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Abbreviations 

本論文では、 以下のjI俗号を)IJいた。

AMP Adenosine 5'-monophosphate 

AMP-PNP Ad巴nylyl-imidodiphosphate

ADP Adenosine 5'-diphosphate 

ATP Adenosine 5'-triphosphate 

C.B.B. Coomassie brilliant blu巴

CTP Cytidine 5'-triphosphate 

DMS Dimethylsub巴rimidate

DTT Dithiothreitol 

EDAC l-E出Y1-3-(3 -d imeth y laminop ropy l)carbodi im ide 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 

FAD Flavin adenine dinucleotide 

FPLC Fast protein liquid chromatography 

IPTG Isopropyl-s -D-thiogalactoside 

Lpp Lipoprotein 

MES 2-N-Morpholino ethanesulfonic acid 

NADP Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis 

SDS Sodium dodecyl sulphate 

TCA Trichloroac巴ticacid 

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan巴

tRNA Transf，巴rRNA

UTP Uridine 5'-triphosphate 
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第 l章序論

ウイルスのようなごく単純なものは除いて、生物は全て細胞(Cell)か

らできている。Cellとは、元来「小部屋」という意味の言葉であったが、

細胞も膜という外界を遮断する壁に囲まれた「小部屋jであることにか

わりはない。

さて、細胞はj反核細胞と其核刻11胞とに分けられる。原核細胞は、比較

的単純な構造をしている。一方、兵核車111胞は、 }J;(核細胞よりも大きく複

雑であり、 DNAは!院で闘まれた核に収められ、細胞質には、 JJ具で囲まれ

た数多くの細胞内小器千(がある。

いずれの細胞においても、その生命の維持のために、実に多種多様な

生命現象がみられる。そのような細胞の営みを支えているのが蛋白質で

あり、蛋l士l質は、様々な反応、における触媒として、あるいは、車lfI胞の梢

造を維持してゆく上での構成物として、更には、伝達、輸送の担体とし

て、ありとあらゆる生命制象に関わっている。蛋ILI質の合成は、 Crick

によって提唱されたセントラルドグマ(1)によって規定されている。すな

わち、 DNA一(転写)→RNA一(翻訳)→蛋1'1質、という逃伝情報の流れの

基本を提示したものである。 しかし、このような流れは、蛋r'1質の一次

構造のみを規定するものである。蛋白11が然るべき働きをするためには、

然るべき場所において、然るべき梢造をとって初めて可能となる。それ

故、蛋白質が然るべき場所に間違いを犯すことなく到達すること、すな



わち蛋1"'1質の局在化は、セントラルドグマの延長線上に位置する重要な

問題であると思われる。

さて、蛋白質がある特定の部位に}， JイEするための機構は、いまだ不 Iy~

の点が多い。存在が予想されている}，J在化の暗号についても充分には解

明されていない。蛋ILI質局在化の過程では、蛋向'l'iが各種の切断、ある

いは修飾をうけたり、膜を透過することが知られている。特に、 l民透過

に関しては、蛋白質のような巨大分子が、グルコースのような低分子の

透過すらままならない「脱Jという障壁をいかなる機構で乗り越えるの

か、という観点からしても興味尽きない。また、応川面からいっても、

ホルモン等の異種蛋白質の細菌や酵Hをmいての分泌生産という点から、

蛋白質の脱透過 ・分泌機構の解明は急務である、と考えられる。

蛋白質の膜透過の研究は、動物細胞において始まった。 1950年代後半、

Paladeらが分泌蛋白質がER)院を通過する割象を発μしたことが端緒とな

った(2)01972年、Milsteinらは、 mvltro蛋白質合成系で免疫グロプリン

L鎖がN末端に余分なペプチドをもっ前駆体として令成されることを示

し、この余分なN末端のペプチドが、分泌される蛋1'111とそうでない蛋

白質との区別をつけるための「シグナlレjであると推測した(3)。さらに、

1975年、 BlobelとDobberst巴inは、 Milst巴mらの考えを発展させて、 「シグ

ナル仮説Jを提唱した(4)。すなわち、 N末端にシグナル配列とよばれる

ペプチドをもっ前駆体として合成された分泌型蛋内質は、シグナル配列

に導かれて、 ER)院に入り、膜透過する。シグナル配列は膜透過の過程

で切断され、成熟型蛋(1質がER内j肢に放11'，される、というものである。
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シグナル仮説は、分泌型蛍1'11'1のERJJ見透過に|羽して提IIr'lされたもので

あるが、その概要は原核生物をも合めた生物全般にわたって適川できる、

と考えてよかろう。

JJ;;f亥出11]胞系では、現在までに分泌型蛋r'l質を!院へ導く機構については、

詳細な研究がなされている。その機構を要約すると、

①遊離リボソーム上で分泌型蛋rLI質の合成が開始される。

②ペプチド鎖の合成が進み、リボソームからシグナル配列が顔を出す

と、シグナル認識粒子(SRP)と相互作用し、ポリペプチドイ111長が止

まる。

③ リボソームはSRPを介してERJJ史上のドッキング蛋向質(DP)に結令す

る。

④SRPはリボソームから遊離し、リボソームが膜に結合した状態で翻

訳が再開する。

⑤ シグナル配列はシグナル配列レセプタ一(SSR)や膜透過装置と相互

用 して、膜透過のための火が形成される。

⑤新生ポリペプチドは、 l民透過し、シグナル配列はシグナルペプチダ

ーゼで切断される。

⑦蛋ドl質合成の終了とともに、リボソームはj践を離れる。

SRPは1種類のRNA(7SLRNA)と6種類の蛋r-I質より構成される複合体で

ある(5、6)。現在までに、オキ梢j真成分の機能が詳細に研究されている(7-

13)0 SSRは必ずしも必要ではないという報告もある(14)。

ょ工核組|胞系では、 l民透過そのものについての研究はあまり進展してい
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ないのカ{3JH犬である。

一方、原核細胞系では、蛋r-I'l'lのj民透過の研究が、①透過する蛋白質

の構造、②膜透過に|刻与する附子、の二つの側面から進められている。

まず、透過する蛋白質の構造のIIU題について、シグナル配列に焦点を

あてて述べて行きたい。大腸菌をはじめとするグラム陰性細菌において

は、分泌型蛋白質の多くは、*1lI胞質l換を透過した後、外脱やペリプラズ

ムにとどまり、 部のもののみが創1I胞外に分泌される。多くの分泌型蛋

白質シグナル配列の-次構造_I::.Iこは、コンセンサスな配列はみられない

が、以下の特徴がみられる。

①N末端に岱L基性アミノ般に官む、正荷電領域が存在する。

②"1'央部領域に疎水性アミノ般のクラスターがある。

③シグナル配列のC末端は、側鎖の小さいアミノ酸からなっており 、

シグナルペプチダーゼの切断部位となっている。

以上述べたシグナル配列構造上の類似性から、 InouyeとHalegouaは、分

泌型蛋白質のJj莫透過に|刻するシグナル配列の役割として「ループモデルj

を提唱した(15)。すなわち、分泌担蛋ri質は、シグナル配列のN末端正

荷電領域で、負に帯電している*11I胞質映の内側と相互作川 し、続く疎水

領域が、)鹿内部の疎水部分と相互作用し、膜内に取り込まれる、という

モデルである。このモデルは、制在!よく受け入れられている。

実験的にも、シグナル配列のN末端正荷電領域と疎水領域に閲しては、

膜透過に重要な役割を果たしていることがIy~ らかとなっている。 N末端

の正荷電を負にするとシグナル配列としての機能が失われる(6)。筆者
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らの研究室では、 invitro実験系をmいて、 N末端の正荷屯の数を0から4

まで変化させると、アミノ酸の種類に関係なく正荷電数に)，i:;，じて膜透過

効率が上昇することを明らかにした(17)0 rループモデル」においては、

正荷電は細胞質!肢の内側 とキIlli.イil'川に重要な役割を来たしていることを

仮定している。分泌型蛋jLj質のj民透過には、酸性リン脂質が必須である

ことが示されており (18、19)、シグナル配列の正の荷電とシグナル配列

のN末端正荷電領域とリン脂質のれの荷電が静電的相互作用をしている

ことは大いに考えられる。 一方、本研究においては、分泌閃子の一つで

あるSecAが、正荷電に対して重要な役割を担っていることを実験的に明

らかにしている(20)0SecAf立、細胞質の|付側に存在する脱表在性の蛋白

質である(21)。以上のことから、シグナル配列N末端正荷電は、まず

SecAによって認識された後、酸性リン脂質と相互作川 して、!院透過系に

入って行く可能性が大きい。

さて、疎水領域の役割に|却してであるが、疎水領域に親水性アミノ酸

残基を挿入してやると、シグナル配列としての機能が失われる(22)。こ

の疎水領域を構成するアミノ酸は、種類、個数がまちまちである。疎水

領域の構造を単純化することによって、疎水領域の役割をWPYJする試み

がなされている(23-25)。膜透過効率は、疎水領域の長さではなく 、全体

の疎水性度に大きく依存していることが明らかとなった。さらに、 I最近、

正術電と疎水領域のはたらきのnuには、キI-H剥関係があることがわかって

きた(26)。すなわち、疎水牲が弱いときは、正荷i主に依存して脱透過効

京は良くなり、疎水性が強いときには:tEiWj屯の依存型1:が弱くなる。
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次に、膜透過に関与する因子の問題について述べて行きたい。大腸菌

において、この問題は、主に遺伝学的手法用いて解析がなされてきた。

Table 1-1に示すように分泌変異には、 sec変異とprl変異が報告されている

(27)。これらは、取得方法に相違がある。 sec変異は、分泌型蛋白質であ

るマルトース結合蛋白質(Malli)、 Aレセプター(LamB)のシグナル配列を

細胞質蛋白質である s-ガラクトシダーゼ(LacZ)のN末端に結合した融合

蛋白質MalE-LacZ、あるいは、 LamB-LacZの分泌が欠損した変異として

分離された。 prl変異はLamBやMalliのシグナル配列中の疎水性領域の変

異を抑制する、すなわち分泌能を失なった蛋白質の膜透過を回復するよ

うな変異として分離された。双方の変異は、独立に分離されてきたが、

おc変異によって同定されたsec遺伝子群のA、E、Yはそれぞれ、 prl変異

によって同定されたprl:遺伝子群のD、G、Aと同一であることは、これ

らの遺伝子が特に重要であることを示唆している。

secA遺伝子産物であるSecAは、 901アミノ酸残基からなる分子量102k

(28)のサプユニットから構成されるホモダイマーである(29、30)。前述

したように、 SecAは細胞質の内側に存在する膜表在性の蛋白質である

(21)0 SecAは分泌型蛋白質のinvitro!民透過反応を促進する(31、32)0N 

末端領域にはATP結合部位があり (33)、SecAはATPase活'性を有す(34、35)。

この活性が蛋白質の膜透過で重要な役割を果たしていることも示されて

いる。 SecAの機能とプロトン駆動力要求性との関連性も報告されている

(36)0 se氾Aと他のSec因子(37、38)や酸性リン脂質(39)との相互作用につ

いても報告されている。
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Table 1-1蛋白質の膜透過に|剥与する大協菌逃伝子
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SecD、SecE、SecF、SecYは!院内在性の蛋白質である。SecEとSecYは、

再構成系を用いた実験により、 IJ具透過に必須であることが示されたこと

から(40、41)、!民透過装置を構成していると考えられる。SecEは三ヶ所

のj民貰通部位をもち(42)、31問のうちのC末端の1個のみでも機能し得る

(43、44)0SecYは10ヶ所の!院賞通部位をもっている(45)0SecEはSecYの

安定化に寄与していることから、 SecEとS巴cYとの間には、強い相互作用

が考えられる(46)。 しかしその役割については未解明である。SωD、

SecFは、ペリプラズム側に大きなドメインを有することが推定されてい

る(47)0SecDは、 )J莫を透過した蛍rl質の)院からペリプラズム領域への放

出にi刻わっていることが示されている(48)0SecFはSecDの安定化に寄与

しているらしい(Sagaraら、未発表データ)。

以上、牒透過装置を形成していると考えられている因子について述べ

た。細胞質には、 l民透過そのものには関与しないものの分泌型蛋白質を

膜透過し得る構造に保っておくシャペロンとしてはたらいている因子が

存在する。

SecBは、分子量16kのサブユニット4イ向からなるテトラマーであるが、

大腸菌外膜蛋白質OmpAやMalEの前!肢体に対するシヤペロンとして機能

している(49)。熱ショック蛍|ιl質であるGroEL(50)、DnaK(51)もシャペ

ロンとしてはたらいている。他の生物に存在する、これらと相向性のあ

る蛋白質(Rubisco結合蛋白質、 Hsp70ファミリー)も、|言lじ機能を有して

いる。

最近、その構造の類似性から、大腸菌にも SRP様分子が存在するので
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は、という議論がなされている。 SRPの構成成分である54kDa蛋白質、

7SLRNAと構造的に類似しているFfh蛋白質、 4.5SRNAがみつかった

(52・54)0Ffh(55)と4.5SRNA(56)は、大腸菌の生育に必須である。両者は

複合体を形成し(57、58)、この複合体は前駆体蛋白質と相互作用するこ

とが示されている(59)0ffh遺伝子の発現を調節することのできる変異株

を用いたinvIvo実験では、的遺伝子の発現を抑制することによって、前

駆体蛋白質の蓄積が観察された(55)。

大腸菌にSRP様分子が存在するのとは逆に、真核細胞においては、 ER

膜にSecY様蛋白質がみつかっている(60)。グラム陽性細菌である枯草菌

においてもSecA、SecE、SecYと相向性のある蛋白質がみつかっている

(61)。原核細胞、真核細胞を問わず、構造的に類似した因子がそれぞれ

の細胞に存在していたことは、非常に興味深い。

以上、蛋白質の膜透過・分泌に関する研究のこれまでの流れを術服し

てきた。前述したように、 SωAは大腸菌の膜透過に重要な役割を果たし

ている。本研究では、 SecAがシグナル配列N末端領域の正荷電を認識す

ることによって分泌型蛋白質と相互作用することを明らかにした。さら

に、 SecAと分泌型蛋白質との相互作用を顕著に促進する因子を細胞質画

分に見いだした。これらのことは、蛋白質の膜透過反応の初期段階、す

なわち、分泌型蛋白質の合成が完了した時点から膜透過を開始するまで

のあいだの反応機構に関する研究の一里塚を築きつつある、といっても

過言ではなかろう。
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第 2章 SecAと分泌型蛋白質との相互作用

第一節 }f-

SecAは、分泌型蛋白質の脱透過の過程ではたらく多くの閃子 と相互作

用することが明らかとな ってきており、この過程において'11心的な役割

を来たしていることが考えられる。本研究は、このようなSecA研究の一

連の流れの中で行なわれたものである。本章において、 SecAと分泌型蛋

rLI質とが直接相互作用することを化学架橋法によ ってゆ]らかにした。さ

らに、この相互作加は、分泌担蛋1'-1質前駆体のシグナル配列N末端領域

の正荷電によって認識されることをIYJらかにした。

10 



第二節材料と方法

1 .試薬

架橋反応試薬である、 lト-E日th旬1ηv刷y川/ぺlト-ふ(β3-dωim口m巴t出hηザylaminoωO叩prop阿yり沖lり恥)比ca訂rb加od出iim口m凶Tη叫lid批巴

(但EDAC)Iは土S釘igma社 より入手した。Tran35S-1abel(70%の[35S]メチオニン

(37TBq/mmol)と20%の戸S]システインの混合物)はICN社より入手した。

ATP等の高エネルギーリン酸化合物、 Pyruvatekinase(ウサギ筋肉)、

Creatine kinase(ウサギ筋肉)、 tRNA制令物(大腸菌)は、Boehringer-

Mannheim社から入手した。SP6RNAポリメラーゼ、制限酵素、T4DNA

ligasel土、宝酒造(株)から入手した。[35S]標識SecAは名古屋大学山田寿美

博士より、 Taka-amylaseAは三共(株)新井守博士より贈与された。

2.菌株

本研究では、 以下の大腸l草i株をJIJいた。細胞質四分(SlOO)、及び反転

JJ史小胞の調製には、 K003(62)(Lpp-L¥ uncB-C-Tnl0)を、辿伝子操作には

JM83(63)を、 SecA大量精製にはRR1/pMAN400(32)を用いた。

3.フ。ラスミド

本研究では、 以下のプラスミドを)IJいた。切断可能なシグナル配列を

有するproOmpF-Lpp融合蛋1'-11'1:(以下、 cleavableproOmpF-Lppと称す)を

コー ドする造伝子をもっpK125(64)、切断不能なシグナル配列を有する
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proOmpF-Lpp融合蛋円質(以下、 uncleavableproOmpF-Lppと称す)をコー

ドする遺伝子をもっpK127(20)、及び、そのシグナ jレ配列に変異をもっ

pSS5∞、 pSS502、pSS503、pSS504、pSS602、pSS604(l7)、pKRNl12、

pKRN121、pKRN130(構築は以下に述べる)(Fig.II-l参!!町、主要リポ蛋白

質をコードする遺伝子をもっpSAOl1(構築は以下に述べる)(Fig.II-2)。こ

れらの蛋白質は全てSP6プロモーターの支配下にある。高発現プロモー

ターであるtacフ。ロモーターの支配下にあるsecA遺伝子をもっ

pMAN400(32)も用いた。

4.プラスミドの構築

プラスミドpKRN11 2、pKRN121、pKRN130は、シグナル配列N末端に

異なった数のアルギニン残基を導入したuncl巴avableproOmpF-Lppをコー

ドする逃伝子をもっ。これらは、 pK127から構築した(Fig.Il-l)。まず、

pK127をEcoRIとSspIで切断し、次の令成オリゴヌクレオチドリンカーを

mいて連結した :

d(5'AATTCT AGGAGGTTTAAA TTTATGATGAAACGT AACAAC3')と

d(3'GATCCTCCAAATTT AAAT ACT ACTTTGCATTGTTG5')， 

d(5'AATTCT AGGAGGTTT AAATTT ATGATGAAACGTCGTAAC3')と

d(3'GATCCTCCAAATTTAAATACTACTTTGCAGCATTG5')、

d(5'AATTCT AGGAGGTTTAAATTTATGATGAAACGTCGTCGT3')と

d(3'GATCCTCCAAATTTAAATACTACTTTGCAGCAGCA5')。

これらは、それぞ、れpKRNl12、pKRN121、pKRN130を構築するのによIJい
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た。

pSS5∞、 pSS502、pSS503、pSS504、pSS602、pSS604もシグナル配列N

末端領域の正荷電の数を変えたproOmpF-Lppをコードする遺伝子をもっ

プラスミドであり、これらのプラスミドの構築はすでに報告されている

(17)。

プラスミドpSAOllは、 hヨp遺伝子をもっpKEN125(65)のXbaI-EcoRI断片

とSP6プロモーターをもっpSP64(Promega社より入手)のXbaI-EcoRI断片

を連結することによって構築した(Fig.II-2)。

ここで構築された全てのompFやp遺伝子の塩基配列は、 Sangerらの方

法(66)によって確かめられた。

5.細胞質商分(S-l∞)の調製

in vitroにおける蛋白質合成に用いる、 l民を含まない細胞質面分(S・100)

は、大腸菌KOO3株より以下のよ うに調製した。

KOO3株を次の培地で37"Cにて培養し、 A660=lで集菌 した。

培地(1リットル当り): K2HP04 26g、阻'I2P045g、

Yeast Extract(Difco干土)9g 

以下、操作は4"Cにて行なった。

菌体を50mMTris-Acetate(pH7.8)、lO%(w/v)Sucrose溶液で洗浄 した後、

菌体湿重量19当り lmlの溶液A(10mMTris-Acetate(pH7.8)、14mM

(CH3COO)2Mg、60mMCH3COOK、O.lmMDithio出reitol(DTT))を力日えて

懸濁し、 -80"Cにて凍結融解した。DNaseを50μ g/mlになるように加えた
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EcoRI 
55同

一ーーー一一ーーーー令

EcoRI 

Sspl 

syr、lheUc019剖lUClooUd・耐水町

1.5・A"πむTTI.亙G.TI.泊πTAA"π布団ATG.AA応 GTATCATC，
GATCCTCCAAATTTAAI!JI>CTI>C TJT(記ATTG.TTG.5・

2. 5'A"π開泊蹴TTTAAATTI岡市AAACGTCGTATC
GATCCTCCAAATTT AAATTCTTC TTT GCAGCATTG. 5・

3. 5'AA~~~~~~阿古AAACGTCGTCC汀
GATCCTCCAAATTTAAATI>CTTC TTTGCAGCTI.iCA 5・

1. for pKRNl12 
2. for pKRN121 
3. for pKRN130 

EcoAI 

.5.同

T4 Ugase 

EcoRI 

Fig. II-lプラスミドpKRN112、pKRN121、pKRN130の構築

pK127のEcoRI-S:司pI断片に、 1、2、3で示される合成オリゴヌク
レオチドリンカーを連結した。合成オリゴヌクレオチドリンカ
ーl、2、3は、それぞ、れpKRN112、pKRN121、pKRN130を構築

するのに用いられた。

14 



EcoRI 

FA 

lxba1 
EcoRI 

EcoRI Xbaf 

回-圃

EcoRI 

Xbaf 

Xbaf 

ミJ

『

SP6 

Xbaf 

EcoRI 

Fig. II-2 SP6プロモーター下流にlpp:遺伝子を連結したプラスミ
ドpSA011の構築
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後、セルミ Jレ(VibrogenZellmuhle Vi4)で菌体を破砕した(30秒間隔、8回;

~ =0.1mmガラスピーズ)。遠心(8，500x g、10分)によって菌体を除いた

後、超遠心(80，000x g、60分)し、上清を回収した。 12.5μ g/mlとなるよ

うPyruvatekinaseを添加してから、溶液B(lOmMTris-Acetate(pH7.8)、

14mM (CH3COO)2Mg、60mMCH3COOK、lmMDTT)に対して一晩透析、

再度超遠心(80，000x g、60分)をした。上清をSI∞とし、 -80"Cにて保存

した。

6.転写、翻訳反応

in vitroにおけるompF-lpp遺伝子と炉p遺伝子の転写 :ompF-lpp遺伝子

をもっプラスミドはH加dIIIで、また、 lpp遺伝子をもっプラスミドは

EcoRIで直鎖状にした後、 SP6RNAポリメラーゼを用いて行なった(67)。

以下の組成の反応液を用い、 40"Cで2時間反応を行なった。

40mM Tris・HCl(pH7.5)、6mMMgC12、10mMNaCl、2mMSpermidine、

0.5mM ATP、GTP、CTP、UTP、20-50ng/μl直鎖状プラスミドDNA、

10mM DTT、0.1-0.5unitlμISP6RNAポリメラーゼ

翻訳反応は、転写反応液を直接反応液に添加し、 Tran35S-1abelの存在

下、以下の組成で37"C、 45分間行なった。

21mM Phosphoenol pyruva旬、 30mMCreatine phosphate、

0.027mg/ml FAD、0.027mg/mlNADPヘ0.027mg/mlFolinic acid、

O.1mg/ml tRNA混合物、 2.2mMATP， 0.56mM CTP、0.56mMGTP、

0.56mM UTP、1.4mMDTT、0.35mM19アミノ酸(除くメチオニン)、
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58mM CH3COOK、7.4mM(CH3COO)2Ca、55.2mMTris-Acetate(pH8.0)、

33mM CH3COONH4、10.2mM(CH3COO)2Mg、0.8mMSpermidine、

16MBq/ml Tran35S-1abel、20%(v/v)SlOO、5%(v/v)転写反応液

また、 Traubらの方法(68)で調製したリ ボソームを適量添加した。反応停

止は0.4%メチオニン添加によって行なった。

7.翻訳反応液のゲル漉過

翻訳反応液中の低分子を以下の操作により除去した。翻訳反応液(350

μ1)をSephadex0-75 Superfine(PharmaciaU)樹脂を充填したカラ ム(0.75x 

6 cm)に載せ、 50mMPotassium phosphate(pH7.5)溶液によって溶出 した。

8. SecAの精製

品cAは、 SωA過剰生産菌(RR1/pMAN400)(32)から精製した。

RRl/pMAN4∞株をL・培地にて37"(で培養、 A660=0.8でlmMIPTO 

(Isopropyl-s -D-thiogalactoside)を添加、 A6ω=1.6で集菌した。 French

pressure ceU(Aminco #4・3398A)で菌体を破砕(8，000psi、3回)し、超遠心

(150，000 x g、2.5時間)後得た上清を10mMTris-Acetate(pH7.8)、60mM

a3COOK、14mM(CH3COO)2Mg、lmMDTTに対して透析した。硫安沈

澱により、 SecAに富む画分(40%上清-50%沈澱画分)をlOmMSodium 

phosphate(pH7.2)に対して透析し、同緩衝液で平衡化したハイドロキシル

アパタイト(Bio-Rad社)カラム(2.5x 20 cm)に載せた。カラムを同綾街液

で洗った後、 300mlの10-250mMSodium phosphate(pH7.2)の直線型濃度勾
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配によって浴出した。 SecA合fitの 'lÐ(大の ~Iij分(SecA合il1:85%以一|二)(第 3T，": 

Fig III-2、lane5)をCentricon10(Amicon来1:)で、濃縮後、実験に供した。

9. リーダーペプチダーゼの制製

粗精製のリーダーペプチダーゼは、リーダーペプチダーゼ過剰生産菌

(J M 1 03/pJT03 )(lchiharaら、未発表データ)より得た。プラスミド pJT03は、

リーダーペプチダーゼ造伝子(lep)をJacプロモーターのド流に辿結してい

る。lmMIPTGによる誘導でリーダーペプチダーゼを過剰生産させた細

胞を集めた後、超音波破砕した。組遠心(100，000x g、30分)によって得

た沈澱を 1%Triton X-I00にて可燃化し、リーダーペプチダーゼとして供

した。

1 O. SecAと分泌型蛋白質との梨橋反応

SecA(25pmol巴)、ゲル櫨過した翻訳反応液([35S]標識分泌、型蛋白質を含

む)(1.5 x 105 dpm)、50mMPotassium phosphate(pH7.5)を出令して全体積

が12 μ l となるようにした。 10分 IPd1~iJ II~ した後、 3 μ lの 12 .5mM EDAC(故

終世度2.5mM)添加により架橋反応を開始し、50分間保温した。反応の

停止は、 50mMTris-HCl(pH7.5)を添加 し、 10分間保温することによって

行なった。尚、反応は全て25
0

Cにて行なった。架橋被令体は、 SDSーポリ

アクリルアミドゲ)レ電気泳動(SDS-PAGE)(62)の後、フルオログラフイー

により検出 した。フルオログラフィーは、処方に従って、ゲルを

ENLIGHTNING(NEN社)で処Jl日することによって行なった。フルオログ
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ラム上の桐々のバンドの強度は、デンシトメーター(ShimadzuCS-930)を

月jいて定量した。

1 1.反転l民小胞の調製

反転)院小胞は、大腸菌K003;移転より以下のように調製した。

KOO3株を次の培地で37"Cにて;持況をし、 A660=1.7で集菌した。

培地(1リ ットル当り): K2HP04 14.45g、阻-l2P042.旬、 YeastExtract 5g、

Bacto Tryptone 5g、 Glucose5g 

以下、操作は4
0

Cにて行なった。商体を水で洗浄し、 17.7mlの氷水に

懸濁した後、 10mlの0.1M Tris-Acetate(pH7.8)、9mlの2MSucrose、1.7ml

の1% EDT A(pH7 .0)、1.7mlの5mg!mlLysozym巴を}II買にゆっくりと力11え、

30分間氷冷した後、 DNaseを50μg/mlになるよう に加え、 Frenchpressure 

ceUを用いて菌体を破砕した(4，000psi、11nl)。テフロン製ホモゲナイザ

ーでホモゲナイズした後、未破砕の菌体を遠心(8，500x g、10分)によっ

て除去した。超遠心(150，000x g、2時間)によって脱四分を回収した。j民

間う子より、 50mMTris-Acetate(pH7.8)、250mMSucrose、1mM

EDT A(pH7 .0)、1mMDTTをJIJいた30-48%(w/w)ショ羽f密度勾配遠心

(60，000 x g、15時間)によって細胞質)民間分を同収した。50mMTris-

A印刷巴(pH7.8)、250mMSucrose、10%Glycerol、1mMDTTで約5併に希

釈し、超遠心(50，000x g、21時HU)によ って、再度細胞質j民間分を川収し

た。これを反転膜小胞として、 _80
0Cにて保存した。
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1 2. J.民透過反応

)民透過反応は、反転)院小j抱とゲル櫨過したproOmpF-Lppを)IJ いて以下

のように行なった。 [35SJ標識proOmpF-Lppを含む溶液に、 Succinate、

ATPをそれぞれlmM、5mM添加し、反転)J史小胞を0.25mg/mlとなるよう

に加え、370Cにて反応させた。脱透過反応は、反応液をOOCにさらすこ

とによって停止 し、ProteinaseKによるプロテアーゼ耐性を指標にl院透過

効率を定量した。膜透過産物の検出には、 SDS-PAGE、フルオログラフ

イーを行ない、定量は、デンシトメーターによって行なった。朕透過効

率は、ProteinaseK処理前と処理後のフルオログラム上のバンドの強度の

比より求めた。
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第3節結果

1. SecAと分泌型蛋白質との相E作用

SecAが分泌型蛋白質のinvitro膜透過反応を促進すること(31、32)、prl

変異がシグナル配列の変異をサプレスすることから、 SecAと分泌型蛋白

質前駆体とが直接相互作用をすることが考えられた。そこで、その相互

作用を化学架橋法を用いて解析した。

分泌型蛋白質のモデjレ蛋白質としては、主に、大腸菌外膜蛋白質

Omp時t駆体と主要リポ蛋白質(Lpp)の融合蛋白質(proOmpF・Lpp)でシグ

ナル配列の切れないもの(uncleavableproOmpF-Lpp)(69)を用いた(Fig.11-

3、 2)0uncleavable OmpF・Lppは、加 vitroで非常によく膜を透過する。

架橋試薬は、 1-Ethyl-3-(3-dimethy laminopropyl)carbodiimid巴 (EDAC)を

用いた(Fig.11-4 A)o EDACは、カルボキシル基と第一アミノ基の架橋反

応にあずかる(Fig.11-4 B)。加 vitroで合成した r5~司標識uncleavable

proOmpF-Lppと精製品cAを混合後、 EDACを加えて梨椅反応を行なった

ところ、 SDSーポリアクリ Jレアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)上で、分子

量約110kDa、77kDaに相当する位置にバンドが検出された(Fig.11-5 A)。

尚、用いたuncleavableproOmpF-Lpp標品は、ゲル憾過によってATP等の

低分子が除かれているが、翻訳反応液中の細胞質画分S-100は含まれて

いる。 110kDaを示す上のバンドは、抗SecA抗血清で免疫沈降したことか

ら(Fig.11・5A lane 5)、SecA(分子量約102k)とuncleavableproOmpF・Lpp(分

子量約8.8k)の架橋によ って生じたものであると結論した。以下、 SecAと
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Slgnal Peptide 曽 MatureDomain 
cleavable ----一一一--， y 

. proOmpF句 pl22 a.a 12| 竺a.a一」ーAsnAla'AlaGluー

'--proOmpF一一一一〈ー一一一Llpoproteln-一一一J

2. P脱出11;122a.a 12l りζコ-AsnPheProGlyー

3. ~roapo・
lipoprotein 

proOm明F-- 一̂一一一Lipoproteln-一一一J

20 a.a 44j子二コ -AlaGIY'CysSer一

Fig. 1I-3 本研究に用いられたモデル蛋白質
1. c1eavable proOmpF-Lpp:切断可能なシグナル配列をもっ

proOmpFと主要リポ蛋白質(Lpp)の融合蛋白質(proOmpF-Lpp)。

2. unc1eavable OmpF-Lpp:切断不能なシグナル配列をもっ

proOmpF-Lpp。
3. proapoLpp:主要リポ蛋白質前駆体。
シグナル切断部位(0、及びその領域のアミノ酸配列を右に示

す。
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Fig. II-4 EDACの分子式(A)と架橋反応(B)



proOmpF-Lppの架橋によって生じた反応生成物をSecA-proOmpF・Lppと

記す。下のバンドは、抗SecA抗血清では免疫沈降しなかった。これは、

細胞質画分存在下で、 proOmpF-Lppをジメチルスベリミデート(DMS)で

処理したときに生じた77kDaのバンド(64)と同ーのものであると考えら

れた。

SecAは、酸性アミノ酸に富んでいる(28)(Tab1eII -1)0 uncleavab1e 

proOmpF-Lppはシグナル配列N末端に塩基性アミノ酸に富む領域を含ん

でいる。そこで、 SecAと分泌型蛋白質との架橋反応が非特異的な静電的

なものによることが否定できなかったので、以下の実験を行なった。

酸性アミノ酸に富む蛋白質として、ウシ血清アルブミン(BSA)、Taka-

amy1ase A、ova1bumin(Tab1eII・1)を対照として選んだ。 SecAの場合と同

じく、これらの蛋白質(2.5μg)をuncleavab1eproOmpF-Lppと混合し、架

橋反応を行なった。各蛋白質のモル数は、 Fig.II-5Bの脚、注に記しである。

SecA以外の各蛋白質と分泌型蛋白質との架橋複合体は、全く観察されな

かった(Fig.II-5B)。

uncleavab1巴OmpF-Lppの代りに、塩基性アミノ酸に富むhistoneH2B、

1yzozyme(Tab1e II-1)をSecAと混合し、架橋反応を行な った。データは示

さないが、これらとSecAとの架橋複合体は観察されなかった。

架橋複合体の形成は、他の分泌型蛋白質前駆体、切断可能なシグナJレ

配列をもっproOmpF-Lpp(62)(cleavab1eproOmpF-Lpp)(Fig. II・3、1)、主要

リポ蛋白質前駆体(proapoLpp)(Fig.II-3、1)においても観察された(Fig.

II・6A、1ane2、Fig.II-6B、1ane2)。
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Fig. II-5 uncleavable proOmpF-LppとSecA(A)、対照蛋内質(B)と

の架橋反応

A、EDAC存在下(lane2)、非存在下(lane1)でのSecAと[35司楳識

uncleavable proOmpF-Lppとの架橋反応。架橋反応生成物は、

SDS-PAGE、フルオログラフイーによって検:出した。lane3には、
マーカーとして[35S]標識SecAを載せた。lanes4-6はそれぞれ、

lanes 1-3を抗SecA}JClIf17j'j-によって免疫沈降を行なったものであ

る。矢印(--)は、 SecA-uncleavableproOmpF-Lpp複令体を示す。

lane 1の左側に分子量を記した。
B、)IJいた蛋白質とそのモlレ数を以下に示す。S巴cA(2.5μg、

25pmole;lane 1)、ウシ IfI17~í'albumin(2.5μg、 37pmole ; lane 2)、

Taka-amylas巴A(2.5μg、49pmole;lane3)、ovalbumin(2.5μg、

58pmol巴;lane4)0 SecA(S)、ウシ 1(11市albumin(A)、Taka-amylase

A(T)、ovalbumin(O)の位fii7:をlane1の左側に記した。
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Table II-l 本研究に用いた蛋白質のアミノ酸組成と等電点(pI値)

Protein Total amino acid Asp Glu Arg Lys 

residues (amino acid residues I content (%)) pl value 

SecA 901 
γ5.9 9X02 6¥2  5九7 4.0・4.5

BSA 606 3Y64 5ス4 2%1  6Y99 4.7-4.9 

Taka-amylase A 478 
%2  に1 1¥1  2Y42 4.0 

ova!bumin 386 火 引 1¥日 切 4.6 

unc!eavable 
proOmpF-Lpp 81 うぺ9 % 1ぺ2 メ4

9.2 

Histone H2日 125 
X4  シis /:.4 2%。 11.0 

Lysozyme 129 メ2 うく6 %5  /':.7 
11.0-11.4 

a)等電点(pI値)は、 SecAは実験値、 uncleavableproOmpF-Lppは計算値、
その他の蛋白質は文献 70)によった。



A 1 2 B 123  4 

.・ー ヨーー

proapoLpp→l 
P→ 
m→ --

EDAC ー+ー+ー+

LPase 一一++ 

Fig. 11-6 SecAと主要リポ蛋白質前駆体(proapoLpp)、cl巴avable

OmpF-Lpp(B)との架橋反応、及び架橋反応に及ぼすシグナル配
列の影響
A、EDAC存在下(lane2)、gl::存在下(lane1)におけるSecAと[35S]

標識proapoLppとの架橋反応。
B、EDAC存在下(lanes2 and 4)、非存在下(lanes1 and 3)における

SecAとr5S]標識cleavableproOmpF-Lppとの架橋反応。 lane3と4

では、 cleavableproOmpF-Lppをリーダーペプチダーゼ(LPase)処
理してから、架橋反応を行なった。 SecA一前駆体蛋由貿架橋複

合体の位置を矢印(--)で示しである。 cleavableOmpF-Lppの前駆
体、成熟体をそれぞれ、 p、mで記した。
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これらの結果は、 SecAと分泌型蛋白質との相互作用が特異的に起こっ

ていること示している。

2. SecAと分泌型蛋白質との相互作用におけるシグナル配列の役割

SecAと分泌型蛋白質との相E作用がシグナル配列に依存するか否かを

検討した。

r5司標識 cleavab!eproOmpF-Lppを粗精製リーダーペプチダーゼで処理

することによって、成熟型OmpF-Lppを得た(Fig.II-6B、!ane3)。この成

熟型OmpF・Lppを用いてSecAとの架橋反応を試みた。

成熟型OmpF-Lppは、 5個のリジン残基と8個のアスパラギン酸残基を

有しているが、 SecAと架橋したバンドは検出されなかった(Fig.II-6B、

lane 4)。このことから、 SecAと分泌型蛋白質との相互作用はシグナル配

列に依存することが明らかとなった。

3. SecAと分泌型蛋白質との相互作用におけるシグナル配列N末端正荷

電の重要性

分泌型蛋白質の膜透過においてシグナJレ配列N末端領域の重要性が、

in vivo(16、71、72)、あるいはinvitro(17)で示唆されている。 SecAと分

泌型蛋白質との相互作用におけるシグナjレ配列N末端正荷電の重要性を

架橋反応を用いて検討した。

野生型uncleavab!eproOmpF-Lppをもとにして、佐々木とともに正荷電

の数をリジン残基、あるいはアルギニン残基を導入することによって変
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えた変異型uncleavableOmpF-Lppを種々作成した(Fig.II-7)。

N末端正荷電領域([Lys][ArgJ[AsnJ)を取り去って、 [Asn]4に変えた変異

星.JproOmpF-Lppにおいては、 SecAとのキIIJi作用は観察されなかった(Fig.

II-8A、lanes1 and 2)。このことから、シグナル配列のN末端正荷電が

SecAとの相互作用に重要であることが示唆された。 N末端正荷屯領域

をいろいろな数のリジン残基で.iliき換えたLyss巴ries([Lys]n[Asn]4吋にお

いては、正荷電を0から4までJlIn次附加させると、それにともな ってSecA

-proOmpF-Lppの形成率が:WI1JIIした(Fig.II-8A、lanes2-5、TableII-2)。

EDACの反応基が第一アミノ基をもっリジン残基であるため、ここで

制察されたSecA-proOmpF-Lpp形成の明白"が両分子問の相互作用の増大

を立|床するのでなく 、リ ジン残基の数の明加による反応性の増加を意味

する可能性が考えられた。そこで、リジン残基l個は残し、EDACと反応

しないア Jレギニン残基の数を変えたLys-Argseries([Lys llArg]n-I [Asn]4.n)を

作成し、同様の実験を行なった。

荷電を+2から+3、あるいは+4に変えると、 S巴cA-proOmpF-Lppの形

成率はt;1力11した(Fig.II-8B、TableII-2)。 しかし、荷電が+3で、ある

[Lysl[Arg]2[Asn]変異の方が、 +4で、ある [Lys][Arg]3変異に比べ、 S巴cA-

proOmpF-Lppの形成率は大きかっ た 。 この迎山については不 I~J である 。

最後に、シグナル配列の内部に全くリジン残基を含まない、すなわち、

正荷電の数をアルギニンの数のみで変えた変異型proOmpF-Lpp(Arg

series; [Arg]nrAsn]4.n)においても正利fEの制力1IとともにSecA一下roOmpF-

Lppの形成率は培i1JlIした(Fig.II-8 C、TableII-2)。



Plasmid 
Net Charge at 

Signal Sequence 
Amino-Terminus 

Wild-type 

pK127 +2 MM KRN ILAVIVPALLV;焔TANF

Mutant 

pSS500 。 NNNN 

pSS502 +2 KKNN 

pSS503 +3 KKKN 

pSS504 +4 KKKK 

pKRN112 +2 KRNN 

pKRN121 +3 KRRN 

pKRN130 +4 KRRR 

pSS602 +2 RRNN 

pSS604 +4 RRRR 

Fig. II-7 野生型uncleavableproOmpF-Lppと変異型uncleavable

proOmpF-Lppのシグナル領域のアミノ酸配列

太字で示した野生型uncleavableproOmpF・Lppのアミノ酸残基
(KRN)を、下に示すテトラペプチドに変えた変異型uncleavable

proOmpF-Lpp、及びそれらをコードする遺伝子をもっプラス ミ
ドを列記した。シグナル配列N末端の荷電の数も記 しである。



A 1 2 3 4 5 

proα却下Lpp[' 

Positive 
Charge ι 

一一一

o 2 3 4 

Lys S軒陪S

B 1 2 3 4 

o 2 3 4 

Lys-Arg ser陪S

C 1 2 3 

o 2 4 

Arg ser陪 S

Fig. II-8 シグナル配列N末端領域の正の荷電の数をLysやArgを

月jいて変えた変異型uncleavableproOmpF-LppとSecAとの布lZI:作
用

異なった数のLysとAsn(Lysseri邸内)、 Lys、Arg、Asn(Lys-Arg

series;B)、Arg、Asn(Argseries;C)をFig.II-7に示したようにN末

端領域に導入した。各proOmpF-Lppをコードするプラスミドは、

それぞれ、 A; pK127(lane 1)、pSS500(lane2)、pSS503(lane3)、

pSS504(lane 4)、B; pSS500(lane 1)、pKRN112(lane2)、pKRN121

(lan巴 3)、pKRN130(lane 4)、C; pSS500(lane 1)、pSS602(lane2)、

pSS604(laneわである。

矢印(--)は、 SecA一下roOmpF-Lppを示している。



これらの実験により、 以下のことが結論づけられた。

①SecAと分泌型蛋白質とのキ11互作mには、シグナル配列N末端領域の

正の荷電が重要である。

②SecAとT)tali巨体蛋白質との相互作川のj立合は、アミノ般の種類に関係

なく、荷電の数を反映する。

また、 EDACと反応しないアルギニン残基のみをN末端にもつArg

senesにおいても、SecA-proOmpF-Lppが観察されたことから、前駆体

蛋(1質の成熟体部分がSecAとの梨橋反応にあずかっていることが示唆さ

れた。

4.塩化カリウ ムのSecA-proOmpF-Lpp形成に及ぼす影響

前項でシグナル配列N末端正和ftE領域の重要性が示されたことから、

SecAと分泌型蛋白質との相互作川が静電的相互作!日によるものであるこ

とが考えられた。そこで、架橋反応の際、種々の濃度の塩化カリウムを

添加 したところ 、 250mM:J:í~イヒカリ ウム存在下では、 SecA と分泌型!蛋白質

(uncleavable proOmpF-Lpp)との梨椛反応が85%阻害された(Fig.II-9)。

77kDa架橋産物においても、 l行l程j立の1¥ll11千がみられた。塩イヒカリウムの

架橋反応n体に及ぼす影斡をみるために、 |九l社体であるカタラーゼ(ウ

シ)Jl)を架橋する対照実験を行なった。データは示さないが、架橋反応、

に顕著な阻害はみられなかった。
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Fig. II-9 塩化カリウムの架橋反応に及ぼす影響

SecAとuncJeavableproOmpF・Lppとの架橋反応をグラフに示す濃
度の塩化カ リウム存在下で行なった。架橋反応生成物はSDS・
PAGE、フルオログラフイーを行なった後、デンシトメーター

によって定量した。 SecA-proOmpF-Lpp(O)と77kDa架橋産物
(ム)の生成効率を示してある。



5. SecAとproOmpF-Lppとの相互作用とproOmpF-Lppの朕透過との関係

筆者らの研究室では、invitro膜透過系を用いて、分泌、型蛋白質のシグ

ナjレ配列N末端領域の正荷電の重要性を示してきた(17)。そこで、本研

究においても、野生型、あるいは変異型uncleavableproOmpF-Lppの膜透

過効率を測定し、 SecAー-proOmpF-Lpp形成効率と比較した(Table11-2)。

尚、この項に示した結果は、佐々木の論文から引用した(20、73)。

正荷電の増加にともなって、膜透過の効率とSecA一下roOmpF-Lpp形成

の効率とは、全〈同様の増加傾向を示した。膜透過の効率においても

[Lys][Arg]3変異は[Lys][Arg]2[Asn]変異よりも低かった。このことは、本

章で示されたSecAと分泌型蛋白質前駆体との相互作用が膜透過反応にお

ける重要な一段階を反映していることを示している。
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Tabl巴 II-2 シグナル配列N末端正荷電量のSecAとの架橋反応性、
及びj民透過効率への影響の問にみられる相関性

a) b) c) 
Net Charge at 

Plasmid 
Amino-terminus 

Cross-linking(%) Translocation(%) 

Wild-type 

pK127 +2 9 27 

Lys Series 

pSS500 。 <1 

pSS502 +2 12 20 

pSS503 +3 22 46 

pSS504 +4 25 68 

Lys-Arg Series 
pKRN112 +2 10 23 
pKRN121 +3 14 33 
pKRN130 +4 12 27 

Arg Series 

pSS602 +2 17 28 
pSS604 +4 22 50 

a)野生型、あるいは変異型ompF-lpp遺伝子をもっプラスミドを示してあ
る。

b) Fig. 1I-8で示したフルオログラムをデンシトメーターで定量 し、未反

応のproOmpF-Lppに対する架橋産物の比を求めた。

c) 37"C、 l分における膜透過の初速度を測定し、加えたproOmpF・Lpp単
位量当りの膜透過効率(%)とした。
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第Ilq節考察

SecAは、分泌型蛋白質の大腸菌剤fI胞質l民透過において重要な役割を担

っている。S巴cAは分泌型蛋|土l質のinvitro!民透過反応、を促進する(31、32)0

N末端領域にはATP結合部位があり (33)、SecAIまATPase活性を有す(34、

35)。この活性が蛋白質の朕透過で重要な役割を果たしていることも示

されている。SecAの機能とプロトン駆動力要求性との関連性も報告され

ている(36)0SecAと他のSecl若子(37、38)や酸性リン脂質(39)との相互作

用についても報告されている。本研究では、 SecAの機能をさらに解明す

るために、 SecAと分泌型蛋白質との相互作!日を化学架橋法によって検討

した。得られた結果を簡潔に記せば、以ドのようになる。

①SecAと分泌型蛋白質とは直接相互作用していた。

②SecAと分泌型蛋白質との桝|互作)IJは、シグナル配列依存であった。

③SecAと分泌型蛋白質との相互作)IJには、シグナル配列N末端領域の

正の荷電が重要であり、変具~!分泌型蛋向質を}日いた実験から、相

互作用の度合と膜透過効率との問には相関性があった。

これらの結果から、 SecAと分泌型蛋(1質との相互作用は生理学的に意味

をもつことが考えられる。以下、これらの結果について、考察を加えて

行きたい。

本研究においては、 EDACを梨椅試薬として)1'1いた。SecAは、酸性ア

ミノ酸に訂んでおり、全体に 1
1，める:i司令は、 16.1%にも」てる(28)(Table

lI-l )。そこで、カルボキシル基と第一アミノ基を架橋する EDACを架橋



試薬として選択した。

SecAと分泌型蛋白質との架橋反応によって架橋複合体(SecA一

proOmpF-Lppまたは、 SecA-proapoLpp)が観察された(Fig.II・5A、Fig.

II・6)。しかしその形成効率はそれほど高くなく、加えた分泌型蛋白質の

10%が架橋複合体を形成した。 SecAと分泌型蛋白質との相互作用が、蛋

白質膜透過の一過程であり、 SecAと分泌型蛋白質とが、絶えず、結合、

解離を繰り返していると仮定すれば、架橋反応の効率が余り高くないの

もうなずける。また、ここで用いた架橋反応の条件が必ずしも至適なも

のではないことも考えられる。実際、より高濃度のEDACを用いたり、

より高温、より長時間の反応によ って、架橋反応の効率には増加がみら

れた。しかし、このような条件の下では、かなりの割合のSecA一

proOmpF-Lppが高分子側に転移し、 110kDaを示すバンドの割合が減少し

た。これは、 SecAが二量体を形成していることに起因すると思われる。

Kimuraらは、ここで用いた架橋反応を改良した。すなわち、反応液中に

ATP(73)や1% Triton X-I00(Kimuraら、未発表データ)を添加する ことに

よって架橋形成率を増加させた。また、次章で詳述するが、大腸菌細胞

質画分に存在する他の蛋白質因子によっても架橋複合体の形成率が増大

することを見いだした。

SecAと分泌型蛋白質との相互作用は、シグナル配列に依存していた。

cleavable proOmpF・Lppのシグナル配列をリーダーペプチダーゼによって

切断した成熟型OmpF-Lppでは、 SecA-OmpF-Lppは観察されなかった

(Fig. 11・6B、lanes2 and 4)。



シグナJレ配列には、コンセンサスな配列はみられないが、以下の特徴

がある。

①N末端に塩基性アミノ般に市む IEイ市首領域がある。

②疎水'性アミノ酸よりなる疎水領域がそれに続く 。

先述したとおり、 S巴cAは酸'性アミノ般に富んでいる(TableII-l)。それ故、

SecAと分泌型蛋白質との問にみられた相互作用は、 SecAの酸性アミノ酸

とシグナル配列N末端塩基性アミノ酸との問の単なる非特主主的なfitf電的

相互作用に過ぎない、という可能性が否定できなかった。そこで、酸性

アミノ酸に富む数種の蛋白質を)11いて対照実験を行なったところ、 SecA

以外の蛋白質は、分泌、型蛋 rLj 質と梨lf~複合併;を形成しなかった (Fig. II-5 

B)o proOmpF-Lppもシグナル配列N末端に塩基性アミノ酸に日む領域を

含んでいる。塩基性アミノ酸のクラスターを有しているhistoneH2Bを用

いて対照実験を行なった。SecAとhistoneH2Bとの架橋複合体は観察され

なかった。一方、SecAとuncleavableproOmpF-しppとの架橋反応の際、種々

の濃度の塩化カリウムを添加 したところ 、 ~;ìI化カリウム 250mMで架橋

反応が85%阻害された(Fig.11-9)。先にも述べたが、TritonX-I00の存在

下、すなわち、疎水的な環境の下で、梨椅反応、が増大した。これらのこ

とから、 SecAと分泌型蛋l三|質とのキ!日工作fIJは、静電的なものであるが、

特異的に起こっていることが示唆された。

シグナル配列N末端領域の1[1苛TEの数を、LysやArgの数によって変え

た変典型proOmpF-Lppにおいて、 jl-.荷電の増力nに伴って梨椅反応の効率

もI皆加していた(Fig.II-8)。また、1f荷電を取り去って[Asn)4に変えた変
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異型proOmpF-Lppにおいては、 SecA--proOmpF-Lppはほとんど観察され

なかった(Fig.II-8A、lane2)。このことは、シグナJレ配列N末端領域の正

荷電が分泌型蛋白質とSecAとの相互作用に重要であることを示している。

Lysのみならず、 EDACの反応基となり得ないArgの数を増加させても、

SecA一-proOmpF-Lpp形成の増加が認められた(Fig.II-8B、C)oSecAと

proOmpF-Lppとの相互作用がシグナル配列依存していたことから、成熟

体部分は、 SecAとの相互作用には関与しないが、架橋反応は、成熟体部

分にある5個のLys、あるいは8個のAspで起こっていると考えられる。

EDACは架橋反応の際、アミド結合を触媒することから(Fig.II-4)、架橋

のかかった部分は近接している必要がある。すなわち、 proOmpF-Lppは、

シグナJレ配列部分でSecAと結合するだけではなく、成熟体部分でも結合

していることが考えられる。このような考えに基いて、 Kimuraらは、各

種欠失SecA(33)を用いた架橋実験から、 SecAは一次構造上、 267番目の

グルタミン酸残基から340番目のスレオニン残基の聞に分泌型蛋白質と

結合する部位があることを報告している(73)。

各変異型proOmpF-Lppについて、)民透過効率も調べた(TableII・2)。正

の荷電の増加に伴なって、膜透過効率も上昇した。興味深いことに、架

橋反応、膜透過、両者において、 [Lys][Arg]3変異の方が[Lys][Arg]2[Asn]

変異よりも効率が低かった。 Chou-Fasmanの方法(74)によって両者の変

異をもっシグナJレ配列部分の二次構造を予測したが、差はみられなかっ

た(datanot shown)。今のところ、この理由については不明である。

先にも述べたが、シグナル配列は、①N末端の正荷電領域、②それに
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続く疎水領域、を特徴としてもっている。本研究は①を主H民において進

められてきた。 SecAと蛋rLI質前13巨体との相互作用における疎ぷ領域の呆

たす役割については、単純化したシグナル配列をもっ変異型proOmpF-

LppをJ-rJいた実験から興味あるデータが得られつつある。すなわち、正

荷屯と疎水領域のはたらきの|切には、相|剥関係がみられ、疎水'性が弱い

ときは、正荷'tliに依存してj民透過効率は良くなり、疎J.K性が強いときに

は正荷電の依存性が弱くなる(26)。疎水性の強い変典型proOmpF-Lppを

架橋反j，ι中に添加すると、正荷電の多いものは架橋複合体の形成を阻害

したが、0のものでは阻害が観察されなかった(Arakiら、未発表データ)。

)Jで、正荷電の多いものほどinvitro)]l，%透過反応におけるSecAの濃度依

存性が小さかった。これらのことを考えあわせると、 SecAと分泌型蛋II

質との相互作用においては、疎水領域の強弱は関係がない、と考えてよ

さそうである。

本研究は、 SecAと分泌型蛋ILI質とが溶液巾で相互作用することを示し

たものである。 SecAは、 j民表在性の蛋|勺質であり 、細胞質、細胞質朕両

方に存在する(21)0SecAを尿素で、洗い去った肢を)IJいた)民透過実験では、

精製したSecAを加えることによって)J具透過活性は回復する(31、32)。そ

れ故、 )J英透過の過程においてSecAが)院に結合、解離を繰り返しているこ

とが考えられる。そのような観点からすれば、 SecAと分泌型蛋内質との

相7工作!日は、*1lI胞質で起こり、 SecA分泌型蛋白質前!似体複令体が)院の表

而に紡令し、 )J英透過が起こることも考えられる。あるいは、 細胞質にお

いては、 他の蛋白質尉子が分泌型抵(-1質前駆体とまず相互作川 し、その
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因子が膜に存在するSecAに蛋白質前駆体を導くことも考えられる。

Wicknerらは、 SecAをもった膜に結合した蛋白質前駆体のみがj肢を透

過し得ることを報告している(76)。このことは、後者の可能性を示唆し

ている。しかし、シグナル配列N末端領域の正荷電の少ないものほど、

膜透過反応におけるSecAの依存'性は大きくなることから(Arakiら、未発

表データ)、前者の可能性は必ずしも否定されたわけではない。

これまでにSecAIま様々な膜透過因子と相互作用することが報告されて

いるが、本研究において、 SecAが分泌型蛋白質と特異的に相互作用する

ことが初めて示された。このことは、 SecAの膜透過反応における重要性

に対する認識を更に高めることとなった。
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第3章 SecAと分泌型蛋白質との相互作用を促進する
因子

第一節 !事

前11において、SecAと分泌型蛋(-1質とが相互作用することを述べた。

本章においては、その柱11工作川 を促進する大腸菌細胞質附子について述

べる。架橋複合体の形成を指標にこの因子の精製を行なったところ、故

終的に分子量約22kの蛋白質を主として合む両分を得た。この22k蛋白質

(p22)のN末端アミノ酸配列を決定し、キn同性をもっ蛋r=1質を検索したと

ころ、機能不明の遺伝子(白1S)の産物と |白J-'であった。そこで、 fms遺伝

子をtacフ。ロモーターの支配下に辿新したプラスミドを作成した。このプ

ラスミドをもっ細胞をIPTGで処理したところ、その拙ILl液は、 SecAと

分泌型蛋白質との相互作川 を蒋しく I日1大させた。 このことから、 p22は

fms辿伝子産物であると結論した。



第二節材料と方法

1.試薬

用いた試薬は、第二章と同じである。

2.菌株

本章では、細胞質面分(SI50)、p22大量精製にMC4100(F'、araD136

fj (argF-lac) U169 relA 1 rpsL的。(77)を用いた。その他は第2章と同じで

ある。

3.プラスミド

本研究では、 fms遺伝子を高発現フ。ロモーターの支配下に連結した

pKYM101を用いた。pKYM101は、 fms遺伝子をもっプラスミド

pMANI65(78)のXbal-Pstl断片とtacプロモーターをもっプラスミド

pTTQl8(Amersham杜)のPstl“Xbal断片を連結した(Fig.III・1)。

4.細胞質画分(S-150)の調製

SecAと分泌型蛋白質との相互作用を増大する因子を精製するために用

いた細胞質画分(S-150)は大腸菌MC4100株より以下のように調製した。

MC4100株をL培地で37"Cにて培養し、 A660=2.5で集菌した。

以下、操作は4"Cにて行なった。菌体を50mMTris-Acetate(pH7.8)-

10%(w/v) Sucrose 溶液で洗浄した後、菌体湿重量Ig当り 1m!の溶液A
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Fig. III-l tacプロモーターの下流に命15遺伝子を連結したプラスミ
ドpKYM101の梢築
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(lOmM Tris-Acetate(pH7.8)、14mM(CH3COO)2Mg、60mMCI-i3COOK、

0.1 mM Dithiothreitol(DTT))を加えて!強制し、 _80
0

Cにて凍結融解した。

DNaseを50μg/mlになるように力11えた後、 Frenchpressure cell(Aminco #4-

3398A)で、菌体を破砕した(14，000psi、2!11!)。遠心(8，500x g、20分)によっ

て未破砕の菌体を除いた後、超遠心(30，000x g、30分)し、上前ーをさらに

超遠心(150，000x g、 2 . 5時間)した 。 上1~i を 50mM Potassium phosphate 

(pH7.5)に対して一晩透析、再度、超遠心(30，000x g、30分)をした。上前

をS-150とし、 _80
0

Cにて保存した。

p22を過剰生産する MC41∞l/pKYMI01株、その対照となる MC4100/

pTTQ18株の細胞質画分は、 A660=0.6でlmMIPTGを添加し、培養を更に

2.51時間続けた後、集めた車!1I胞より制製した。その後の操作は、上と同様

に行なった。

5. SecAの調製

SecAの純度を上げるため、第 2i注の方法を以下のように改良した。

硫安沈澱したS巴cAに訂む ~In分(Fi g. 111-2、lane2)をSephaclylS-300 

(Pharmacia社)ゲ、lレ櫨過カラム(1.6x 90 cm)に載せ、50mMPotassium 

phosphate(pH7.2)によって浴山した。SecAに富む画分(Fig.1II-2、lane3)を、

50mM Potassium phosphate(pH7.2)でIiZ衡イヒしたハイドロキシアノTタイ ト

カラム(2.5x 20 cm)に載せた。カラムを60mlの|司緩衝液で洗った後、

300mlの50-250mMPotassium phpsphate(pH7.2)の直線型地位勾配によって

治出した。純度95%以上のSωAを待た(Fig.1II-2、lane4)。
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Fig. III-2 SecAの精製
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4・・【

SecAを大量に発現した大脱税lRRl/pMAN400株の細胞質問分

(lane 1)を硫安沈澱(lane2)し、 SephacrylS-300によるゲル強過を
行なった(lane3)後、ハイ ドロキシルアパタイトに よる精製(lane

4)を行なった。lane5は、第 2i立で述べた方法で精製したSecA

である。尚、lane5はlanes1-4とは別のゲルを用いたのでSecAの

移動度に少しずれがある。
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6.翻訳反応液の脱塩

翻訳反応液rlJの脱塩は、ゲル掠過法、または、 TCA(Trichloroacetic

acid)沈澱法によって行な った。ゲJレ拙過法の;場令は基本的には、第 2辛

の方法と同様であるが、ゲル憾過の担体としてSephadex0-25 Superfine 

(Pharmacia社)を用いた。TCA法の場令は、翻訳反応液に 10%(w/v)TCAを

添加して、氷上に5分間放置した。遠心(14，000x g、4
0

C、5分)で得たi1

澱をAcetone、Diethyle出巴rの順に洗i4frし)iftU:吃させた。乾同したi1澱を8M

Urea、50mMPotassium phosphate(pH7.5)、lmMDTTに溶解した。アッセ

イには、 10-20併に希釈してmいた。

7. SecAと分泌型蛋白質との架橋反応(Fig.III-3) 

第 2Ì~の方法に改変を力11 えた 。 SecA(1Opmole)、脱塩した翻訳反応液

(f35S]標識分泌型蛋白質を合む)(1.5 X 105 dpm)、10mMATP、2mM

MgS04、分画したS-150を制令、 50mMPotassium phosphat巴を添加して全

体積が45μlとなるようにした。10分間保出した後、5μlの25mMEDAC(妓

終濃度2.5mM)添加により架橋反応を開始し、 50分間保U14した。反応、の停

止は、 50mMTris-HCl(pH7.5)を添加lし、 10分間保温することによって行

なった。尚、反応は全て25
0

Cにて行なった。架橋複合体の検出は、第 2

草と同様に行なった。

8. p22のN末端アミノ般配列の決定

S150をMonoS、MonoQ、Superos巴12で分間したサンプルをSDS-PAOE
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[35S]ProOmpF-Lpp 

20 mM Tris-HCI ( pH 7.5 ) 

Fig. IlI-3 架橋反応の方法

48 



(79)した後、Immobilon-PSQフィ jレター(Millipore宇土)にエレクトロプロッ

テイングした。このフィルターをlOmMSodium Borate(pH8.0)-25mM 

NaCl、匝Oの}I聞に洗浄してから、 0.2%C.B.B.(Coomassie brilliant blue) 

R・250・50%Methanol-lO% Acetic acidで、染色した後、 50%Me出nol・7.5%

Acetic acidで脱色した。目的のバンドを切り出し、匝0で洗浄、乾燥させ

た後、アミノ酸シークエンサー (AppliedBiosystems社、 477A)にかけた。

9.膜透過反応

膜透過反応は、前章と同様に行なった。特に断りのない場合を除いて、

膜透過反応液中にはSecAを200nMになるように添加した。
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第三節結果

1. SecAと分泌型蛋白質との相互作用に及ぼす大腸菌細胞質画分の効果

架橋実験により ATPやATPのアナログがSecAと分泌型蛋白質との相互

作用を促進することが報告されている(74)。本研究においては、相互作

用を促進する蛋白質因子が大腸菌細胞質中に存在することを見い出した。

大腸菌細胞質画分(S・150)をSecAとuncleavableproOmpF-Lppの架橋反応液

中に添加したところ、架橋生成物の著しい増加が観察された(Fig.IIl-4)。

第2章では、架橋反応液中にSecAを1.7μM添加したのに対し、本章にお

いては、 0.2μMとなるように添加した。また、本章においては、更に純

度の高いSecAを用いた(Fig.IIl-2、lane4)。そのため架橋複合体の形成率

は、第 2章の ときに比べ、 S-150を添加していないサンプル(Fig.III-4、

lane 1)では著しく減少している。

2.相互作用を促進する細胞質因子の精製

前項で示したように、大腸菌細胞質中に、 SecAと分泌型蛋白質との相

E作用を促進する因子が存在していたので、架橋複合体の形成を指標に

この因子の精製を行なった(Fig.III-5)。

まず、硫安沈澱で分画を試みたが、 実験を行なう度、活性のある画分

に関して再現性のある結果が得られなかったため(datanot shown)、硫安

沈澱による分画をあきらめS-150を直接カラムに載せることに した。

予備実験として、 MonoQ(Pharmacia社)陰イオン交換カラムを用いた
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SecA -proOmpF-Lpp→ー

proOmpF・Lpp→ー

Cytosol 圃+

Fig. III-4 SecAと分泌型蛋白質との相互作用に及ぼす大腸菌細

胞質画分(S-150)の効果
SecAとproOmpF-Lppとの架橋反応液中にS-150を30μg添加した

(lane 2)0 lane 1には、対照としてS-150を添加していないサンプ

ルをのせた。
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分間を行な ったところ、良好な結*が伴られた。 しかし、間性のある回

分には、かなり多くのの蛋円質が共存していた(datanot shown)o Mono S 

(Pharmacia社)1場イオン交換カラムによる分阿を試みたところ、ほとんど

の蛋門質は素通り画分に IIII ~又されたが、弱いながらも l政治~hi分に活性が

認められた(datanot shown)。 素通り ~Iij分にも活性は認められた(data not 

shown)。そこで、この二種のカラムを組み合わせておう製を行なうことに

した。

S-150を透析によって、 50mM2-N-Morpholino ethanesulfonic acid(MES)-

NaOH(pH 6.0)に世換した後、同緩街、械で平衡化したMonosl場イオン交換

カラム(1x 10 cm)に載せた。60mlの|口l緩衝液で洗った後、 全立160mlの

同緩衝液1~30-430mM NaCl濃度勾配で浴山した。NaCl濃度100mM前後で、

治山される画分に活性が観察された(datanot shown)。前性のある阿分を

50mM Tris-HCl(pH7.5)に対して透析 した後、同緩衝液で平衡化したMono

Q陰イオン交換カラム(1xl0cm)に載せた。64mlの同緩衝液で洗った後、

全沿160mlの同緩衝液rl]O-350mMNaCl濃度勾配で溶出した。NaCliJiV支約

150-200mMで、溶1'1:¥される四分111に日牲は制採された(datanot shown)。こ

の間性iilij分を集め、濃縮した後、 50mMPotassoum phosphate(pH7.5)で平

衡化したSuperose12(Pharmacia主1:)ゲJレ械過カラム(lx 30 cm)に載せ、同

緩衝液で溶H¥した(Fig.IU-6A、B)。推定分子量約25kの位"iu:に分間され

てくる四分r~1 に活性が認められた(Fig . IIl-6A、C)。この間分'11には、分

子屯約22kの蛋白質(p22)が主として合まれていた。
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Fig. III-5 SecAと分泌型蛋白質との相互作用を促進する因子の
精製方法
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Fig. III-6 Superos巴12ゲル拙過カラムの溶出パターン(A、B)と

各四分を用いた架橋反応(A、C)

大腸菌細胞質回分(S-150)をMonoS、MonoQで分間した後、
Superose 12カラムを用いてゲル油過を行なった。
A、クロマ トグラム(一一)。各四分を添加した架橋反応におけ
る梨橋複合体形成率(0・-0)、マーカー蛋白質の溶IL¥位置い段せ
た。 Voはボイド容積を表す。
B、各四分をSDS-PAGEした後、 C.B.B.で染色したもの。黒矢印
(.)はp22を、白抜きの矢印(くおはJOkDaの蛋白質を示している。
C、各四分を添加した架橋反応。矢印(~)は、 架橋複合体を示
している。

54 



3. p22のN末端アミノ酸配列決定

p22のN末端18アミノ酸配列を決定した(Fig.III-7 A)o SWISS-PROTデー

タベースによって相向性をもっ蛋白質を検索したところ、機能不明の遺

伝子(fms)(80)の産物と同一であった(Fig.III-7B)。

4. fms.遺伝子産物の大量発現

p22をコードするfms遺伝子をtacプロモーターの支配下に連結したプラ

スミj-'(pKYM010)を作成した(Fig.III-1)o pKYM010を保持している大腸

菌(MC4100/pKYMOI0)の培養液に1mMIPTGを添加したところ、 fms遺伝

子産物を大量に発現していた(Fig.III-8)o fms遺伝子産物を大量発現しで

も細菌の生育には、ほとんど影響は見られなかった(datanot shown)o fms 

遺伝子産物を大量に発現した大腸菌のふ150を架橋反応中に添加すると、

SecAと分泌型蛋白質との相互作用を著しく増大させた(Fig.III-9)。この

ことから、 p22はfms遺伝子産物であると結論した。

5. p22の精製

p22を過剰生産させた細胞のS-150(Fig.III-12、lane2)から、 Fig.III-I0 

に示す手順で、 p22の精製した。p22の精製は、架橋反応によらず、分画

後の各画分の一部をSDS-PAGEして、 p22の含まれる四分を確認しながら

進めた。

S-150を硫安沈澱(70%上清-90%沈澱)(Fig.III-12、lane3)する。沈澱を

50mM Tris・HCl(pH7.5)に溶解し、同緩衝液で透析した後、 MonoQ陰イオ
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A. SVLQVLH工PDERLRKVAK. . . . . .. .. . . . . . . .. . . . . . . .. .. . . . . . . .. . 
B. MSVLQVLH工PDERLRKVAKPVEEVNAE工QR工VDD

MFETMYAEEG工GLAATQVD工HQR工工V工DVSENRD
ERLVL工NPELLEKSGETG工EEGCLS工PEQRALVP
RAEKVK工RALDRDGKPFELEADGLLA工C工QHEMD
HLVGKLFMDYLSPLKQQR工RQKVEKLDRLKARA

Fig. III -7 p22のN末端アミノ酸配列(A)とfms遺伝子産物の推定
アミノ酸配列(80)(B) との比 l段。下~tJtをヲ | いた部分は、金属ペプ
チダーゼの亜鉛結合部位(81)と相向性のある部分である。
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Fig. III-8 fms遺伝子産物の大量発現

4・E

fms遺伝子産物を大量発現するプラスミドを保持する大腸菌

MC4100/pKYMIOl(1anes 3 and 4)、及びベクタープラスミドを保

持する大腸菌MC4100/pTTQ18(lanes1 and 2)の全蛋白質をSDS-
PAGE後、 C.B.B.で染色した。 IPTGによる誘導前(lanes1 and 3)、
誘導後2.5時間培養後(lanes2 and 4)の全蛋白質をゲルに載せた。

矢印(--)は伽s遺伝子産物を示している。
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Fig. III-9 fms遺伝子産物を大量発現した大腸菌細胞質画分の

効果
fms遺伝子産物を大量発現した大腸菌MC4100/pKYM101(1anes9-

15)から調製したS-150を下に示す蛋白量架橋反応液中に添加し

た。対一照としてベクターのみを保持する大腸菌MC4100/pTIQ18

のS-150を架橋反応液中に添加 した。
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ン交換カラム(1x lOcm)に載せた。64mlの|司緩衝液で、洗った後、 全f;1

96mlの|行l緩衝液中0-400mMNaCliJ!:iJ立勾配で、i和'J¥した(datanot shown)。

p22に詰・む両分(Fig.III-12、lane4)は、 W 2項と同様にNaCI濃度約150-

250mMで、浴出された(datanot shown)。この画分を硫安沈澱(90%沈澱)し、

沈澱を10mMSodium phosphate(pH7.2)に溶解した後、同緩衝液で透析し

た。|司緩衝液で平衡化したハイドロキシアパタイトカラム(TSKgelHA-

1000)(Tosoh社)に載せてから、|日l緩衝液160mlで、洗い、 全世160mlの10-

160mM Sodium phosphat巴(pH7.2)iJ!:iJ立勾配で、浴11¥した(datanot shown)o p22 

に71む画分(Fig.III -12、lane5)は、 Sodiumphosphate濃度約80mMで、溶tl'，

された(datanot shown)。この問う〉をCentricon-l0で濃縮したf麦、 Superose

12ゲル城過カラムに載せ、50mMPotassium phosphate(pH7.5)で治U¥した

(Fig. JII-l1、Fig.III-12、lane6)。最終p22椋品の純度は95%以上であった。

6. 精製p22を用いた架橋実験

Superose 12ゲル櫨過カラムによ って分jIIijした各国分をJIJいて架橋実験

を行な ったところ、 p22の治，'L'，パターンに呼応して架橋反応の促進が観

察された(Fig.III-ll)o SecAとproOmpF-Lppとの架橋被令体のみならず、

30kDaの位置にproOmpF-Lppとp22の梨椛産物と推定されるバンドも観察

された。

架橋反応におけるp22の波j立依存性を調べた(Fig.III-13)o 200nMの

S巴cA存在下、種々の濃度のp22を梨椛反応液rl'に添加 した。lμMのp22

を添加したとき架橋反応は最大となり、それ以上p22を力11えても促進は
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みられなかった。

7. p22の膜透過反応に及ぼす影響

精製p22をmいて、 invitroJ民透過反応を行なった。p22の添加により、

脱透過前性は新干上糾したが、ギn立な差はよよられなかっ t.::(datanot 

shown)。
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Fig. III-ll Superose12によるp22の精製

p22を大量発現した大腸菌から調製したS-150を硫安沈澱、
MonoQ陰イオン交換カラム、ハイドロキシアパタイトカラム

で分画した後、Sup巴rose12ゲル拙過カラムで精製した。

A、クロマトグラム。
B、各問分をSDS-PAGEした後、 C.B.B.で染色したもの。
c、各四分を添加した梨橋区比、。矢巨P(--)は、 SecAとproOmpF-
Lppの架橋複合体を、(ム)はp22とproOmpF-Lppの架橋複令体を

示している。
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Fig. III-12 p22の精製のまとめ

司咽園E

p22精製における各段階のサンプルをSDS-PAGE後、C.B.B.染色

した。 lane1:全蛋白質、 lane2:S-150、lane3:硫安沈澱(70%上前-

90%沈澱)、 lane4:Mono QI室イオン交換カラム、lane5:ハイドロ

キシアパタイトカラム、 lane6:Sup巴rose12ゲル披過カラム

尚、 lane5は、 lane1-4、6とは別のゲルを用いたので、 p22の移

動度に少しずれがある。

63 



12345678  

-・H・・・・・・・・・・・

.2 : 0 .04.1 .2 .4 1 2 4 

SecA(μM) p22 (μM) 

Fig. III-13 精製p22を)IJいた梨，椅 実験

SecA二量体のモル槌j主に対する添加した精製p22のモル濃度の

比を下に示 してある 。
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第四節考察

翻訳反応液から、抗Lpp抗体を固定した抗体カラムで精製した

proOmpF・Lppを用いて、高純度のSecAとの架橋反応を行なったところ、

架橋複合体の形成率は著しく減少していた(datanot shown)。第 2章で架

橋反応に用いたproOmpF-Lpp溶液中には、大腸菌細胞質画分が含まれて

いる。これらの結果から、 SecAとproOmpF-Lppとの相互作用に大腸菌細

胞質画分中の何らかの因子が関与していることが考えられた。そこで、

架橋反応液中にS-150を添加したところ、架橋生成物の著しい増加が観

察された(Fig.III -4)。第 2章でも述べたが、 SecAと分泌型蛋白質との相

互作用は、 ATPやATPアナログ(74)、あるいは、 1% Triton -X100 

(Kimuraら、未発表データ)の存在下で促進された。 S-150は調製の際、透

析によって脱塩されている。そのため、架橋反応は、 ATP等の低分子と

は別の、何らかの因子によって促進されている可能性が考えられた。

大腸菌細胞質中には、 JJ英透過そのものには関与しないものの分泌型蛋

白質を膜透過し得る構造に保っておくシャペロンとしてはたらいている

因子が存在する。シャペロン分子として報告のあるSecB(49)、GroEL(50)

の、精製標品をそれぞれ架橋反応液に添加したが、SecAと分泌型蛋白質

との架橋反応になんら影響を及ぼさなかった(datanot shown)o SecBの場

合は、過剰のSecBの存在下で、 SecBとproOmpF-Lppとの架橋複合体が観

察された。このことは、 SecBがproOmpF-Lppとも相互作用し得る可能性

を示唆している。
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架橋反応の促進を指標にSecAと分泌型蛋白質との相互作用を促進する

因子の精製を行なった(Fig.III-5)。最終標品中には主に、分子量22kの蛋

白質(p22)が含まれていた(Fig.I11-6)。マーカー蛋白質の溶出位置をもと

にp22の分子量を推定したところ、 25kであったので、 p22は単量体とし

て存在すると考えられた。

次に、 p22のN末端アミノ酸配列を決定した。データベースで検索した

ところ、機能不明の遺伝子(fms)(80)の産物の推定アミノ酸配列と一致し

ていた(Fig.III-7)。

当研究室のMatsuyamaは、五ns遺伝子を含む領域を組み込んだプラスミ

ドpMAN165を構築していた(76)。そこで、 pMAN165から、 fms遺伝子を

切り出して、 高発現プロモーターであるtacプロモーターの下流に連結 し

たプラスミドpKYMIOlを構築した(Fig.III-l)。 このプラスミドを大腸菌

MC41∞株に形質転換した。この細菌を培養して、対数増殖期にlmM

IPTGを添加したところ、細菌の生育にはほとんど影響を及ぼすこ となく

(data not shown)、fms遺伝子産物を高発現した(Fig.III-8)o IPTGを添加し

でも、 fms遺伝子産物以外の蛋白質は、発現は誘導されなかった。

fms遺伝子産物を大量に発現した細胞のS-150を架橋反応液中に添加し

たところ、ベクタープラスミドのみを保持する細胞のS-150に比べて、

約20倍架橋反応を促進した(Fig.III-9)。以上のことから、 p22はfms遺伝

子産物であり、 p22が、 SecAと分泌型蛋白質との相互作用を増大させる

大腸菌細胞質因子である、と結論した。

p22を大量発現した細胞のS-150から、 p22の精製を行なった。純度目
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%以上の標品を得た。精製楳品を用いた架橋実験においても、架橋反応

は促進された。また、 SecA二量体1分子に対して、 p22を5分子添加した

ときに、架橋反応の促進は、最大となった(Fig.III-ll)。

精製p22を用いて、 invitro膜透過実験を行なった。 JI莫透過活性は、 p22

の添加により若干の促進が観察されたが、有意な差とはなり得ない程度

であった(datanot shown)o p22を大量発現していない細胞から得たS-150

をMonoQカラム、ハイドロキシアパタイトカラムで分画したサンプル

を用いて、 invitro膜透過実験を行なったときには、 proOmpF-Lppの膜透

過は促進された(datanot shown)。そのため、 SecAと分泌型蛋白質との相

互作用は、 p22単独で促進することが可能であるが、脱透過反応の促進

には、 p22と共に他の因子が関わっている可能性も考えられる。 p22を含

む画分中には、約10kの蛋白質も共存していた(Fig.III -6)。この蛋白質が

p22とと もに膜透過に関与している可能性もある。 MonoQ画分中には、

他にも多くの蛋白質が共存している状態なので、膜透過活性が、 10kの

蛋白質とは別の因子によって促進される可能性は否定できない。

p22はどのようにして、SecAと分泌型蛋白質との相互作用を促進して

いるのであろうか。 p22は、分泌型蛋白質の翻訳反応が終了した後、

SecAと相互作用するまでの何らかのステップに関与している可能性が考

えられる。 fms遺伝子から推定したp22の全アミノ酸配列を他の蛋白質と

比較したところ、シャペロン分子、 SRPを構成している蛋白質、分泌因

子はもちろんのこと、これまで報告のあった全ての蛋由貿と相向性は見

られなかった。唯一、金属ペプチダーゼの亜鉛結合部位(81)と相向性が
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見られたが、実際にp22が金属ベプチダーゼであるかどうか不明である。

Fig. III-llでは、 p22とproOmpF-Lppとの架橋複合体が観察されたこと

から、 p22と分泌型蛋白質が直接相互作用する可能性が考えられる。こ

の点から考えると、 p22もSecBやGroELの様にシャペロン分子として機

能しているのかも知れない。 proOmpFは、 invitro膜透過系で、!民透過が

観察されていない。本研究においては、分泌型蛋白質としてproOmpF・

Lppを用いている。これらのことから、 p22がproOmpFのシャペロン分子

としてはたらいていることは大いに考えられる。

一方、SecAとp22が相互作用することによって、 SecAが分泌型蛋白質

との相互作用をし易い構造に変化することも考えられる。 Shinkaiらは、

S巴cAのV8プロテアーゼに対する感受性の変化から、蛋白質の朕透過に関

与する諸国子によってSecAが構造変化することを報告している(82)。分

泌型蛋白質前駆体、 ATPの存在下で、 SecAのV8フ。ロテアーゼに対する感

受性をみたが、 p22の有無による差異は認められなかっ t.::(data not shown)。

fms遺伝子は、大腸菌ホルミルトランスフエラーゼ(FMT)をコードする

遺伝子(fmt)の上流に位置しており、 fmt遺伝子とともに大腸菌染色体上、

72.4分の位置でオペロンを形成している。ホルミ JレメチオニJレーtRNA

(九1et-tRNA)は、大腸菌の翻訳開始に必須である。 FMTは、メチオニルー

tRNA(Met-tRNA)にホルミル基を転移してfMet-tRNAを合成する反応を触

媒する酵素である。また、このオペロンはリボソーム蛋白質をコ ードす

る遺伝子群の近傍に位置している。以上のような知見は、 p22の機能を

考える上で非常に興味深い。 spcオペロンには、蛋白質の合成と JJ英透過の
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関係を探求する過程で見つかったsecY:遺伝子が存在している(83)。しか

し、蛋白質の合成と膜透過との関係、という観点からの研究は、 SecYは

もちろんのこと、膜透過全般にわたって進んでいないのが現状である。

前述したように、 p22は、分泌型蛋白質の翻訳反応が終了した後、 S巴氾A

と相互作用するまでの何らかのステップに関与している可能性が大きい

ことから、 p22が蛋白質の合成と膜透過との関係を解くキー蛋白質とな

る可能性もある。更なるp22の機能f碑析を続けて行きたい。
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