支援機構から、博士課程在学中は日本学術振興会から、
それぞれ融資と投資をしていただきました。いくら両親からの同意が得られ、好きな道
に進んだとはいえ、これらの経済的支援なくして研究生活を営むことはできませんでし
た。	

	

これだけ多くのみなさんに支えてもらい、博士課程の研究を行えたことを忘れることな
く、今後も 100年後の世界に貢献する分子生物学の研究者を目指して精進したいと思い
ます。	
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