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<略語>

木論文では以下の略語を伺いた。

AOP， adenosine 5' -diphosphale 

AMP， adenosine 5' -monophosphate 

ATP， adenos ine 5・-triphosphate

ATPase， adenosine 5' -triphosphatase 

ATP-TS， adenosine 5' -(T-thio)triphosphate 

BSA， bovine serum albumin 

CD， circular dichroism 

CL， cardiol ipin 

CTP， cytidine 5'ーtri phos pha te 

ONA， deoxyribonucleic acid 

ONase， deoxyribonuclease 

DTT， dithiolhreilol 

EOAC， l-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide 

EOTA， elhylenediaminetetraacetic acid 

FAO， flavin adenine nucleolide 

GTP， guanosine 5' -triphosphale 

IPTG， isopropyl-l-thio-s-D-lhiogalactoside 

Lpp， lipoprolein 

NAOP， nicolineamide adenine dinucleotide phosphale 

NTCs， 2-nitro-5-thiocianate benzoic acid 

00， optical dens i ty 

PC， phosphatidylcholine 

PE， phosphatidylelhanolamine 

PG， phosphatidylglycerol 

PMSF， pheny I me lhanesu 1 [ony Hulor ide 

RNA， ribonucleic acid 

RNase， ribonuclease 

SOS， sodium dodecyl sul[ale 

tRNA， transfer RNA 

UTP， uridine 5守 -lriphosphale

V8， protease V8 of StaphyJococcus aureus 



月と f;.E

細胞は生命の基本単位である。制IJ胞の内外には種々様々な物質が存在し、それぞれ

生命活!f!}Jにかかわっている。タンパク貿は、それらの物質の中の主役として機能して

おり、細胞内外の綴々な場所に存在している。分子生物学のセントラルドグマで説明

されているように、タンパク貿は、 DNAの巡伝情報に基づいて合成される。しかしな

がら、ここで合成されるのは、ポリペプチド鎖にすぎず、このままでは、機能を遂行

することはできない。ポリペプチド鎖は、決められた場所で、しかも決められた立体

m造をとって、はじめて機能を遂行し得る。

細胞は、生体膜によって外界と区日1)されている。さらに、兵絞細胞では、細胞内に

存在する小器官は、ほとんどすパて、生体朕によって仕切られている。一方、タンパ

ク質(ポリペプチド鎖)のほとんどのものは、細胞質で合成される。したがって、細

胞外あるいは細胞内の小1*'g'で機能するタンパク質のほと んどのものは、合成された

後、決められた場所八と移行しなければならない。そして、移行の過程で、生体肢の

透過というステップが必要不可欠となる。

このように、担ンパク質の脱透過は、合成されたタンパク質が、機能を発現するま

での、一つの重要なステップなのである。つまり、タンパク貿の朕透過は、分子生物

学のセントラルドグマの延長線上にあり、細胞生物学上、重要な現象の一つである。

一方、生体肢は一般に、リン脂質二:ill府とタンパク質とから榊成されており、親水



位低分下や高分子物質の透過障壁となって いる。では、このよ うな生体朕を、タンパ

ク質のような巨大分子が如何にして透過するのであろうか。

タンパク質の朕透過の研究は、まず、 J'í綴~~"J胞における分泌型タ ンパク 貿を対象に

して行なわれた。真綴釧j胞において、分泌型タンパク質は、まず小胞(本肢を透過して、

小胞体内腔に政出される。その後、ゴルジ{本 ・分泌頼粧な どを経て細胞質脱まで迎ば

れ、エキ ソサイ トーシス によ って、細胞のタトへ分泌される。この初期過程である、分

泌型9ンパク質の小l抱体朕透過機怖を説明するモデルとして 、 1975年 Blobelと

Dobbersteinによりシグナル仮説が提唱され(1)、 タンパク質の朕透過の研究の基盤

が築かれた。この仮説によると、分泌型タンパク質は、 N末端に、シグナルペプチド

をもち、このペプチドに滋かれて小胞休 JI具を透過する。シグナルペプチドは 、 ß~ 透過

の過穏で切断され、腺透過したタンパク貿は、成熟型となる。この仮説が提唱されて

以来、原級細胞における分泌型担ンパク質を対象としたタンパク質の膜透過の研究も

急速に進展した。原核細胞において、分泌迎夕ンパク質は、直接細胞質朕を透過して

分泌される。この、 j京核納l胞における分泌型担ンパク質の創"胞質脱透過機構と、真核

細胞における分泌型タンパク質の小胞{木版透過機械とは、多くの共通性があることが

示唆されている。例えば、分泌型タンパク質であるラットのインシユ リンの巡伝子を

大腸菌内で発現させるとシグナルペプチドは正しく認識 ・切断され、担ンパク質は、

制"胞質肢の外八と分泌される (2)。 さらに、大腸菌日 ラクタマーゼは、イヌのミク

ロソ ームの小胞体朕を透過することができる (3)。

担ンパク質の朕透過・分泌の機構を研究するには、原核細胞、特に大脇jfiを対象と



した研究が有利であると思われる。大腸菌は、 i宣伝学的にも、生化学的にも、取り扱

いが容易であるからである。

大腸閣の表層には、細胞質朕及びタ卜脱の二府の生体脱があり、それらの聞には、ペ

プチドグリカン層とペリプラズム空間が存在する。タト艇やペリプラズム空間には、そ

れぞれ特異的なうZンパク質が多数存在している。乙れらのタンパク質は、細胞質で合

成されるので、局在化の過程で、細胞質朕を透過する。ここでは、細胞質肢を透過し

て、創IIJ胞の外sl'1八移行することを、朕透過あるいは分泌と l呼ぶ。したがって、ペリプ

ラズムや、タ卜膜に存在する:$zンパク質を、日比透過型タンパク質あるいは分i泌型担ンパ

ク'i'lとl呼ぶことにする。

大11品以iにおけるタンパク質の脱透過の研究は、 Jn v 1 VOの笑験系を中心として、主

として二つの側面から進められてきた。 一つは、分泌型担ンパク質の榊造の研究、も

う一つは、分泌型タンパク貿の朕透過に関与するタンパク質因子の研究である。

まず、分泌型担ンパク質の構造について述パる。分泌型タンパク質は、タト膜を透過

する一部の担ンパク質を除いて、 N末端に 20-30アミノ散残益から成るシグナルペプ

チドをもった前駆休とし て合成される。シグナルペプチドは、細胞質!以内に存在する

シグナルペプチダ ゼ(4，5)によって切断され、 分泌型:$zンパク質は成熟体となる。

シグナルペプチドには、いわゆる共通配列はな いが、以下の特徴がある。①、 N末端

近くに嶺基性アミノ酸残込ーが存在する.②、中央部領域に疎水性アミノ敗残基のクラ

スタ ーが存在する。③、 C末端は、側鎖の小さいアミノ酸残基ーからなっており、シグ

ナルペプチダ ゼの切断部i立となっている。 Inouyeと Halegouaは、分泌型タンパ
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ク質の朕透過におけるシグナルペプチドの役割lりとして「ループモデル」を提唱した

(6)。 このモデルは、シグナルペプチドの附池上の共通点を考えあわせ、シグナルペ

プチドの腺への貫入様式をモデル化したという点で、現在広く受け入れられている。

このモデルによると、分泌型タンパク 'i'li泊l鉱休は、シグナルペプチドのN末端側を細

胞質 ~!Il に向け、つづく疎水性アミノ敵校法のクラスターに導かれて朕内に入って行く。

そして、シグナルペプチダーゼによってシグナルペプチドが切断され、分泌型タンパ

ク貿の1必然体部分は分泌される。

分泌、;型タンパク質の朕透過には、シグナルペプチドは必須である。シグナルペプチ

ドの特徴を失わせるような変異を起こした分泌型タンパク質は、 1失透過が阻害される

(7)。 しかし、このような変採が、成熟休部分の変異によって相補される例がある

(8)。さらに、シグナルペプチドを付加しても、分泌できない担ンパク質もある (9)。

すなわち、分泌型タンパク質が、細胞質肢を透過するには、シグナルペプチドをもつ

ことと問時に、成熟{本部分を含めた榊造も重要であると考えられている。

次に、脱透過に関与するタンパク l"l因子について述べる。政透過に関与するタンパ

ク貿因子は、変異株の取得により同定された。このような変災株は、比較的自い培養

!{;!t}主あるいは、比較的低い培幾iliAl交で分泌型タンパク質前島巨体が創11/胞内に苦1Hi'tする結

栄致死的になる、いわゆる、南海度感受性変異株あるいは、低温度感受性変異株とし

てiii雛することができる。このような方法を用いて、分泌型タンパク 'i'lの脱透過に関

する変異株が複数単離され、巡伝子も同定された。それらの遺伝子のうち、重要視さ

れているものは、 secA(lO)，sec8(lO)， secY(l1)， secE(12)， secD/ secF(13， 14)泣伝



子である.

secA巡伝子に由来する SecA担ンパク 貿(SecA)(分子量およそ102kDa)は、可溶性

タンパク質であるが、細胞質肢と相l互f'lomする(15)，Sec日夕ンパク質(Secs)(分子五l

およそ12kDa)も可溶性タンパク質(16)である。 SecYタンパク貿(SecY)(分子盆およ

そ 49kDa) 、 SecE 担ンパク r~(SecE) (分子盆およそ14kDa)、SecDタンパク質(SecD)(分

子五Iおよそ68kDa)、SecF担ンパク質(SecF)(分子量およそ36kDa)は、細胞質朕タン

パク質である。 SecYは、アミノ敗西日3iIJのハイドロパシーの解析の結泉により、 細胞

質脱を10回J't通していることが般定されている(17)。問機の解析により、 SecEは、

細胞質肢を 3回貫通していることが抑定されている(18)， SecD及び SecFは、細胞

質肢と相互作用しているものの、大部分の領域がペリプラズム笠!日]に派出しているこ

とが推定されている(14)。

以上に示したものの他にも、 Jn VJ VO の笑験系からは、タンパク質の朕透過に関す

る情報が、多数得られている。しかし、分泌型担ンパク質の牒透過の分子機構を解明

するためには、 invivoの笑験系に加えて、 ln vltroの笑験系を用いた解析が必要

である。

~lf者が所属する研究室では、詳細!な生化学的解析に耐え得る ln vJtroの朕透過実

験系を確立した(19，20)。そして、まず、分泌型タンパク質の膜透過には、 ATPと、

プロトン駆動力(朕屯{立と凶l勾配)が必要であることを i切らかにした(19).m者が所

属する研究室では、さらに、 SecA、SecY、SecE、を大誌に得ることに成功してお

り(21，22)、これらの担ンパク 'l'lの機能解析も可能となってきている。 SecAに関して

-5-



は、常者の研究と並行して、次に示す研究成果が得られている。①、 SecAは、分泌

型担ンパク貿の膜透過に直接関与する (21)。②、分泌型タンパク質の朕透過に必要な

プロトン駆!fl})力と SecAの機能とは、密J妾に関係している (23)。③、 SecAは、分泌

型タンパク貿と直接相互作用する (24)。④、 SecAは、分泌型担ンパク伎の脱透過に

必裂なATPと相互作用する (25). さらに、 米国の Wicknerの研究グループでは、

SecAが、 ATPase活性をもつこと (26)、 SecAと SecBとが相互作mすること (27)を

見い出した。これらのことから、 SecAは、大JI詰菌における-9ンパク貿の朕透過にお

いて巾心的な役割lりを来たしているとヨ号えられる。したがって、 SecAの性質をより

詳細!に解析することは、大阪1泊における担ンパク質の朕透過機榊の解明に結びつくと

考えられる。

木研究は、 SecAの性質を、主として榊造変化に焦点を当てて解析したものである。

第一意では、タンパク貿の朕透過に関与する諸因子(ATP、分J必型-9ンパク貿前駆体、

細胞質脱、リン脂質)との柑互 I/~ITIによる、 SecAの構造及び機能の変化について述

べる。第二主主では、グアニジン羽目立水液液中で変性した SecAの、榊造及び機能の蒋

生について述パる。
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第一節プロテアーゼに対する感受性の変化を指様とした、 SecAのm造変化の解析

l-Hl序

生体内で、タンパク質は、基質やリガンドなどの諸因子と相互作用して機能してい

る.務区l子と相互作用したときに附造変化することが、プロテア ーゼに対する感受性

を指標にして l明らかにされている担ンパク質もある。例えば、ウサギの Caz+-ATPase

(28)や、大腸菌の RepA(29)がそうである。 Caz+-ATPaseは、 日百小!泡休に存在し、

カルシウム、マグネシウム、カリウムの共存下で活性化されて、 ATPを加l水分解し、

そのエネルギ を利用して、カルシウムの能動輸送を行なう。 s.aureueV8プロテア

ーゼに対する感受性を指標にして解析した結果、 CaZ仁川Paseは、カルシウムの存在

下で、構造変化することが明らかとなった(30). RepAは、大腸菌に感染した一本鎖

DNAファ ージの複製に関与しており、 一本鎖 DNAの存在下で、 ATl'ase活性及び二木

- 7ー



S員DNAを巻き戻す活性を示す。 RepAはATPと相互作用したときに、情造変化するこ

と、さらに、 RepAは、一本鎖 DNAと相互作用したときにも併造変化し、その変化は、

ATPと相互作用したときの変化とはwなることが、 卜リプシンに対する感受性の変化

を指僚にして明らかにされた (31). 

序章でも述べたように、 SecAは、タンパク質の膜透過に直接関与し、 ATP、分泌

型タンパク質iiii駆体、細胞質膜と相互作用する (32)。 筆者は、これらの諸因子と相

互作JTJしたときに、 SecAが附造変化することを、 SecAの、 S. aureus V8プロテア

ーゼに対する感受性を指傑にして lリ]らかにすることができた。本節では、その結果に

ついて述べる。

-8ー



1-H2材料・方法

越~

S. aureus V8プロテア ゼ(V8)は、 ICNより購入した。 ATP，ADP， AMP， GTP， CTP， UTP， 

ATP-1Sは、 Boehringer Mannheimより購入した。カルジオリピン (CL)(大腸菌由

来)、ホスファチジルグリセロ ール(PG)(卵貨由来)、 ホスファチジルコリン(PC) 

(大豆由来)は Sigmaより 11，1'1入した.ホスファチジルエタノ ールア ミン (PE)(大JJ昂

I岩山来)は Avanれより購入した。

註旦ムA1i'l製

f::k田らの方法(24)で以下のように行な った。 SecAは、 SecA過剰l生産株(RRl/pMAN4

00)(21)から精製した。 pMAN400は、 secA逃伝子を迎ぶ多コピー型プラスミドであ

る。このプラスミド上では、 secA i立伝子は、いわゆる共通配列をもっ SD配列、高

発現プロモ 担ーである tacプロモータ (trpプロモーターと Jacプロモ タ

の融合プロモー担 ) (33)及び Jacオペレータ の支配下にあるので、このプラスミ

ドを保持する菌株 (RRl/pMAN400株)は、 IPTGによって、 SecAを大量に合成するこ

とカtできる。

RR1/pMAN400株を、 61の LB府地で崎恭した。 OD660=0.8で、 210Mになるように

1 PTGを添加し、 SecAを誘導合成させた。 IPTGを添加して2.5I時間後に集菌し、菌

体を 40101の 50mMトリス ー酢酸(pIl7.5)/10%ショ加で洗I争した。 liH本を再び 40，"1の



50mM卜リス 酢酸(pH7.5)/10%ショ絡に懸濁した後、フレンチプレッシャ ーセル(#4

3398A)(Amicon)を用い、 10，000psiで破砕した。 8，000xg、10分間のlhl心で破砕され

なかった菌体を除去した後、 150，000xg、2.51時間遠心し、上消i薗分 (S-150因分)を硫

安息析により分画した。 SecAに宮んだ画分 (40%上清一50%沈澱回分)を6mlの 50mMリ

ン敵カリウム (pH7.5) に懸濁した後、同緩衝液で透析した。この探品を、同緩衝液で

平衡化したハイドロキシルアパタイトカラムにかけ、 印刷リン駿カリウム (pH7.5)で

洗1'1'した後、同緩衝液 50mM-250mMの直線グラジエントにより溶出させた。 SecAに

富んだ画分を集め、セントリコンlO(Amicon)によ り濃縮し、 50mMリン酸カリウム (pH

7.5)で透析した。精製標品は、 -80"Cに保存した。

盟主邑旦ム2盤製

SecAのC末端側の 70アミノ酸が欠失した、 SecAの変異体である N95-SecAは、 N

95-SecA過剰生産株(RR1/pMAN789)(25)から精製した。精製は、上述の、 SecAの精製

方法と同織に行なった。

DroOmoAの精製

Crookeらの方法(34)に基づき、以下のようにして、 proOmpA過剰生産株(JM103Lp 

p-/pTacOmpA)から精製した。 JM103Lpp一/pTacOmpA株を、1.5 1の LB培地で 37"Cで

J直接した。 OD660=0.9で、 2mMになるように IPTGを添加し proOmpAを誘導合成させ

た. IPTGを添加lして 2.51時間後(OD660=1.8)に集菌した。菌休を 20mlの印刷トリ



スー寝殿(pIl8.0)/10%ショ踏に懸濁し、 -80'Cで凍結させた.30'Cで融解後、 1mg/ 

mlになるようにリゾチ ムを添加lし、 25'Cで 5分間保掘した。域化マグネシウム、 DN

asel をそれぞれ 5mM 、 4~g/ml になるように添加l し、さらに 5分/UI 保 ìlrrl した。 リン酸

ナトリウムによって pll=6.0に調製した 50mMクエン酸溶液に、 N-ラウロイルザルコ

シン椴ナトリウムを1.5% (W /V)になるように溶かした溶液を 70ml添加してホモゲナ

イズし、 25'Cで 30分間i保温した。 27，000xg，30分間迷心し、沈澱を20mlの 50mM トリ

ス 宿敵(pI18.0)/10%ショ:Mに懸濁した後、 上記のNラウロイルザルコシン酸ナト

リウム溶液を 70ml添加し、 25'Cで 30分間]保泊した。 27，000xg，30分間遠心し、沈澱

を 2.5m Iの 50mM トリス 一樹敵(pI18.0)/2mMDTT/制尿紫に溶かした。 27，000xg，

10分fHI:ihl心し、上清をproOrnp̂ 限品として用いた。際品は 80'Cで保存した。

担旦企__Q2jf日曜

MII1l60recA株(recA，ompRl0l)(35)を、 11の LB指地で、 37'Cで培養し、 ODG60=1.0 

で集菌した。菌休を、 60rnlの 50mM トリス ー酢酸(pI17.5)/10%ショ糖で洗沖した後、

同熔液 60ml に懸測し、フレンチプレッシャーセル(1'-3398̂)(̂micon)を用いて、 10，

OOOpsiで破砕した。 8，000xg，10分!日lの遠心で破砕されなかった磁j体を除去した後、 5

0，000xg，2時間i迷心し、 rA:澱 (s英)回分を10mlの 10冊目リン酸ナトリウム(pI17.2)に

懸濁した。 10mlの1.5%(W/V)N-ラウロイルザルコシン酸ナトリウム/10mMリン酸

ナトリウム(pH7.2)を添加し、 25'Cで 30分IlJJ保温した後、 50，000xg，211守IUJ遠心した。

沈澱(外脱)回分を 5mlの 60mM トリス 一服酸(pI16.8)/2%SDS/10%グリセリン/5%
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2-メルカプトエタノール/0.01%ブロモフエノ ールブル に溶かした. SDSーポリア

クリルアミド (10%アクリルア ミド、 0.27%N-N' メチレンピスアクリルアミド)ゲル

電気泳動を行い、クマシーブリリアントブル (R250)により染色した。 OmpAに相当

するバンドをゲルから切り出し 、電気泳ifriJにより OmpAを回収した。 lmMリン椴ナト

リウム(pI17.2)/l%SDS溶液で透析した後、 90%になるようにアセトンを添加lし、 10，

000xg，15分間遠心した。沈i般を 1mlの 50冊目トリス 一塩酸(pIl8.0)/2mMDTT/8M尿

*に熔かし、 OmpA僚品として用いた。際品は-80"Cで保存した。

広握腿止血企遡製

山田らの方法(36)で以下のように行なった。 K003株0'-，dJpp， duncB-C-Tnl0)を次に

示す階地 11中で 37"Cで OD660=0.17まで培養し、集菌した。

・培地(l l当たり)

リン酸二水素カリウム 14.45g， リン酸水素ニカリウム 2.8g，

グルコース 5g， 俳母エキス 5g， トリプトン 5g，

以下の操作はすパて 4"Cで行なった。じ自体を蒸留水で洗浄した後、 35.5mlの蒸留水に

懸測した。 20mlの 2M トリス ー酌酸(pI17.8)， 18mlの 2目ショ粉，3.4mlの 1%EDTA(pH 

7.0)， 3.4mlの 5mg/mlリゾチームをl闘にゆっくりと添加し、スフエロプラスト化した。

30分nfl放置した後、 50~g/ml になるように DNasel を添加し、フレンチプレシャ セ

ル(ff4-3398A)(Amicon)を川い、 4，OOOpsiで歯体を破砕した。テフロン製ホモゲナイ

ザーでホモゲナイズし、破砕されなかった凶休を8，OOOxg，10分間の述心で除去した後、
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150，OOOxg， 2時間の遠心により脱函分(沈澱函分)を回収した.膜回分は、 6rnlの印刷

トリス ー酢倣(pH7.8)/250rnMショ桁/1rnMEDTA(pH7.0)/1rnM DTTに懸湖し、 30-40%(

W/W)ショ糖密度勾配遠心(60，OOOxg1511寺l問)にかけることにより、細胞質脱画分とタ卜

朕回分とに分回した。細胞質1菜園分を回収し、 50rnM リン敵カリウム(pH7.5)/250mM 

ショ結/10%グリセリン/1mMDTTで約10倍に希釈し 、50、000xg，2時IHJi.!i!心した。

沈澱回分を 500p1の 50冊目リン倣カリウム(pH7.5)/250rnMショ結/10%グリセリン

/1mM DTTに懸濁し、細胞質映画分として使用した。標品は -80'Cで保存した。

瓦長路斗こjy，'J.の 4目尿ヨミ処理

担ンパク質浪j交が 2mg/mlの反転I1史小j泡 1mlに対し、1m1の 811尿紫/50mM リン酸

カリウム(p1l7.5) /250mMショ鮎/10%グリセリンを添加し(終濃度 4M尿素)、氷中

に 11時IlJJ政直した。 150、OOOxg、30分間J:ihl心して反転膜小胞を回収し、 100plの50m リ

ン酸カリウム(pH7.5) /250mMショ粉/1mMDTTに懸濁した。

本J脳益金企斗之J鼠笠企M'i製

V i i tanen らの方法(37)で以下のように行なった。 MC4.100株を 601の Ls培地で、

37'Cで指養した。 OD660=1.8で集wした。 菌{本を 31の溶煤(ヘキサン ・イソプロ

パノ ル=3:2(V/V))に懸濁し、室組で1.51時間l撹持してj脂質を抽出した。 10，OOOxg，

5分間遠心し、上yl'lを 37'Cで蒸発乾l国させた。試料中の水分を除去するために、試

料を 20m1のベンゼンに溶かし、再び蒸発乾回さ せた。試料を、 10mlの溶媒(クロロホ



ルム ・メタノ ール=9:1(V/V))に溶かした後、 400mlのアセト ン/2mM2-メルカプト

エ担ノ ール中に移した。 ?lI来ガスを年手探に充満させ、室温で、 一晩舵打、して'1'性l脂質

を溶かした。 5，OOOxg，15分IUJill心し沈搬を乾燥させた後、 400mJのジエチルエーテル

/2mM 2-メルカプトエ担ノ ールに溶かした。 5，OOOxg，10分間lill心し、上j青を蒸発事包囲

させた。試料をデシケー担一中で乾鍬させた後、乾燥重訟を測定し、 100mg/mlにな

るように 2mM2ーメルカプトエ担ノ ールを加え、超音波洗浄器(Branson)中で絹音波処

理!を行なうことにより溶かした。

リボソ ームの翻製

大腸I閣の全リンj脂質、及び購入した、 CL、問、 PCの場合は、 10mgのリンl脂質に対し

1mlの 2mM2-メルカプトエ担ノ ールを加え、超音波洗浄器中で超音波処理!を行なうこ

とにより剥製した。 PEの場合は、 SLolleryと Vai1の方法(38)で行なった。すなわち、

10mgのリン脂質に対し1mlの 10mMホウ椴ナトリウム/1mMEDTM凶19.2) を添加し、

超音波洗浄器(Branson)中で超音波処理を行ない、 10mM トリス ー胤駿(pI17.5)/2mM

Lメルカプトエトノールで 31時間透析した後、 78，OOOxg，l時1M]ihl心し、上消をリポソ

ームとして用いた。

VBによるおcAの免盤

JO~g の SecA 、 50m目リン酸カリウム (p Il 7 . 5) 、 O.4M 尿索、 及び担ンパク質の膜透

過に関与する諸因子(ATP、proOmpA、反転1I史小l泡あるいは、リン脂質リボソ ーム)を合



む 25~1 の溶液を、 37'Cで 20分間l 保温した後、 V8を添加lして SecAを分航'した。 V8

を添加l してから O分後、 5分後、 15分後、 30分後に 5~1 づっサンプリングし、氷上で、

5 ~ 1の 10rnMPMSF / 125mM 卜リス 綴般(pI16.8)/4% SOS/20%グリセリン/10%2メ

ルカプトエ担ノ ール/0.02%ブロモフェノールブル を添加lして反応を止めた。試料

を 5分間煮沸した後、 SOSーポリアクリルアミド(10%アクリルアミド、 0.27% N-N.-

メチレンビスアクリルアミド)ゲル沼気i，kifVJを行なった。クマシーブリリアントブル

ー(R250)によってゲルを染色し、バンドを検出した。尚、図lに笑験方法を様式的に

示した。

NTCBによる SecA及び 95kOaフラグメントの切断

Jacobson らの方法 (39) に基づいて、以下のように行なった。 10~g の SecA 及び 95

kOaフラグメントを 10~l の 6Mグアニジン宿敵/200m円トリス ー取酸 (p Il 8 . 0)/ 10mMOT 

T に裕かし、 37'Cで 21時間Ii呆 rffi~ した。 l~l の 100mM NTCBを添加lし、 25'Cで 20分間保

温した。 150~l の水と lml のアセトンを添加して遠心し 、 i"..t泌を 10~l の 6M グアニジ

ン忠商量 /lOOmM ホウ酸 (pI19 . 0) に溶かし、 37'Cで 121時間l 保温した。 150~ l の 7K と lml

のアセトンを添加して迷心し、沈澱を 50~l の 62rnM トリス 指徴(pH6.8)/2% SOS 

/10%グリセリン/5%2-メルカプトエタノ ール/0.01%ブロモフエノ ールブルー に

溶かした後、 SOSーポリアクリルアミド (10%アクリルアミド、 0.27%N-N.ーメチレンビ

スアクリルアミド)ゲル電気泳lJVJを行なった。 クマシ ブリリアントブルー(R250)に

よってゲルを染色し、バンドを検山した。

Fhυ 



担ンバヴ喧の定_A

Lowryらの方法(40)で行なった。際司L山科tは、 BSAにより作成した。

SDS-ポリアクリルアミドゲルw:気泳型l

Laemm 1 iの方法(41)で行なった。

広屋腿4斗IRからのリンl脂質の抽出

タンパク質 800~g の反転脱小胞に、 5mlの溶媒(エタノ ール・エ テル=3:1(V/V))

を添加lし、 80"Cで 10分!日l保温し、リン脂質をれI1出した。 8，000xg，10分IUI遠心し、上

消を蒸発乾固させた。

斗之j恒丘221i:Ji!:

リン脂質の定誌は、リンj脂質を加水分解した後、 Bartlettの方法(42)により燥機リ

ンを定量することによって行なった。すなわち 、リ ン脂質i溶液から溶媒を除去した後、

O. 5m 1の 70%過庖素酸に溶解し、 240"Cで 15分間保温することにより加水分解反応を

行なった。試料を 200~lサンプリングし、 2 . 1ml の水 、 100~lのアミド ル試薬(2%2， 

4-ジアミノフエノ ル/40%~E 硫酸水紫ナトリウム)、 100~1 のはモリブデン酸アン

モニウムを添加し、沸騰水浴中で 7分IHI保温した後、 820nmの吸光j交を測定し、無機

リンを定此した。リン酸二7)(紫カリウムにより標準曲線を作成した。
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l-H3結果

1) SecAの精製

新製の各ステップの標!日を図2に示した。最終精製標品の純度は、 K0 85%であっ

た.この探品を以下の実験に斤jいた。

2) SecAの構造変化に及ぼすヌクレオチドの影響

SecAは、 N末端側で ATPと相互作mし(25)、分泌型タンパク質の朕透過に共役し

た ATPase活性をもっ (26)。そこで、まず、 SecAの V8に対する感受性に及ぼす

ATPの影響を調べた(図3)。

ここでは、 4pMの SecAに対して、 2mMの ATPの存在下で実験を行なった。 V8に

よる分解反応を ATPの存在下で行なうと、分子量およそ 95kDaのフラグメント(以

下 95kDaフラグメントと l呼ぶ)の帯績が認められた(図3A)。これを定量化して表し

た紡来、 SecAは、ほほ定iil:的に95kDaフラグメントに変化していることがわかった(

図3s)。すなわち、 SecAの 95kDaフラグメント領域は、 V8に対する感受性が顕著に

低下することが明らかとなった。 sSAの V8に対する感受性は、 ATPによって影響さ

れなかった(データ省略)。つまり、 ATPが V8の活性を阻害している可能性はない。

したがって、 SecAの V8に対する感受性の変化は、 SecAが ATPと相互作用し、 Se

cAの陥造が変化したことに起因することが強〈示唆された。 尚、この実験系には、

O.4Mの尿紫が含まれている。新製した proOmpAは凝集体を形成し易いので、 1見透過

-1 7ー



が可能な構造を保つためには、 proOmpAを 8Mの尿素に溶解しなくてはならない。し

たがって、精製した proOmpAを灯]いる笑験では、 実験系に尿紫が浪人してくる。後

出の、 proOmpAを用いた実験系には、 O.4Mの尿紫が含まれている(図8). proOmpA 

をmいた実験と条件を合わせるために、ここでも、 O.4Mの尿紫の存在下で実験を行

なった。 O.4Mの尿素は In vltroにおけるタンパク質の朕透過反応に影響を及ぼさ

ない(4.3)。さらに、尿素の非存在下で、 SecAの V8対する感受性を調べた結果、尿

紫の存在下の場合に比べて、 SecAの V8に対する感受性は、やや低下したが、 ATP

の影欝は、尿紫の存在下の場合と同様に認められた。特に、 V8の汲j交を上げたとき

に顕著に認められた(図3C)。これらのことから、 O.4.Mの尿紫がこの実験の本質に

影響を及ぼすことはないと判断した。

次に、他のアデニンヌクレオチドの存在下での、 SecAの V8に対する感受性を調

べた。 ATP及び ADPには、 SecAと分泌型タンパク質前駆{本との相互作用を促進する

効栄が認められるが、 AMPにはその効栄が認められない(4.4.)。そこで、 ADPあるいは

AMPの存在下におけるおcAの V8に対する感受性の変化を同織の方法で解析した(

図4.)。ヌクレオチドの減皮が 2mMの場合(図4A) と 5凶の場合(図4.B) のどちら

においても、 ADPの存在下では、 ATPの存在下の場合と同様、 95kDaフラグメン卜領

域の、 V8に対する感受性が顕著に低下したが、 AMPの存在下では、 SecAの V8に

対する感受性の変化は認められなかった.つまり、 ADPにも ATPと同様に SecAの

精進を変化させる効果が認められたが、 AMPにはそれが認められなかった。以上の結

娘、これらのアデニンヌクレオチドの、 SecAと分泌型タンパク質前駆体との相互作



用に及ぼす影響と、 SecAの隙造変化に及ぼす影響とが一致していることが明らかと

なった。

前述したが、 SecAは ATPase活性をもっ (26)。五年層クロマトグラフイ ー上で定liJ:

した結果、 2mMの ATPの存在下での実験では、およそ 50%の ATPが ADPに分解さ

れていた(データ省略)。上述したように、 ADPも SecAの榊造を変化させる。した

がって、 ATPと相互作用したときの、 SecAの構造変化には、 ATPの加水分解が必要

か否かは明らかではない。そこで、 ATPのアナログである ATP-rSの効果を調パたと

ころ、 ATPあるいは ADPと同僚の効栄が認められた(図4.)。このことから、 SecA 

は、 ATPと相互作用すること、 SecAの併造変化には、 ATPの加水分解は必要ないこ

とがlリJらかとなった。

前述したが、 ATPはタンパク質の朕透過に必須のエネルギー源である(19，4.5，4.6)。

CTP及び UTPは ATPに代わるエネルギ一線になり得るが、 GTPはエネルギー源にな

り f~}. ない(4.6)。そこで、これらのヌクレオチドの存在下における、 SecAの V8に対

する感受性の変化を調べた。 95kDaフラグメントの蓄積をその変化の指標とした(図

5)。尚、この実験では、ヌクレオチドの淡皮は 0.3冊目である。その結果、 SecAの

V8に対する感受性に及ぼす影響が大きいもの、すなわち、構造変化に及ぼす影響が大

きいものから順に、 ATP>CTP>UTP>GTPであり、 GTPはほとんど効果を示さなかった。

タンパク賀の脱透過反応に対して、これらのヌクレオチドが示す活性は、高い方から

阪に ATP>CTP>UTP>GTPであり、この場合も、 GTPはほとんど不活性であった (46)。こ

のことから、ヌクレオチドの存在下における SecAの構造変化は、タンパク賀の股透



過反応、と関連しており、生理学的に意味のあることであることが示唆された.

3) 95kDaフラグメントの解析

ATPの存在下で、 SecAの 95kDaフラグメント領域の、 V8に対する感受性が低下し

た(図3)。この領域を決定するために、まず、 N95-SecAの、 V8に対する感受性を

調パた。 N95-SecAは、 SecAのC末端側の70アミノ酸が欠失した、 SecAの変異体で

ある(図6A)。さらに、 N95-SecAは、分泌型-9ンパク貿の朕透過に対して、 SecA 

と同織の活性をもっている (25)。したがって、 ATPとの相互作用において、 N95-SecA

は、 SecAと同様であると考えられる。 ATPの存在下で、 N95-SecAの、 V8に対する

感受性は著しく低下した。ところが、この場合には、 SecAの場合に認められた 95kD

aフラグメントに相当するフラグメントは検出されなかった(図6B)。このことは、

ATPの存在下で、 V8に対する感受性が著しく低下した 95kDaフラグメント領域は、

SecAのN末端側であることを示唆している。

95kDaの領域が、 SecAのN末端。{I/であることをさらに健かめるために、 SecA及び

95kDaフラグメントを、 NTCBで切断した(図7) • NTCBは、システイン桟基の N末端

側のペプチド結合を切断する。 SecA(901アミノ酸残基)は、 4つのシステイン残基

をもっている (98，885，887及び 896残基)(47) (図7A)。

SecAを NTCBで切断した紡来、分子五Iがおよそ 10，000減少した位置1に、新たに

バンドが検出された(図7B)。このバンドは、分子量から判断して、 SecAの 98番目

のシステイン残基よりも N末端側が欠失したフラグメントである.885番目、 887番

- 20-



目、及び 896番目のシステインF主主主で、 SecAが切断されているか否かは、明確では

ない。仮に、これらのシステイン伐必で切断されているとしても、分子抵の変化が小

さい(1.000-2.000)ので、このゲルm気1/k!fUJの条件では、バンドの移動皮の差にB¥

いが認められないからである。

95kDaフラグメン卜を NTCsで切断した場合も、 SecAを NTCsで切断した場合と

同織に、分子1孟がおよそ 10.000減少した位置に、新たにバンドが検出された(図

78)。このバンドも分子泣から判断して、 98番目のシステイン残基よりも N末端側が

欠失したフラグメントである。したがって、この実験からも、 ATPの存在下で V8に

対する感受性が著しく低下する、 95kDaフラグメント領域は、 SecAのN末端側である

ことが強く示唆された。

4) SecAの構造変化に及ぼす、分泌型担ンパク質前駆体の影響

SecAは、分泌型タンパク 1'-l前駆体と直妓相互作用する (24)。そこで次に、 SecAの

V8に対する感受性に及ぼす、分泌型タンパク質前駆体の影響を調べた(図8)。

分泌型担ンパク質前駆休としては、 proOmpA を用いた。 4~M の SecA に対して、 20

pMの proOmpAの存在下で実験を行なった。 proOmpAは、 SecAの V8に対する感受性

に対して、 ATPと逆の効巣を示した。すなわち、 proOmpAの存在下では、 SecAのV8

に対する感受性は高まり、 95kDaフラグメン卜の蓄積は認められなかった(図8A)。

このことから、 SecAは、 proOmpAと相互作用したときにも術造変化すること、 そ

して、その変化は、 ATPと相互作汀jしたときの変化とは異なることが強く示唆された。



一方、成熟体 OmpAには、そのような効果は認められなかった(図8A)。 このことか

ら、この榊造変化には、シグナルペプチドが必須であることが強く示唆された。

次に、 proOmpAの、 SecAの V8に対する感受性に及ぼす影響を ATPの共存下で

調べた(図8B)。

ATPと proOmpAを同11寺に加えたときも、 proOmpAだけを加えたときと同校に、 Sec

Aの V8に対する感受性は高まった。すなわち、 V8に対する感受性に及ぼす ATP

の影響は認められなかった。 ATPを加えた後に、 proOmpAを}JlIえたときも、結果は

同様であった。尚、これらの笑験(図8)では、前述の実験(図3-6)に比パて V8の

淡 J且が低いので、 proOmpA 及び ATP のジ|二存在下 (None) における SecA の分 Pn~速 j良は、

前述の尖験に比べて遅くなっている。

ADP及び ATP-rSも、 proOmpAとの共存下では、 SecAの V8に対する感受性に影

響を及ぼさなかった(デ タ省略)。これらのことは、 proOmpAと SecAとが相互作

用することにより、 SecAに結合していたヌクレオチドが SecAから遊離するという

可能性を示唆している。この可能性について検討した結果は、第三節で述べる。

5) SecAの椛造変化に及ぼす、反転朕小胞及びリン脂質の影響

SecAは朕表在性タンパク貿であり、大腸菌の細胞質艇より成る反転朕小胞と相互

作mする。さらに、 4Mの尿紫で処理を施すことによっておcAを除去した反転朕小

胞をj日いれば、 SecAとの相互作用は促進される (48)。そこで、仰の尿紫で処理を施

した反転脱小l胞の、 SecAの V8に対する感受性に及ぼす影響を調べた(図9)。 尚、
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この実験では、前述の笑験に比パて V8の濃度が低いので、反転膜小胞の非存在下(

None)において、 95kDaフラグメントの務相が顕著に認められる。

250#g (タンパク質の量)の反転股小胞の存在下では、 SecAの V8に対する感受性

が著しく高まり、 95kDaフラグメントの務税は認められなかった。すなわち、反転脱

小胞と相互作用したときにも、 SecAの榊造が変化することが強く示唆された。

SecAの V8に対する感受性の変化を、 proOmpAと相互作用した場合と、反転模小

胞と相互作用した場合とで比較すると、 95kDaフラグメントの諸般が認められないと

いう点では一致して いるが、 proOmpAと相互作用した場合の方が、 V8に対してより

感受性になっている(図8.9)。このことは、反転膜小胞と相互作用したときの SecA

の俳造変化は、 proOmpAと相互作用したときの変化とは異なることを示唆している。

SecAの機能と、 肢を介したプロトン駆動力とは、密接に関係していることが、強

く示唆されている (23)。そこで、次に、 SecAの V8に対する感受性に及ぼす、膜を

介したプロトン駆動力の影響を制ペた。 5mMの NADHによって、 4Mの尿素で処理を

施した肢にプロトン駆動力をかけた (23)。ところが、 SecAの V8に対する感受性に

及ぼすプロトン駆lll)J力の影響は認められなかった(デ )J.省略)。

次に、反転膜小j泡(細胞質朕)の主要構成成分の一つであるリンl脂質の影響を調べ

た(図10A)

大腸l温から調製した全リン脂質より成るリポソ ムの存在下でも、 SecAの V8に

対する感受性は著しく高まった.尚、加lえたリン脂質の抵(125#g)は、前述した反

転脱小胞 250#g(担ンパク 'I'lの且;)に含まれるリンj脂質の盆とほぼ同じ誌である。こ

- 23-



のことから、 SecAはリンj脂質と相互作用したときにも、機造変化することが強く示

唆された。

SecAの V8に対する感受性の変化を、リン脂質と相互作用したときと、反転脱小

胞と相l互1乍則したときとのIlllで比較すると、リン脂質と相互作JTJしたときの方が V8

に対してより感受性になっている(図9，lOA)。 このことは、リン脂質と相互作fIlし

たときのおcAの榊造変化は、反転脱小j胞と相互作用したときの変化とは災なること

を示唆している。さらに、 proOmpAと相互作用したときの方が、リンj脂質と相互作用

したときよりも、 SecAの V8に対する感受性は高まっている(図8，lOA)。 このこ

とは、リン脂質と相互作用したときの SecAの構造変化は、 proOmpAと相互作月]した

ときの変化とも異なることを示唆している。

次に、大腸菌の主要リン脂質三組類(ホスフアチジルグリセロ ール ( PG)、カルジ

オリピン (CL)、ホスフアチジルエタノ ールアミン (PE))の存在下における、 SecAの

V8に対する感受性の変化を調べた(図lOA)。 この実験で用いたリン脂質は、 CLと

PEは大JI易菌由来であるが、 PGは卵黄由来である。 そこで、 三組類のリンl脂質を、

大阪l沼の細胞質映中の合誌比率(49)とほぼ閉じ比本(PE・PG:CL=8: 1: 11lUll比)で混合し

てリポソ ムを作成し(混合リポソ ーム)、 SecAの V8に対する感受性に及ぼす影

響を制パたところ、大腸菌の全リンj脂質と同様の効果が認められた。さらに、 SecA

の V8 に対する感受性に及ぼす J~轡を、個々のリン脂質について剥パた。この実験で

月jいたリンj脂質の誌は、それぞれ、上記の混合リポソ ム中に含まれる泣に等しい。

PGあるいは CLは、 SecAの V8に対する感受性を高めたが、 PEはそのような効栄
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を示さなかった。

PE 単独では、リポソ ームを形成するのは難しい (38，50)ので、 PEに SecAの V8

に対する感受性に及ぼす J~轡が認められなかったのは、リボソ ー ムの形成が不完全で

あったためである可能性がある。 PEは、ホスファチジルコリン (PC)の共存下では、

リポソ ムを形成する (50，51).そこで、 PCとの混合リボソ ームを汗jい同様に航'析し

た(図10B)。

PC 単独では、 SecAの V8に対する感受性に影響を及ぼさなかったが、 PCと PGあ

るいは PCと CLよ り成る混合リポソ ームは、 SecAの V8に刻する感受性を日めた。

ところが、 PCと PEより成る混合リボソ ームは、 SecAの V8に対寸る E車交性に影響

を及ぼさなかった。 l肖、ここでJTJいた混合リポソームは、 PC:PG=PC:CL=PC:PE=8:1 ( 

:!IiI注比)である。 大腸菌の細胞質腺では、 PEの含誌は、 PG及び CLの 7-8f告であ

る。そこで、 PEの含誌を 8倍にi匂した混合リポソ ム (PC:PE=8:8) をmい同織に解

析したが、このリポソ ムも SecAの V8に対する感受性に影響を及ぼさなかった。

すなわち、 PG及び CLには、 SecAの V8に対する感受性を高める効果があるが、 PE

には、その効果がないことがIYlらかとなった。

以上の紡栄、敵性リンj脂質である PG及び CLと相互作用したときに、 SecAの構

造が変化することが強く示唆された。

Fhd 
n
6
 



第二節 物理化学的な手法を川いた、 SecAの構造変化のJ1JiLjlr

1-2-sl序

これまでの研究で、筆者は、タンパク質の脱透過に関与する諸因子と.ff:11工作用した

ときに、 SecAのt/Ii逃が変化することを、 V8に対する感受性の変化を指標にして明

らかにしてきた。これらの構造変化のうち、 dllJ定が可能なものについては、 CDスペク

トル及び蛍光スペクトルの変化を解析したので、 次に述べておく。
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1-2-!2材料・方法

CDスペクトルの測定

CDスペクトルは、分光施光;;1・J-20A(Jasco)をmいて測定した。 SecAの淡皮は、 1

OO，g/mlで測定した。その他の測定条件を以下に示す。 speedcontrol，lcm/min 
cell length，2mm 1 expand，5nm/cm temperature ， 37~ 

蛍光スペクトルのilliJ1F

蛍光スペクトルは、分光蛍光光皮ItRF-5000(Shimadzu)を用いて測定した。 SecA

の涼1I交は、 15，g/mlで測定した。その他の測定条件を以下に示す。 excILaいonwave 

length，290nm(5nm bandpass) emission wavelength，300nm-420nm(5nm bandpass) 

scan speed，50nm/min sensiLivity，high temperature ， 37~ 

その他の材料及び方法は、第一郎、 1-1-!2材料・方法に同じ。
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1-2-33結栄

まず、 CDスペクトルを測定することにより、二次榊造の変化を解析した(図11)。

SecAの CDスペクトル曲線は、 202nm付近から 250nm付近にかけて負の吸収;，'Ii:を示

し、 222nm付近で極小を示す、 αーヘリックスの含量の多いうZンパク質に特有のl凶線

(52)を示した。そこで、 222nmにおけるモル分子情円率から、 Greenfieldと Fasmam

の方法(52)に基づいて臼 ヘリックスの合此を計算した。計算式を以下に示す。

αーヘリックスの合震は)= {[81 22'ー (3，900)/-35，700- (3，900)) x100 

① ただし、 35，700(deg cm'/dmol)は、ポリ L リジンによって作られた α

ーヘリックスの、 222nmにおける平均残是正当たりのモル分子桁門事で、 3，900(degClll 

'/dmol)は、同じくポリ ーLーリジンによって作られた、ランダムコイルの、 222nmにお

ける平均伐基当たりのモル分子梢円率である。 [8]'ZZ2 は、 222nmにおける SecAの

平均残基当たりのモル分子情円率である。 SecAのモル分子摘円率 ( [8]，'2) は、お

よそ ー7.5X 10"(deg cm'/dmol)であった(図llA)。この値を、 SecAの残iMi数 901

でil?Jった値が、 SecAの平均残基当たりのモル分子附円率である。すなわち、 [8]'22' 

~ - 8 ， 300(deg cm'/dmol)である。この他を①式に代入し、 αーヘリックスの合抵を

計算した結果、およそ 30%であった。

ATPの存在下でも、 ATPの非存在下と同様のIUJ線を示した(図11B)。 大腸j:@の

全リンj脂質より成るリボソ ームの存在下でも、同様の曲線を示した(図llC)。 すな

わち、これらの因子と相互作用したときのおcAの構造変化は、 CDスペクトルに影響



を及ぼすような変化ではないことが示された. 尚、 分泌型タンパク質前駆休( pro 

OmpA )の存在下及び細胞質脱(反転脱小j胞)の存在下では、測定していない。 CDス

ペクトルの補正が不可能だからである。

SecAは 7つのトリプトファン伐基をもっている (349，519，541，622，701，及び 755

残基)(47)。 そこで、次に、トリプトファン伐訟の蛍光スペクトルを測定することに

より、三次構造の変化を解析した(図12)。

SecAの蛍光スペクトルの極大波長は、 340nm付近であ った。ごの試料に ATPを 2

mMになるように添加lした後、 スペクトルを測定すると 、極大波長の移民)Jは認められ

なかったが、蛍光;Jllll史の低下が認められた。 ATPの存在下で、蛍光ry;)1I立が低下するの

は、民IJ起波長である、 290nmの光を ATPがl政収するためである。そこで、 Ilelene ら

の方法(53)によって、蛍光強度を補正した.補正式を以下に示す.

蛍光弥1I良の補正値ニ(A(l-10-̂ O)/AO(1-10-̂)} x蛍光強度 一一一 ②

ただし、 AOは ATP非存在下における 290nmの吸光皮、 Aは ATP存在下における、

290nmのl政光j克である。 AO=O.005，A=O.117であり、 ATPの存在下では、 340nmにお

ける蛍光強度の相対備は、必よそ 80であったので、これらの値を②式に代入して、

蛍光'Jlltl支の補正値を求めたところ、およそ 90であった。 ATPの非存在下における、

蛍光強度の相対値は、およそ 95であった.すなわち、 ATPの存在下では、およそ

5%の消光が認められた。対照として、 BSAについて同様の解析を行なった。 BSAは

ATP と ~tll工作川しない。ところが、この場合にも、 ATPの存在下では、 SecAの場合

と間程度の消光が認められた(デー担省略)。この原因はわからないが、このことか



ら、 SecAと ATPを相互作用させたときに認められた蛍光強度の低下は、 SecAの構

造変化とは無関係である可能性が高いと考えられる。すなわち、 ATPと相互作mした

ときの SecAの椛造変化は、 卜リプトファン伐去の蛍光スペクトルに影響を及ぼすよ

うな変化ではないことが示された。 SecAと proOmpA、SecAと反転脱小胞、あるいは、

SecAとリポソ ムとを相互作汀jさせたときの蛍光スペクトルはdlrj定していない。 こ

れらの場合には、蛍光スペクトルの補正が不可能であるからである。



第三節 フロ ーダイアリシス法による、 SecAの機能解析

1-3-!l Ir-

第一節で述べたように、ヌクレオチド (ATP.ADP.ATP-rS) と相互作用したときに S

ecAの V8に対する感受性は著しく低下し、 分泌型9.ンパク質前期E休(proOmpA) と

相互作JTJしたときには、 SecAの V8に対する感受性は著しく高まった。さらに、 Sec

Aとヌクレオチドとを相互作用させた後に、 proOmpAを相互作用させたときには、

SecAの V8に対する感受性に及ぼすヌクレオチドの効果は認められなかった。 この

ことから、 proOmpAと SecAとが相互作JTIすることにより、 SecAに結合したヌクレ

オチドが遊隊するという可能性が示唆された.木節では、この可能性を、フロ ーダイ

アリシス法をmいて検討した結栄を述パる.さらに、 proOmpAの、 SecAの ATPase

活性に及ぼす影響も解析したので述べる。



1-3-S2材料・方法

訟五重

['H]ADP(26.4Ci/mmol)及び ['5S]ATP-rS(65Ci/mmol)は、Dupontから購入した。

フロ ーダイアリシス法

1 )原理

from buffer 
reservQlr 

prolein 

¥ 
↑o fraction 
collector 

フローダイアリシスの装置(54)

フロ ーダイアリシスの装置を上図に示した。テフロン製の器材(図中烹尽)に上・

下二つの僧を設ける。二つの糟の問には、透析膜を張っておく(図中 membrane)。上

府に、~ンパク賀、リガンドなどを添加する。上僧と同じ組成の緩衝液を、下摘を適

して一定の速さで流し、一定量づっ分函する(図中 frombuffer reservior to frac 

tion collector)。上・下各糟の中は、撹祥子により撹持する。 上倒に添加したリガ

ンドのうち、タンパク質に結合していないものは、下婚へ透析される。リガンドは、

政射性同位体を用いるので、放射能を測定することによって、下槽へ透析されたリガ

ンドの盆を測定することができる。この方法により、上槽における、タンパク質とリ

ガンドとの結合 ・遊離を調八ることが可能である。



2) ;la東方法

上附と下槽は、 Seamless Ce!lulose Tubing (分画分子ill12，000-14，000) (Vi ska 

5e) を広げた透析朕によって仕切った。上れ!Ijには、 400~! の 50mM リン敵カリウム (p l l

7.5) / 5mM MgSO，を添加し、 ["IIJADPあるいは ['"SJATP-rS、SecA、proOmpAある

いは OmpA、及び非放射性の ADPあるいは非政射性の ATP-rSを順次添加した。 37

℃に保温した緩衝液を、下地を通して毎分 500~1 の流速で流し、 650~1 づつ分画し

た。分画後、 200~1 づっサンプリングし、放射能を測定した。

secAの ATPase極主主企組lj_A

50mMリン酸カリウム(pH7.5)/lmMDTT/2mM 硫酸マグネシウム /10~g/m! (l O uniL 

5)ピルピン殴キナ ゼ /46~g/ml(15 uniLs)乳酸デヒドロゲナーゼ/30冊目ホスホエ

ノ ルピルビン酸/O. 25mM NADH/ O. 2mM ATPより成る反応液 2m!に、 5mg/m!の

SecA を 7~l(35ほの Sec A ) を添加し、 340 n m の吸光度の減少を経 l時的に調べた。

SecAを添加lしてから、およそ 2分後に、 30mg/rn!の proOmpAを 20μ(600ほの proO

mpA)あるいは、 26mg/ml の OmpA を 20μ(520~g) 添加l し、測定を続けた。吸光度は、

分光光).([1i1' S-3000 (Shimadzu)を用いて測定した.測定条件を以下に示す。

1 scale，lnm/cm scan speed，5nm/cm response，fast LemperaLure，37'C 

その他の材料及び方法は、第一節、 1-1-!2材料 方法に同じ。



1-3-13結栄

まず、ヌクレオチドとして、 ADPをmいた場合につ いて述べる(図13)。

フロ ーダイアリシスの装ti'lの上州に、[叩]ADPを添加すると、下側に検l心される紋

射能のはは、およそ、 5フラクションまで(およそ 6分間)は、庭料i的にj匂加lし、そ

の後は、 一定の割合で徐々に減少した。このことは、上摘に添加したドH]ADPが、下

ÍI~ 八透析され、およそ 6分後に平衡に途したことを示している。上納に SecA を添加

すると、下mに検出される放射能の盆は、悲しく減少した(図13・.0)。このこと

は、上櫛で、 ドH]ADPが SecAに結合したために、下摘に透析されてくる[勺I]ADP

のiiiが減少したことを示している。放射能の滅小泣から計算すると、 SecA1mol 当た

り、およそ O.18mo 1の[川]ADPが結合したことになる。次に、上附に、 proOmpAを

添加lすると、下情に検出される放射能のii!:は地加lし、 対照笑験 (SecA:Il¥¥ 添加(マ)) 

とほぼ同じ立に迷した(図13・)。 このことは、 proOmpAと SecAとが相互作用し

たことにより、 SecAに結合していた [311]ADPが、 SecAから遊離して下附に透析さ

れてきたことを示している。一方、成熟体 OmpAを添加した場合は、下tiliに検山され

る放射能のI立は地加しなかった(図130)。すなわち、この場合は、 SecAに結合し

ていたドII]ADPの SecAからの遊離は認められなかった。ごのことから、 proOmpA 

が SccAに結合していた ["II]ADPを遊雌させるためには、 シグナルペプチドが必須

であることが示された。上槽に、成熟休日冊pAを添加した後に、 ['H]ADPに対して過

剰ii!:の非政射性 ADPを添加することにより、 下附に検出される放射能の駄のm加lが



認められた(図130) .こ れは、 SecAに結合していたドH]ADPと、非政射性 ADP

との交換反応が起こったために、 下附に透析されてきたドII]ADPの凪がi曽川lしたこ

とを示し ている。

次に、ヌクレオチドとして、[30S]ATP-1Sを用いた場合について述べる(図14.15)。

上階に ["'S]ATP-1Sを添加すると、 ドII]ADPを添加した場合と同織に、下ffiに検出

されるが【射能の盆は、およそ 6分間はl直線的に増加lし、その後は一定の割合で徐々に

減少した.このことも、上糟に添加した[35S]ATP-1Sが、下地八透析され、 およそ

6分IHJで平衡に達したこと奇示している。次に、 S巴cAを添加することによって、下車問

に検出される放射能の量は著しく減少した。これは、[:15S]ATP-1Sが SecAに紡i合し

たために、 下倒に透析されてくる[35S]ATP-1Sのi誌が減少したことを示している。

政射能の滅小抵から計算すると、 SecA 11001当た り、およそ 0.051001の [35S]ATP

-lSが結合したことになる。この値は、 ["H]ADPの場合のおよそ 3分のiの誌である。

第一節で示したように、 SecAの V8に対する感受性の変化は、 ADPと相互作用した

場合と、 ATP-1Sと相互作用した場合との聞で、相違はほとんど認められなかった(

図4.)ので、 ADPと ATP-1Sは、 SecAに対して同様に結合していると考えられた。

その笑験条件と比較すると、ここでは、ヌクレオチドの濃度が低い (0.25州). した

がって、[35S]ATP-1Sは、 [ユII]ADPに比べて、 SecAに対する解除定数 (Kd)値が大

きいと考えられる。 SecAの次に、 proOmpAを添加すると、 下柚1に検出されるl放射能

の誌は、全体誌として、およそ 3.4.X 10"dpm増加した(図14A). 一方、SecAを添

加lしない場合では、 proOmpAを添加す ることによって、下摘に検出 される放射能の虫



は、およそ 0.7X 105dpm増加した(図148)。すなわち、両者の差(およそ 2.7X 

105dpm)は、 SecAに結合していた ["'SJATP-rSが、 SecAから遊離して、下補に透

析された放射能の立であると考えられる。さらに、 ['"SJATP-rSに対して過剰Jlllの非

政射性 ATP-rSを添加したときは、 SecAの添加、11¥¥添加によらず下糟に検出される

放射能の抵の増加は、ほとんど認められなかった(図14A.B)。 したがって、 proOmp

AとおcAとが相互作用することにより、 SecAに結合していた[35SJATP-rSの、ほ

とんど全てのものが、 SecAから遊雌することが示された。

次に、成熟体 OmpAの影響を制パた(図15). SecAの次に、成熟体 OmpAを添加l

した場合、下fi_~に検出された放射能の誌は 、 全体益として、およそ 2.2 X 105dpm T曽

川lした(図15A)。一方、 SecAを添加lしない場合では、成熟体 OmpAの添加により、

下階に検出された放射能の量は、およそ 0.7X 105dpm 増加した(図15B)。すなわち、

両者ーの差(およそ1.5 X 105dpm)は、 SecAに結合していた[35SJATP-rSが、 SecA

から遊離して、下糟に透析された紋射能の凪であると考えられる。第一節でも述パた

が、 proOmpA及び成熟休 OmpAは、 3M尿素溶液に溶解している。成熟{本 OmpAの代わ

りに、同hlの 8目尿素溶液(終濃度 O.4M)を添加した場合も、結果は同様であった(

デ ー 担省略)。成熟体 'OmpA の次に、[ 35 SJATP- rS に対して過剰抵の、 ~J'放射性 ATP

rSを添加Iした場合、下閣に検出された放射能の抵は、 およそ1.5 X 105dp岡地加し

た(凶15A).SecAを添加しない場合では、過剰盆の非放射性[35SJATP-rSの添加lに

よる放射能の抵の地加は、 ほとんど認められなかった(図158)ので、これは、 SecA

に結合していた[:l5SJATP-rSと、 非政射性 ATP-rSとの交換反応が起こったために、
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下閣に透析された[35SJATP-1Sの誌が.ii'lJJlIしたことを示している。成熟体 OmpAの代

わりに、 同i立の 8M尿素溶液を添加lした場合も結果は同隊であった (データ名目白). 

すなわち、 SecAに結合した[35SJATP-1Sは、 尿素(終濃度 O.4M)によって一部遊

雌するが、 成熟体 OmpAによって遊離することはないことが示された.

以上の結果、 SecAと proOmpAとが相互作用することによって、 SecAに結合して

いた[35SJATP-1Sが SecAから遊離すること、そして、その遊般には、 シグナルペ

プチドが、必須であることが示された。尚、[35SJATP-1Sを用いた実験で、 SecAを

孫、寸j日しない場合にも proOmpAあるいは成熟体 OmpAあるいは、 同盆の尿紫を添加す

ることによって、下槽に検出される放射能の;広が増加した(図15A，B)が、迎由はわか

らない.

ヌクレオチドとして ATPを用いた場合は実験して いない。 この実験条件では、ほ

とんど全ての ATPが加水分解されていた (55)からである。

2 )分泌型担ンパク質前駆体の、 SecAの ATPase活性に及ぼす影響

分泌型タンパク質前駆体(proOmpA)と SecAとが相互作用すると、 SecAに結合して

いたヌクレオチドが遊離することが、フロ ダイアリシス法により、明らかとなった。

一方、 SecAは、タンパク質の朕透過と共役した ATPase活性をもっ(26).Wickner の

研究グループでは、 ATPが分解されることによって生ずる線機リンを、経i時的に定量

することによって、 SecAの ATPase活性を測定した。それによると、 proOmpAの存

在下、手1，存在下によらず、SecAのATPase活性は変化していなし、 (26)。そこで、録者
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は、その実験系よりも感度が高いと忠、われる笑験系により、 proOmpAの、 SecAの AT

Pase活性に及ぼす影響を調パた(図16)。

ATPase活性の測定は、手L!I堂E破防の一部の反応である、ホスホエノ ールピルビン酸

から乳酸までの反応を利用して測定した。つまり、ホスホエノ ールピルビン敵の脱リ

ン酸反応には、 ADPが必要とされ、ピルビン酸の還元反応には、 NADHの分解を伴う

ので、ホスホエノールピルビン酸、ピルビン酸キナ ゼ、乳酸デヒドロゲナーゼ、 NA

DH、及び ATP、SecAとを反応させ、 NADHによる 340nmにおける吸光JStの減少を、

分光光j真言|を用いて述統的にallJ定することにより、 SecAの ATPase活性を測定した。

尚、 SecAによる ATPの加水分解が律速段階となるように条件を設定した。

ATPを含む反応液に、 SecAを添加Iすることにより、 340nmにおける吸光j交が減少

した.これは、 SecAによって ATPが加水分解されたことを示している。 NADHのモ

ル吸光係数 e=6，220(目-'cm-')を用い、 SecAの ATPase活性の比活性を lHfIしたと

ころ、およそ 、0.18(問。l/min/mgo[ SecA)であった。反応系に proOmpAを添加した

直後は、340nmにおける政光皮の滅少の促進が認められた(図16A)， proOmpAが、

ピルビン酸キナ ゼあるいは、 乳酸デヒドロゲナーゼの活性を促進している可能性

はない(デー担省略)。すなわち、これは、 proOmpAと SecAとが相互作用すること

によって、 SecAの ATPase活性が促進されたことを示している。 このときの、 Sec 

Aの比活性を計算したところ、およそ、 O.25(問。l/min/mgof SecA)であった。すな

わち、 proOmpAと相互作用することによって SecAの ATPase活性は、およそ1.4 I音

促進された。 proOmpAを添加してからl時間が経過するにつれて、吸光j交の減少が、徐



々に抑制された。この反応条件では、尿員長の詰高度が低い (0.0811)ので、 proOmpAが、

徐々に不活性化されるためであると考えられる。 一方、成熟体 OmpAには、 SecAの

ATPase 活性を促進させる効果は、認められなかった(図16B) .このことは、

proOmpAが SecAの ATPase活性を促進する場合においても、シグナルペプチドが必

須であることを示している。



第四ll1i 考察

SecAは、大腸菌におけるタンパク質の脱透過に直接関与し、タンパク質の脱透過

に関与する他の諸因子と相互作用する (32)。これらのことから、 SecAは、大腸菌に

おけるタンパク質の膜透過において、， I~' 心的な役割を果たしていると考えられる。本

研究により、これらの諸因子と紺互作JfJすると、 SecAの構造が変化することがlリ]ら

かとなった。 SecAの V8に対する感受性の変化を指標にすると、 SecAのm治変化は、

大きく二つに分類できる。 一つは、 ATPあるいはその他のヌクレオチドと相互作用し

たときの構造変化である。これらのヌクレオチドは、 SecAのN末端。1'1のおよそ

95kDaに相当する領域の、 V8に対する感受性を著しく低下させた。もう 一つは、分

泌型タンパク賀市i駆休 (proOmpA)、あるいは細胞質膜(反転朕小j泡)、あるいはリ

ンl脂質と相互作mしたときの榊造変化である。これらの諸因子は、 SecAの V8に対

する感受性を著しく高めた。ただし、これら三者の感受性の変化のIHIにも若干の迷い

が認められた。このことは、分泌迎夕ンパク質前駆体と相互作用した場合と、細胞質

朕と相互作用した場合と、リンH旨質と相互作用した場合とでは、それぞれ、 SecAの構

造変化が巣なることを示唆している。

ATP.ADP.ATP-jSは、 SecAのN末端側の、およそ 95kDaに相当する飢戚の、 V8に

対する感受性を著しく低下させた。 AMPには、そのような効果は認められなかった。

ATPは、 SecAのN末端。i'Iのおよそ 25kDaの傾域内に結合する (25)。 そして、その



結合は、ADPによ って阻害されるが AMPには阻害されない。すなわち、 ATP，ADP (お

そら く ATP-lSも)が、 SecAの N末端側のおよそ 25kDaの領域内に結合すること

により、 S巴cAの榊造が変化すると考えられる。 SecAの V8に対する感受性の変化

は、 ATP-1Sと相互作用した場合と、 ADPと相互作用した場合とのIUJで、違いはなか

った。このことは、これらの場合、 SecAは同様の構造変化を起こしていることを示

唆している。 言い換えれば、このことは、 ATPの加水分解により、 SecAが著しい榊

造変化を起こすことはないことを示唆している。おそらくは、これらのヌクレオチド

が、 SecAに結合することや、 SecAから遊附することによって、 SecAの附逃が変化す

るのであろう。

では、このm造変化の生理学的な意味は何であろうか。 ATP，ADP及び ATP-lSは、

SecAと分泌型担ンパク質jjij駆休との相互作用を促進する(4.4)。この ことから、

SecAは、これらのヌクレオチドと相互作用することによって、 分泌型担ンパク質前

駆体と相互{'~JTIし易い構造へと変化しているのであろう。

SecAとヌクレオチド (ATP，ADP， ATP-1S)とを相互作用させた後に、 proDmpAを相

互f'FJrJさせた場合、 SecAの V8に対する感受性の変化は、 proDmpAだけを相互作用

させた場合と同織であった。すなわち、 SecAの V8に刻する感受性に及ぼすヌクレ

オチドの効巣は認められなかった。このことから、 proDmpAと SecAとが相互作用す

ることにより 、 SecAに結合していたヌクレオチド(ATP-1S，ADP，おそらく ATPも)

が遊離するということが考えられた。 このことは、フロ ーダイアリシス法によ って明

らかとなった。



では、この現象の生理学的な意味は何であろうか。 ATPは、担ンパク質の朕透過の

ために必須のエネルギー源であり(19，15，46)、SecAはタンパク伐の脱i昼過とJ主役して

ATP を加;1<分解する (26) 。さらに、 ATP は、 SecAと分泌型担ンパク質前駆体との ~tl 互

作用を促進する (44)。分泌型タンパク質古iI駆i本と SecAとが相互作用することにより、

Se&Aに結合していた ATPが遊離するということは、これ以降の脱透過反応には

ATPは不必要であることを示唆しているのであろうか。答えは否であろう。 1分子の

S，ecAに対して、ごく少数の ATPしか結合できない (25，26)のに対し、 分泌型タンパ

ク貿 l分子が膜透過するためには、 SecAに刻して大量の ATPが必要とされることが

示唆されている (26，46)し、さらに、 SecAと分泌型タンパク質白(パls体とが相互作用す

ることにより、 SecAの ATPase活性の促進が認められたからである。これらのこと

から次に示すことが、担ンパク質の11具透過反応の初期段階で起こっている可能性が考

えられる。 SecAは、 ATPと相互作用することによって、分泌型担ンパク質と相互作

用し易い構造八と変化する。そして、分泌型担ンパク質前駆体と SecAとが相互作用

することにより、 SecAは1耳び榊造変化を起こし、 ATP(あるいは ADP) の遊騰を伴っ

て、 ATPase活性の商い榊造となる。そして担ンパク質の脱透過と共役して、大i込の

ATPが加水分解される。

反転朕小j抱と相互作用したときにも、 SecAの V8に対する感受性が変化した。 酸

性リンl脂質と相互作用したときにも同級の変化が認められた。このことは、細胞質腺

の敵性リンj脂質が、 SecAと細胞質肢との相互作用に重要な役割jを栄たしているとい

う可能性を示唆している。 Wicknerの研究グル プでは、 SecAの ATPase活性は、



自主性リン脂質によって促進されることを見い山した (56)。このことも、その可能性を

支持していると考えられる。しかし、険性リン脂質だけが、 SecAの細胞質脱との相

互作用に関与しているわけではないであろう。細胞質朕に存在する担ンパク質で、 IJ.

ンパク賀の朕透過に関与している凶子のーっと考えられているおcYが、 SecA と相

互作JTJすることが示唆されている (26，57，58)からである。 SecAは、創ilJ胞質肢と相互

作汀jする際には、まずJo<初に、酸性リン脂質と相互作用して構造変化した後に、細胞

質朕に存在するその他の因子と村1i工作用するのかもしれない。

担ンパク質の脱透過に関与する諸閃子と相互作用したときのおcA の tl~造変化のう

ち、測定が可@なものについては、 CDスペクトル及び蛍光スペクトルの変化を解析し

たl。

SecAの CDスペクトル及び蛍光スペクトルは、 ATPの存在下でも変化は認められ

なかった。さらに、大腸菌のリン脂質の存在下でも、 SecAの CDスペクトルの変化は

認められなかった。したがって、これらの因子と相互作用したときのぬcAの悦造変

化は、 SecA分子内の一部分の変化である可能性が高い。

タンパク質の脱透過に 1l!1与する諸181子と札11i作用したときに、 SecAがm造変化を

起こすことを、 SecAのプロテア ゼに対する感受性の変化を指標にして、 l切らかに

することができた。このことから、 SecAは、これらの因子と相互作用し、構造を変

化させながら、タンパク貿の脱透過反応に寄与していることが強く示唆された。しか

し、これらの併造変化が、 SecAのどの部分のどのような変化であるのか、さらに、

これらの椛造変化の生理学的な怠1沫なと、不lリ]な点は多い。このような、柿造変化を



詳しく解析することによって、担ンパク貿の膜透過における、 SecAの役割lをより共

体的に示すことができると考えている。
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第 二二主主 グアニジン 1話酉愛 71<:~容す伎にIコで套乏'出

しヌ三 S e c A σ〉、 fi~I~~ え宣互えてJ'枚~ u1sσ〉手手会邑

Hl rr-

これまでにも述べてきたように、 SecAは、担ンパク質の朕透過に区J玄関与し、脱

透過に|見l与するその他の諸因子と-li:1:!工作用する (32)。このように、多くの機能をもっ

た SecAの、機能ドメインを決定することを目的として、松山らは、まず、 secA ill 

伝子の一部を欠失させた、騒々の変災体をプラスミド上で作成した(25).これらの変

!J/; secA遺伝子は、種々の長さの SecAのN末端フラグメント、あるいは C末端フラ

グメン卜をコ ドしている。これらのill伝子をそれぞれ、大腸菌内に導入して大昆に

発現させさせたところ、それらの産物のほとんどのものは、凝集{本を形成した。凝集

{本を形成したSecA変異体を再生させるために、 6Mのグアニジン庖般により変性・可

浴化させた後、希釈・透析を行なった。その結果、 N末端フラグメン卜と C末端フラ

ゲメン卜が共存し、しかも、それらが一次構造上相補する組合せであるときに限って、

ATP及び分泌型タンパク質前駆体との結合能が再生した(25，44)。

SecAの附造と機能を解析するためのアプロ ーチのーっとして、怨者は、 lntact

SecA(SecA)の変性・再生について解析した。その結果、 6Mのグアニジン胤酸水溶液
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中で変性した SecAは、希釈・透析により階造、機能共に、ほぽ完全に再生すること

が明らかとなった。本意では、その紡*について述八る。



H2材料・方法

包止」主び N95-SecAの紡製

第一章、第一節、 1-1-32材料・力法に向じ。

SecA ，及び N95-SecAの変位主亙牟

Saxenaと WeLlauferの方法(59)に必づいて行なった。 すなわち、 4mg/mlの Seĉ

あるいは N95-Seĉ 25~1 に対し、 75~1 の 8Mグアニジン腐酸/65mM トリス ー酢倣 (p1l 7.

5) を加え(終濃度 10~ M SecA 、 6M グアニジン~~関空)氷上で、 111寺!日]級位した。このグ

アニジン腐敗溶液に、1.5mlの 50mM トリス 酢酸(pI17.5)/100mM酢酸カリウム/3m

H迎元型グル担チオン/0.3mM酸化型グルタチオンを加え(16倍希釈)、 50mM トリ

スー酢酸 (pH7.5)/100mM酢酸カリウム/lmMDTTで透析することにより、 Seĉを再

生させた。再生SecAは、 Bio-Gel-P300(Bio-Rad)により濃縮した。上記の方法を図表

にしたものを図17に示した。

CDスペクトルの測定

CDスペクトルは、分光旋光百十 J-600(Jasco) を用 いて測定した。ネイテイブ Seĉ

及び再生Seĉ は、 0.24mg/mlで測定し、変性SecAは、 lmg/mlで測定した。その他の

担1)定条件を以下に示す。 scanspeed，20nm/min sensitivity，50mdeg 

Lime consLanL， Is cell lengLh，lmm LemperaLure，4"C， 
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蛍光スペクトルの首!IlA

蛍光スペクトルは、分光蛍光光度計 RF-5000(Shimadzu) を用いて測定した。担ン

パク質の淡l交は、 1mg/mlで測定した。その他の測定条件を以下に示す。 excllaいon

wavelenglh，280nm(5nm bandpass) emission wavelength，290nm-450nm 

scan speed，50nm/min sensilivily，low lemperature，4¥: 

SecA二肢体の架値瓦盛

梨桶試薬として、 EOACを汗j，、た。 105#gの SecAを含む 50mMリン酸カリウム(pll

7.5) 65#1に 5#1の 700mMEDACを添加し、 25¥:で反応を行なった。反応波から、 O分

後、 l分後、 5分後、 10分後、 20分後、 50分後、に 10#1づっサンプリングし、氷

上で、 10#1の 200mMトリス 一塩酸(pH6.8)/4% SOS/20%グリセリン/10%2-メルカ

プトエ担ノール/0.02%ブロモフェノールブル を添加することにより反応を停止し

た.反応を停止した後、 SOS-ポリアクリルアミド (3%アクリルアミド、 0.06%N-Nメ

チレンピスアクリルアミド)ゲル電気泳動を行い、クマシ ブリリアントブルー (1l25

0)により染色し、バンドを検出した。

fa-azP1ATPによる SecAの光紘血此盤議

松山らの方法(25)で、以下のように行なった。 20#1の反応液(50mM トリ ス 酢酸

(p11 7.5)/100mM酢殴カリウム/2m門部酸マグネシウム/lmMOTT/0.1#M [a-HpJAT 
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p/3~g SecA)を、 O"Cで15分間l保潟した後、紫外線照明器 TS15(UVP)を用い、

254nmの紫外線を40分Ilfll照射した。反応波に、 5p1 の 300m円トリス 指酸(pH6.8)/ 

10% SDS/ 50%グリセリン/25% 2-メルカプトエタノ ル/0.05% ブロモフェノ ー

ルブルーを添加lして反応を止めた後、 Laemm1iの方法(41)に基づいて、ポリアクリル

アミド(10%アクリルアミド、 0.27%N-N'-メチレンビスアクリルアミド)ゲル電気泳

動を行い、フルオログラムによって、バンドを検出した。

I刀 Vltro 転写反応

SP6のプロモ タ 支配下にある uncleavable ompF-Lpp il:l:伝子を保持するプラス

ミド pK127(24)を、この遺伝子の下流にある/白川目切断音11位で切断して直鎖状とし、

転写反応の鋭型とした。転写反応は、以下の組成で 40"Cで 3時間l行なった。

. I伝写反応液(終濃度)

40mM トリス 坂酸(pH7.5)， 2m目スペルミジン，

6mM極化マグネシウム 10mM犠化ナトリウム，

0.5mM ATP，GTP，CTP，UTP， 10mM DTT， 

lunil/p1 RNase阻害剤 0.02-0.05pg鋳型 DNA，

0 .1 - 0.5units/~1 SP6 RNAポリメラ ゼ

組血宜直三也週製

山恨らの方法(20)に若干の改変を加え、以下のように行なった。



MM66株(F-，A lac169， secA，m) (15)を次に示す培地 31中で、 30"CでOD.60=0.02まで

熔益した後、 f昔養温度を 41"cに上げ、1.51時!日]J-音養し (OD..o=0.18)集自立した。

. Jl1地(1 1当たり)

リン酸二水素カリウム 26g，

酵母エキス 9g，

リン駿水素二カリウム 5g，

グルコス 9g

以下の操作はすべて 4"Cで行なった。菌{本を 20mlの 50mM トリス ー酢酸(pH7.8)/1 

0%ショ紛で洗t争し 、菌体湿ill盆19当たり 1mlの 10mM トリス 酢酸(pll7.8)/ 14mM 

酢敵マグネシウム/60mM酢酸カリウム/O. 101M DTTに懸濁した。 -80"Cフリ ーザー

で凍結融解した後、 50ほ/011になるよラに DNasel を添加lして、セルミル(Vibrogen

Ze 11 muhe)で菌体を破砕した。 8，000xg，10分間の遠心で、破砕されなかった菌体を除

去した後、 80、000xg，.2時間]遠心した。上消に、 12. 5~g/mlになるようにピルビン酸キ

ナーゼを孫、力11した後、印刷トリス ー酢酸(pll7.8)/14mM酢酸マグネシウム/60m円

間敵カリウム/0.1mMDTTで透析した。 8，OOOxg， 11時間違心し、上前回分を細胞質回

分として用いた。機品は ー80"Cで保存した.

iιヱιょι鼠忍瓦必

制訳反応は、山根らの方法(20)に若干の改変を加え、以下の組成で 37"C、 20分間!

行なった。反応後、終浪J交で 1%の ~W放射性メチオニンを添加した.

・制訳反応波(終濃度)

21mMホスホエノ ールピルビン酸， 30mMクレアチンリン酸，
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0.1pg/p 1クレアチンキナーゼ O.03pg! p 1 NADP， 

O. 03pg/p 1 FAD， O. 03pg! pl楽微，

2.2mM ATP， 0.56mM CTP， GTP， UTP， 

1. 4mM DT1'， 0.1pg!川大腸自立 lIiNA混合物，

0.35mMアミノ酸混合物(メチオニンを除く)， 7mM酢酸カルシウム，

72mM酢酸カリウム 40mM酢敵マグネシウム，

0.8mMスペルミジン 0.1pCi/plTran川 Sーlabe1， 

10%転写反応液 6.5pg?lンパク貿/川細胞質画分，

翻訳反応後のゲルろ過

山恨らの方法(20)で、以下のように行なった。 G-75ス パ フアイン(Pharmacia)

樹脂を充現したセパコールミニカラム (U紅1)に 350plの翻訳反応液をのせ、 50mMリ

ン敗カリウム(pI17.5)によって溶出し、 150plづっ分画した。

SecAと f..Sluncleabable OmpトLpptの架値瓦庄

秋田らの方法(24)で、以下のように行なった。 SecA(2pl中 2.5pg)を IhO2.5pl、

7.5μ(1. 5 X 10" dpm)の [.5SJuncleabableOmpF-Lppと混合後、 25'Cで 10分間保潟

した後、 3plの 12.5mMEDACの添加して架柿反応を開始し、 50分IHI保治した。尚、

["SJuncleabable OmpF-Lppは、ゲルろ過によって精製した傑品である。 5plの

200mMトリス 一極酸(pH7.5)を添加することにより反応を停止した。梨紙飯合体は、
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SDS-ポリアクリルアミド(10%アクリルアミド、 0.2% N-N.ーメチレンピスアクリルア

ミド)ゲル電気泳動の後、フルオログラムによって検出した。

イムノアフィニティカラムクロマトグラフイ ーによる f'.SluncleabableOmDトLQ.IL.Q2

続3盛

絵山と7)<ぬの方法(46)で、以下のように行なった。プロテイントセフアロ ースCL4B

(Pharmacia)と、ラビットの抗リポプロテイン抗体を架橋高IJジメチルスベリミデート

によって架総させた後、これをセパコ ールミニカラム(生化学工芸)に充j挺した。 カラムは、

20mMリン駿ナトリウム(pH7.2)/145mM NaClで平衡化した。[九円SJuncleabableOmp 

トLppを 350plの反応液中で籾訳さ せ、カラムにかけた。 10mlの 20rnM トリ スー出

酸 (pIl7.5)/500mM NaCl、5mlの 10mM トリス 一 塩酸 (pH7.5)/10mMNaClで洗t争

した後、 200mM酢酸/0.1% BSAーにより、 [".SJuncleabableOmpF-Lppを溶出し、 20

o p 1づっ分画した。分画後、 各フラクションに 35plの 1Mトリスを添加した後、各

フラクションの放射能をdllJ定した.政射能の高いフラクションを集め、 50rnMリン酸

カリウム(pH7.2)/2mMDTTにより透析した。精製機品は、 -80-Cで保存した。

反転脱小JYtu.の租製

第一章、第一節、 1-1-32材料・方法に同じ。

広長腿dゴ仰の 6M尿若者処理
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担ンパク質の漁j支が 2mg/mlの反転膜小j胞 0.5mlに対し、1.5mlの 8M尿素/50mMリ

ン敵カリウム(pH7.5)/250mMショ結/10%グリセリン/lmMDTT を添加し(終浪皮

6M尿素)、氷中に l時間放置した。 150，OOOxg， 30分間違心して反転脱小胞を回収し、

100~1 の 50mM リン酸カリウム (pH7 . 5)/250mM ショ鮎/10% グリセリン / lmM DTTに

懸濁した。

Jn vltro膜透jfi1J反応

6Mの尿紫で処理した反転朕小胞 5~g (タンパク質量)と SecAを含む 5~ 1のi浴液を

37"Cで 5分nn保温した後、 67mMリン酸カリウム(pH7.5)/6. 7mM ATP/6.7111円コハク

駿/6X 10"cpm [3"SJuncleavable Olllp !1 - Lpp 溶液 15~1 を添加し、 さらに 10分間保

瓶した.尚、 [3'SJuncleabableOmpF-Lppは、イムノアフィニティカラムによって精

製した標品である。膜透過が起きたかどうかは、 膜透過基質のプロテイネースKに

対する感受性を指僚にした。すなわち膜透過反応後、 5mg/mlのプロテイネ ースKを

5 ~ 1添加し、氷上にて 10分IHI反応させた。 30%TCA を 10~1 添加l することにより反応

を停止した。 15，000xg，5分間の迷心後、沈澱をアセトン、エーテルで洗F争し、 10μの

50m目リン酸ナトリウム(pH1.2) / 10%グリセリン/1%2ーメルカプトエタノール/0.0

2%ブロモフエノ ールブルーに可液化した後、 SDSーポリアクリルアミド(10%アクリ

ルアミド、 0.27%N-N・ーメチレンピスアクリルアミド)ゲル電気泳切jを行ない、フルオ

ログラムにより、朕透過したタンパク質を X線フィルム上にバンドとして検出した。
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2之jj_2__丘.Q21t1ll;.

Lowry らの方法 (40) で行なった。作~n\~1泊料t は、 BSAで作成した。

SDSーポリアクリルアミドゲル司11気益基」

ことわりのない限り、 Hussainらの方法(60)で行なった。
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H3結梁

1 )変性 SecA及び再生 SecAの儲造

まず、変性及び再生操作による SecAの榊造変化を解析した。

変性及び再生操作による SecAの二次榊造の変化を翻パるために、CDスペクトルを

測定した(図18A)。

第一章でも示したように、ネイティブ SecAの CDスペクトル山線は、 日 ヘリッ

クスの合f立の多いタンパク質に特有の山線を示した。

これに対し、 611グアニジン忠商量水溶液中では、 SecA の二次榊造は r~J袋され、ラン

ダムコイル状となっていた。希釈 ・透析後の SecA(再生 SecA) は、ネイテイブ Sec

Aとほとんど同線のスペクトル曲線を示した。すなわち、 SecAの二次構造は、 611グ

アニジン塩倣水溶液中で破l裂され、希釈 ・透析により、再生するごとが示唆された。

変性及び再生操作による SecAの構造変化をさらに解析した。

第一章でも述パたように、SecA(901アミノ酸残基)は、 7つのトリプトファン残

基をもっている (319，519，511，622，701，及び 775残基)(17)。 そこで、変性及び再生

操作による SecAの三次構造の変化を調べるために、 卜リプトファン残基の蛍光スペ

クトルを測定した(図188)。

ネイテイブ SecAの蛍光スペクトル山部品の極大波長は、 340nm付近であった。 6目グ

アニジン槌酸7Kj溶液中では、極大波長が 350nm付近に移1Mした。トリプトファンの蛍

光スペクトルは、溶媒の極性が高くなるほど極大波長が長波長側へ移動する (61，62)。



したがって、極大波長の移動は、 SecA分子の内部の疎水的な環境に存在 していたト

リプトファン伐必が、 6Mグアニジン榔酸水浴液中で SecA分子が変性したために、分

子の外部の親水的な環境に箆出したことを示 している。さらに、問グアニジン梅酸水

溶液中では、蛍光強度が低下した。トリプトファン残越のf世光強度は、親Jld句な環境

では、消光する性質がある (63)。したがって、このごとも、側グアニジン溢散水溶液

中で SecA分子が変性し、トリプ卜ファン残基が親水的な環境に滋山した ことを示し

ている。 350nm付近のピークは、おそらく水のラマン倣乱であろう。これに対しI厚生

SecAのスベクトルは、ネイティブ SecA とほぼ同織のl山線を示した。すなわち、再

生 SecAの三次椛造は、ほぽ完全に回復していることが示された。

次に、 i厚生 SecAのl白次m造を化学架柿法によって品f11ペた(図19)。梨.fjf時試薬とし

ては、 EDACを汗lいた。 EDACは、カルボキシル基とアミノ基との架橋反応にあずか

る。

製品骨反応により形成された架橋復合体を経H寺的に剥パた結果、再生 SecAにおいて

もネイティブ SecAと同様に架焔二量休が速やかに形成されていた。三f立体以上のも

のもわずかに形成されていたが、時間]の経過によって増加は認められなかった。した

がって、再生 3日cAもネイテイブ SecAと同様に二益体であることが明らかとなった。

以上の結果から、再生 SecAは、 二次構造、 三次櫛造、四次椛造共に、定量的に回

復していることがりlらかとな った。

2 )再生 SecAの機能
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SecAは、タンパク質の脱透過に直接関与し、 ATP及び分泌型タンパク質前駆休と

相互作川する。そこで、次に、再生 SecAの諸機能を解析した。

SecAと ATPとの相互作川を、 [a-'12円ATPによる光親和性傑識法により月平析した

( (25)図20A). [a-.2P]ATPの存在下で、 ネイテイブ SecA及び干厚生 SecAを紫

外線 (254nm)で!照射(光鋭利性標識)した後、 SDSーポリアクリルアミドゲル電気i/k

!JVJを行いフルオログラムによりバンドを検山したところ、再生 SecAもネイティブ

SecAと同級に、 [a-J2PJATPにより係識されていた。 すなわち、再生 SecAもネイ

ティブ SecAと同機に、 ATPと相互作用し得ることがl明らかとなった。

次に、再生 SecA と分泌型タンパク質前駆休との相互作用を、化学梨締法により解

析した(図20B)。分泌型タンパク質前駆休としては、 大腸菌タ卜朕タンパク質 OmpF

と主要リポ担ンパク質 ( Lpp) の融合担ンパク質で、シグナル配91Jの切断されないも

の (uncleavableOmpF-Lpp)(20)を用いた。

in vitroで合成した [..S]uncleabableOmpF-Lppと SecAとを混合後、梨祈試薬

である EDACを加えて架橋反応を行い、 SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動の後、

フルオログラムによりバンドを検出した。ネイティブ SecAを用いたときに検出され

る分子量およそ1l0kDaに相当するバンドは、抗 SecA抗体で免疫沈降ーするので、 SecA

(およそ 102kDa)と [.'S]uncleabableOmpF-Lpp (およそ8.8kDa)の架橋複合体である

(24)。再生SecAを用いた場合も同校に分子量およそ1l0kDaに相当する{立世にバンド

が検出されていることから、これも SecAと [..S]uncleabableOmpF-Lppとの架橋複

合体であると考えられる。したがって、再生 SecAもネイティブ SecAと同様に、分



泌型タンパク質と相互作用し得ることが明らかとなった。

この尖験で打11、た[35SJuncJeababJeOmpF-Lpp根品は、 JnvJiroで合成後、ゲル

ろ過にかけたものであるが、機占訪中には、制訳反応中の細胞質回分が含まれている。

したがって、分子il1およそ77kDaに相当するバンドは、細胞質回分に合まれる、ある

担ンパク質成分と、 ['5SJuncleabableOmpF-Lppとの架杭絞合体であると考えている.

次に、 I厚生 SecAについて、分泌型担ンパク賀両;I!躯体を脱透過させる活性を、 JnV 

Itroの脱透過実験系によって調パた(図21( i))。分泌型担ンパク質fiii駆体として、

['.SJuncleababJe OmpトLppを用いた。

SecAと反I1伝脱小胞とを反応させた後、 ['.SJuncJeababJeOmpトLpp，ATP，コハク西空

を添加し、以透過反応を行なった。脱透過反応終了後、プロテイネ ースKを添加し、

1見透過していない ["SJuncJeabableOmpF-Lppを分解した。 分解反応を停止させた

後、 SDS-ポリアクリルアミドゲル電気rikiJi))にかけ、フルオログラムによってバンドを

検出した。このときに検出されるバンドは、プロテイネ ースKに対して耐性の ['5SJ

uncleabable OmpF-Lppである。 プロテイネースKに対し て耐性であることは、院を

透過したことを示している。以透過実験系に再生 SecAをffjl、た場合も、ネイテイブ

SecAを問いた場合と同様に、 SecAのiJ，'Hitに依存して、 ['5SJuncleababJe OmpF-Lp 

pの朕透過効率が上昇し、 SecAのi止に対して同じ膜透過活性を示した。すなわち、

再生 SccAは、分泌型担ンパク質を脱透過させる活性に関してもほぼ 100%回復して

いることが示された。尚、この笑験で月1いた ['.SJuncleabableOmpF-Lppは、 ln V j 

troで合成後、抗体力ラムにより約製した限品であり、反I1伝朕小!胞は、 6Mの尿君主で処



理を施した傑品なので、細胞質薗分 (S-80函分)由来の SecA及び釧胞質1矢面分由

来の SecAは、 1見透過実験系には混入していない。

以上の結果、再生 SecAは、機能的にもほぼ完全に回復していることが明らかにな

った。

3) SecAの立体術造形成には、ジスルフイド結合は関与していない。

!;fj-i;iでも述パたように、 SecA(901アミノ酸残基)は 4つのシステイン伐込ーをも

っており (98.885.887.及び 896伐tJ;) (47) 、 3つの伐韮が C 末端側に ~IIJ している。

SccAの分子/}，あるいは分子IIJIにジスルフイド結合が存在するか否かは 1切らかではな

いが、仮に存在するとすれば、それが、立体桃造形成のための絞になっている可能性

がある。その可能性の有無を調べるために以下の実験を行なった。

3つのシステイン残基を含む C末端侃.11の 70アミノ酸残基を欠失させた SecA(N95 

SecA) (25)に対して、 6Mグアニジン胤般によ る変性、希釈・透析による再生操作を施

し、機能を制ペた。上述した、 J n V J troの脱透過実験系により、分泌型タンパク質

n~駆休 (["SJuncleabable OmpF-Lpp)を脱透過させる活性を調べたところ、再生N9

5-SecAを用いた場合も、ネイティブ N95-SecAを用いた場合と同織に、 N95-SecAの

濃度に依存して、 [3'SJuncleabableOmpF-Lppの膜透過効率が上昇しており、その勾J

本は、向者でほぼ一致していた(図21( i i)). すなわち、 再生N95-SecAの機能は、

ほぽ完全に回復していることが明らかとなった。

さらに、 6Mグアニジン出酸による SecAの変位、希釈 ・透析によるT厚生操作を、す
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パて還元条件下 (lmMDTT存在下)で行なった。この場合にも、 SecAは、 定量的に

機能回復していることが、上述した lnvltroの朕透過笑験系により lリ]らかとなった

(図21(i))。

以上の結果、 SecAの立体例造形成には、 ジスルフイド結合は関与していないこと

が示された。



H1考察

6Mグアニジン1iTh酸中で変性した SecAが、希釈 透析により、御造、機能共に、定

1iJ;(t¥JにI厚生することが見い出された。ゲアニジンあるいは尿紫などの変性剤によって

変位したタンパク質が、希釈あるいは透析によって再生する例は、いくつか知られて

おり、それらについては、再生の速度論的な解析もなされてい る(64). SecAについ

ては、再生の速皮論的な解析をしていなし\しかし、非常に宇YJ~ 的かっ』枝被1性に欠け

る実験ではあるが、以下に示す~験結栄を得ている。 SecA を含む 6M グアニジン邸散

水然減を、 2001告に希釈したところ、 SecAの ATPase活性は、数秒以内に、ネイテイ

ブ SecAの 70-80%まで回復した(データ省略)。 録者の知る|浪りでは、これまでに

研究されている、いくつかのタンパク賀においては、グアニジン指酸水溶液中で変位

したタンパク質の活性が、ネイティブな状態の 70-80%まで回復するには、 7Kr容iliiの

希釈後、少ないものでも数十分は要している (64)。これらの担ンパク貿に比パて、

SocAの再生は、非常に速やかに行なわれているであろうと考えている。

変性剤 Iドで変性した状態から、定:1;1的な1写生が不可能な担ンパク質もある。多くの

場合、その原因は不明である。ランダムに形成されたジスルフイド結合を正確な結合

へと修正する醇紫(プロテインジスルフイドイソメラ ーゼ)を添加することによって、

再生反応が促進され、しかも、定五i1(1') な再生が可能となるタンパク~もある (65- 67) 。

したがって、ネイテイブな状態とは災なるジスルフイド結合が形Ji)tされるために、定

:l，];(r')なTJ}:jミが不可能となるうZンパク質もあるであろう。 SecAの再生には、ジスルフ
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ィド結合が関与していない(図21(i))。変性した状態から、定量的にしかも速やかな

再生が可能であるのは、このためかも知れない。

変性した SecAが、定f量的に、そして、おそらくは、速やかに再生するという生理

学的な怒l味は何であろうか。 SecAはうZンパク質の朕透過に関与する諸因子と相互作

用する。第一主主で述パたが、これらの凶子と相互作用したときにおcAの併造は変化

するので、 SecAは構造をダイナミックに変化させながら、タンパク質の脱透過反応

に寄与していると考えられた。変性した状態から、定量的に、そして、おそらくは、

速やかに再生するという SecAの性質は、ダイナミックに構造を変化させながら機能

するという SecAの性質を反映しているのかも知れない。
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図1.SecAの V8に対する感受性の解析方法
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図2.SecAの精製

精製の各段階の標品 2pgを、 SOSーポリアクリルアミドゲル電気泳動、 ク

マシ ーブリリアントブルー(R250)による染色によ り、分析した 1ane 1 
分子抵マ ーカ ; 1ane 2，全細胞抽出液 ;1a刀e3， S-150画分 1ane
4， 40%硫安の上清一50%硫安の沈澱画分 Jane5，ハイドロキシルアパタ

イトカラムにかけたときの SecA画分.最終精製傑品(laneのを、 CS-930 
ウロマトスキャナー (Shi madzu)を用いて定量した。
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図3. SecAの V8に対する感受性に及ぼす ATPの影響

2mMの ATPの存在下及び非存在下で、 SecAを 100ngの V8によって分

解した後、 SDS-ポリアクリルア ミドゲル電気泳却jを行な った。 尚、反応液

中には、 5mMの硫酸マグネシウムが含まれている。 A，SDSポリアクリル
アミドゲル電気泳動の後、クマシ ーブリリアントブルー(R250)で染色した。

~ ，<J はそれぞれ、 SecA ，95kDaフラグメントを示す。 B， Aを CS-930
クロマトスキャナ (Shimadzu) を用いて定益した。oLimeの SecAの立
を 100%とした. A ， 6 はそれぞれ SecA， 95kDaフラゲメントを示

す. C， V8による分解を尿素の=11'存在下で行な った。 添加した V8の:!il
は、図中に示した。
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凶4. SecAの V8に対する感受性に及ぼす他のアデニンヌクレオチドの

膨響

ヌクレオチド (ATP，ADP，あるいは ATP-rS)の存在下及び非存在下で、 Sec

Aを lOOngの V8によって分解した後、 SDSーポリアクリルア ミドゲル電

気泳動、クマシ ーブリリアントブルー(R250)による染色を行なった。 A，

Bはそれぞれ、ヌクレオチドの浪度が 2mM， 5~M の場合である。その他の
実験条件は、図3Aに同じである。 ... ， <Jはそれぞれ SecA， 95kDaフラ

グメントを示す。
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図5. 95kDaフラグメントの蓄積

ヌクレオチド (ATP，CTP， UTP，あるいは GTP)の存在下、及び非存在下で、

SecAを 100ngの V8によって分解した。ヌクレオチドの濃度は、 0.3mM 

である。その他の実験条件は、図3Aに同じである。 SDSポリアクリルア

ミドゲル電気泳動、クマシーブリリアントブルー(R250)による染色の後、

CS-930クロマトスキャナー(Shimadzu) を用いて定量した。 otimeのSe
cAの量を 100%とした。 o はヌクレオチドの非存在下の場合、 ・ ，口
，圃， く〉 はそれぞれ、 ATP， CTP， UTP，ある いは GTPの存在下の場合で

ある。
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図6. N95-SecAの V8に対する感受性

A. N95-SecAを模式的に表した。 B.SecA(lanes }-8)及び N95-SecA(j
anes 9-}6) を、 2mMの ATPの存在下及び非存在下で、 lOOngの V8によ
って分解した後、 SDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動、クマシーブリリ

アン トブル (R250)による染色を行なった。その他の実験条件は、 図3A

に同じである。
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図7.SecA及び 95kDaフラグメントの、 NTCBによる分解

A. SecAのシステイン残基の{立世を示した。 s. 10pgの SecA(Jane 1) 
を、 2mMの ATP.5mMの硫酸マゲネシウムの存在下で、 100ngの V8によ

り、 37"Cで 30分間分解した (Jane2)後、 SDS-ポリアクリルアミドゲル'電
気泳動を行なった。 95kDaフラグメン卜を電気泳動によってゲルから回収

し、 NTCBによって分解した (Jane 3). SecA (J ane 4)を直接 NTCBによっ
て分解した (Jane5.人各々の試料から、 lpgづっサンプリングし、 SDSーポ
リアクリルアミドゲル電気泳動、クマシ ーブリリアントブル (R250)によ

る染色を行なった。
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図8.SecAの V8に対する感受性に及ぼす proOmpAの影響

A. proOmpAある いは OmpAの存在下、及び非存在下で、 SecAを 50ng
の V8によって分解した。 proOmpAあるいは OmpAと、 SecAとのモル比
は、proOmpA(OmpA) SecA= 5 1である. (lOsgの SecAに対 して、 22

sgの proOmpAあるいは 19刊の OmpA) B. 2mMの ATPの存在下(Janes 
5-8). 22sgの proOmpAの存在下(Ja!les9-12).及び 2mMの ATPと 22sg
の proOmpAの両方の存在下(Ja!les13-20)で、 SecAを 50ngの V8によ
って分解した。 Ja!les13イ6は、反応液に、 ATPと proOmpAを同時に加
えた場合である。 Ja!lesJ 7-20は、反応液に、 ATPを添加lして 20分IUJ保
温した後に、 proOmpAを添加して 5分間保温した場合である。 l湖、反応液

中には、 5mMの硫酸マグネシウムが含まれている。分解反応の後、 SDSーポ
リアクリルアミドゲル'屯気泳動、クマシ ブリリアントブル (R250)によ

る染色を行なった。 ... . <Jはそれぞれ、 SecA.95kDaフラグメントを示す。
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図9. SecAの Y8に対する感受性に及ぼす反転膜小胞の影響

4Mの尿素で処理を施した反転膜小胞(11めの存在下及び非存在下で、 Sec 

Aを 25日Eの Y8によって分解した。反応液に添加した反転膜小胞の量は、

尿素処理を施す前の反転膜小胞 42はあるいは 250pg(タンパク質の量)に
相当する量である。分解反応の後、 SDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動、

クマシ ー ブリリアントブルー (R250) による染色を行なった 。 ~ . <Jはそ
れぞれ、 SecA. 95kDaフラグメン卜を示す。
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図10.SecAの V8に対する感受性に及ぼすリン脂質の影響
A，大腸菌の全リン脂質(ι coliPL) (l 25~g) ， CL(l2. 5~g) と PG (l 2. 5~ l) と
PE (l OO~g) との混合リポソ ム， CL(l2.5ほ)， PG(l2.5pg)，あるいは PE(l
OO~g) の存在下及び非存在下で、 SecA を 25ng の V8 によって分解した。
CLと PGと PEの混合リポソームは、 lmgの CLと 1mgの PGと8mgの

PEとを混合し、 1mlの 2mM2メルカプトエタノ ルを加え、 超音波洗浄
器(Branson)中で超音波処理を行なうことによって、作成した。 分解反応

の後、 SOSーポリアクリルアミドゲル'屯気泳!f!lJ、クマシ ーブリリア ントブル
ー(R250)による染色を行なった.... ， <lはそれぞれ、 SecA，95kOaフラグ

メントを示す。 B，PC (l OO~g) ， PC (l OO~g) と CL (l 2. 5~g) との混合リポソ ー
ム， PC (l OO~g) と PG (l 2 . 5~g) との混合リポソーム ， PC (l OO~g) と PE (l 2. 5~g) 
との混合リポソ ム， あるいは PC (l OO~g) と PE (l OO~g) との混合リポソ
ム(PC，PE')の存在下及び非存在下で、 SecAを 25ngの V8によって分解

した。 PCと CL，PCと PG，及び PCと PEの混合リボソ ームは、 8mgの
PCと 1mgの CL，1mgの PG，lmgの PE，あるいは 8mgの PEを混合し、

1mlの2mM2メルカプトエ担ノ ールを加え、 超音波洗浄椛(sranson)中で
超音波処理を行なうことによって作成した。 ... ，<lはそれぞれ、 SecA， 

95kOaフラゲメン卜を示す。その他の実験条件は、 図lOAにl司じである。
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凶11. ATPあるいはリン脂質の存在下における、 SecAの CDスペクト ル
SecAの CDスペクトルを測定した後、終濃度 2mMの ATP，あるいは 500が

g/ml の大腸菌の全リン脂質を添加し、 37'Cで 20分間保温した後、 CDスペ

クトルを測定した。 A，SecA ; s， SecA ; ATP C， SecA +大腸菌の
全リン脂質. スペクトルは、それぞれ、試料と緩衝液(A， 50mM リン椴

カリウム (pIl7.5) s， 50mM リン椴カリウム (pH7.5)/2mMATP C， 50 
mM リン般カリウム (pH7.5)/500~g/ml 大防的ーの全リン脂質)との差スペク

トルである。縦軸はモル分子衛門事を示す.

- 73-



、、
、
〈。、

ぐ。、
d
y
 

y
 
、
日、、
U

、、
¥
 、
、、
、、、
、、、、

、、、
、、
、、
，
 

F
 F
 F
 r
 ，f
 /
F
 IF'' I
 J
 

，
 
，
 ，
 
l
 f
 ，
 
r
 
J
 r
 
-， 
f
 ~'e d
 

( 

《話、
) 

ω 
275 。
ω 
ω 
ω 
‘・250 
喝陣圃。
〉-e 
Q) 25 
z 

420 409 340 360 380 

Wavelength(nm) 
320 

0 
300 

図12. ATPの存在下における SecAの蛍光スペク 卜ル

SecAの蛍光スペクトルを測定し(一一一一)、分光光度計 UV-160(Shimadzu)

で 290nmの吸光度を測定した後、 2mMになるように ATPを添加した。 37

℃で 20分間保温した後、蛍光スペクトルを測定した( ー)。 蛍光スペ

ウトルを測定した後、 290nmの吸光度を測定した。縦軸は、蛍光強lJ.l!'の相

対値を示すロ
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図13.SecAに結合した ADPの、 SecAからの遊首位

40 45 50 

ドH]ADP(26.4Ci/mmol) を、 0.25州になるように、上摘に添加した後、矢
印で示したところで、上階に、 SecA(・.0).proOmpA(・).OmpA(O).及
び非放射性的P(・.0)をそれぞれ、 4~ M. 30~M. 2mMになるように添加し
た。尚、反応液中に混入してくる尿;riの盆は、終浪皮で 0.4Mである。対
照実験(マ)では、上摘に、 SecAの代わりに、C¥ll注の 50mM リン酸カリウム
(pH7 . 5) を添加し、矢印で示したところで、 proOmpA. 及び ~I'放射性 ADP を
添加した。
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図14. SecAに結合 した ATP-rSの、SecAからの遊隊 (proOmpAの影響)

A，上空に、 ['.S]ATP-rS(65Cilmmol)を、 0.25pMになるように添加し、

矢印で示したところで、 SecA， proOmpA，及び非放射性 ATP-rSを、子れ

ぞれ 4pM，30此 2mMになるように添加した。 s，Aにおいて SecA~添
加lしたところで、同量の 50mM リン倣カリウム (p1l7.5)を添加1した。 I尚、

反応液中に混入してくる尿素のなは、終濃度で 0.1Mである 。
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関15. SecAに結合した ATP-rS の、 SecAからの遊隊(OmpAの影響)

A，上楕に、 ['.S]ATP-rS(65Ci/mmol)を、 O.25pMになるように添加し、

矢印で示したところで、 SecA，OmpA，及び;11'放射性 ATP-rSを、それぞれ、
4pM， 30pM， 2mMになるようにt主力日した。 8， Aにおいて SecAを添加し
たところで、同I立の 50mM リン西空カリウム (pH7.5)を添加した。尚、反応
液中に混入してくる尿素のf立は、終i:!)克で O.4Mである。
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図16.SecAの ATPase活性のdUJ定
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反応液に、 5mg/ml の SecAを 7pl 添加した後、矢印で示したところで、

30mg/ml の proOmpAを 20pl 添加した場合 (A)及び 26mg/ml の OmpA

を 20pl 添加lした場合 (B)の 340nmにおける吸光皮の減少を 示 した。 尚、
反応液中に混入してくる尿素の抵は、終濃度で O.08Mである 。
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図17.SecAの変性 ・再生方法
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図18. CDスペクトル曲線と蛍光スペクトル曲線

A. ネイティブ SecA(一一一一).変性 SecA(一一一一一).及び再生 SecA(ーー
一一ー一一).の CDスペクトル曲線.スペクトル曲線は、それぞれ、試料と緩

衝液(ネイテイブ SecA及び再生 SecAの場合. 50mM 卜リス ー酢酸(pH7
5)/lOOmM酢酸カリウム/lmMDTT ; 変性 SecAめ場合. 6Mグアニジン
泡般/50mM トリス 酢酸(pH7.5))との差スペクトルである。どのスペク
トルも、 4自の測定を平均したものである。縦軸は、モル分子的円単を示

す.尚、 200nm-210nmの波長は、グアニジン庖般によって吸収されるの
で、変性 SecAの場合、この波長領域のスペク卜ルは測定できなかった。
B. ネイティブ SecA(一一一一).変性 SecA(ーーーーーー). 及び再生 SecA(
一一ー 一一 ) .の蛍光スペクトル l臼l 線.縦申~b は、蛍光強度の相対値を示す ω
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図19. ネイティブ SecA及び再生 SecAの架続実験

A， EDACによる架橋絞合体の形成を経時的に調べた。 SDS-ポリアクリル

アミドゲル電気泳動、クマシ ーブリリアントブル (R250)による染色によ

って、架縞飯合体を検出した。左端は、分子量マ ーカ である。mono，d i， 

trl， tetraはそれぞれ、単抵体， 二畳体，三盆体，四量体を示す。 B，

Aのゲルを CS-930クロマトスキャナー(Shimadzu)を用いて定立した。 O.

・，マ，口 はそれぞれ、単昼休， 二五J:{'本，三i主体，四量イ本を示す。
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凶20. A，ネイテイブ SecA及び再生 SecAの [a-""P]ATPによ る光親渦l
性標識 光親和性標識反応の後、 SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳1M、

フルオログラムを行なった。 s，ネイ ティブ SecA及び再生 SecAと[""
S]uncleabable OmpF-Lppとの架続実験 EDACの存在下(IanesJ，5，乃及
び ~I'存在下 (Ianes 2， 4，6)での、 [".S)uncleabableOmpF-Lppとネイテイ
ブ SecA( J anes 4， 5)及び再生 SecA(lanes 6，乃との架僑反応.lane J，分

子盆マーカー lafleえJ，SecA非存在下.梨縞反応の後、 SDSーポリアク
リルア ミドゲル電気泳動、フルオログラムを行なった。4 は、 SecAと
[".S)uncleabable OmpF-Lppとの複合体の位置を示す。
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図21. in vitroの膜透過笑験
A，膜透過実験の後、 SDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動、フルオログ

ラムを行なった。 s，Aの結果を、 CS-930クロマトスキャナ (Shimadzu) 

を用いて定益した。 (i)，SecA を用いた場合 (ii)，N95-SecAを用いた場
合である 。Nalive--0ーーー， Renatured -・←一， Renalured (; DTT --:a: 
ー)，はそれぞれ、ネイティブ SecAs，再生 SecAs， 及び変性・再生操作
を 1mMDTTの存在下で行な った場合を示す。
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