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タンパク質膜透過の駆動における SecY
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要己

大脇氏i において、分泌タンパク釘は細胞 ftjl央にイドイI~するタンパク kll見透Jf1 }~ ii"I~ 

の働きにより Jj見を越えてペリプラスムへ111船三される 。 lUJ514iタンパク TfがJj央を

泣Jf1するためには、肢における透過粁路(チャネル)と、駆動機仙が必災である 。

Jl史|人F(elとtタンパク釘 SecY / SecE / SecG佐令体がチャネルを形成し、 ATPase ii千円

を持つ SecAが前!ilE体タンパク釘をJj民の111へ11Ti人させる 。Wicknerらは、 SecAに

よるタンパク氏以透過駆動の分子機怖として、 insertion/ deinsertionモデルを促

削した。SecAがATPと!日JMld体タンパク釘の存不正一1'-で、仙i丘公化を起こし!日J514体タ

ンパク氏を↑、I~ って Jj見に何人するとのWickner らのモデルは、 )x' l!iJJ史小胞を)I J いたZI1

vItro実験のがi栄を似拠としている。私は、 SccAinsertion )又)じによってJjdlmに|)Mewli

体タンパク釘の Jj見への 11Tî 入が，1.~ r: flj)J されるのかどうか、そして、この機梢が [/1 VlVO 

でも働いているのかどうか、また、このSecAのjlTi人において、以内在性チャネル

凶子であるSecYがどのような役訓をj"，'I:つのかといった未解決の|Jijj121に取りキ11.んだ。

まず当研究室で以前に分li1tされた多数の低jLll感受↑"1:secY公jt株から、反'l!iJj史小

胞を訓裂し、 SecAのinsertion反応にju;?をlj-えるものがあるかどうかを訓べた。

その結巣、 SecYのC末端細胞質如上或にアミノ般位J民を持つ SecY205変52林から訓

製した反転jj史小)j包では、 ATPと|而!j巨体タンパク氏Irllj者が存伝するときに起こる「

productiveなJSecA insertion反応が損なわれているが、非水解 ATPアナログ存

不1:Fでμられる SecAlji犯!での í~;~1'I;f の J insertion は起こることを~~いだした。

SecAの insertion反応が SecYタンノfク伎のアミノ l'唆i;叶免により特)'IS(1<)に打iなわれ

ることから、 SecAinsertionに SecYが主主jな機能を果たしていることが強く示唆

される。さらに、 secY205の低jIllL感受性lVl9pl(を回復させるサプレッサ一変災体を分

自!f~した o secY205変34に特jVlqな(allele-specificな)サプレッサ一変jfEが secAに

分liltできたことから、このsecY変!114がSecA-SecY~汀l工作川を特丸山句に公化させる

ものであることがさらに示唆される 。サプレッサ一変児休のひとつ (SecA36) を

あげ4して、 invtro Wi:f斤を行った。 SecY205反'I!i}j史小}j包は、 In vitroで出F't!WSecA 

と組み合わせたH与ほとんどタンパク賃収透活性をもたないが、 SecA36変児タンパ

ク貨はこの Jj史小胞の欠似にうち勝って正 '11- ~~ に近いJj央透過を起こすことができた。

さらに、 SecA36変呉タンパク 12は SecY205}j央に刈ーしても、 Ob--SE休と ATPに|呼応

した insertion反応をおこすことができた。このように、 SecY205 }j史小胞の機能イ

イ?とその SecA36 変Y4による Irll復が、オーバーオールのJj央透過と SecA の

productiveモードの insertionの一二つの IJ1vi troili性において明確に/示された。そし



て、このような変ydによる山性の変化は、 111 V1VOでのこれら 二つの変ydのぷ4im

とよく 一致した。以上の泣伝学jW析と生化学解析をキ11.み介わせたアプローチに よ

り、 SecYと SecAの{政jきについて 111 VlVO と II1vitroの杭波しをすることができ 、

SecAの insertionと1Iう、従米ィラえられなかったようなダイナミックな蛍1'1柿jliの

変化が、 ll1VlVOでも II1vitroでも実際にタンパク Tfli只透過に RJZJな役;i討を?Lifじてい

ることが伯く示唆された。

secY205変災の低jillU12A受'1ゾ1:-をサプレスする secA変ydを系統(1<)に分liltしたがi米、

secY205変YU11117YUl句な公)IIS(Class 1; allele-specific suppressor)と、 secY205以外

の税々な sec変j14をもサプレスできる変-)'11(Class II; Super-active SecA)の2机知の

変児を多数料トた。allele~作5 〉y児l込IIS(的|内句なサプレツサ一変〉y1

![印川[1川IJ l {位立(NBS 1) あるいは(低止去お初j札l不利日川'1ゾI:ATP永乱が結lJ庁l1:合 ?rl)引刊|目)fυ似すι~ (NBS 1町Iり)の Walker 1110ωtiげfAの C~ぶ〈封端iUi日山川川11似仰側

領t城或に、 Super-active SecA変共は NBSIIの WalkerA motifイJ近に集111した。後

11-においては、 SecAの機能がj14市に昂進していることから 、こ の命名をした。以

上の結米から、 SaeAの}i下-入による機能発引には、 2つの ATPネli;令ドメインが|刈

'5-するSecYとの相立作川が重姿であること 、また SecAの NBSIIドメインが SecA

の機能flj-Ij仰に霊反であることが示唆され、 SecAの十ititiと機能に!対する考察を行っ

た。

また、本研究では得られたSecA変JJ14イ本を利)I Jして、SecYEGチャネルのSecGサ

ブユニットの機能に関する石川究も行ったo secY205変ydをサプレスする secA36変

災は、 secY205以外の secY変兵の低jillutぷ受性はサプレスしないが、 secG欠失変〉14

株の低jiilL感受性はサプレスできること がわかったo ~f'~!二型SecAは SecG 欠失 JJ史小

胞にたいしては、タンパク質jJ英透過活性がJli'JL-に低いが、 SecA36変Y4タンパク貨

はSecGが存在しなくても効率 よく JJ見透過を .m l~ [î)Jすることがで きた 。 しかし、 SecG 

欠うた肢は低ATP?成度IIJには令く JJ見透過活性をJ、?たず、この欠悩は、 SecA36公児休

をJlJいても 11丘j成されなかった。これらのがiA4から、 SecGの機能は SecA機能を補

助することにあり、そのがf j1~ATPエネルギーを効率的に JJ見透過に不IJ川することを

Iリ-fjE にしていると考えられる 。 SecA36はATPが允分i)~~J文ある限り、 SecGのネ!lJ似Jを

必要としなくな ったものと考えられる。
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Chapter 1序論

Chapter 1 序論

はじめに

ゲノム DNAは細胞が必安とするすべてのタンパク質のアミノ同支配列を決定する。こ

こ数年の問に、いくつかの生物のゲノム DNAの全塩基配列が決定され、大腸閣の場合、

ゲノム DNAは、約 3千種類にもおよぶタンパク貨をコードしていることが示されてい

る。それらのなかにはタンパク質の合成の場である細胞質以外に、細胞質肢に組み込ま

れて膜タンパク質として機能したり、細胞質肢を j也えてペリプラズム空間や外肢に輸送

され機能するものが少なからず存在する。そのようなタンパク質が細胞質外で働くため

には、 一度細胞肢を越えなくてはならないが、脱には、細胞自身と外界とを分雌する、

物質の透過障壁としての役割がある 。それは、水素イオンなどの知機イオンですら自由

には通さず、それらの濃度勾配を維持することができるほど厳密"なものである 。そのよ

うな膜を巨大なタンパク質分子を透過させるための機構は複雑なものであると考えられ

る。このような生命の根源に関わるタンパク質膜透過機構の問題に関して多くの研究が

なされてきた。ここでは、主に大腸菌におけるタンパク質の膜透過機椛についての知見

を述べる。

1-1 タンパク質の膜透過機構の概観

分泌タンパク質や)J莫タンパク質は、タンパク質の合成の場-である細胞質以外の場所に

配置されてはじめて、その機能を発揮できる 。この配置に必要な「肢を越えたタンパク

附の輸送Jという問題は、細胞にとってもっとも重要な問題の一つである。大腸-菌のj揚

合、細胞質以外の場所としては細胞質膜 (内膜)やペリプラズム空間、外肢がある。ここ

では、細胞質‘膜を透過してペリプラズム側ヘタンパク質が輸送されることを分泌と IJ芋ぶ。

分泌されるタンパク質がある一方で、多くのタンパク質は細胞質内にとどまって、仕事s
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Chapter 1 ) j':論

をしている。従って、分泌されるべきタンパクfTのみを以透過させ、細胞fTタンパク行

は JJ見透過させないための機怖が必~:である 。 11核細胞において分泌タンパク tJ[1J¥ノト)自体

内 w;~ に 11[(Jtr )返される機Hlj: を ~}t 1 Y Jした、シグナ jレ{以jjtが1975 イドにJU!日された(Blobel and 

Dobberstein， 1975)。

1・1・1 運ばれるタンパク質に必要なアミノ酸配列情報

Blobelらは、分泌タンパク氏の mRNAを invi troで制訳させると、 NJ〈IJiiに-Lll*冬，)'(i
物にはイバ1:しない配ダiJがイJJJIIされたiJ江I.m~休として介成されることから、この配ダiJ (シグ

ナル配列) がタンパク T[ーのよげI:tl:決定していることをJ淀川した。彼らは、分泌タンパク

伎は、 JJ央透過のためのシグナル配ダiJがついたiUJ511休として合成され、このシグナル配列

により小山体に~，)~ )111 (10に愉jきされるというシグナル仮説 (1975年)を発表した。111514体

タンパク fTが)J英透過するとそのシグナル配列は切断される。 Blobel はシグナル仮説の

111で、シグナルを持った!日J514体タンパク釘を介成するリボソームは、タンパク氏の介成

途'11にシグナル配列依存(10に)J央へ移動して、)J民|人J1'cl.. tのタンパク質製の)J失透池袋世と結

合し、制訳と供役してタンパク氏を)J見透過をさせる (co-translationaltransloca tion)と説

1 Y Jした。その後、シグナル仮説を証明するたくさんの研究が行われた。、Blobelはこの

業績が認められ、 1999年にノーベル医学.'!:JIIt学l'tを叉j'tした。

大腸|込iにおいても、分泌タンパク氏はシグナル配ダIjを持ったliij駆イ本として合成される O

シグナル配列は、 lW!似体タンパク伐の N 木端に存不cし、 )J失へのターゲティングをはじ

めとして、そのタンパク貨が分泌されるために必裂な~素である (Randall and Hard y， 

1989; Schatz and Beckwith， 1990)。シグナルi雪印Ijの変YEによ って、その))iJ15巨体タンパク

fTは分泌されなくなることから、その分泌への主2212:が~ïEIYJされる。

シグナル配列は決まった J次配ダIjである必~はないが、次のような傾 lílJ が必災とされ

る (von Heijne， 1985)0 N ~ぶ〈立端JA品i品j近くに1北iLIι左刈，性|笠アミノ F阿般i波変を合む 去将私初h見~レl ノ氷1~1性|

玖次;いで、 i妹r~旅~点l収{ωイ氷~'性|

ナル配列の切切j 陸断j万;に必必、 J安;広~な配ダ列|リJ (Ala-X-Alaミ等手)が合まれる (Nilssonand Hei恥jドne乙/1991; von 

Heij炉ne巳， 1983め)0 N 末端のj[電荷をj"~~: っ た飢域は通常細胞質にとどまり、駄木れのコア

領域がループ状に)J央に押入し、 C末端↑!!IJに続くポリペプチド飢を脱透過させる。シグナ
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ル配列の多くは、成熟休部分が!J央透過した後、シグナルペプチダーゼ (Lep)による切|析

をうけ、成熟イイ三部分がペリプラズム似域へ放 1'I'1される 。 タンパク釘が)J見透過されたこと

の仰j似なJ行以として、このようなシグナル配列の切|析を制祭するノiiLがよく利)11されて

いる。

シグナル配列に知似した似水'1ゾ 1: に ;E;1. むアミノ|峻1'~~YIjは!J見タンパク釘の )J見への組み込み

にも働き )J矢口通飢城 (TM;IranSmen1brane region)となる 。例えば、シグナルペプチド

が切断されない以i介は、シグナル配列部分が)J只にアンカーされ(シグナルアンカー)N-in 

C-outの門口I(IJをとった)J矢口述飢j或により!J災に組み込まれた)J央タンノfク伎となる 。 シグナ

ル配列によって似透過が起こっているとき、続くポリペプチド3jIiの途 11 1 に i~はくれ出の 111j

い飢域がくると、その旬~[J或はストップトランスファー|叩列として働く 。 ストップトラン

スファー l'日夕IJ により脱透過がI~III析されると、その ì\:I)分が)J矢口)Jj} f~fIl!!x(N-out C-in)となり、

二とはよ庄の配IflJのfJ史タンパク質となる。 また、疎水竹内己列が)J央に何人する|際、 N ~ミ刈j

1!!1Jのポリペプチド部分が)J見透過し N-outC-inの!J見タンパク釘となる場介もある(逆シグ

ナlレ)0 i~~JJく性官{域のN~足立i'M1!!1J と C ~z 端↑!!IJ のどちらが)J失を，@J?;えるのか、すなわち服組込

みの方向性は、)J央jt-通帝1)位の前後の活引:バランスによるとされており、 一般i'1<)には正75

1'， ~f を Jキつ方カ鴻U!JJ包質 1!!1J になるように配向する (positive-insiderule) 1頃1i IJがある 。級数の

)J史民辺fr{j或を持つような)J失タンパク 12 も、)，~本 (1<) にはこのような以透過反応を総り返す

ことで正しく)J見に組み込まれていくと考えることができる 。

1・1・2 朕透過装置

シグナル配列をもったlVill12体タンパク伎は、シグナル配列によって以へターゲティン

グされ、映を透過するが、 )J見透過のj品不11が尖|僚に起こるためには、辺ばれるタンパク ft

の性質だけでは不十分であり、他の蛋!士|凪-J'-の11))けをfifりなければならない。そのよう

な凶子は)J見透過をうどJr存よく進めるためのマシーナリーを的成している 。与えてみれば、

タンパク氏を透過lV1112を維持しつつ!J史を越えて運ぶために特別のマシーナリーが必災な

ことは、主然予測できることであり、 Blobelのシグナル(以前においても、 )J見透過にこ

のことは捉引されている 。まず、 IIJ"?浴存制，↑性|

を)J以l以央に夕一ゲテイングする O ターゲテイングの囚 j七はまた、 lib--1jRイ本タンパク釘が細胞釘

司
，
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で不必、~:な十，I~.iliをとらないようにフォールデイングをがいえる俄能も Jぶっており、分 rシャ

ペロンとオーバーラップした働きを J，)~つ 。 チャネル|必 rは III-!j|ベイ本タンノてク伎がゾミ|僚に JJ見

を越えて移動するための粍凶を巡っている JJ見|人jイIj'l:タンパク引である 。 タンパク T:がJJfi

K2E;jMを|1111友:透過することがィラえにくいことからシグナル{以前でも必定されたもので

あるが、 J|対ブj にヲcJ~ されたのは大)jめ IJ，j の SecYタンパク釘である 。 I以動色l 了-は尖|僚にタン

パク貨を JJ央を j也えて動かすために働くもので、その;13HAとで、モー タータンパク貨とも I1子ば

れる 。ノトj自体で、のcotranslationalì伝統~~では、リボソームがチャネルタンパク抗に怯 1 ， 1;1

に結合するため、制訳されたタンパク氏は(1動的にチャネルに1.'1'し，11'1されることから、

制訳そのものが動きを駅助すると考えられているが、制訳後の JJ失透過には .IBI~ !]j)JIbl rが必、

幻であり、小)自体内 w:~の Bip タンパク貨のようにタンパク貨を引きずり込む )JIIIJにはた

らくものと、大)J易閣のSecAのように細胞氏側にあってタンパク貨を :}"'I'し込むブjlilJ に働

くものがある 。

大腸rnのタンパク質JJ見透過に関与する凶子をTable1-1にまとめた。

Table 1-1 : )]央透過に関与するタンパク質

名称 日u:仙 大きさ 染色体{立i立 機能

(kDa) (分)

SecA/PrlD )j英表面 102(2量体) 2.5 ターゲテイング、 translocation A TPase 

SecB キIUJJ包質 17.3(4量体) 81 フォールデイング制御、ターゲティング

SecD !J失|人j在 67 9.5 大きなペリプラズムドメインを持つ

SecE/PrlG !J英{人lイ王 13.6 90 31"1肢は述、!J見透過に必須、 SecYの'必定化

SecF 以内{E 35 9.5 大きなペリプラズムドメインを持つ

SecG /PrlH !J矢内ヂ!: 12 69 21nl脱jI迎、 SecAのネ，liWJ

SecY /PrlA !J英内在 49 72 10 同!J矢口通、収透過 l-:~ 怯|了二

YajC IJ英内在? 12 9.5 SecDFとともに後合体をつくっている。
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1・1・3 Sec因子の多くは遺伝学的手法により同定された

大}j弘氏iJJ災透池袋， "'I~ を十111;:成する也Ifの多くは、分泌j凸f'1~ に jiu;? をもっ変 j11J株の分11m~ と Wí:

析によ ってなされた (Schatzand Beckwith， 1990)。これまでに)I Jし、られた、人:JJ弘氏iでの

分泌欠行i変Y4の分JAiliLとそれによ って|叶之された泣伝 rについてiiIjii'Lに述べる。分泌タ

ンパク氏 (MalE，LamB， PhoA)と細胞釘タンパク氏 (LacZ)を似介させたキメラタンパク

釘は、分泌タンパク交のシグナルにより)J見透過をUl:JtJ.fiするが、 JJ見に何人した状態にはな

るものの、完全にペリプラズム11[IJに移行することはなし、。 LacZ部分に述やかに点付斗It;:

itiをとりやすい飢城があり、その械な領域は)J見を通過できないのであろうとィラえられて

いる。そのため、この刷!令タンパクT:は)J見透過装，，"1':111で「lljlljまり (jamming)J を起こ

し、組I)J包 lかl'~: を発.}íj f してしまう (Oliver and Beckwith， 1981)。この川先により、シグナ

ル配列が決められた。なお、 )J脱l以失に示乱糾利|J行i:iイ介子した La沢cZ日副刷j虫!イ介子休は 4:I~:バ止:t: イ休イ本i を jハ形|隠ラ引)以比できないので 9β-

ガガ、ラクトシダ一ゼゼ、j川円川，↑性!

なくフオ一ルデデ、イングし、 。ーガラクトシダーゼi{i↑tカ汁:ケ|l.する。このことをJ行以として

分泌活性の低下した sec (secretion)尖兵が分liltされ、その変Y4.のjljイぶ子解析により secA

、secB、secDがr，iJ返された (Gardeletσ1.〆 1987;KUlnamoto and Beckwith， 1983; Oliver 

and Beckwith， 1981)。以透過反応は細胞にと って必引のものであるため、分泌欠損公jid

は条件致死となる!げ能性がある 。 ~n手|二谷 illlU支下で、，，1(1K分泌爪'l'tの低|、-(lh15lH体のみ ft't) を

JmA4にして、 jilllL反感受性株のコレクションをスクリーニングする半によって分泌欠似公

児が分iiiIされ、 secYが同定された(Itoet al.， 1983)。また、細胞の分泌能が低
h

ドすると

secA :ili伝子の発引が誘導される。 secAにlacZを副!令させた公民株をFlJいると、分泌欠

損により secA-IacZのづEMlEが11/1)JIIする。従って、分泌的性の低下した変災を、 LacZ 

日-性の11;1)JIIしたものとして選択することができる (Riggset al.， 1988)。このノパ去により

secEが同定された (Stageret al.， 1989)。これらとは別に、 711日IE，lamB咋のシグナル配列

に公 Yミを持つ家具タンパク貨の分泌を可能にするような変児、つまり、シグナル I~LダIjの

変74をサプレスする prl(Protein ~ocaliza tion)公5111が分iiifされ、それらの解析により prlA，

prlD， prlGなどの変34が|叶?とされた。現在では、 prlAはsecYの、 prlDはsecAの、 prlC

は secEの変ydであることが伴かめられている (Biekeret rzl.， 1990)。また、 Mizushima-

に
J
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Tokudaらは'1ミ化，}:(1りな Wí: 1~í- によ り secG を IliJJE した (Nishiyama et日1.，1993)0 secCの公

民でも pr1ぷ現JfiI，!が刷れるかr1H;Bost and Belin， 1997)0 secD J立伝 r飢域の W{1~í' におい

て、そのiMJ2kにもう -つの分泌に|刈わるj立イぷrがあることがわかり、それを secFと名

付-けた (Gardelet σ1.， 1990)0 secDオペロン|付には、もう a つ secDの上流に yσjCという

jlj-伝子が存在し、 iiえJ[eで、は SecD，SecFとともに--~-( 

ている(Duongand れTickner，1997a)。

1・1-4 朕透過反応は inVitl句実験系で解析することができる

タンパク託収透~の分-[-機梢を 1íH究していくためには ÍJ1 vi troでの')説会系が不 lリ.欠

である 。 大腸菌を lysozyme 処JII~ をしてペプチドグリカン!川を似j哀し、スフ エ ロプラス

トを司1124する。スフエロプラストをフレンチプレスで{政併をすると、キ111!J包釘i![IJカfタt1!!1Jに

なった j又 'I!~JJ民ノjサ!包 (IMV : Inverted Men1brane Vesicle)を訓裂することができる。こ

の IMVへのけい似体タンパク氏のJJ見透過反応を il1vitroで 11J~刻することができる 。 IMV

とSecA、ATP、!日J512体タンパク吹を 370Cでインキュベートし、その後プロテアーゼ処

JlJlをすると、 JJ失透過した前!iid体タンパク釘はJJ史小!J包の内庁1)に移行するため、 JJ只によって

プロテアーゼ消化から免れたものとして観察できる。

タンパク伎の'lqTfを訓べるためには、 夕ンパク T釘:を~:治灯粕(江千行|f白11j 製し、 j川円川，性|

(的'1<)内句である o JJ以l以央刈|ド内人付、サj凶心伝:↑七叩性fつ生1:夕ンパク T釘:の易場場;;.イ介?でも、 JJ失を非イオンttJJf1 日前↑~t 斉IJ で可治化し、 ネ|lj

裂することができる 。 川製した以タンパク白から、ゲr!- lmYì~'tl:六IJ を希釈法などによって除

いてリン)J日Tf映に 1
1J~ 十位J& すると 、 IりI/f.成人JJJ只(プロテオリポソーム)を作製すること

ができる 。大脇氏i内映を非イオン性以前i活性斉IJでIIJ浴化し、 I-IJ仙成する 'jlにより、

SecAとATPに依存したJJ失透過日性を 'j-える分P'ijとして、 WicknerらはSecY -SecE-Band 1 

(SecG)似合体を伴た (Brundageet aL， 1992)0 Mizushimaらは、過来IJll:，注した SecY，

SecE タンパク質ーを別々にネIIJ ~~ し 、 II}構成すること で、タンパク釘の JJ必至過は SecYE と

SecAにより 基底(1<)なj!?|て1:が発出されることを示した (Akimaruet a1.， 1991)。 しかし、

SecY / SecEによる 1fT椛成リ ポソームのJJ見透過活性は非?;?に低いo ;h1j-~~ Sec Y， SecEタン

パク貨とともに円十位成すると脱透過日性をイjdj注する凶子として SecGタンパク釘がIliJJJご

された (Hanadaet al.， 1994; Nishiyama et al.， 1993)。

-6-
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オクチルグルコシド (IZ-octyl-s-ひgulcopyranoside)で、j以小胞を 11J 出化すると、 SecY/ 

SecE / SecGとSecD/ SecF / YajCは別々の佼イ子体としておij裂される 。冒-)J 、 }j~ I(II i11'It 

斉!JdigitoninでJJ央ノj、JJ包を IIJ液化すると、 SecY / SecE /SecG / SecD / SecF /YajCが絞介

休としてネIlí~~ で、 きる (Duong and Wickner， 1997a)0 SecY / SecE /SecG絞介体が!以透過

のチャネルの JJ~本州i立を形成し、 SecD/SecF /YajCはやJljU)J (10な凶 fとして機能している

と考えられる 。

1・1・5 タンパク質の朕透過に使われるエネルギー

タンパク民政透過の;tj杭で、 luju|村本タンパク貨はタンパク抗裂のJJ民透過チャネルの 1I1

を移動していく 。!日¥!恒例三タンパク TfがJJ見透過チャネルの 1I1を移動するにはエネルギーが

必必である 。 大腸内. におけるタンパク貨のJJ~透過では、 ATPと PMF (Proton Motive 

Forse) がエネルギール~I として利Fl J されている (Lill et σ1.， 1989; Schiebel et al.， 1991)0 A TP 

による!駆動力はATPaseで、あるSecAにより以介される (Lilletσ1.， 1989)0 SecAはATPの))11

水分解のエネルギーを利川して|)1514休タンパク貨の助きをli14勤している凶 rである o

SecA による前駆休タンパク氏以透過の，[~I~ 1í)J の機的として、後で許しく述べるが、

Economouと Wicknerは SecAの insertion/ deinsertionサイクルのモデルを従JIlllした

(Economou and Wickner， 1994)。 このモデルでは、 SecAは|)15|行本タンパク引を↑lって

ATPイ衣存(10にJJ央に派く何人 (insertion) し、 ATPの力"ぶ分的fiをともなって人L貨を遊縦し

てJJ良から )J兄姉人(deinsertion) する 。 SecAはこのサイクルを繰り返すことにより収透

過を駆動するものと与-えられる 。SecAのATPaseによるATPのエネルギーの他に、 PMF

もJJ見透過に主安である (Schiebeletal.， 1991)0 PMFがどのように収透過反応のエネルギー

として利川されているかはよくわかっていないが、 SecAの insertion/ deinsertionサ

イクルに於いて SecAから遊附したポリペプチドが、 PMFにより駆動されることによ

り効ユ存よく脱透過が起こるのであろう (Ito， 1996; Wickner and Leonard， 1996)0 

Nishiyalnaらによれば、 PMFは SecAにも仰山、ているのかもしれない (Nishiyamaet 

a[.， 1999)。

-7-
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1-2 細胞質から膜へのターゲテイング

1・2・1 SecBは前駆体タンパク質の高次構造の形成を妨げ朕へターゲットする

真核生物の場介、分泌タンパク日の)]史透過は小JJ包休上のリボソームにより、タンパク

釘の制訳と )J失透過がカップルした機付11でおこる 。大)防止(の場介、このようなタンパク引

の制訳と供役した!以透過はおこなわれず、タンパク貨の制れが終了してから)以透過が起

こると考えられている (Randall，1983; Zimmennann and Wickner， 1983)。

ほとんどの分泌タンパク貨や版タンパクT:は Sec)J見透池袋iUを通って限透過すると考

えられている。この Sec)J失透過装[立は、高次梢造をと ったタンパク貨を通すことはでき

ない。 従って、前!ild体タンパク質が)J~1 を透過するとき、日次川近は透過のための障害と

なる。!)b¥1512体タンパク質が合成されるとその直後あるいは合成1-1Jに SecBなどのシャペ

ロンタンパク質が新生ポリペプチドに結合し、フォールデイングを I~I [与する (Leckeret 

al.， 1990; Randall and Hardy， 1989)0 SecBはサブユニット分子量 17.3kDaのホモ 4lfl:休

の可溶性タンパク質であり、細胞質に存在するシャペロンタンパク貨である。 SecBの

基質認識と結合に関して、 Randall は次のようなモデルを民11日している (Randall and 

Hardy， 1989)0 SecBの表面にはマイナスの電荷をもった伐基が存在し、まず基質と Iげト

電的な結合をつくる。基質と静電!'10結合をつくると SecBのコンブオメーショ ン変化が

起こり、疎水的な ?I:I~分が iJ.ぶ1'1 する 。 そして、基質と疎水(10 な相互作川 に よ り結合し基質

タンパク貨のフォールデイングを I~l害する 。 SecBはjitFf タンパク質の成熟休部分とあlj合

する(Gannonet al.， 1989)0 DnaK/DnaJや GroEなどのシヤペロンも unfoldしたタンパ

ク質と結合できるため、基質タンパク質の)J~~透過に関与することもある (Kusukawa et 

al.， 1989; Wild et alリ 1992)。

SecBが市!?合したポリペプチドは、高次十ill-造をとらない、イIjlびた状態で映へとターゲ

テイングされる。このターゲテイングには SecBとSecAの相互作用が働いている (Hartl

et al.， 1990)。前!犯休タンパク質を結合した SecBは SecAの C末端と特異(1句に結合する

(Fekkes et al.， 1997)。 このようにして、前駆体タンパク質は映透過装置に誘導される

(Hartl et alリ 1990)。
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1・2・2 SRPホモログ Ffhによるターゲテイン グ

六十友生物の場介、 合成途 1--の分泌タンパク Kil上旬以体を小!J山本)j~~)出品に辺d17 づけるSRP

(~ignal Recogni tion ~article ) は、|前ìí山(Ijlハ1駅!

i リボソ一ムカか、ら!白以為Z刻~I を l山|ハi すと永が付lJ行l:; 令し、 制訳を -1け!ι十千十';子~ lリ什|卜させる O 小!J胞l臼包似イ付休イ本料利iサ¥)j以j以央には SRP ，;受tマ作;半千付休

夕ンパク fT氏TT:.カがfマr存子パイιrし、 SRP 一イ介~)成必 j途会卜.の|け)iIjj.\1，!似!

j呼ιされる (Walter and Jμohnson九， 1994め)0そして、 SRPの制司訳;ネ絞友イ介子付休iカか、らの WI~午iれ仙l肉縦i羽紺靴H仕f: 、 リボソー

ムの収への結介、制訳の 11j.lJj--Jと准み、イ子)えされたタンパク引は小j自体内w巨へと 1-111し1'1'， さ

れる。 SRPは、 7SLRNAと6f~f.似のタンノ f ク氏か ら なる紋介イ本であり、そのシグナル

配列認識サブユニットである SRP54や、 SRP叉-存体は、 GTPase i市ドI~ を J 、12つ 。 大)J弘|込i

にも SRPの成分-4.5SRNA (が)， SRP54の相 IiiJ休 Ffh，SRP交作体の相 1，サ休日sYーがイ子

イ1:する。これらは、以タンパク氏のターゲテイングに閃 lj-するとの出(!;がいくつかある

(Powers and Walter， 1997; Ulbrandt et al.， 1997)0 lÍ~~ぷ '1ゾ1:符iJ点を多く介む )j見タンパク Tf は

細胞質で介成された場介凝集なとぐが起こりやすいであろうから、制訳とカップルした)j児

への柿人は特に好都合である 。 しかし、大脇氏iでは制訳共役系の主JAJ- な~ぷであるリボ

ソームと)j児との強IDlなゑlli合は矢rlられていない。 invitroの尖験系において、映タンパク

12と、分泌タンパク質では見なる)]只へのターゲティング経路を使っているのかもしれな

い (Kochet al.， 1999; Scotti et aL， 1999)。以タンパク氏の場介も 、)j見透過には SecAを必

安とする (Qiand Berns tein， 1999)。

1・2・3 高次構造 をとったタンパク 質が朕透過 される こともある

id近になって、 l沈に立体j、1"1:造をとったタンパク氏をj辺ぶ新たな Tat)j只透過システムの

イ子イEが女11られるようにな った(Sargentet al.， 1998; Weiner et al.， 1998)。この系によって、

モリブデンやニッケルなどの令以JJ;Trを配位した -i1，:I)のタンパク貨が111JdillJ追をとった

状態で)j見透過される。これらのタンパク氏のliij駆体は「ツインアルギニンシグナル配列」

と呼ばれるシグナル配列の公)1:;をj"'J-:つ。このようなIj大な分 f似合体を)JJ1す Tat)j見透過

系の詳細はまだわかっていない。
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1-3 SecA 

1・3・1 SecA A TPaseは膜透過の駆動装置である

SecAは ATPのエネルギーをタンパク抗の!以透過に公換する、)J刈昼過の!il必OJ尖:li，'I':で、

ある 。 SecAは大j助長iのJJ見遊過をJJittの七三日コンポーネントの a つであり、)J民遊池公ii，'I':と

しては 11佐-の ATPase である 。 SecA のホモログはバクテリアと、 I'(~安 ~IJ:却のクロロフ。

ラストに干f子1:する 。

1ふ 2 SecAの構造

SecAはサブユニ ッ ト分-f-lfl: 101.9 kDa (901アミノ般)のホモーゴlt休の l山作'1"1:タンパ

ク釘であり、限表1mと細胞質に存イ1:する 。 SecAはプロテアーゼによる限定分解尖験な

どから、大きく分けて NぶI11jをfTむ65kDaのドメインと C末端の 30kDaドメインに

分けられる (Eichlerand ¥へTickner，1997; Prinz et al.， 1996)0 N ドメインには、 ATPのがi

令部位と、)J失透過の|僚にLtfpfタンパク釘とクロスリンクされる前!似体結介ドメイン

(267-340; Kimura et al.， 1991)が合まれる 。 SecAには ATPaseに共通した Walkermotif 

をもっ ATPaseドメインが 2箇所存在し、 |ド州"川|可日りプ方Jとも N ドメインに合まれる (Michelland 

Oαliver， 1993)μo ，'1川，'d

Sit句e1町)は 1叩02ユ-2幻10系存;口の?飢i涜11域或である O また、 低刻手II'I'tATP手lli合;刊行立 (KD 八
DP~ 340 l-lM) 

の NBSII は 503-653 需 11 の í~Iff.点である (den Blaauwen etσ1.， 1996; Michell and Oliver， 

1993)0 2つの ATPaseドメインの11¥1には、 lW514イ本タンパク貨と invitroでクロスリンク

することから似定された、 lVilili体結合ドメインが存イ1:する 。

C 末端 30kDa ドメインは、 SecYとの結合に関与-していることが示唆されており

(Snyders et al.， 1997)、さらには SecAの二i!日本形成にも関与していると考-えられている

(Hirano et al.， 1996)。 また、も っとも C末端にSecB*-if令ドメイン (880-901)がイパEする

(Fekkes et al.， 1997)0 

SecAの結LTI'lWJ治解析が Huntらのグループによ っておこなわれており、その梢巡の

発表が待たれる 。
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1・3・3 SecAの ATPase活性

SecA の ATPase i円斤川.リイγ刊，↑v刊|↑y門、ゾij:(はま Se伎cAl'什'1イ付イ本iでで、の|付 イ拘i正i川，↑↑I1生|七~ ATPase iti千引，↑f刊I ~ド門門‘il性IUはま ir氏~いカf人、 j以X又~ 11i.Lなiよμ;リ;!J只ノづ小jト¥サjj泡包

によ りj川百斤川，竹|

(かlnτnembraneA TPase) と11呼子ぶ O さらに、 SecA、|け前ii泊而川山ij，い川刊j，日ハ.¥11ι，1，均閣版1町m版白i訓i引版|区dげイイ本三夕 ンノてク T氏:と j又 111.L与以凶刈iぷι.L~)Jリ~)J央ノイ小jト、サ)Jω包のイι[-子イ{I:川|ド、Ja\、

すなわち!J以l以必透j過品反L応d必いをj起uこす条f刊件|ド:下でで、は SecA ATPase は数卜↑自れ;六?にも fl江爪川[i円円丁1可i'竹|

のような)J映l以央透j過品j反メ均)応必により |仁二ゲ升lLLした ATPase i活E引，竹|

ATPase)という O このように、 ATPase1月十1:が SecA以外のコンポーネントとの相!日乍

川により ATPase爪性が公化するということから、 SecAの ATPasei斤tl:，はu役作Iにi!JIjfj:1l 

されているとィ与えられる 。 Price らは、 SecA をト Iリj フプ。 シンでで、 1~1以《〉4￡i う分}j向~!午i して N， C ドメイ

ンに分けてSe伎cAの1)内/付サ不荘|正:↑性 ATPase1川円川，性|

し、!J見の ?~}J II による爪性_ 1 )，，'- (melnbrane ATPase)は飢採されないとドli(!?した (Priceet 

alリ 1996)。このことは、 SecAは分子内相!日午JlHこよ りATPasei円れを;ljlJ任Ilしているこ

とを示唆する。Economouのグループでは、Nオ木木丈(.立丸端|JA品l1沿仰i品j

を別々 にづ允E;現fり呪j見1させ、 阿手字者者う?;.のカがす鴻w系私引結lJ山lIi合しうることをぶした O さらに C~(端の 30 kDa ドメイン

を過剰に添加することにより、 N ドメインの ATPase1百七1:が抑制された (Karamanouet 

al.， 1999)0 C ドメインの 111でも特に似存された、 767-818の飢城に欠失変災や 3アミノ

恨の何人公〉14を導入すると 、invirtoで N ドメインとの手lliイ?と ATPasejfll;IIIj幼決が411r:く

なることから、 Economouらはこの領域を IRA(fntramolecularEegulator of dTP 

hydrolysis)とII}んだ (Karalnanouetロ1.， 1999)。

1ふ 4 SecAは膜透過の際に膜に insertionする

1994年に A.EconomouとW.Wicknerは、 125rでラベルされた SecAをJl1し、て、 SecA

は proOmpAと ATP存イE下で反'1凶l史小山とインキュベートするとその一部が)J只に派く

押入 (insertion)し、押入した部分が)J央によってプロテアーゼ?i'i1ヒからまもられた 30kDa 

断片として観察できることを祁告した (Economouand Wickner， 1994)。これに、ラベル

されていない過剰ぷ-の SecAを加えるとラベルされた SecAの脱何人(deinsertion)を観

察することができる 。 この deinsertion は、 ATP の非加水分解アナログ存イI~ 卜-では制祭
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されないことか ら、 ATP の )Jllぶ分Wí: を必~~ とすると ィラえ ら れてい る 。 れTickncrらは、

これらのことから SecAは)，!;:'1'[ p rOOlTI p A を↑lって ATPイ衣イ{(ドJにJJ民に insertionし、

ATPの)JIIJJ(分併にともな ってjicfTを遊liltし、 JJ良か ら deinsertionするというサイクルを

絞り返すことにより、タンパク氏以透過 を駆動しているとするモデ ルをjjtilliiした

(Economou and Wickner， 1994)0 1 '，'，'j 初手Il'l'tATP手|lj介iW杭である NBSIの ATPasei川t

を欠失させた変.j'，~ SecAはj左目タンパク伎と ATP依イ{(10に insertionできるが、 j辿凸利の

SecA をb川l日lえて もde白insertionカがf俗飢l与鈴祭jt矢3毛?でで、きなしい1、o i低止お刻~f凶不不布利:11什川11什l'川，↑十1'1門ゾ'I I~ ATP 系が結lJ山!Iiイ介子i庁?|日)1立でで、ある NBS II の

ATPase 1/1可千引.リイf，1七性|ヒ1

にf俗d創l?努祭j矢?される O これらのことカか、ら、 NBS Iが SecAの insertion/ deinsertion J.メj，必を;jilj

fJ:1lしていると考えられ、 NBS IIへのATPの手llj令はJJ見透過には必裂であるが、 SecAの

insertion / deinsertion 反M:， には必~: ないとされている (EcOn01110U et al.， 1995) 0 Price 

らは、|)iJ5ldイ本と ATP{子化ードで、SecAinsertion Jメ}，任を11'い、 30 kDa It)i'川-を flJl~X しておlj裂

し、そのアミノ酸配列を決定した。その手lli栄、 insertionしていた部分は SecAの仁木

端側の 610-870 行I~分であると結論した。 この部分は SecA のC ドメインに相当する 。 ま

た、 SecAの!J呉川人実験をSecYEGをTIJ的jぶしたプロテオリボソームに対-して行うと 、

SecA の前月区イ本と ATP に 11子j，~'，した insertion の効 ごがカ刊日;い 。 このことは SecAのinsertion

した状態を安定化している凶 rがイがそ1:ことをぶ唆する。 SecD/Fを欠火させたJJ見を]lJい

て SecAinsertionソミ!除を行うと 30kDa I析n.のl'I'，JJlがfdJZざされなくなり、 SecD/Fを過

剰党現したJJ史をflJいて行うと 30kDa I析n-のとljj庄が比られる。この効米は SecDFのllt

(SecF抗体で、測定)に依{-{していることから、 SecD/Fは SecAのinsertionを安定化して

いると考えられている (Economouet al.， 1995)0 SecD /Fは PMFによる恭氏タンパク釘

の移動を訓節するために、 SecAの insertionを安定化する 'jLにより SecAのサイクリン

グを制御しているというモデルが提11日されている (Duongand Wickner， 1997b)。この

SecA insertion I~í'八-がどのような以坑にあるのかを訓べた実験では、このドメインは脂

質二重!??以からシールドされているというがJ米が何られている (Eichleret al.， 1997)。こ

の結果は、SecY/E/Gチャネルの 111に缶c生がinsertionしている Ilr能性を灼く示唆する。

1・3・5 SecAの N末端ドメインも insertinする

-12 -



Ch<l pter 1 I j': ， ;-~iì 

SecA insertion を !j~す 30 kDaの4JlYU10な|析)¥-は 1251でラベルした 125I-SecAでのみ制

どきできるので、ラベルを人れたことにより SecAが変化したためであるのではないかと

いうあEVilがJ文げかけられた (Chenet al.， 1996)0 35S_メチオニンでラベルした SecAを)1 J 

いてIfI防長の尖!放を訂うと、 30 kDaのバンドの他にいくつかのバンドが検，111，された。そ

の'1'に30kDaのバンドとうゆUJを1f iJじくする 65kDaのバンドが仰とそされ、 65 kDaの N

ドメインも C ドメインと Ili]械に)j災の '11にinsertionしている Ilf能↑tがjj之11変された (Eichler

and Wickner， 1997)0 Oliverのグループでは、ペリプラスムi1[IJが外i1[IJになる )J見ノト)j包(RSO:

Right ~ide Out 111elnbrane vesicles)において SecAはl川1則立のプロテアーゼにより分解

され、またペリプラスムi!!lJから SecAが化'1:11多riIliできることから、 SecAの ， ì'lil~ はペリ

プラスムi1[lJに*UI，していると版行している (Kunet al.， 1994)。さらに SecAのいろいろ

な行1$分にシステインダ支法を 一つだけJS:つような mono-cystein SecAを作成し、 mono-

cys tein SecA を允JJ~ させたスフエロプラストに刈-してシステイン4午児I'I~ な修釘li剤でイ|多釘li

すると、後数の計1$1立がペリプラスムi1[lJからイ|多釘liされることをJFliilJした。ペリプラスム側

から修飾されたのは、 300，350， 530， 858， 895 需 11 に砕人されたシステイン残11~ で、 300，

350 得 LI に導入したシステインは泊皮と ATP 依存 (I~ に修í!ín され、 858， 895 砕けのシステ

インは OOCでも修釘liされる。なお、530存11のシステインは細胞Tffjillからも、ペリプラ

スム↑川からも 11多釘liされる (Ralnamurthyand Oliver， 1997)。

1・3・6 SecAは自ら翻訳前節をしている

secA illイ云 -rの発JJ~i!j!JiD:!lの般的は少し公わっている。 SecAは RNA紡介能をイ1してお

り、白身の mRNA にあli令することでその制訳を ~111;jj!Jし、 SecA分子の細胞内の数を訓

節している (Dolanand OliVer， 1991)。このような制i沢の市刊行を行っている SecAは紺11自

民に存作し、 )j見透過反応の I~I I. ~ï i~: などに応終して SecA の制以が卜ナ11.する (Rollo and 

Oliver， 1988; Schmidt and Oliver， 1989)。この機的に閲して、 SecAが結合した mRNA

が SecAの ORFの1111:I)ijで 2次情辺をつくることによりリボソームの制訳を l卜.めている

という '~I~fl ~.がある (McNicholaset al.， 1997; Salavati and Oliver， 1997)0 SecAの制訳(li!J仰

のメカニズムに関して、興|床j朱い1FR(ケカぎなされた (Oliveret日1.， 1998)0 SecAはgeneX-

secAオペロンを形成しており、 SecAの-卜.流にもLu1する GeneXは)J失透過のシグナル配
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ダiJをJ、?っている (Rajapandiet a!・， 1991)。このシグナlレl'紀州にさにYCがはいると、公jllSGene 

Xのド流にある SecAの允刻は;IJU佐11されなくなる。この GeneX 変 Ylj による SecA の允JJ~

niUfJ:!Jの欠引は、公jllSGene X をプラスミドからづ()J~ させた場介にはうど}J 米を IJよさず、 1 ，iJじ

オペロン内にあることが必引である。Oliver らは Gene X が制l沢されると co-

translocationaに)J児へターゲテ ィングされ、 mRNAの 二次的j立公化により、 SecAの允

刻をjill;!iUするを考えた。つまり、 Gene X はタンパク抗分 rのj]見透過が正~I;;~.に行われて

いるかどうかを除制するセンサーとして働いてその下流にある SecAの発現:止を決めて

いる可能↑tカfある (Oliveret (11.， 1998)。

1-4 膜内在性 Sec因子と膜透過チャネル

1-4・1 膜内在性 Sec因子

先に述べたように、 Sec Y / SecE / SecG の三弁俊介体は、 IJ見透過装川の~~本付与造を形

成しており、そのネ!IJWJ凶子として SecD/ SecF / YajCが機能している。SecYは本研究伎

で!日l定された、分子呈 49kDa (443アミノ l峻)の!民タンパク引で、 IJ央|人j在七UJ見透過チャ

ネルの主製囚〕仁である。 Akiyamaらは、 SecY の!以 iTilli;?11位と J~先日される飢城の後ろ

にアルカリド1::ホスファターゼを融合し、ホスファターゼj斤|ゾ1::を司tJべることにより、以if{

通部位のトポロジーを決定した (Akiyamaand Ito， 1987)。アルカリ性ホスファターゼは

ペリプラズムへ運ばれてはじめて爪-刊をポすO そのゑll;川、 SecYは 10I"I)J矢口泊引の!以内

在性タンノてク釘であることがわかった 。 そのトポ口ジ一 lはまN~木ç_~封端JjA山{i計;;i と C~ぶ〈端カがfリj共七に赤刻紺制IJ削J1)川)月!泡包 T釘: 
11側11川!川1に{位立i山;也2している (Figure 1-lA) 0 S白ecE(は土 13.β6 kDa (127アミノ1

I般!峻唆)の 3 11川i日叶11)以l以失j口't{j述!凶立釘jベ川l臼1のj以!以央

I}内人付、サjパ不夜巨叶，性|

る(Figure1-lB; (Schatz et al.， 1991)0 SecG は 12kDa (110アミノ 1
I唆)の 21111)J央Y[通型タ

ンパク氏で、 N~~-I古および C 木端はペリ プラズム宅!日jにTmしている (Figure 1-lC; 

(Nishiyama et al.， 1996))0 SecDとSecFはそれぞれ 67kDa， 35 kDa の 61可 l以灯油)~~~の !以

内在性タンパク質であ り、SecD/F ともにペリプラズム1I!1Jに大きなドメインを持つ
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(Gardel et al.， 1987)0 YajCも 12kDaの 1[Tï!)J矢口述;rl~~ の )j民|人j イ(，れタンパク Ttであり、機

能に関してはほとんどわかっていない。

A: SecY 
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Figure 1-1: SecY (A; Akiyam.a et 01. 1987)， SecE (B; Schatz et al. 1991)， SecG (C; Nishiyan1a et 
al.1996)のアミノ同支配ダIJと、以内でのトポロジー
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Chapter 1 J 川市

1-4・2 SecY， SecEは普遍的に存在する

SecYは大JJ易保iから酔I:j:1剥(Sec61p) 、1l1 1J~し動物 (Sec61α) までそのホモログが比つかっ

ており、 /1:_物に汗j辺 (1<) にイr- イr:するタンパク Tfll見透過のチャネルを仙)えするì: ~:Ib] rであ

る。 SecEにもまた、 昨1:):1却の Sssl、l'lli乳動物の Sec61yがそのホモログとして凡つかっ

ている 。 -)J、SecGにはそのようなホモログは凶行されていなし¥0 )J;(核生物では SecG

は仏:存されているカ人興財吋来いことに、グラム|場↑tlネiでは C ぷAWfuljのペリプラズム飢

域が大きく欠うたしている (vanWely et al.， 1999)0 SecY， SecE， SecGはのそれぞれの機能

と、)]史透過の分子機付12 を掠ろうとする多数の実験が、 iljイぷ ~'?I旬、/1:_化学的におこなわれ

てきたが、 SecYEGによる)j見透過の分子機的はまだまだ不 1Y Jなところが多い。

1-4・3 SecYとSecEの相互作用

Hommaらはヒスチジンタグをつけた His(J-SecEおよび His
6
-SecYを不IJ) I jした Nib-

NTAアガロースカラムか らの共j作1'1'，ゾミ験により、 SecYとSecE，SecYとSecGがそれぞ

れ独立に相互作川していることを示した (Hommaet al.， 1997)0 SecYEG絞合体は、 SecY

にSecE，SecGがそれぞれ独立に結合していると与-えられる 。

secEの変34である prlG変514のいくつかは secYの prlA変;14と介成致死となる 。 prlA-

prlGの組み合わせ実験により、 SecYのTM7，10とSecEの TM3、SecYの P1j"rl)分と SecE

の P2部分が SecY-SecE相 f工作八jに|メj与していることが示唆された(Floweret al.， 1995)0 

Harrisと Silhavyは、 prlA3(F67C)と prlC3(S120F)が令成致死になることから、 secE

(S120C)変災をつくり、 2つのシステインの川にジスルフイド点打介が形成されることを

ぷした (Harrisand Silhavy， 1999)。すなわち、 SecYの P1にある Pheと SecEの P2に

ある Ser は非'市に近し、位 i~，~ にあることが訊~ 1リjされたことになる 。

SecYが SecEとがi令していることは、 iji犯!の SecYタンパク抗が不安定で、あることか

らも示されている 。SecYタンパク釘を単独でプラスミドから過剰発刻させたよみ〉令、新

腕に合成された SecYタンパク氏は半減J!JJ約 2分で急速に分解される (Taura etロl.，

1993)。 この急激な分解は、 SecE タンパク釘を同 Ik~: に過剰発現することで作11 ;lj!Jされるこ

とから、 SecYE後令体の状態でのみ公定にイバEできるものと与-えられる 。この SecYの

分解は FtsHにより行われる (Kiharaet al.， 1995) 0 Babaらは、 SecYの仮↑t欠陥変YtL
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(sec y-d 1; dArg172 -Leu373 -Thr374)とSecYのi:IIU幻台交|ゾt公Y付米 (secY24;Gly240→ Asp)の1i)f

ヲEから、 SecYと SecEの相 l(fl:)l1には SecYの C4官iJ}.IXカf関与していることをぶした

(saba et al.， 1994)0 Sec Yと SecEの付介は、これらタンパク伎がおそらく映によμ1:化し

た後、Jiliやかに JI~)えされ、 一皮 SecY-SecE キlli介をつく っ てしまうと、火J免)メ )J~\ はおこら

ないと与-えられている (Jolyet al.， 1994; Taura et al.， 1993)。

Rapoportのグループは、昨り:閣の Sec61俊介体による小山休への、タンパク引の制

以後の )J見透過の系を使って、タンパク fit-jl見透Jij l l.j: のシグナル配列と)J見透過尖:i位の 1\/~;;'1関

係を訓べた。 彼らは、プレ プロラクチン (pPL) のシグナル 11~~ )i1j i"d)分の 5，8-29，40-43，56-59

砕けにユニークな Lys 伐)I~ を呼入したものを、 Lys 伐)I~S に匁!柿斉IJがついた修ßíli Lys-

tRNAと 35S_メチオニンを)11し3て invitro 令成した。 こうしてつくった pPL を )I~釘とし

て以透過させたときに Sec61のどの部分と処稲されるかを 11Huべた。そのがi糸、シグナル

配列は Sec61のTM2，TM7とクロスリンクした。Sec61は SecYのホモログであり、 Sssl

は SecEのホモログである 。tJ、J:の永lliAJを総合して Rapoportらは、 SecEの TM3は)J見透

過が行われていない場合は SecYのTM2，TM7の!日jに人ることでチャネルを去ぎ、シグ

ナル配ダIjがくるとシグナル配列と入れ砕わりチヤ不ルをIJ，:Jくという興味深いモデルを促

1'1' ¥している (Plath et al.， 1998)。

1・4・4 SecGは!民透過の際にそのトポロジーを反転させる

SecGの打じイ本のエビトープは C末端部分であるから、スフエロプラストをプロテアー

ゼ処則すると、ウエスタンブロ ッティングで SecGを検山できなくなる 。逆に反11低限小

胞の場令、プロテアーゼで処川すると、 SecGの細胞坑ドメインで切断された 9kDaの

!:J:)i') 1，-がi'FjI察される o Nishiyarnaらは反転)J史小胞において、 SecG のエビトーフ。 は)又'1ij_~ )J史

小胞の内側にあるはずであるのに、タンパク貨の)]失透過反)J é.~が SecG }/L休によりド!日与さ

れ、 9 kDa!析n. の 111，-5~パターンが、)以透過と供役して公化することをμいだした

(Nishiyarna et al.， 1996)0 9 kDa I析n- の IIIIJJ~パターンの変化が、)J失透過に供役した SecA

の insertion/ deinsertion反!じと 11千)，必していることから、 Nishiyan1aと Tokudaは SecG

が SecAの insertion/ deinsertion 反応と供役して、 )J見透過の|僚にそのトポロジーを反

転させているという、 SecGinversionモデルを促明している (Nishiyarnaet al.， 1996)。
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1・4・5 SecYEGスーパーコンプレックス

シグナル{反131で似〉とされていたタンパクT:↑tの)J見透過チャネルは、 11校/1:. ~加の Sec61

絞介休がゾミ|僚にリボソームのゑllj合に依存して 3-4仙が会介してチャネル状のポアを形成

していると思われる 4渓イ-が?正了必~1放鋭で、 pl( 1刻IU~伐された。 この Sec61 チャネルはおおよ

その出作が ~85 Å で、小心のポアの l付径が約 ~20 Aであると 1"[じとされる (Haneinet al.， 

1996)。出手iリ:Iネiの Sec61俊介体と 11iJ級に近似のイ)i爪I込iの SecY/SecE位介体が 3-4つ会介

して、 pl(1予が ~85 Å，ポアの l什?でが~15-20入のチャネルをつく っているという FlUVもあ

る(Meyeret al.， 1999). 。 大腸 I~i においては SecY / SecE / SecGの--者-似合体がおそらく

級数仙会介することにより形成されると与-え られているが、まだ、p'(般的J察されたという

・2iibはなし、。このようなチャネルは、!以の透過ド市町としての機能を似J、11しながらタンパ

ク貨を透過させると与-えられる。 Sec61似令休では、細胞ftfullからはリボソームが政111"

に結合することにより、 l付似IJと外側をほ別している。また、リボソームがチャネルから

11J1fiれるときは、ノト)j包イ本のlノォ1!!1Jから Bipと|呼ばれるシヤペロンタンパク貨がチャネルをふ

さぐという報告もある (Hamlnanet al.， 1998; Liao et al.， 1997)。大協;I拘では、おそらく

SecA 夕ンパク!質E丘:が Se伎cY/ SecE / Se釘cG桜〈令守休と JFt;'1 ぷお刻j札~;fω凶不不羽利: 11川川11什川川l '川け，↑性1:、

からチヤネルを2注いでで、いるのでで、あろう O しカか、し、 SecAカfチャネルを本いでいるという

ilii長の51E1処はない。

1-4・6 secY変異株の分離による SecY機能のf鮮析

SecY の機能欠うた)~'.!変災として secY勺 (C5; M rg372 
-Leu 373_ Thr 374)が分ii1Iされており、

その過剰発引は俊t，~欠Hlの表刻W! を示す (Shirnoilくe et al.， 1992) 0 secY-勺の(仮仮£必必凶.'性|

マルチコピ一サフプ。レツサ一として、 Sザydが Shimoαikeらにより|同寸;山4心:されており 、 Syd (1 

身の機能は米矢"であるが、 qi.独 SecYタンパク伐を安定化させるものと与-えられている

(Shimoike et al.， 1995) 0 Syd)位利党JJ~ は、 secY24 に特に激ししリliV111111;i? を I~ こす 。 これ

は SecY24が SecEとの相!i作川が54まったが;弘、 Sydが SecY24-SecEの手llj介に介入し

て、チャネルを壊してしまうためであるとィラえられる (Matsuoand Ito， 1998)0 Matsuo 

らは、 in vitroで実|僚に SecY24-SecE-SecG俊介体が形成する SecAの1112jMiiVIAili介部位

-18 -
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を Sydが倣j衷することをぶした (Matsuo，1998)0 SecEの C2飢域にはUJJjく似イがされた

ii[[J!Jえがあり、 SydともホモロジーがlfJjいことから、その庁1)分と SecYの C4iifUぷカヰ11'(_ 

イ11:J 1 Jしていると与-えられる (ShIlnoikeet a1.， 1995)0 

SecYの機能低 1'-)r;~変〉14の分iiifが Taura らによりあlj ノJ (10にわ:われ、多数の(LUjilll感受↑'t

変災がIliJ~とされた (Taura et a1.， 1994)。後で汗しく述べるが、 SecYの低jillL感受性公〉14の

in vivo， in vitro IJ只sJf11日午、 SecA transloca tion A TPase 1 .~-tl:が訓べられ、 SecYの)j見透

過イ足進1iIi性に， C ~ ~Ir(，} Jll:くの制]J包質 íiiI l或 C5 ， C6 が特に5(JAJ であることが~~，'I'，されてい

る (Tauraet a1.， 1994; Taura et al.， 1997)。

pr1変ydはシグナルi何L)i1Jに公ydをもっ分泌タンパク引でも jJ見透過させてしまう公YlJで

ある o pr1Aが secYの変414であることはすでに述べた。 TOffilnassenらは pr1A変災株で

は CCCPに刈-する!ぷ受'1ゾ1:が低くなることを凡いだし、 pr1A変Y441tより市，'u~翌した Jj_ !I i.i lJ史

小]J包においても、 IJ央透過における PMFの依存性が低下していることをしめした

(Nouwen etσ1.， 1996)0 SecY は シグナル|月日列の認識と抑入など、 jJ見透過の初~Jl)J反応に

PMFを利JTJしているのかもしれない。彼らは、 pr1A4変j'tS(F286 Y， 1408N)によ り、 PMF

に刈-する感受性が低下することから、 pr1A公ydにより SecYを1-1
'
心とする jJ見透過チャネ

ルがゆるんだ梢-泣になっているのではないかという説を抗川している (Nouwenet al.， 

1996) 0 prlA変呉は、シグナル配列の認識がIJくな った変414であるか ら、PrlA反lji日以小

山 (IMV)は invitroでシグナル配列に変ydをJJ:つjILfTをjJ見透過させることができる 。

Driessenのグルーフは、 PrlA4IMVにおいて、シグナル円以IJに変J14を持つi18proOlnpA 

を基質とした以f令、 i18 proOlnpA の PrlA4IMVへのがi介がよ';"11JIIし、それは SecA-

SecY /PrlAの結合が肝生虫!と比べてより強|万|にな ったためであると同行した (vander 

Wolk et al.， 1998)。そのため、 PrlA4 チャネルでは 、 11 '，]迷 ったシグナルを装 ii" ，~ 1J¥ら排除

することなく、 JJ只透過させてしまうのであろう 。
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1-5 本研究の背景と目的

ECOn01110Uらによ って鉛引された、 SecAによるタンパク目以jEj111314助の分 r+笈川と

しての insertion/ deinsertionモデルは、タンパク氏以透過機仙のWi:IYJする卜.で似めて

[1122なモデルである 。 SecAがinsertion/ deinsertionサイクルを繰 り返してJJ見透過をli14

lf)Jするとすれば、その insertionが SecYEGチャネルのI!Iで行われるのか、それとも iII-

に脂質Mでわ:われるのかという川辺は、 JJ見透過の機怖を考える 1 -. で、 Jli'j;? に:Tfi~ ~:な川辺で

ある 。 また、 SecA の insertion というダイナミ ック な日J きがJJ見透過の .1.~I~ Iï)J にどのように

関与-しているのかということや、 SecA insertion反応が ll1 VIVO においても'ぷ|僚に収透

過を駆動するしているのかなども SecAのJJ見透過駅動機仰の似本的な川辺ともいえる 。

本側先では、このような川回以を併|りjすべく、、li1îJfプロ本の l!~' P'(iで、ある SecYの低jill感受

性変41株を)l J いて、 iE:伝学ととI.~化学の千j去を !i14似して似r先を行な っ t:_ 0 

本研究で仙川した SecY の低jilll感受性変 yd は、、lj イり f究主の川 ~"Ì徹也氏によって分向性さ

れた。 これらの secY変兵は、 )11)所(1サ導入法により secA-lacZ :i.li伝子の党別上ケ11をJ行以と

して分離された (Figure2-1; Taura et al.， 1994)。 さらに、各 secY公児株から訓製した反

1 j!j_~JJ史小胞を)I J いて、 ÍI1 vit IηJJ央湿地反応と、 SecAの translocation A TPase iJfi'l'lを測どし

た。そのゑlliAと、特に translocation-ATPasei斤|ゾ1:が低ドしているものは、 SecYの C5，C6 

に変災をもっ傾向があることがわかった。 また、 SecYの(必|ゾt欠JIi?にY4で、ある secY'勺は

SecYの C5iiJfJ或に 3アミノ|恨の欠火が/ド.じており、 イ不く汁j爪市川，性|

jれtている O これらのがi呆は SecY の C5， C6 官Il!lえが SecY の俄能づsJJ~ と SecA との機能 (10

な相互作川に主~であることをぶ11変している 。

本研究以前-にはSecA と SecYの相互.イ/I~川に|刻する知見は欽少なく、はっきりとした JIE

j処はなか った。報告されているSecA-SecYを山係づけるような知見としては、次のよう

に、全てil1vItroの尖験によるものである 。SecAの translocationA TPaseを折燃として、

SecY抗体で処理した IMVを)fJし、た場令では SecAの translocationA TPasey川、tは制どき

されず、 SecY抗体を SecYペプチドで、不11，性化すると translocation A TPaseが旬以きされ
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るようになる (Lillet a1リ 1989)0 SecYEG JB利党別 IMVとSecAのがi介ゾミ!段ではlfJj杉山l

'1"1流行合部位の数がよ'tl)JIIし、 SecY tJ日本イヂイI~ドで IMV と SecA の示llj介ソミ験をすると 、 SccA 

のゑllj介は SecYtJ日本の ù~~ }i1i~ イ{(1<)に減少する CDouvilleet al.， 1995)0 SecAとリボソーム

ではlfJiJ911不11件付介はμられないが、 SecYEGを合むプロテオリ ポソームでは111j刻午11'I"IJh

介をおこす (Hendrickand Wickner， 1991)0 IMVを{山知之トリプシンで処f11tすると、

SecAイヂ花 1"-で、SecYはトリプシン{rlイヒがされにくくなる (Hartletσ1.， 1990)。このSecAに

よるトリプシン消化からのSecYの仏;設は、proOmpA、SecBで、はみられない o SecYEG 

過剰発刻IMVではSecAのinsertionがとijj止すること (Douvilleet al.， 1995)0 SDSで、公'れさ

せた SecYを18.1近し、粘裂した SecAを)11し、たリガンドブロ ッティングを行うと、 SecA 

0 ， が SecYに手lli令する o SecYの N ぶtillj から 107 伐)，~~までの品分 (N ぶ端から TM2まで)

が SecAと系ll;令し、 その手討結if市1:i イ介子は S白ecA のC~木ミυリlill(1山|JJAli1ii1

/ 

らの央釘知|日l兄は、 SecY-SecAの相 l工作川とが;合をIJミ11変するものであるが、，，'(i主(1<)にBiI:1 Y Jし

たとはいえない。

と!と研究室で分li!fされた機能低ド型 secY変J14をもちいた1iH先は、他の1i)f先主ではなし

えない、 SecY に|対する !F災な矢II~~ を与えてくれることが;リj作できる 。 本研究では、そ

の点に口を付け、タンパク ffJEll失遊過における沢民な川辺の 一つである、 JJ見透過反J，~~にお

いて SecAはどのようにしてJJ見透過を駆動し、その SecAの動きに SecYがどのような関

与をしているのかという川辺をと りあげた。それは1)i15lR体タンパク 1'{". SecA-tU令休の

JJ央への insertion反応の理解なしにはfWUとされない。在、はこのllljjUへのアプローチとし

て、まず、SecAのinsertion/deinsertionの泊料にSecYの公共がどのような影科を ljaえるか

を調べることから始めた。その結巣、 SecAの insertion反応が secY205変災により似な

われることを凡いだした。また、 secY205変民をサプレスするSecA変ydを分lilfした。こ

の結果をもとに、 SecY-SecAの州五作川と、 SecAの!ilR臼jのメカニズムについて与-察し

た 。 変 -)'~. SecA タンパク fT を ~; I'j-裂し、 !t化学W(析を行った。

また、この secA36変414が SecG欠失変414株の低jhli感受'I"!:.もサプレスする 1jlがわかり、

その解析により SecGの機能に|メjして考燥したO
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Chapter 2 結果

2-1 SecAの insertionを損なう secY変異の同定

2・1・1 低温感受性 secY変異における SecAinsertion 

Economouと Wicknerは、 1251でラベルされた SecAを)1 Jし3て、 SecAは proOmpA

とATPイf-イ，:下で、反l回以小山とインキュベート するとその -泌が)J央に派く何人 (insertion)

し、 insertionした市う〉カ'i)J央によ ってプロテアーゼdiイヒからまもられた 30kDa1析j十とし

て制祭できることを械告 した。これに、ラベルされていない)1出来IJ: 1 ~- の SecA を加えると

ラベルされた SecA の m~抑人(deinsertion)を制祭することができ、この deinsertionは

ATPの力"水分Wi:を必裂とする。これらのことか ら、 SecAがjどNproOmpAを十1:って

ATP依存(1<)に)J具に insertionし、 ATPの川l水分的fiをともな って法氏をjI2lii11:し、 )J失から

deinsertion するサイクルを繰り返すことにより、タンパク fUl失透過をWlf1UJしているも

のと考た。これはタンパク 1151央透過のメカニズムとして 1111i則的なモデルといえるが、

SecA insertionが尖|療に映透過を!iE勤していること、また 111VIVOでこのメカニズムが働

いていることカ可能てよした訳ではない。 さらに SecAの insertion/ deinsertionカサ央の)町

民二重!日で行われるのか、それとも SecYEG)J見透過チャネル 111で行われるのかというこ

とも、まだはっきりとは解っていなかった。本問先ではこのような川辺へのアプローチ

として SecAの insertion/ deinsertionに SecY変jldがどのような彩引1を不すかを;111べる

こととした。 SecA の insertion 反応に )111/;;~' を与えるような SecY 変 Y4が IlíJ 定できれば、

SecAの映への insertion反応に SecYが!メlid-していることの泣伝学的な証拠となり、

SecA と SecYEG との相互イ/f川による)J央透juti史的の研究の1f(必な知~~となる 。

まず Econolnou-Wickner の尖験の追試を行い、それが IlfJJ~できることを的:認したo

SecAの映への insertion反泌は、以下のようなノ7法で制実をすることができる。 SecAを

1251でラベルし、その 1251-SecAと料製した proOlnpA、 SecBとl旬以伎のjぷぷ処f'liによ

りjJ失表在性 SecAを失活・除去した反転脱小山 (1MV: Inverted Men1brane Vesicle)を出

勺
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介し、 370Cでインキュベー卜する。その後、氷卜.で トリ プシン処則すること で、収に

よりトリ プシン消化から免れた 30kDaの SecA1~Jí" J 1， - が fr)~どをさ れ る 。 この SecA の 30

kDa 11Ji-} 1， - は以 1M川↑~t斉I J TritonX-100で)]見を 'Iniパヒするとトリ プシン?rJ化を交けて制祭さ

れなくなることから)j央により プロテアーゼから仏;l笈さ れたものと与-えられる。すなわち

SecAは proOmpAとATP依イド(10に以に派く insertionするものであることがぶ11変され

る 。 ~Iミ )JIIぷ分解アナログである ATP-y-S や AMP-PNP イr イI ~ ドでも 30 kDa ItJi-n"は1'1'1JJLす

るから、 insertion には ATP は必~:であるが、その川ぶ分jWは必~でないことがし 1 える 。

なお、 Jx'!iiJJ史小 )J包が作イI~ しな く ても SecA 1 ' 1 休低i}~~ }立の トリ プシン ~J'n によ っ て 30 kDa 

It)i" } .'，ー を合むいくつかの 1~0í- } ¥"を/1てじるが、これらは)]川市人夫!段でJI Jいる，'，'，'ji}~i}交のトリプシ

f・¥ ンにより完全に消化されてしま う。 また、 OOCでは SecAの insertionは}~こらなし ì O

proOmpA， A TP イドイI ~下で、 SecA の IinsertionJ を起こさせた後、 )fl釆IJJ ，1のJ1111ji弘SecA

を)JIIえて!どにインキュベー卜すると、 1251ラベルを日つトリ プシンifliJ'I:'1:の30kDa 1~0r} 1，-は

れIj失する。ATP-y-S存在ドではこの消失は起こらない。従って ATPのがi介に↑、1':って)]見

に insertion した SecA は )JIIJJ()}Wí: を十|旬、 deinsertion を}~こすものとィラえられる 。

proOmpAとATPの存在下で制どきされる SecAの 30kDa断片は、 1251-SecAのATP

依存 ÎI0)]川市入 (insertion) と、 ATPの力11ぶ分解依存 (10m~何人 (deinsertion) の平衡によ

る定合状態を凡たものである。)邑来IJ1止の非机l:識 SecAの添加|によるチエースの尖!段は、

1 251-SecA と後から }JII えた非配J1 i哉 SecA の うど 1t~が起きていることをぷ!川ょする 。 なお、 ATP

γSや AMP-PNP存不正下で、は SecAのinsertionがproOlnpAを加えなくても制どきされる。

このことはJILT:がないときでも SecAのinsertionはあるわリ交の421皮で、起こ っており、非

加|水分WI~ アナログイが丘一ドでは insertion した SecA の deinsertion カ~I~I h与されるためこの

ような「2E4UのSecAの insertionが制然可能になるものとみ-えられる。

大)J易保iの分泌タンパク釘の)]民透過に働く、)j見|人jイEfl:タンパク 11[Sec Y / SecE / SecG 

て ~"綾子子体と)]見表イl:f-I: の SecA の相 1(.イ乍)I J に|刻してはあま りよくわかっていない045に

SecAの収への insertionがはたして SecYEGIチャネ lレjiT11位で、チャネルの'1'に起こる

のかと言うことは、以透過機仙の主裂な11lJ起である。 secY変〉14のなかから SecA の

insertion / deinsertionの不動を公化させるものを|可〉とすることができれば、 SecAの)]失

J市人に SecYカ{I刻与していることのdd:1.処となる。
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政々の州究室で Tauraらにより分lil1t1吋スとされた 11杭知の SecYの{ikjillL感受性公民株

SecAの!以への insertion)メ応にjtui-がみられ反11反映小胞を訓怪し、から、(Figure 2-1) 

SecYの C5，C6 iiffJ或に公〉11JをもっTauraらによれば、るものがあるかどうかを訓べた。

translocation ATPase ii千1'[1:カ刊日;い(頃I[IJ 7うfin vivo， in vitroにおける!以透過爪性、ものは、

i71 vitroで

transloca tion A TPase 17îれは肝生Jfj~! とあまり公わらない (Figure 2-1)。

171. VlVOの分泌川tl_:が低いが、P1に変〉14をもっ secY125は、また、

のJj央透j品川性、

~~られる 。

Wi Id Type SccY 

••••• ••••• ••••• 
T filnsloci1 tion 八n:J il~(.'

11/ l'ilm Tri1nsloci1ti口n

111 1'11'0 Tri1 n~l oC，lb o n 

-c-eEE
UE
Z
告
EU

Figure 2-1 本州先で似j日した低it抗感受性secY公民株の変W:音1)f立とアミノ般泣J典、
treUislocation ATPase 1古川、 il1vivo， in vitro translocation ii!I'I''tはをしめした (Taura，et al. 1994， 

Taura， et a/. 1997) 

全ての変yll.sec Y ill伝子を P1ファージによる形質主主人によって uncB-C

-24-
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Chapter 2村栄

欠行i株 (TW155)のパッ クグラウンドに移した。これは ATPase~川主の測定に l;f~ ~!，~~E を及

ぼしたり、プロトン.'，~~Dj)j)J (PMF: Proton Motive Force)の/ド'.J&を伎会mにするとィ与えられ

るF1-FOATPaseを合まないJJ見ノト]j包を仙川するためである。 SECY jijjぷrをP1}I~ 1"[ ~4-人

するために、 secYili伝子近似の zhd33::Tnl0(テトラサイクリン IflIJ'lt)を選択マーカーと

して利川した。なお、このトランスポゾン (zhd33::Tnl0)の何人佐佐は、 }jJめ|河染色体

上の secYill伝子から rpsEと1'，iJじ1l!リにが-J23 kbp IllWれた bfr 1二にあることがわかった。

ザrili:伝了a は、パクテリオフェリチン (bacterioferritin) の~:i'I'I辺泣似子で、欽イオンを細

胞内に訴えるためのタンパク釘 らしいo bfr Ij Iのzhd33::Tnl0~に ~N 1'1身はタンパク氏分泌

に彩科しない。 11f~I類の secY 変 yd を zhd33::Tnl0 を出択マーカーとして TW155 に P1

31:;貨導入し、 UI1C-の secY公民株を的築した。これら Ul1Cの secY公民株より反転JJ史小

胞を制裂し、 JJ見表|前に存イ五する SecAタンパク引を 6Mの以ぷで火活させその 一部を除

去した。これらの反転)以小山 I11に合まれる SecYの;lfがほぼ|百j紅j文で、あること は、ウエ

スタンブロ ッティングに より SecYをえiZする 'jLにより作認した。

urea処理をした反転JJ史小胞を ATP，proOmpAのイパEIごまたは非存在下で 125I-SecA

を川いて SecAinsertion assayを行ったところ、2つの変jiiJ株において41411・が{初公?され

た。後で詳 しく述べるが、 secY205では proOlnpAと ATPの存在下でも SecAの 30

kDa断j十の形成がま ったく飢どきされなかった (Figure2-2) 0 secY125変yd株からのJJ史小

山では肝生出と比べて SecAの 30kDa断n.の形成にLMrなfiij庄が制察された(データヂ;

111作) 。 その他の変54株からの )J史小n包では若しい )II~'，;;~'は制祭できなかった。例えば、激し

い分泌欠損をぶす secY39変異でも、 ATPとproOmpAに依仔した SecAの)J只への何人

反応に|対しては正'市に近く起こっていた。その他の 200C で生育できない secYI04、

secY115 、secY129 でで、も3山は似a'抗'I:;f手粁d存;千fなjyl 4ω，?市j

!験倹によつては多少の7九先l主:は{伝的m飢t司り切J日~t 多記祭j矢冬されたカがf勺l'呼Lゆ珍別批~'I性|生よく 0111'，; ;~. iJのカが{~.池U凶叩':!1-lぷ若f当庁iJ: にが;誌包められるものはなカか、つ

た。

に
J

内
/
』



Chapter 2村民

2・1・2 secY205変異により“productive"なSecAinsertionが損なわれる

secY205公民株より司452したj又'I!i;H史小)J包では、 ATPと proOmpAに依千j三した SecAの

30 kDa If)I") ¥-は令く検LI'，できない (Figure2-2;レーン 2)0_-)j、ATPのJI:加水分解アナロ

グ (ATP-y-S、AMP-PNP)の存在下ではSecAの)J知市人はsecY205の!以へも出ド1:-1米の)以小

胞の場令に比べて|叶等ないし少 し弱い (1/2--1/3)松j交に起 こった (Figure2-2;レーン

4，5，9，10)0 ATPアナロ グ作在下ではproOmpAカマLイf:しなくてもこのinsertionはi@こるo

l!IJち、 secY205において はATPとproOmpAとに依存した()J見透過 と共役した)insertion 

のみが引な われている ようにみえる。

proOlnpA + + + + + 

ATP + + 
ADP + + 

ATP-y-S + + 
AMP-PNP + + 

wy ..... 

SecY205 ..... 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Figure 2-2 : secY205における SecAinsertionの欠ti1
125I_SecAとIMVをOOCで 30分間インキュベー トし遠心分離して 125I_SecAを結合した

IMV を剖製した。 その IMV を I~ I に示した条f午で SecB とともに 370C で 15 分間 イ ン キュベー
トし、1mg/mlの トリプシンで処理 (OOC、15分) した。SDS-PAGEによるタンパク貨の分

離後、オー トラジオグラフイーで SecAの 30kDa l'断片 (矢1:1J)を検出した。

SecY205 は SecA との刻手nt!:が極端に低下し て、 白菜~:fII /I''I:結合 ìtl) {立を形成でき ていな

いために、 SecAinsertionが観察でき ないという可能性を考え、SecAの反転脱小山への

-26-



Chapter 2 ~:ii * 

(Figure 2-3) 0 SecY205変児株か らの以'1な:手Ji介ア ッセイ (Scatcharedanalysis)を行った

SccY 

• 

1.0 

0.8・-

0.6 1-

0.4 ・一

KD 11~i は)J史小)J包とのlfJj税不li'VIAlii介の

nMで、16 出f'11 :. Jri~! で はnM、61 

SecY205 では肝II~- )~~!の約 400/0 引~)文の

ωω
」

h
h

¥

ち
C

コO
白

111刻利'1ゾliN;介庁1)位の。iiで、あったが、

た。かっ数は肝/t_株とほぼ等し

とJJ央とのおlSecY205変Y1;では SecA

キ11性

F日igur陀e2-3 : Se虻cAのj以又'1伝i伝三引刈JJ収j民史小JJ胞!泡包に刈.一Fす宇る刻不利和11川l十川，↑性|

1口25町I-Se氏cAをSe虻cY205ま たは 1町!守lι~I七ミ. E血引~!の反 1転|ド伝i伝三引!収j民史小 JJ胞j泡包 (σ5 
ぃg)と混ぜ、50μlの反応系で oocで 30分II¥Jインキュベ
ー 卜 し た 。 J必L、分 mlf~ (13，000 rpm、10分)により 1-.1 ，'i-と
)J史1IIIj分とに法心分離し、 それぞれの放射能を洲どし

た 。 WI~lmf:完数 (Kd) と結合 ì~l~位の数はそれぞれ ~!f' ~ :. {f;~l 

(・)では 161ホ4、3.3x 10121Wl /ぃg-IMV、SecY205

(口)では611也d、4X 1012例/μg-IMVであ っt.:.o

25 20 10 15 

Bound (nM) 

5 イ|白よ りはるかに111

波皮 (1000~M) のSecA をイ史) 1 Jしてい

k o 押入実験では

るので、 )J則市人の欠引にたかだか2.5

仙の述いが反映されてk o ↑日'U支の

いるとは考えにくいように思われる O

ATPの非加水分解アナところで、

ログ存在下では proOmpAの作在、

このこの反!Jl:，は SecY205でも 7包こった。ゴド存在に関わらず SecAinsertionが起こるが、

ATPとproOmpAに依存した (!J見透過と共役した)SecAの insertionは引なことは、 i)

ATPア空手iJでの insertionは打iなわない、 ii)idiI:fI'とも 1IiJ等に北iなわれているが、うが、

- ~~欠似のinsertionしたものカ汚余々に誌もiiしてくるためにナログ存在下での尖験では

これらの IIJ能性σ)2つの可能性が考えられる。j交介いが小さく凡える、

SecA の insertion の初~JÆ)立を町 11てproOlnpA の ~1: 1{点下でのかつAMP-PNP存在下、

SecA insertion は町生)~~!と同様のi)の可能性の場令、民UJ央と SecY205JJ央とで比'1攻した。

SecY205 JJ~たではの場介で、は、、、‘，，
，

-
S
E
A
 

-
'
E
A
 

平衡状態になることが予似され、kineticsでおこり、

30 kDa IfJr} '1のすみ干fiしていくと予処{される。ヨミ!倹キ古来insertionは大11I日に遅いが徐々に

SecAの映への insertionのレベルは、出ff131と比べて secY205変災ではFigure 2-4は、

AMP-肝LI之型と同様の kineticsでがJ3分でJfI}，I，(に注した。従って、1/3程j文ではあるが、

における proOlnpAにイ衣存しないZE4:?の SecAinsertionは、 SecY205の反'1以

なお、 Tauraらの研究で、

PNP存在

)J史小胞で、も 1/31I)支にしか欠制していないことが示された。

ウ
/

勺
ノ
』



Chelpter 2 ~:if 県

SecY205はtranslocation A TPase i!i'I'tが低 |ごしている変ydであることがわかっており 、

在、も雌認した (2-2-4参!!(()。 SecAの deinsertionは ATPの川ぶ分解をともなうものであ

るから 、 SecY205 で deinser tion がとIj )~ しているとは与-えにくし】O

50 

• 
U〈ιO J 3 

40 SecY+ ー

てコ ~ 30 
4qL田-dJP¥-o E三F 

， ， 
， 

，，-

qUC J 3 

， 
• I ， 
J・8 

20 -. ' 

1 0 I~ 少一
j，必 O

K説。
。守 今 一 今今 I。 5 

-，--------------，---‘-，，-'- • 
• 

。。 。
SecY205 

i 』

10 15 20 

Time (min) 
Figure 2-4 : AMP-PNP存在下で、のSecA)]刻Ip人のkinetics

ー

ー

ー

25 

125I_SecAと野生型またはsecY205のIMVをot、30分I/¥Jインキュベー トし、遠心分離に より

125I-SecAが結合したIMVを訓jました。このIMVとAMP-PNPを37
0Cでインキュベー 卜し、それ

ぞれの 11.y-間に一部取り iJllし15分間のトリプシン消化をした。SDS-PAGEによるタンパク氏の

う〉削t後、オートラジオグラフイーで、SecAの30kDa断片を十余iJ11し、テ、ンシ トメーターによりバ

ンドを定量、プロッ トした。反応に使川 したSecAの量を100としたSecA30kDal析片の川合を
lnserted SecA (%)とした。出f生型を・、SecY205をOでぶした。

以上述べたよ うに、SecY205はproOlnpAとATPに依存 した"productive"なSecA

の insertion が特 )'I~. (1<) に欠損 し た変414である 。 この よ う な secY 変54が存{I~すること は、

SecAの insertionにSecYが除く |別わっている ことを示唆している。
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2-2 secY205変異をサプレスする secA36変異の分離と解析

2・2・1 secY205変異株の低温感受性をサプレスする secA変災の分離

11jfifjで、述べたように、 secY205公ydにより ATP、proOn1pAに依イがした SecAの)j央へ

の川入が悩なわれる 。 secY205 変 yd により SecY-SecA の相 1{~fl:)IJ が~，j-: )II~ (10に変化し、こ

のことが secY205公児株のタンパク釘分泌とよ'/191立を(ikHIllL感受↑t:としているilj"能性が与-え

られる 。 もしそうであれば、今皮は secA1!!IJの変〉14により SecY205~に yd タンパク氏の機

能欠削を川彼させることができるかもしれなし ¥0 L!IJち secY205の低jillu，JA受↑tをサプレス

するような secA公ydを分附することができれば、 secY205が SecY-SecA十lJl工作)1 Jの公

民であることカすわかり、ひいては SecY と SecA の IIU に特~N-(10 な相 1(_fr: JI Jがイがイ王し、 )J見

透過においてR22・な役 ii討を栄たしていることの泣い学的な ~IU処となり作る 。 secY205 変

yd株は、本来 200Cで、生育で、きないが、さらに変ydを1包こさせることにより 200Cでも

より9pl(可能とな ったものを分11Jltした。次節で汗しく述べるが、公民体の分liltには、 secA 

ilj-伝子近仰の leuJ.li伝子の|付J11にトランスポゾン Tnl0(テトラサイクリン|耐性マーカー

を持つ)が何人した I~i株を N- メチル-N'-ニトローN-ニトロソグアニジン (NG) で処J~H して

変災を誘起させ、 PlvIrファージによる形氏導入を利川した}'I)所(10変児誘起法 (localized

m u tagenesis )により、 200Cで secY205変ydのよl目lダpl[を1"11反させる SecAiitI城の公jllJを分lilt

したo 3-6株はそのうちの一つである 。 3-6株についてsecAill伝子のjjilljiMUP1の決定を

おこなった。その結果、 secAill伝 [-1付に C355Tの 1.t;lμU叫央が生じていた。 このjiυた

;;"I~換は、S白ecAの|f山t;f心山川';人J々:Jお机~{凶不不羽利;jj汁川11什川l十川，↑性|

させるものでで、ある O この secA安j14をsecA36と命名した。

secA36変具による低jilt感受性(Cs)の芥11;jJ!jが secY205変34に4U14119なものであるのか

を訓べた。 secY205以外の低jlui感受性secY変〉1441ょにそれぞれのサプレッサ ~secA変 yd を

PIJIラ貨当c人により選択マーカーleLl::Tnl0を利)11して導入した。テトラサイクリン|耐性の

jl~ 1'[ 導入体の20
0

C での i'/19出を訓べた 。 サプレッションが起これば約400/0の頻 Jiで~Cs+の

形質導入体が現れるはずで、ある 。 しかし、 secA36~足先株を donor としても Cs+ の JI~11

導入体はsecY205をrecipientとした11，j~ にのみ nl， JJ-Lし、その他の secYt:_ )II~ (secY39， secYI04， 

secY125， secY129)および、 secE50l変!!114の低jillusぷ受tt変児株を recipientとした l1.fには科
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られなかっ t:.0 これら )I~'1'[導入株から再び Plvir ~H I足ii伐をJ1152し、 rrf.)交 secY205変yd株

に)1ラTf導入することにより、サプレッサ一変Y4が雌尖に導入されていることを雌認した。

{jtって、 secA36変ydは secY205以外の secY変〉14をサプレスしなし、o 1 Iぃ換えれば、サ

プレッションはallele特jl'l(1句なものであるといえる 。 allele特YW|:はilia伝学ではサフ。レッ

ションの機構を考える上で重~な'1"1~阪で、あり 、タンパク ータンパク相 7J~作川 の IJ~ と鎚

プ(J的な相丘認識の変化を示唆するものである 。

これらのがi栄 よりsecA36変j14による Csのサプレッションが secY205特うIIS(1<)であると

いうことは、 SecAタンノてク fTカ{SecYタンノfク貨と|江抜:の相-，[イ乍JlJをすることに|刻す

る初めての遺伝学(1<)な証拠である 。

2・2・2 secA36変異が secY205変異株のタンパク質分泌に与える影響

secA36変異が secY205の低泊での分泌欠似を 1111復させるかどうかを訓べた。マル

トース結合タンパク質 (MBP)と OmpAタンパク貨の分泌をパルスラベル法に より調

べた。 MBPと OmpAは分泌タンパク質lFi!収休 (precursor)として合成 された後、 sec 

凶子依存的に細胞質肢を透過し、シグナル配列が切られて成熟体 (mature form)とな

る。370Cで主計養した培養液を、200Cに移してから 20分後に、35S_メチオニンでパルス

ラベルした (370Cでは 30秒、 200Cでは 1分 11'd:Figure 2-5)。

MBP:ニ二

secY 
secA 

2 3 

+ 

+ 

4 5 6 

205 

+ 

789  

205 

36 

Figure 2-5: secAサプレッサ一変異によるSどcY205の低抗感受性分泌欠偵の同復
野生株 (GN40、レーン 1-3) 、secY205変災株 (GN17、レーン 4・6) あるいはsecY205から

のサプレッサ一変兵株 GN25(secA36secY205:レーン 7-9)を37
0

( で培養し、 20"'(に移して
20分培養してからesS]メチオニンをJTlいてパルスラベルし、コールドメチオニンで0.5(lanes 
1， 4， 7，)， 1 (lanes 2， 5， 8)、5(lanes 3， 6， 9)分lI¥jチェイスした。標識出養液は直ちにTCA処理に
より全タンパク質を沈殿させ、 SDSにて可俗化後、 MBPの抗体で抗体沈殿をおこない、 MBP
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をオー トラジオグラフィーにより検IUた。p、mはそれぞれ，Yii駅体(precursor)、J;父然体

(mature)を点す。

secY205変児lii.独では、 370Cでもよ7-1二の分泌1)11与が起きており、 200Cへjilll反シフト

するとさらに激しい分泌間容が飢察された。これに刈-し、 secA36 との 一二:ill~公児株では

MBPの|)fill12休のJjhTが 7 '， i~Ú がた減少するほど分辺、ドI l. ;i千の 1"I彼が1'fI7í-: に~~られた 。 よっ

て、 secA36は secY205の分泌ド|125を回復させる公災である o secA36公J14が secY205の

分泌欠引を allele特児(10に同後させることは、 SecAが SecYと相1工作川することによ

りタンパク貨の分泌を駅助していることを阪くぷ11交する。

2・2・3 SecA36変異タンパク質の精製

SecA36変J14タンパク貨を和製し、

in vitroでその性質をwr-.{斤した。

ぽ A36変414遺伝子をクローニングし、

大号発現可能なプラスミドを梢築

した (pGNI0l)。このプラスミドか

らSecAタンパク flipは、 1rnM IPTG 

で誘導することにより大過剰に発

現する (Figure 2-6)0 SecA36と

SecA+タンパク質を以下の要領で精

製した(データ省 111作) 。対数11tl~tÜ 

IPTG (1mル1)

plilsmid 

5ccA A A36 

~ccY Y205 Y205 

SecA ..... 

+ ー +

S巴cA SccA36 

八八八 A36 A36 A36 
Y Y Y Y Y Y 

Figure 2-6: SecAの発現電;クレットユ

ニッ ト=60まで応養した菌をTCA沈殿

し、 SecA1;'[イ本で仇TestelTIbrottingした。

J!JJにある情養液に 11nMIPTGを力11え、 2 11寺山後に1五i休を|可収した。超音波でl有休を破

昨し、JlliJ主心分離で映画分を除去した}fR細胞illl，'11
1 波を RED-AgerroseカラムにかけたO

このカラムは ATPアナログが担体についており、 ATP車内令タンパク貨を45災的に結合

させることができる。 601nMから 2Mの KClの筑波皮勾配で治出させると SecAタン

ノ f ク質は、高塩濃度の音r~ 分まで|幅広く浴出するが、その他のタンパク貨は低jill減反の画
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分で、溶n'lするので、 rGAll波山11[1Jの|匝i分を 分l[x_した。透析後、lGイオ ン交換カラム

(DEAE)にかけてj炭紡し、ゲjレ泌Jflにより joiAIした。このあlj製JBれによりが')900/0以、卜ーの

より a さで、村裂で、きた。

2・2-4 SecA36 変異タンパク質のATPase活性

SecAの ATPase爪itl:~こ|対して、 3fjI131のj汗|生が広三たされている。 SecAタンパク民

単独の|付夜I'!<JATPase (endogenous ATPase)、jLTfタンパク吹がイヂィ!i;しない状態で、 )J民

が存在する場令の)J央ATPase(n1embrane-ATPase)、そして、以透過のjiLT:タンパク氏

と SecYEG を合む)J史が存在する場合の、タンパク釘)J見透過 jメ)，~-\と jh役した)J見透過

ATPase (translocation-ATPase)である。 translocation A TPase 1i¥↑''1=.は、 jIETfタンノてク抗

存在下で科られた ATPase活性から、 jft質非有=1l:下で、の membraneA TPase l1itl_:をjEし

つlいた他と定義する。 ATPase1活古別，性|

)応忘を手利|リ川J).川. 1リ|日]した i遊些南離(住t した 1リj ン円限変の波 j皮支を比色定量するノ万J~法去(マラカイ ト j泣法i去.~)と iωi) ATPの力川加11 | 

水分j解1将干によつてでで、きた ADPをNADHカか、ら NAD+に変J換5央3する反)，応，忘5に世き換え、 NADH 

の吸光 (340nmにl吸収極大を持つ )の減少を測定する )i法(酵素カップリング法)の 2

通りの測定のしかたがある。 i)のマラカイト 法を利JlJして、 SecA36の ATPasei~'性の

測定を行った。 TW156(Secγ， SecA +)， GN5 (SecY205， SecA +)から訓裂した反転)J史小胞

を6M ureaで処思して、)J失表而に結合している SecAタンパク貨を除去した。この u山re白a 

)J央と 1キ治粁村:江干行if市l1j製 S白ecA+，S臼ecA36夕ンパク 2質質4qaをproOn1pA 平右fバf

たo translocation ATPase1~-JU: を Figure 2-7 Aに示し、この11.7:の n1embraneA TPase 活

性を Figure2-7Bに示す。 Se伎cA36でで、は S白ecY205，S白ecY+ともに membコraneA TPase i爪f百{↑t

が 21倍音桂)皮交上J抗昇ミ手Lしていたo S白ecA36は貯L止i七:川と比べて、 membrane A TPase 1川つ:が高く

なっている。また、データは省時するが、 endogenous-A TPase 爪性も SecA36が肝生

型の約 2倍桂皮高いという結栄を待ている。
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Figure 2-7: SecA36の ATPase活性

SecA +， SecA36をSecY +， Sec Y205 1MVと主IIみ合わせ、 370Cでの ATPase前'1"'1:.をproOmpA
存花下、 Jド存在下で測定した。Aん;)収!民史透j過邑 ATPコase(σTra白n百叫S叫loca批州tionATPase) proOmpAイιが在寸Yぐ

でのf値直とproOn1pA非存在下でで、の他の差を1股史j透盃j過且 ATPaおseiil可千引:ヤ汁'1性|

(membrane ATPase) 0; S白ecYγ+1酌恥MV-S白ecA+， ム;汚Se伎cYγ+1MV-S白ecA36，・;SecY205 1MV-SecA+， .; 

SecY2051恥lV-SecA36.
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SecY205 JJ見と、 SecA+のキl!み介わせで、は、 translocation ATPasei ，~.'I'tはほとんど制派

されない。ところで、 SecAinsertion / deinsertionのサイクルにおいて、 SecAinsertion 

には ATPのがi介が、 deinsertionには ATPの川ぷ分仰が必災でると与-えられている o

SecY205 JJ央において、 SecA+カヲ127;?に111い translocation-ATPase i斤Itしか示さないとい

うことは、 SecY205 における以透過と ~~i文した SecA insertionが制祭されない (Figure

2-2参J!~~ )以凶が、 deinsertionのとlj進で、はないことをぶ唆する。 SecY205と SecA36を

組み合わせると、出fL111!とIliĴ:手まで translocation A TPase ili↑'l_が1"!復していた。SecA36

はSecY205JJ史に対しても、出J'~L: Lf;'.1どうしのキI!み合わせと同17の translocationATPase i!i 

'1'/1:.を示すことは、 SecA36タンパク氏は SecY205公%以透過チャネルにたいしても機能

できることを示している。

2・2・5 SecA36による SecY205IMVへの invitro translocation 

SecA36-Sec Y205のキ11.み介わせにより、 S白ecAt仕ranslocation A TPase i爪市斤，↑性|

いたが、 2尖jた4計|際努のJJ映l以失透j過凸j爪丹川，七性|七問:':1生1:はとどごうでで、あろうかo in vitro制訳した 35S-proOlnpAを)11いて

in vitro JJ失透過尖!放を行った。 urea処理をした反転以小山 (IMV)，SecAタンパク氏， ATP， 

35S-proOmpAを 370Cで incubateし、各H叩uにサン プルの -1i:l)をllkり1I1，し、 1 mg/ml 

trypsinで 15分!日j消化する 'jLによ り、}]史小胞の外にある 35S-proOlnpA分子を除いた。

その後、 SDS-PAGEでタンノてク抗を分iilfし、 JJ失によ って trypsinれIj化から免れた 35S_

OmpAのilj-を定itした (Figure2-8) 0 SecA +の場介、肝生型SecYのIMVでは 5分IIUで

が')500/0の35S-proOmpAのJJ見透過がj包きるのに対して、 SecY205IMVでは約 80/0杭しか

IJ見透過しない。 SecA36とのキ11.み介わせによ り、 SecY205IMVでも SecA+-SecY+の組み

合わせとほぼ同等の i71vitro 1民-透過活性を示した。IY Jらかに、 SecA36変災タンパク ft

は SecY205 反転JJ史小)j包へ proOn1pA を E子生)~~! SecA-SecY のキ1 1.み什わせと 143; のうど)]~，~ で、

駆動できる。 invitroにおいても 111VlVOの;場合と同様に、 SecY205変〉14による JJ只透過欠

JCiはSecA36により効率よく回復される。
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Figure 2-8: 5ecA36の Invitro JJ史透過ilij'lit
野生型 5ecA タンパク Tf と 5ccA36 変 Y4 タンパク伎を urea 処理 した貯とLlf;~! または 5ecY205
IMV と組み合わせて 355_ラベルした proOmpA の l以透過 {I千円二 を示した 。 各 II.~: IIIJにサンプルを

取り出し、!日i駆休 proAOmpA と成熟体 Om.pA の it を定 ; l; し 、 lìíî.~I~休と成熟体の手11 に対する
成熟体の割合をプロ y 卜した。

2・2・6 SecA36の SecY205膜への insertion

SecY205 は、先の尖験により 、)j見透過 と:J ~:1交した SecA insertionに欠悩を持った災

児である。 SecA36変J14タンパク釘は、 SecY2051MVに対-しでも SecAtranslocation-

ATPase活性および i71vitro以透過i1i性を肝生型どう しの剤lみ令わせと!日j等 まで回復さ

せるが、 SecA insertion反応はどうであろうか。 SecA36タンパク貨を、肝生出 SecA

と同様に、 1251で放射ラベルした O 出f生型 SecAおよび SecA36変災タンパク釘のタンパ

ク質あたりの放射活性はほぼ同じであった (SecA+: 2.64 x 106 cpm/μg-SecA， SecA36 : 2.23 

X 106 cpm/ト19-5ecA) 0 1251-SecA， 1251-SecA36をJlJいて、 SecY+， SecY205の 1MVへの

SecA insertion実験を行っ た(Figure2-9)0 1251-SecA36変呉タンパク質は、肝11:-.型の臥1V

に対して、 proOmpAと ATPに11予)，乙して SecAの脱抑入がIrJl祭される。さらに、 1251_ 

SecA36は SecY2051MVに対しでも 、出l'~l:.!!~ よ り 54 いが有fJ~ ~こ lìÎJ駆

に
J

司

J
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た SecAの)J川市人が観察された。なお、 SecA36 の以ifT、肝II :-Jri~ SecAと比べて、 AMP-

PNP 1'T-イ正ドでの SecAinsertionが44くな っている ようにも比える。

SecA+ 2 3 4 5 6 IMV 

30 kDa- 輔顧関商事P 唾ーさ長 SecY+ 

30 kDa- <.::::三士J
: 司;;Ç占ーJ--L、屯~'-- SecY205 

SecA36 

30 kDa- H，.，....，dl~_ r.~.同~~~~~. .，_ r て高語通旨T SecY+ 

30 kDa- ξ杢杢毒事 ~~.コュ， ー;..-:--~;:、~.一

SecY205 

proOmpA + + + 
ATP + + 

AMP-PNP + + 

Figure 2-9: SecA36のSecAinsertion実験

'251-SecA+， 125I-SecA36 (4μg)を Secγ または SecY205 1MV (35μg protein/ 200μ1)と組み合

わせ、 。OCで 30分間jインキュベートし、遠心分離して125I_SecAまたは 1251-SecA36を結合した

1MVを調製した。125I_SecAC25I-SecA36)-IMV後合体 (5ぃg)をATPまたは AMP-PNP(2 mM)， 

proOmpA (3.3μg)の存花下、非存在下で、SecB(4ぃg)とともに 37'Cで 15分間インキユベート

し、 1mg/n11のトリプシンで処理 (OOC、15分)した。SDS-PAGEによるタンパク貨の分自If::
f去、オートラジオグラフ ィーで SecAの 30kDa断片をt尖山した。

以上の結果は、 SecA36変異により 、 SecY205の欠損は invivo， in vitro共にサプレス

されることを示している。 SecY205はjJ英透過と共役した SecAinsertionに欠損を持ち、

それがサプレッサー SecAタンパク質により回復することは、SecAが直接 SecYと相互

作用することにより 、タンパク質の股透過を駆動していること、 SecAの股への

insertion反応が)J英透過の過程において笑|努に重要な役割を担っていることを強く示唆す
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る。 さらに、 ll1VZVO と II1vitro の点刻Jr;~! を ilia伝学 、 1[ :.化三/:(1<) につなぎ介わせたことで、

SecAの insertin反応が 111V1VOでもタンパク民の)j央透過に市;民な役!lijjを判っていること

が蛤く /J~I俊される 。

2-3 secY205変異をサプレスする secA変異の系統的分離

2ふ 1secY205変異株の低温感受性をサプレスする secA変異の系統的分離

secY205変う14は SecY-SecAの特34lF104JULL作JlJに欠似をよ?っ公J14であるとィラえられる o

secY205 変J14 をサプレスする secA 変呉は、 SecY-SecAの相 rl~YI:) I Jに|刻わる変〉14が生じる

と考えられる 。先に述べた SecA36でこのアプローチの布効性が示されたので、 SecYと

SecAの機能(1旬、物JA的相互作川に以lする失1I見を さらに?与るため、 secY205公共をサプ

レスする secA 変j14 を系統(1<] に分離した。変具体の分雌には 、 P1 フ ァージに よる ]1~1)[導

入を手Ij川した同所的変災誘起法 (localized 111utagenesis) を川いた。その概111各を

Figure 2-10に示した。

secA泣伝子は大腸Iヰiの染色体地凶の 2.3分の位山にある。secAill伝子の近似の1.7

分の leu遺伝子の内部にトランスポゾン TnlO(テトラサイクリン耐性マーカーを持つ:

SecAとの co-transduction効不は約 400/0)が川入した |足i株 (IQ97)から P1virファージ

形質導入により、 GN15(secY205)に leu::TnlO マーカーを導入した。この )1~llt4+入株

(GN17)は secY205変異と leu::TnlOの両方をもっ O 変:j14の誘起には 2稲郊のブj1:去をJlJい

た。N-メチル-N'ーニトロ-N-ニトロソグアニジン (NG)処J'11、または UVl!日射である。

ニトロソグアニジンにより変414を誘起させた GN17のれ養械を希釈して、プレートにま

き370C、200Cでん'f益したところ、 200C(3 n I日J)では 370CのがJ1--5 X 10-3のプレート効

ギでコロニーが山刻した。NG処型11をしなかったi劾合のプレート効ギは <1ゲ であった。

これらの Cs+コロニーをプールして土庁養し、 P1 virファージj終的泌を制製した。 8つの

独立な revertantのプールを作成した。

NG 処旦~の場合 、 A-C が G-C に変わるような変異が主に起こる。 災なるタイプの変

災も得るため、 UVによる変34の誘起法も川いた。UV照射 (14J /ln2
) により公民を誘

ヴ
/

内
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起した後、山地を加えて悩色，1A験fii; で一 I~~ 370C で、 iJJ<倣よ庁長した 。 上九:主主 ~f支を希釈してフ。

レートにまき 200Cで 3LlIIU府主主した。102-103仙のコロニーが10-4のプレート幼ユ存で、作

られた。 10の独立な revertantのプールから、 P1vÎr ?作 I~，Î ~伐を ~tH，J~ した 。

GN17 ( secA +， secY205， leu::TnlO ) 

NG treatment 

Pool of Cs+ revertants 

Preparation of P1 vir lysate 

P1 transd uction (Recipient : GN15 (sec Y205， TetS 
)) 

IC/I::Tn1O secA涛

Pl tra nsd uction 

(homologous recombination) 

Select TetR， Cs + transductants and single colony isolation 

Examination of linkage with leu::TnlO 

Cloning of secA region and Sequencing 

Figure2-10 : secY205の低jiil感受性をJ!P;lilJするsecA変wの分離

これらの P1virファージを川いて Ilj.び GN15に感染させテトラサイクリン|耐性の形

町導入体を 200Cで選択したO 各独立な P1vir ?終的被かられJ: ら れた JI~'1'[導入休を数仙ず

つ純化して 200Cにおける secY205のよi円殖回復を確認した。また、 secA 変~N に特有に起

こりうるアザイド (NaN3)感受性の公化について制べたところ、 0.2-2mMの総々な波皮

の NaN3
に耐性を示すものが高原皮で合まれていたO 最終的に 53個の独立な変兵がれ;

られた。rlJには、 420Cで、よ'jYI立で、きない(高jhli感受性 :Ts)変児株 (8-1，UV102)も凡い
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だした。 これら独占:の変災株から Ilfび P1?終的液を I-UI~J 裂し、 secY205変災株 (GN15)に

)f~貨当(人して secY205 のサプレ ッ ションを示す変災が leu::Tnl0 にリンクしてイパ1 :する

ことを雌認した。それぞれの suppressor公Y4と leu::Tnl0との co-transduction ~ÿJ ユドは

およそ 35-500/0であ った。 suppressor公J12の co-transduction効ユ十三は secAのそれにほぼ

等しい。 このことは、 suppressor安ydは secA)立伝 r卜.に11:-じていることを伯く示唆し

ている 。

これらの変災株の SecAili1云了-の J;\1.1~1~~ダ IJ の決定を行な っ た 。 3-6， 3-1 ， 8-1 変 jZ株か

ら染色体 DNAを訓裂し、 secA ili伝 fをクローニングしt:.0 また、その他の変yd株の

secA泣伝子飢I或を PCRによ ってよWIll品した。 secAJ立伝子を合む DNAItJi') 11，をsecA領域の

約 300Jjυ左ごと、 18 J包 ll~ の IjcゲiJからなるオリゴヌクレオチドを合成しプライマーとし

て川て、 ABIPRISMTM dye tenninatorによる dideoxyCycle Sequenceing 法により、そ

れぞれの secA泣伝子のj伝法配列を決定した。その結果、すべての suppressor公ydの

secA 遺伝子内にj-~，lîI置換が生じていた (Table 2-1)。ほとんどの変災株の secAili伝子|付

にはアミノ酸置換を十ドう 1話li恭if1換が起きていた。 1-10，4-1， UV1912では secA遺伝子

|付に 2つのJ1Jt恭世換が生じていた。4-1では 2つの隣り合った胤基山換により 1アミノ

般置換が生じ、 UV1912の一つの杭基置換はアミノ般変化を作わないものであった。 1-

10は二重変兵であった。民なるアミノ酸UIi央変異に対して、 一つのallele名をイ寸与した。

secA71， secAl19， secA273は以前に械告されている pバ020，pr105， azi-17とそれぞれ、 11i] 

じ変災であった 。 また、

secA2810， secA195，似 Al17はそ " ，，<0._t\ 、企 ~ ペ/
べ'吋マヘ{' 吋~.吋'(0" '¥' .匂.") ，円ゴー 巧'立与ア守.

れぞれ、 pr104， pr1043， prl02 Sec~ 

と|可じi劾所に32なるアミノ般世

換を持っていた 。いくつかの変

jZ株について、細胞内の SecA

分子の量をブロッテイングによ

り制べたところ、 SecAのiifが

特に変動しているものはなかっ

た (Figure2-11 )。従って、単

Sec~ 

Figure 2-11: I担体内 SecAおよび SecYの征

各菌株をクレ ッ トユニ ッ ト=60まで、Nlg，I'iさせ、 TCA

でタンパク質を沈殿させ、 SecAとSecY抗体で

Western blottingした。
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にSecAの:止がよ日I}JIIしたために低jilll感受性をサプレスしたわけではない。

Table 2-1 : secY205をサプレスするsecA変yd

NG mutagenized series 

mutant# Base Change Amino Acid Cange secA allele assigned 

1-1 G2559A D580N secAl1 

1-10 A1426G， C2302T K203E， A494V sccAI10 

1-17 G2283A A488T sccA117 

1-19 C1939T A373V sccA119 

2-4 A2356G D512N sccA24 

3-1十 C1168T A116V secA31 

3-6十 Cl156T A112V sccA36 

4-1 A2560G D580G secA41 

5-1 Gl155A Al12T secA511 

6-2 Cl156T A112V (secA36) 

7-1 C2341T A507V secA71 

8-1十1 G2368A G516D secA81 

8-2 C1939T A373V (secAl19) 

UV m u tagenized series 

111utant# Base Change An1ino Acid Cange sccA allele assigned 

UV23 G2274T A485S sccA23 

UV25 G2274T A485S (secA23) 

UV33 G2508A E563K secA33 

UV4ド C2270T， C2271 T H484Y (secA195) 

UV53* C1746T H309Y (secA283) 

UV84 C1459T S213F secA84 

UV95 G2775A A651T secA95 

UV101持 T2464A V548E secAI0l 

UV102 A2169C Q450P secAI02 

UV11ド C2311T P497L secAlll 

UV121 C1100T L94F secA121 

UV131 T1149A L110R secA131 

UV132 G1249C N143K SどcA132

UV143 T1265C F149L secA143 

UV151 T2910G L697R sccA151 

UV161 A2454C H545P secA161 
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UV171 T1536G V239G sccA171 

UV173持 A2455T H545L sccA173 

UV181 A2186T T456S sccA 18] 

UV182 C2275T A485V sccA 182 

UV192 T1032A V71E sccA192 

UV195* C2271T H484Y secA]95 

UV198 C1119G A100G secA 798 

UV199 A1956G N379S secA199 

UV1912 A 1173T， C2890G Ll18Q 5どcA]912

UV211 T1032A V71E (sccA192) 

UV212 C2450G R544G sccA212 

UV22ド C2271T H484Y (secA195) 

UV223 T1496G S226A sccA223 

UV231持 C2454T H545Y sccA23] 

UV233持 C2454T H545Y sccA23] 

UV236持 G2559A D580N (sccA11 ) 

UV239 A2351T T511L secA239 

UV241持 C2311T P497L (secAl11) 

UV262斗 T2482C L554P secA262 

UV264 T1022C F68L sccA264 

UV271持 C2271T H484Y (secA195) 

UV272 T1211G V131G secA272 

UV273 T1220A Y134N secA273 

UV283持 C1746T H309Y secA283 

UV289 C2275T A485V (sccA182) 

UV2810 Al151G T111A sccA2810 

UV291持 C2341T A507V (secA71) 

UV294 A1956G N379S (sccA199) 

独立に分離された変呉で|吋じアミノ阪泣換を持つもののalleler，は折弧でしめした。

* : ~I' 戸 )11 仁氏により、血~配ダIJ の決定がなされた。

十:Matsumoto et aし1997

可r:Nakatogawa et al.， submitted manuscript 

2ふ 2 Suppressionの特異性 と塩基配列変化

secA変jIEによる secY205変異の低j!?L感受性のサプレッションがsecY205変ydに刈-して

allele特J?(10なものであるかについて調べた。既に述べたように allele!ト!?JArlqはjii:伝学

ではサプレッションの機怖を考える|二で、主*な情報であり、タンパクータンパク相立作
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川の「鎚と銭tプ(J ，'jfJ な相互.1t jiRの変化を /J~II変するものである 。

secY39はfikjilt!ぷ交↑t_変〉14で 200CではほとんとすV19pl(しない。 secY39の(低i止lil仏川!しLUi日JlllυL

サプレスするかどうかについて、まず訓べたo secY39公Y朴木である GN31にサプレッ

サ-secA公ydをleu::TnlOを選択マーカーとして P1)1~1'1 j詩人によりそれぞれや;人した。

16 仙の形fT42人体を非選J火山地でイ:I~ 1ヒし、テトラサイクリン，fljj 性の )I~'['[.導入体の 200C

でのよlJi舶を訓べた。 サプレッションが，~これば約 40(;';0 の以j支で Cs+ の JI~1"/[呼入体がJJ~

れるはずである。Table2--2にそのがi栄を示した。 suppressor--secA公jliJを secY205~ミ yd

株に leu::TnlO を選択マーカーとして)f~質-導入すると 40(Yo liij後の均Fijitで、Cs+のものが刷

れる 。 しかし、 secY39 へj125TiSL人した以f合は、~~かけ上 800/0 以卜.の JHi)文で、 Cs+ がJJ~れ

("'¥ るか、全て Csのどちらかであったo secAと選択マーカーの co--transductionの以山は

約 400/0であるので、 secA変j14が secY39もサプレスするのであれば 16仙のjET:jjJL人体

の 3--4 個が Cs+ となると予恕される 。 従って、 Cs+ の )!~1'[導人体が刷れないJ:j)j介は、そ

の secA 変 Y己は secY39 をサプレスできないと lリ|析できる 。 secY39 の 1 1~ 民・ i4入体の 800!c)

以上が Cs+となったのは、サプレッサーが導，人されたものは生育がはやいため、 f!!t，G:jit

のうちに優先(1<)に選んでしまったためであると忠われる。なお、 secY39変災株のよVI91!1

Jili)交は 370Cでもおそい。

Table 2--2 : secA変ydによる secY205，secY39のCs-l-transductantsの放

NG ll1utagenized scries mutant# SどcY205 secY39 
mutant# sccY205 secY39 UV161 5/16 0/16 

3-1 41/95 0/16 UV171 5/16 0/16 

3-6 39/96 0/16 UV173 1/16 10/16 

8-1 19/48 0/16 UV181 4/16 0/16 

1-1 19/40 12/14 UV182 6/16 0/16 

1-10 19/39 13/16 UV183 10/16 0/16 
1-17 16/40 14/16 UV192 7/16 0/16 

1-19 20/40 5/16 UV195 7/16 11/16 

2-4 24/40 0/16 UV198 4/16 0/16 

4-1 21/40 10/16 UV199 8/16 0/16 

5-1 24/40 0/16 UV1912 7/16 0/16 

6-2 16/38 0/16 UV211 10/16 0/15 
7-1 16/36 14/16 UV212 5/16 0/16 
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8-2 20/36 12/16 UV221 8/16 14/16 

UV223 8/16 0/16 

UV mutagenized series UV231 3/16 11/15 

UV23 5/16 0/16 UV233 10/16 15/15 

UV25 8/16 0/16 UV236 8/16 11/16 

UV33 7/16 0/16 UV239 7/16 0/16 

UV41 7/16 8/16 UV241 9/16 7/16 

UV53 10/16 11/16 UV262 10/16 15/16 

UV84 8/16 0/16 UV263 5/16 16/16 

UV95 6/16 0/16 UV264 8/16 0/16 

UV101 5/16 9/16 UV271 8/16 13/15 

UV102 6/16 0/16 UV272 6/16 0/16 

UV111 8/16 10/16 UV273 9/16 0/16 
UV121 8/16 0/16 UV283 7/16 16/16 

UV131 5/16 0/16 UV289 8/16 0/16 

UV132 4/16 0/16 UV2810 7/16 0/16 

UV143 4/16 0/16 UV291 9/16 16/16 

UV151 8/16 0/16 UV294 8/16 0/16 

Cs+のtransductan tsの数/訓べた transductantsの数を示した。

secA変j1Eの111にはsecY205だけでなく secY39もサプレスできるものが存在する。従っ

て、 secA変414は secY39をサプレスできないもの (Class1)とできるもの (ClassII)の 2積

知に分知できる。Class1には 28、 ClassIIには 12の変414がそれぞれ分類できた。11リl

川仁氏の協力を得て、 secY~-~N-株 (secY39， secYI04， secY125， secY129， secYl15 ; Figure 2-1 

参照)、 secE501，secG::ka11， secDlの低抗感受性変3付利こsecA公共をleu::TnlOを選択マー

カーとして P171~貨導入し、それぞれ 16 仙の transductants に対して 200C での生打を

訓べたo secE501は secEill伝子のプロモーター領域に変Y4をもち、 SecEの発4iizaを減

少すさせることが矢11られている。また、 5臼ecG欠f失kた(公4r災1巳己株は、パツクグラウンドのスト

レイ ンによ り(低民j打川!iい川l日nUt怠長受受，↑七伯性1つ1:介カがfことなるカがす人、KN370十株米 (C60∞0， rぜecD，secG::北k臼n刈)，は土(低止j仏!しIIU¥必芸受↑Yゾ

のI明?竹j拙をしめす (Figure2ユ-14参11何灼qり)0各 secA公呉と、 sec変j1のキILみ介わせでの 200Cに

おける生育の結栄を Table2-3にしめす。
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Table 2-3 :杭々 の sec変jldに刈-する secA公ydのsuppressionability 

Suppression against scc (Cs) mutation 

secA A.A. # indep. 

allelc change isolates Y205 Y39 Y104 Y115 Y125 Y129 E501 .1G 01 

sccA+ 

Class 1 mutations 

secA31 Al16V 1 + nt 

secA36 Al12V 2 + + nt 

secA81 G516D 1 + ラー nt 

secA24 D512N 1 + + + nt 

secA511 Al12T 1 + nt 

sccA23 A485S 1 + nt 

sccA33 E563K 1 + nt 

sccA84 S213F 1 + nt 

sccA95 A651T 1 + nt 

sccA 121 L94F 1 + nt 
secA131 LII0R 1 + nt 

secA132 N143K 1 + nt 

sccA143 F149L 1 + nt 
sccA151 L697R 1 + nt 

sccA161 H545P 1 + nt nt 

SどcAl71 V239G 1 + nt 
secA181 T456S 1 + (-) nt 
secA192 V71E 2 + nt 

secA198 AI00G 1 + (ー) nt 
secA199 N379S 2 + + nt 
SどcA19123

Ll18Q 1 + + nt 

sccA212 R544G 1 + + nt 
secA223 S226A 1 + + nt 
secA239 T511L 1 + + nt 
sccA264 F68L 1 + + nt 
secA272 V131G 1 + + nt 
secA273 Y134N 1 + + nt 
secA2810 TIIIA 1 + + nt 

Class II rnutations 

sccAl1 D580N 2 + + + + + + + + 
secA117 A488T 1 + + + + + + + + + 
secA119 A373V 2 + + + + + + + + 
SどcA41 D580G 1 + + + + + + + + 
secA71 A507V 2 + + + + + + 
sccAI0l V548E 1 + + + + + + 
sccAll1 P497L 2 + + + + + + + 十

secA173 H545L 1 + + + + + + + + + 
どcA195 H484Y 4 + + + + + + + 
sccA231 H545Y 2 + + 十 + + + + + + 
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1: IClI::Tnl0を利JlJして SL'cA変114を5どC変W.(Cs)のrecipienHこP1Jf~ t'[.i主人し、 16fll~1 のテトラサイクリン
InH 'li l :. の transductant を 370Cで選11ぐした 。 transductant を 200Cで21 ， li~ 長し 、 Cs+ が 30-50%)引~ Ji の!HIJi で、あ
らわれるものをsuppression-positive(+)としたコその他のものをsuppression-ncgativc(-)とした
2: sccA81-secY205の訓lみ合わせは特W.(I<)にjhll反感交性 (Ts)となる (Matsumotoct 01.， 1997)c 

3 この aUeleは C2890Gのサイレント変Y4を介むι

λ~rJ': は Class 1 の変 j14で、分d~， 1丹十1:.が l刈し、ものをぷすO

C1ass 1のもののサプレ ッション はほぼ secY205alle1eに45jU|りであった。 secA36を

合むいくつかのものは、 ruecGの Csをサプレスした。 C1assIIのものはほとんどの sec

公災をサプレスした。ただし、いくつかのものは secYI04，secE501， secDlの低jill!L感受↑，t

をサプレスできなかった。C1assII に Nr~ する secA 変 Y4 による supprssion が allele 45jT|ゾ1:

をぶさないということは、これら secA変Y4により SecAの機能がとljj止したために、 sec 

変児による)]史透jfltì~の低下をネ111 うことができたのではないかと与-えられる 。 そこで、こ

れら C1assIIに以する公.)111secAを iSuper-active SecA Jと11子ぶこととした。

変兵 SecA1::::1身の性質を司11べるため、 secA変jll}.ip.犯(の変〉144米を作成したo secY ill伝

子は rpsオペロンの rpsE:ift伝子(スペクチノマイシン耐性)の下流に佐山し、 rpsEとsecY

の co-transduction 効率は約 900/0 である。出f'~I .).~~~ secY J立伝子を rpsEのスペクチノマイ

シン|耐性を選択マーカーとして、変)'11secA-secY205 :-.屯変J14株に Pl JI~ 11[導入した。肝

/r.~ secY が~4入されていることは、 secY ill伝子部分の DNAj;'lIt~~1円以!Jを決定すること

で昨認した。 secAìj1.犯!変JZ株を、 L 土庁地で、 200C および 42
0

C で、んはをしたが、どれも以~:

なよ日191立 1~1l ;:ci~: を起こすものはなかった。作 secA 変災株の azide ~~~受'1" 1:: を司II~べた 。 Tab1e 2-4 

に、 1上:0.2 mM  NaN
3オ叫3~感B岳主叉.川，仇|

NaN.吋可Ifl耐fl1刷H什.リ1↑，↑性↑生;5 : 2.0 lTIτ百1MNaN3
耐.七性1:の 5段ド附i?汗;キ?日:計許?干刊fマ1引4利仙州11川11川|日lとして;記己したo illjう f 七'.}ri~ SecA は 0.5mM 

azideに，flHttで、あった。 Azide耐性に関しては、変災i'm位やサプレッションとの山北:な

相関はみられなかったが、 C1ass1のものに|対しては、 secY205の分泌欠似をよく 11111友さ

せるものは Azide 耐性になる傾向がある 。 すでに '~I~ 告されている泊り、 prlD20 (secA71) 

はAzide必感受性を示した。
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2・3・3 SecAの変異部位とサプレッション能力

変~!t} secAのアミノ阪liftJ51似li'1:を、 SecAの 一次|叩ダIJ仁にプロットした (Figure2-12)。

変児は SecA の一次配ダiJ上のいろいろな場所に位 li，' l~ していたが、その'1 1 でもいくつかの

傾向がみられた。 Class1に以するものの多くは SecAの NBS1 (N ucleotide ~inding 

Site)の領域と NBSII領域に集約される傾向があったO 411に、 NBS 1の WalkerA motif 

を}riJ辺にもっとも多くの Class1変ydが集rl-'していた。ClassII -= -. íJ1公 .~/;s (secYII0)の片

)Jを除き NBSII飢城の Walkermo tif A付近に集中りした。

次に、それぞれ secA 変 ydが secY205 の低jilllでの分泌欠引をとJのネ~IU立回復さているの

かどうかを訓べた。マルトース結合タンパク抗 (MBP;竺altose~inding frotein)の分泌

をパルスラベル法により調べた。370Cで、培養した杭養液を、 200Cに移してから 20分後

に、 35S_メチオニンで 1分間パルスラベルし、ラベルされた MBPに刈-する成熟休の刈合

を求めた(Table2-4)。

SocA36 A1 12V 
S舵 A511削世T

合
NBSI 
102・219

S骨CA319p，AJE1753V 

合
Precursα 

binding s i~ 

267・340

SocA2A a;12N 

SecA239 T5" L I SocA引 05160

合 合 合
NBS 11 3 OkDa dαnain SecB 

503・653 610-870 binding si・E
880.901 

Figure 2-12 : secY205 suppressor sccA変具体のアミノ l駿位換の位置を SecAの一次配列上に

プロットした。高刻和性 ATPネ紡占合ドメイン (NBS 1;パ10ω2-2幻19引)は赤で、{低氏税不利11川l'け，↑性|
メイン (NBSII; 50ω3-6臼53め)は似でで、しめしたo SecAの30kDaフラグメントに相当する部分を斜線

で、 SecBのが;合部分 (880-901)、前駆体タンパク 22結合部分(267-340)をそれぞれ色分けした。

Class 1 (allele特異的)は上側に県で、 ClassII (Super-active SecA)は下11111に亦で示す。太い紋

は、サプレ ッション能力の高いものを示す(木文参照)。
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Table 2-4. secA変j14による、 NaN11fli什''1:と MBP分泌1!i'I'/I:

allele allele NaN3 

sensitivityl 

(secY+) 

MBP 

expor~ 
(secY205) 
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secA41 

secA71 

secAI0l 

secAl11 

secA173 

secA195 

secA231 

secA262 

secA283 

IsecA 変~~を scc+ のパ ッ クグラウンドに移した。 0-1 n1M の NaN) を 含むしよ白地で 370Cでー I~~上九二養した 。

1-5段階で NaN)に対ーする感受性を評価した。 1: 0.2 mM  NaN) !ß.~受性; 2: 0.2 n1M以下 NaN)lr1i、ltl::;3 : 0.5 

mM以下 NaN)i耐性;4: 1.0 mM  以下 N沿.J)耐性;5:2.0 mM  以上 NaN.，・耐性

2 secY205とsuppressorsecAの二重変異株を 200Cで 1分間、 )55_メチオニンでラベルした。ラベルされた

MBP の成熟体の割合(%)をしめした 。 好生~~ (sec y+ secA +)では約 90%がこの条件下で成熟体として検出さ

れる。 Class1のうち、 65%以上の他を示すものを太字で示 した。

3 Class IIの変児 secAの解析はLj-I戸川氏による。

太字は Class1の変異で、分泌j市'1中が高いものを示す。

Figure 2-13では、ラベルされた MBPに対する成熟体の訓合 (processing0/0)を SecA

の一次配列上の変ydアミノ般の需号に対してプロットした。その結果、興味深い傾向を
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Figure 2-13: secY205-secA玲二重変lN株の分泌活性

secA変異株を 370Cで増殖させ、 200Cに20分|日Jilnt皮シフトさせた後、 35S-メチオニンでパ

ルスラベルした。マルトース結合タンパク質 (MBP)を免疫沈降し、 MBPの前駆体と成熟休

を定量 し、ラベルされた MBPのうち成熟休の占める割介を、 SecAの一次配列 仁のsecA変w
の変異位置に対してプロ ットした。 Class1を ・、ClassIIを A とした。

NBSIおよび NBSIIの WalkerA lTIotifに付近にサプレッショClass 1の変異 SecAは、

サプレッション活性がWalker A motif に近い位、ン活性のピークが存在した。日11ち、

どれも高いサプレッション市性を示した。IIでは、Class 111くなるイ頃|旬カすみられた。

それらは兄かけ上 allele特サプレッションが弱いものがあり、Class 1変災に関しては、

いくつかのものは SecY205の分泌欠似を

確かにallele特異的なこれらのものは、

しかし、

Super-active SecAとほぼ同等 にサプレスしt:.0 

-48-

5Iì~I~10 に兄えるだけなのかもしれない。



Chapter 2 ~:i{ 洪

サプレッサーであると凡なすことができる。 ClassIIの SecAvariantでは 1分間jパルス

ラベルされた MBPの 69-890/0が成熟イイ三とな っていた。 Class1では secA2810(T111A)， 

secA36 (Al12V)， secA511 (Al12T)， secA239 (T511L)， secA81 (G516D)の 5つカ¥Class IIの

ものといlれ皮に、パルスラベルされた MBPの 700/0以|二が)必然体とな っていた。これら

5の変j14を特に secY205allele ~';fà'，S(i<.} suppressorと11子ぶことにし、その他は、 Class1と

11子ぶことにする。 以降、断りがない場合、 allele ~.-;Ij: )II!: (I~ secA公ydという場介は、上記

の 5つの変J14を折すこととする。変514のJoJ}vrとサプレ ッションの機梢に|均しては、考-どき

の72で、考祭する。

2-4 膜透過装置における SecGの役割

2-4・1 secG欠失変異の低温感受性

secG泣伝子が同スとされたとき、 secC欠失公呉羽ょは低jilli感受性であると半liLL・-された。

怖かに、その解析で仙川された l泊株 (KN370)は 200Cで、;1751FIlllで、きない。 しかし、低j14感

受性は閣のパックグラウンドによ っ て異なる 。 secG 欠失変.~N (secG::kan)を MC4100に

P1 31~質導入し、 200C での増殖を serial dilution法により訓べた (Figure2-14)。その結

来、 BostとBelinが以前から報告している通りくBost，1995 #85> 、 MC4100 を jG伝 (I~ パッ

クグラウンドに持つ菌株では必ecG変異は低jilli感受性を示さなかった。低jilllL感受性をiJく

す KN370に secY205のサフ。レッサ- secA変YAを P1jf~質導入し、 secA変31Jの allele特

共性を調べたところ (Table2-3)、 Super-activeSecAのほとんどと、 Class 1の公41Aのい

くつかのものがKN370の低lJ日感受'1ftをサプレスした。Class1の変i14によるサプレッショ

ン能と変兵部位のIIUには有意な相|メjは見いだせなかった。 SecA36によるサプレッショ

ンは secY 変呉に凶しては allele 特~II~IJ句であり、 in vitroにおいても secY205を効果的に

サプレスする 。 この secA36 変42 は ~secG をもサプレスすることがわかっ た 。
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Relevant 
370C 

sackground genotype 200C 
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Figure 2-14:パ ックグラウンドの迎いに よる secC::kal1変児科;の低jilli!岳受性

GN80 (MC4100Icll::Tn10)， GN82 (MC4100 secG::knl1lcu::Tnl0)， GN20 (KN370 Icu::Tnl0)， GN30 

(KN370 sccA361eu ::Tnl0)をー|児島!?長した培養液を 、1/10づっ希釈して、 370C(一晩)または

200C (2日間)でそれぞれ土庁養した

このサプレッションが分泌j512:を1111復させるものか訓べた。 KN370に secA36を導入

した (GN30) 変52株とその secA + 株 (GN20) 、 KN370 に secG+ 遺伝子を導入したl~î株

(THE454) を野生型コントロールとして 200C における分泌活'I~:. を pulse-chase 実験によっ

て制べた(Figure2-15) 0 ，6.secG株は、以前のFli告通り、低jilliで激しい分泌欠如を示したo

secA36変Y4を導入した d.secG、secA36二主交呉株では、 d.secGによる分泌欠損は回復

したO このような結呆から secG欠失変異による Z11 VIVO での低j14感受性分泌 1~ll存は、

secA36変j14により肝生111近くまでサプレスされることがわかった。 MC4100を泣伝(10

パックグラウンドに持つ secG 欠失変児株 (GN78) でも、イi ，0: な分泌 I~J 1.害が制察された (

データ省 111作) 。 すなわち、このパックグラウンドでは secG 欠矢変異は11~11立における低jilli

感受性の表刻型は示さないものの、タンパク質分泌は低抗感受性である。

SecA36による secG欠うた公呉のサプレッションを Irzvitroで解析するために、 MC4100

，6.o711pT 株に secG::kan を P1J~質導.入した。 ATP と PMF の Jj見透過における効 Jいを分け

て考えられるようにするため、さらに ，6.(uncB-ul1cC)をP1JI~11導入して、 F1-FO A TPase 

を欠失させた。この雨株から反転Jj史小胞を訓裂し、 2-2-3で、述べたあij製 SecA36タンパ
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ク抗をJiJいて、以，':の実!倹を行っ た。

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
p 

MBP m= 
ompA:= 

Chase (min) I 0 0.5 1 2 4 I ，0 0.5 1 2 4， ，0 0.5 1 2 4 

secG+ dsecG::kan dsecG::kan 

secA36 

Figure 2-15: sピcG::灼11の 200Cでのタンパク質分泌

THE454 (wt)， GN20 (secC::kal1)， GN30 (secG::ka/1， secA36)を370Cで土庁長し、200Cに移して

から20分後に355-メチオニ ンで 1分ll'dラベルし、過剰のメチオニ ンでチェイ スした。作Il.f1日!
?正にサン プルを取 り山し、MBPまたは proOmpAのわ・L休で免疫沈降した。

2-4・2 SecA36は invitroで SecGを欠く膜小胞に対しても働く

GN67 (SecG+)， GN68 (dSecG)株から反転!以小jJ包 (IMV)を司luiし、 6M ureaで処理し

た。 野生型 IMVとdSecGIMVは単位タンパク質ぷあたりにほぼ同jtの SecYを含んで

いることをウエスタンブロッテイングによりイi私認した(データ省 111各)。キllj製した SecAま

たは SecA36と野生型、あるいはdSecGIMVとの組み合わせで invitro JJ央透過実験を1J'っ

た(Figure2-16) 0 in vi17刀合成した 35S-proOlnpAをJnいて、 urea-IMVへの版透過を

370Cと 200Cで経II-，}:(11に調べた。 370Cにおいて野生型 IMVの場合、 JJ見透過は込述にお

こったo dSecG IMVの場合、 SecA+との組み合わせでは野生型どうしのキ11み令わせと比

べて遅くなっていたが、 SecA36と組み合わせると針生型どうしの組み合わせと同等の

}j央透過活性を示した。 200Cでは、肝生型の IMVでは、 SecA+， SecA36ともに}j失透過反

応が起こったが、dSecGIMVでは、 SecA + とのキ11み令わせではほとんと~JJ央透過 1-i!}"lt を

/J、さなかった。 SecA36は 200CでdSecGIMVにおいても、肝生型 IMVの以i合に近い

レベルまで)j央透過を駆動したO このように、 SecG非存在下における低焔でのタンパク

22脱透過間性の欠偵は、 il1 vitroでも SecA36安呉タンパク貨によりサプレスされるこ

-
I
A
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Chapter 2結以

とが示された。

2 3 4 5 6 7 8 9 10 IMV SecA 

A OmpA- WT WT 

B OmpAー .dSecG WT 

C OmpA WT SecA36 

D OmpA .dSecG SecA36 

Time (min) 0.5 1 2 5 10 

370C 

0.5 1 2 5 10 
L--__  20 oC ----' 

Figure 2-16: SecA36のおS-proOlnpAの 6SecGIMVへの il7vitro j民透過活性

urea処理をした secG+IMV (GN67; A とC)または幻どcG::kal1IMV (GN68; BとC)を貯生型
SecA (AとB)またはSecA36(CとD)と組み合わせ35S_メチオニンを月jし、て IIlvitro合成した

35S-proOlnpAを370C(レーン 1-5)，200C (レーン 6-10)で illvitro )j児透過させた。科目守口¥]1事にサ

ンプルの一部を取り出し、 トリプシン処理した後、 SDS-PAGEでタンパク質を分離し、収透

過した OmpAを可視化した。

過剰量のあ1~~ した proOmpA を使った場令でも 、同様の結栄が待 られた。 SecA36 変24

タンパク伎は、タンパク質の)j英透過を SecGがなくても効率よく進めることができる。

このことは、逆に、肝生型の SecA は SecG の 1~JJ きがなければ)j央透過を効率よく進める

ことができないことを意味する。

SecG欠失変災が SecAの機能に及ぼす影響を より直接的に調べるために、 ATPase 

活性をマラカイト法により測定しt:.0 Figure 2-17に200Cにおける、 SecAtransloca tion-

ATPaseを示した。野生型の IMVの場合、いづれの SecAも阿佐)支の translocation 

ATPase活性をしめした (0;SecG+， SecA +， .; SecG+， SecA36) 0 .dSecG IMV の場合、~]'

生型 SecAによる translocation-A TPase活性は野生型 IMVの場合の 1/10程度であった

(ム;.dSecG， SecA +) 0 SecA36では.dSecGIMVに対 しても野生担 IMVの場合と同程度の

吋
/
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に
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Chapter 2結決

A TPase 1li'l"J:.をしめした(.;~SecG ， SecA36) 0 S白ecGは Se虻cAのj爪汚川，性|

SecA36 でで、はその 5公交似効;ど切幼~泊)j!米J以」.がなくても 卜分に t仕ranslocation A TPase 1川l円可性をづ発色J炉iItでで、きるものと

イ与与.えられる O

12 

2 

ーム.ー'ー， -ーーー一
ーーーー・・-f:::..-・・・__ tII' - --

-，一一 -11ーー， -

10 

，一-‘、

〆ー¥

。ε 
8 、、亡-〆

ちGUCG1J 3 3 3 

5 』。一
o._ 

10 20 30 40 

Time (mim) 

Figure 2-17: 6SecG!J失に刈ーするSecA，Se伎cA36の!脱j民失透j過且 ATPase~泊古伯

野生型またlはま6Se伎cGIMV (件40μg/mlり)、 SecAまたは SecA36タンパク 11(40μg/ml)、2 
n1MATPをproOn1pA存イE下、非存在下で 200Cでインキュベー卜した。各ll.rll¥]1百二にサンプ

ルの一斉1)を取り H'，し、合イfする無機リン酸の呈をマラカイト法により比色定jE;した。

proOmpA存在下でで、の{他也とP戸r刀oOmpA非存在下で、のイ他|白立の2近lE2を1脱史透j過凸 ATPase~川円斤川，竹|
0;沿Se伎cG+'Se伎cA+，.; SecG+， SecA36，ム;6SecG， SccA +， 企;6SecG， SecA36 

SecA insertion反応への SecGの|児与について訓べた。 SecA+ I SecA36を 1251で放射ラ

ベルし、 SecAinsertion尖!段を 370Cと200Cで、 proOlnpAイバE下と非存在下でおこなっ

た。野生型 SecAは、野生型 1MVに対しては、 proOlnpAと ATPに依存して SecAの

insertionを起こしたが、 ilSecG1MVでは肝生型 SecAの insertionは低下していた

σigure 2-18; レーン 1-4)。その他に見えるパ ックグラウンドのバンドがほぼ同じ濃さで

内

JR
d
 



Chapter 2結果

観察されるので、 ~ecG IMVで特児(1<)に SecAinsertion反応が低ドしているとィラえら

れる。 dSecGIMV による ~f'!-I~-81

SecAの insertion反応の低下は、

200Cでより加者に別れる。SecA36

は、野生相と比べれば多少弱いが、

~ecG IMVへ も1Y Jらかに insertion

できる ようになっていた(レーン 7，

8)0 SecGの欠欠により SecA 

insertionが低下するということは、

SecGが SecAの insertion反応をも

lJ)Jけていることが示唆される。

以上のように、 SecG は SecA 

の insertion反応を補助して、交JFが

よく jj英へinsertionできる よう にす

る役割を担 っている ものと 考えら

れる。 SecA36変具によ り、 SecG 

がなくても股へ効率 よく insertion

できる ようにな り、脱透過活性も

ITI復することから、 SecA36変異

による SecAの変化した機能の

古1)は、 SecGのt幾能とオーノてーラッ

プしているとも考えられる。

370C kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 

69-

46-

30-

18.4-

200C 69-

30-

18.4-

proOmpA 

IMV 

SecA 

一+一+一+一+

WT dSecG WT dSecG 

WT SecA36 

Figure 2-18: SecA ~ ， SecA36のdSecG)]史へのSecA

msertlOn 

125I_SecA (100μg/ ml， 1.33 X 10
5 
Cp111/μg;レー

ン1-4)または lおI-SecA36(100ぃg/ml，2X 10・

Cp111/μg;レーン 5-8)をurea処四したIMV(100 

ぃg/ml)、2 111M ATPとともに proOmpAの存イヒ
下、非存イ'Erで、 370Cまたは 200Cで 15分間イ

ンキユベートし、その後 1111g/mlトリ プシンで
処J'1l(OOC， 15分)した。
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は特に低 ATP濃度の条件下で膜透過に必須であるSecG 2・4・3

ATP条SecG欠大:JJ只における低波山の

件下でのjj見透)fi活性を 370Cで訓べた (Figure2-19)。

SecG機能と SecA機能の|メj係を訓べるため、

A 
SecA IMV 80 100 2003005001000 30 50 10 20 。ATP conc. (ドM)

WT WT 
。

WT OSecG • 

SecA36 

oSecG SecA36 

WT 

80 
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Figure 2-19 proOmpA JJ失透過反応の ATP ~求性
A: J5S-proOmpAのJ]史透過をさまざまな濃度の ATP存花下において 370Cで測定した。B:

膜透過した OmpAを定置し、グラフ化しt.:.o

0; SecG+， SecA+， .; OSecG， SecA +，ム;SecG+， SecA36，企;oSecG， SecA36 
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Chaptcl・2結果

SecA+ OmpA一一

A 

SecA36 

。4伊ぷ~ÇJ もち
CJ 

~ 

OmpA一一

ATP(μM) 

80 B 

SecY205， SecA + 

1000 100 

60 

40 

20 

ぢ

2
5
0一
∞
己
記
ド
ポ

F日igur児e2-20仕:Sec Y205 IMVにおけるpr∞oOmpA)]収!限史透j過且反JI応dι芯の ATP立必:4;求叩

A: 35ちS-proOmpA の)脱l民失 j透歪 j過品をさまさざc まな i濃農 j皮支の ATP 存て在|正:下において 37ア。C でで、 j礼訓川1l刊[1ιE し jた~ど;こ= 0 B: 

)]英透過した On1pAを定呈し、グラフ化した 0

.; SecA36，口;SecA + 

ホスホクレアチンとクレアチin vitro jJ央透過実験では ATP:r厚生成システムとして、

ATPの波ADP→ ATPのT厚生反応がおこり、ンキナーゼを反応液中に合んでるため、

ATPの寄与を評価する)支は反応の開始から終わりまで一定している。股透過における

PMF (Proton Motive Force)を形成しない実験条件で測定をおこなった。野生ために、

型IMVの場合、最大活性を得るのに必安な ATPの濃度は 50μl程度であったが、dSecG

100ぃM 以下の ATP濃度ではIMVの場合はがJ300ぃM の ATP波)支が必32であった。
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企SecGIMV で は!J失透過が全く M~察されなかっ た 。 この~SecG IMVにおける ATPの波)長

炭水性の 1-:'1l-は、低il山必受tl:サフ。レッサ-SecAの SecA36変ydタンパク伎により)]見透

過を駆動させても変わらなかった。つまり、 proOnipAのJJ只透過反応を肝生型 SecAで

!似勤した場合も、 SecA36で似勤した:f:J)j合でも、 ATPの波)支必ぶ性のプロファイルは変

わらず、ある濃度以下の ATPでは全く機能できない。 ATPが十分に存紅しない場介で

は、 SecA36は SecG欠失による )J失透過活性の欠引をサプレスできない。

37アOCにおけるf低氏b波:史ミ)皮支の ATPによる企Se虻cGIMV の)似l以央透 j過i品~r爪7丹斤川i'パ沖"ド性|ドて

特呉l自的1均句なものか、それともlii.に)J史透過出tl:が低下したために起きた非45jV19なものなの

かを調べるため、 SecY205肢における朕透過の ATP濃度以ぷ性を訓べた。前述したよ

〆「 うに SecY205IMVへの)J史透過は、出子生型 SecAとのキIJみ令わせでは)]見透過欠損を示し、

SecA36によりサプレスされる。 SecY205IMVとSecA+ / SecA36のキ11.み令わせで、の ATP

波)支要求性を訓べた (Figure2-20) 0 SecY205 IMVのJ;JJj令では SecA+ / SecA36のどち ら

の組み合わせでも ATP濃度が10pMと低い場介でも、イT志:な)J央透)1&r市性が往}~祭された 。

従って、 ~SecG IMVにおける )J失透過の高波)支 ATPÙ~~)支妥求性は、 SecGの欠失に よる

特徴的な現象であると考えられる。これらの対処から、 SecGは SecAが ATPを効率的

に利用することを補助 していることが考えられる。

2-4-4 KN370株では MC4100株と比べて菌体内 ATP濃度が低下している

KN370は secG欠失変具体で土i目l殖が低況L感受性となるが、 |寸じく secG欠失変YAを

MC4100に移すと低山感受性でなくなることは、 2-4-1で、述べたOこの述いはイIIIに山米

するのだろうか。前節で述べたように、 SecGの欠失により )J失透過の ATPi/~)支依存性

が上昇する。secG欠失変災により低j民感受性を示す菌株としめさない l泊株で、は、肉体内

の ATPi農j立に述いが生じている可能性を考え、笑|努にI込i休|什の ATP波j立を測定しt:_0 

370Cで培養したほほ同数の細胞を過机素酸で処主Hし、その後、強アルカリを力11え pH 

をr1-'性にして、過塩素椴右足と変性タンパク質を遠心分14Hiにより除去した。このようにし

て調製した、 tlll山液には低分子量の分子のみが含まれている 。この11JIt' I11 液中の ATP波

)交を、ルシフェリン/ルシフエラーゼの反応系により jj111iごした。その結以を Figure2-21 
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Chapter 2結果

テトラサイクリンiflIJ'14~. j，立伝府地には Freeの ATPは含まれていなかった。にまとめた。

1.51庁科~J支 lfij かった 。子をもたない菌株 (GN78，MC4100)はそれを持つものに比べて、

MC4100 Tnl0のバ ックグラウンドをもっ菌株IIlrJの凶休内 ATP合イJEはほぼひとまた、

KN370と同じ遺伝的パ ックグラウンド (Cω0)をもつものは、これに対して、しかった。

これらの結以から、MC4100の二|三分以下であった。合有量がATP すべて的体内の

的体内 ATP?JiiJ支が低下していることが一色!となっKN370 t.米カffE;jIllL!惑'受 'I~!.: となるのは 、

ている可能性が考えられる。

4X105 

3X105 

2X105 

1X105 

6X105 

5X105 

。

日

-
u
u
¥
ω
-
5
ω
{
0
5

Figure 2-21 :菌体内 ATP濃度

約6X 10
7
個の細胞を当量の 12%HC10 4' 5 lnM Na

2
HP0

4
で処理し、氷上で 30分放置した

後、2M KOH， 0.3 M HEPESで中和した。遠心分離によ り、変性タンパク 質および KC10
4
の

結品を除去した。この溶液中の ATP含有量をルシフェリン/ルシフエラーゼ反応を利用して

ルミノメーターにより測定した。赤は Tnl0遺伝子をもたないもの;青は Tnl0遺伝子をもつ

もの、斜線は secG::kal1、縦線は secY205をそれぞれ示す。各 strainの ATP濃度の測定は 2

回行い、その平均を示した。重複するものは、それぞれ独立の培養液から調製したサンプル

についての測定結果である。各菌株の遺伝型は次の通りである。GN78;MC4100sccG::士山1，

GN80; MC4100 lell::TI110， GN81;加lC4100lCLl::TI110 secA36， GN82; MC4100 ICLl::TI110 secG::kal1， 

GN83; MC4100 leu::Tll10 secG::kal1 secA36， GN17; AD202 secY205 lell::TI110， GN25; AD202 

secY2051eu::TI110 secA36， GN40; AD202Ieu::TI110， GN42; AD202 secA36 leu::T1l10， KN370; C600 
recO secG::kal1， THE454; C600 recO zgj203::TI110 (71lp::TIZI0)， GN20; C600 recO secG::ktll1 

zgj203::T111αGN30; C600 recOsecG::ka11 Z幻i203::T/1105どcA36
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Chapter 3 考察

SecA によるタンパク釘~)j見透過.'BI~ [f)j の分子機怖として仏~I'n された 、 in ser tion / 

deinsertion モデルは、タンパク釘)j見透:ifl機併のjiHIYlする上で、板めてif(1Jなモデルであ

る 。 本石)f:;G を始めた~Il手は、 Wickner fiH先主以外からの SecAの insertion反応に|対す

るよu試尖!倹のFlifti-はなかった。広は SecAinsertion 反応を IlrJJ~ させることに成功し、的;

~J[することができた 。 そして、 SecA insertion反応に)'，1ri;~. を II :_ じさせる SecY 変 yd を 1 ， iJ 

2じする事ができた。本初fラヒによ って SecYが SecAinsertion反応に付して刊かにす(裂な

役制をよド-たしていることが明らかとな った。

SecAの insertion反応が)]災透過と供役しているという Wicknerらのモデルは、反'1I7;)j史

小胞をFlJいたinvitro実験の結以を根拠としている。このS白ecAinsertion反)1応d必必によつて5フ実i起4 

|際燦に古市前前bIJ.!駆5犯区凶イ付体4本三夕ンパク F質:の)]以l以失へのt押市入が!駆i区助されるのカか瓦どうか、 そして、 この機十行J

Z詑wで、もイ働動いているのカか、とどごうカか3といつた11山!叶q坦は疑|川!ハ川リjとして妓る O また、 極々のことから、

この SecAinsertion反応には、 SecAと)以内伝性の SecYEG松介休との相互イ/r:)IJ が主~

であるとされているが、 SecA-SecY相7/.作nJに|対しては|析)'，-(1<)な矢11μが多く、特に機

能的な観点からのjW析がほとんどなかった。このI，q日記は古i1512休タンノてク貨は SecAとと

もに)j見透過チャネルに抑人するのかどうかという、タンパク 25jj見透過チャネルの性伐を

考える上で根本(1<)な|問題点にもつながる。上記が正しければ、 「タンパク氏以透過」と

は、正保には「タンパク質-SecA佐合体のjJ史透過」と言わなければならないこととも

なるかもしれない。

本研究で私は、 SecAinsertion 反応に呉'j;? を 1 1:. じさせる SecY205 変 yd を ~~nJ，した 。 こ

の変54株から訓製した反転H英小胞は、 ATP と111!512休タンパク 1lI1両者が存不正するときに

起こる IproductiveなJSecA insertion 反応を許さないが、非ノ~\.W( ATPアナログ存在

ードで凡られる SecAiji_独での「空荷のJinsertionは許す。SecAのinsertion反応が SecY
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タンノマク氏111のアミノ般iftJ央によりts:y，S(I<)に引なわれることから、 SecA insertion に

SecY が沢民な機能を米たしていることが必く 'J~II変される 。

Tauraらは、 SecYの C末端の C5，C6飢J或の多くの変〉14により、 SecAの機能が似な

われることを -FlipJしている。 C5飢城のそれらの変ydにより SecA の translocation 

ATPase 1!î↑;1 1: の (1千円化が起こらない。 しかし、本iiJf先で、行った、変 )II~ SecY )J央への SecA

insertion 反応のアッセイでは、日~[~:7'j insertion Jメ)必の欠HlをぶしたのはSecY205だけ

であった。例えば、 SecY39は激しいJJ央透過爪fl:の欠引が見られる変Y4であるが、 SecA 

insertion 反応はJ~ こった 。 SecA は SecY39EG にがi令し、 insertion を起こすところまで

は反応が進むが、その後のステップ-SecAからのlulu14休のWi:11Jff~やその後の動きーに欠

引があると解釈することが可能 である 。このことはこの公 p児;をt持;手?つ)映l以央でで、 lはまSecA

transloca tion A TPase ~爪缶斤削，性|

SecA insertionの欠J幻口は!収l以火災‘透j過l凸1ク欠くJ机1丸1のため一て:次(的'1¥1内句に」μLられたのでで、はなく、 この変 )I~ ~こ~:，j-:

)'，~， (1<)なステ ッフ。の欠行iである。

secY205変呉が SecA-SecY相 I工作川を4UV!サに公化させる変災であることは、 この

変ydに特14flサな (allele-specificな)サプレッサ一変j14が secAに起こることから、さら

に的、く示唆される。 SecY205反'1反映小胞は、 In vitro で ~r.1村山 SecA と組み合わせた II ，j:

ほとんどタンパク氏以透過日性をもたない。 しかしSecA36公民タンパク貨を汀jいれば、

SecY205収に対しても花'J(?に近い)J見透過が起こる。さらに、 SecA36変j14タンパク fTは

SecY205 )J央に対-しでも、以上旬以体と ATPに11千I，いした insertion反j，必をおこすことができる。

このように Irzvitroにおいて、 SecY205における川竹不全とその SecA36変Y4によるm
fl: fl!J復が、オーバーオールの)J英透過と SecAの productiveモードの insertionの一二つの

1111J而において1Y J慌に示された O そして、このような公YAによる活性の変化は、 111 V1VO 

でのこれら二つの変異のぷ31E!とよく 一致している。政々は、この泣伝子主WI~1)r と生化学

解析の組み合わせによって、 SecYとSecAの(引きについて、 111.VlVOと il1vitroの僑波し

をすることができたと考えている。SecAの insertionと言う、従米考えられなかったよ

うなダイナミックな蛍白情述の変化は、 iη V1VOでも invitroでも文.際にタンパク質JJ見透
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;8 に主主，な役;i討を jii{ じていることが伯く IJ~II~ される 。

SecAの insertion)メ!必は、 !)iJ514イ本と ATP l"lj~"があるときに凡られるproductive-

insertion と、 ~I :ぶWf- ATP アナロクーがイバ1 :する場介に制?と?できる、 jた引を↑、I~" わないツ肝心:

の idling-insertionの 2つのモードがある 。 SecY205~に児により 、 producti ve-insertion 

のみが似なわれる 。SecA はリン脂質と相 II~fl:)けすることがII下しい側先により IY 1らかと

なっているが、もし宅イ'I:jの insertionは)1日Tf11;11分で、起こり刊:るのなら、それが secY変yd

の;必響を受けないのは当然であり、 SecY205 における欠削は ì j'l" *，~な俄能欠引と 1>( 川j でき

なし、 。 Matsuo らは、 SecE とのイ汀II~fl:川が必まった SecY24災児株 IMVに SecYと相 I[

fl:川する Sydlli!' 1 f[を添加すると、 111刻不11'12iSecAtlii令が火-われ、 JI:ぷWi:ATPアナロ

グ存在下の SecAj中入もシヒ令に I~rl~与されることを示した。すなわち、引引の ji下人もイン

タクトな SecYE 似合体の存在. を必~とする反応である 。 従って、上記の JIIリllJ にしたが

い、 SecY205チャネルでは、 productive insertion )jJ必が特 )II~ (1句に欠Hlしていることが

が-jRi命できる 。

SecAは前駆休を伴った状態では肝生出チャネルには何人できるが、 SecY205変呉で、

公化したチャネルには抑人できないものと考えられる 。 このSecY205によるチャネルの

↑t質変化とはどのようなものであろうか?例えば、 ììl"*'~ にチャネルの大きさが小さくな っ

たため、 qi独SecAは受け入れるが|)1514体 -SecA絞令体は受け入れないと 言っ た変化が

考えられるし、より復雑な十|llijliの迎合性の川辺かもしれない。あるいは、 SecY は|)il.514

体系lli合引の SecAとの相1("fr:) nにより椛造変化を起こし、 )J見透過のためのゲートがオー

プンするが、 SecY205公ydによりこのゲートオープンに必災な SecA-SecY1;1J l(_fl:)Jjが

引なわれたかもしれない 。 あるいはゲートオープンのための梢造変化じ!体を I~ こしにく

くなったという可能性も考えられる 。なお、 SecY との相互作川のイ1)7によってSecA↑1IIJ

の併造変化の仕方が彩響されることもあり似る 。 この場令には SecA36変児休はOl--1514体

との結令状態で抑人に都合のよい怖iiiを誘j包されやすいのかもしれない。上で、不げた IIJ

能性は、必ずしも相互にJJI:I徐するものでないことも当然、である 。
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日比に述べたように、 SecAが木、!?に SecY/E/Gチャネルの11'に何人するのかという川

辺は、映透過の分rは桃を与-えていくヒで、す('必な川jUである 。本{I)fj'Lでぶしたように、

SecAの productive-insertion は SecY 変グl; により;;;~ ~n~~ を叉・ける 。 SecA insertionが SecY

との相 'l~ fl:川によ っ て誘I~ されるとすれば、 insertion 1'1体がSecYの近くで、起こること

はみ-えやすく、!日J514体とともにチャネルの11'に何人することは大いにィラえられる 。)丸紅

SecYEGが本当にチャネル仙造をつくっていること!'I体的;立したわけでもない(後述)

ことを、 20SI に ii" ，~きつつ、この 111日起をもう少し彩察したし、。 SecYEG 過剰づ()J~JJ児では、

SecA の insertionがとlj進することは、チャネルへの何人と /刊行しない (Duong and 

Wickner， 1997a)JJ見透過の11'11"1状態をつくり，'11，してクロスリンク尖!倹をすると、 111614休ポ

リペプチドは、 SecYまたは SecA とクロスリンクするが、脂質とはしない(Jolyand 

Wickner， 1993)、 productiωve含-1凶nser吋凶tionした Se伎cAの 30 kDa ドメ インは)日l旨j渋?千作作州:予やV?十刊，性|

リンカ一によつても、 JJ日貨とはクロスリンクを J~ こさない (Eichler et al.， 1997)などの凶

行も、 SecAの producti ve-insertionが)Jfi1:J[ '. if02'，;の11'ではなく、 SecY /E/Gチャネル

の11'で起こることを文持する結以である 。

idling-insertionの場合も、 SecY /E/G絞令体を l'付加比したプロテオリポソームでは

飢察されるが、リポソームでは制祭されない (EconOlTIOUet al.， 1995)、SecY-SecE相1工作

川を Syd により q~lj: )'t} (，<)にJ哀したJJ央では7包こらない (Matsuo，1998)などの判iiitカてあり、

SecYEG JJ見透過チャネルの11'で起きていると与えられる 。 idling-insertionがどのような

ぷ|床を作っているのかは不明であるが、例えば SecAを脱衣l市で、「アイドリング」させ

ていることで、|清 .1.B1~体タンパク貨がJJ見にターゲティングされたときに JJ央透泣1 をよ!主速に IJ1'，J

始させることができるように待機しているのかもしれないし、 JJ見透過していないチャネ

ルを去いで透過|符lliを似つのかもしれない。

以上のことから、 SecAには-，jij収休に十ドう producti ve insertionと令柿の insertionを

起こす能力があるが、 SecY205変ydにより特34的に|)ijZHイ本をともなった productiveな

モードでの insertion反応が加なわれると考えられる 。
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SecA変異による SecY205のサプレッションについて

SecY205は2つのモードの insertion反応がydなる;形作を叉・けた公Y1:であり、 SeA-SecY

の45児(1けULI~ fl:FI Jのjji:伝学的解析に小川めて@している。本初1:ヲ.2では、 secY205公jidの低

jilli感受'Itをサプレスする52CA22ydを系統的に分附した。そのがi米、公jyI

に 4特午 Y'~(I内句なもの (Class 1)と、 secY205以外の sec公ydもサプレスできるもの (ClassII; 

Super-active SecA)の2つのクラスに分類されたo Class 1 公民に|刈しては、サプレッショ

ンが弱いものがあり、それらは見かけ仁 allele特~'，S(I<) に凡えるだけなのかもしれない。

しかし、いくつかのものは SecY205の分泌欠引を Super-active SecAとほぼl'I"j"手にサプ

レスした。これらのものは、怖かにallele ~ 、J-: ~'，~- (1<)なサプレ ッサーであると比なすことが

できる 。 allele特 j'，~. (1<)なサプレッサ一変災は、 しばしば、 二.つのタンパク fJUJUでの物JIj!_

(1<)州五作川の存在を示唆するものとみなされる。つまり、このような変j

(1内句に、もとの変災による悦造変化を初来II}するような、新たな川浩変化を ~I_:_ じさせている

と考えられる (Jarvikand Botstein， 1975)。これらの allele45ydl'|句なサプレッサ一公Yミは、

SecAのNBS1及び NBSIIの Walkermotif Aの C末端側にアミノ般山換を生じさせる

ものであった 。 この liíH~れた 2 つの飢J或は空!日J (1<)に近J妄しており、 SecYの C6ドメイン

と相互作川しているのかもしれない。2つの WalkerA motif飢城が SecYと相互作)I Jす

ることにより、 SecAはiUJ514体を結令して SecYEGチャネルの'1'にinsertionするための

コンブオメーション公化を引き起こし、 SecYEG絞合体も |)ij!ili休と SecAが入ることが

できるようにコンフォメーション公化をしてゲートをオープンするというモデルが考え

られる。

Class IIの変う

のでで、、 SecAの機能を昂進させる変ydであると考えられる。S臼ecAにはNBS1 (，11川11i来刻j礼!;f凶不不布利:1川什川11什l十川，↑性|

とNBSII (1.低止刻利yド門ゾ~t勺tり:つ)の 2 つの ATPase ドメインがイι{イ化正することが女釘知rl られているが、 NBS

IIの役割についてはほとんどわかっていなし ¥0 Super-active SecA変ydのほとんどすべ

てが NBSIIの WalkerA motif付近に集rl'していることは、この飢城が SecAの機能ilJIJ

fJ:1lに霊安であることを示唆する。 いくつかの Super-active SecA (secAl17， secAl19， 

secA71)をあlj製して ATPase~.1i性を測定すると、 l人~rlJ'!=. A TPase 1合1'/1:.が)"}'，;;~'に IfJj くなっ
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ていた (Mori未発点データ)0 NBS II ドメインは NBS1と仙 l(.fl:JlJして、 NBS 1の

A TPase 1-1，'I'tをj1iJ;ji!J (10 に ;lì!J任11 している υJtì~fl:がぶ唆される 。

SecA は N~く端1l!1J の 65 kDaのN ドメインと C末端 30kDaのC ドメインに大きく分

けられる。 N ドメインには 2つの ATP~:llf介 ì"n~1\/: と、 lUJ!似体系lli介 /'1: 1)位がつ:まれる 。 SecA

insertion 実験で rlJ~どきされる、 トリプシン IflH'I'tな 30kDaの insertion1析n-は、 SecAの C

ドメインに相当する (Eichleret a1.， 1997)。イ吋川先では、このC ドメインにはサプレ ッサ一

変災はμいだせなかった。また、 N ドメインも)j央にlUJ!似体と ATPイ火作(1りにJJ央に川入し

ているという出告がある (Eichlerand Wickner， 1997)0 N ドメインの)j川市人が SecY205

公災により;;;~特されるのかどうかについては不 1Y Jである。この川辺については、今後検

刊していきたいと考えている。

膜透過チャネルについて

大腸閣のJj見透過去(!iiJは SecY，SecE， SecGの主.者-絞介体で的成されている。 FL核11て物

における Sec61は SecYのホモログであり、 SecYのJj見透過弘:iI1は生物 11¥1で)よく保存され

ている。夕ンパク T釘:は)j映lt以』失Lを透j過品していくときに、 j以l以央刈|ド内人付、サJ{在l正:デ，性|

していくと考考.えられている o SecYの変J14により SecAの insertionが似なわれること、

SecAの変兵で SecYの変J1をサプレスして insertionも|可復することとなどから、 SecY

と SecA が直扱:相五作川をしていることを示した。そのようなチャネル情造は

SecY /E/Gの三者復合体が一つで形成しうるのか、それとも級数集まったスーパーコン

プレックスをつくっているのか。Sec61彼令休と十l'i1/(I利の SecY/E 複令休が1託子以微鋭

により泣筏観察され、 3-4仙のユニットから情jえされているとィラえられる像が何られて

いる (Haneinet al.， 1996; Meyer et a1.， 1999) 。 大協-的の SecYEG 後令イ+~については、まだ

屯子顕微鏡での花見祭Fli告はないが、 SecEの百v13領域にシステインを導入した変J'ISSecE 

タンパク貨は、前.l~~休存点ードで ATP 非加水分解アナログ存イ1 :下 (ATP ではない)でダイ

マーを形成し (Kaufmann e t σ1.， 1999)、SecGもまた、ペリプラスムドメインにシステイ

ンを導入した変児SecGタンパク釘どうしがダイマーj形成をする (NagalTIOriand Tokuda 
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夜、イ11)。これらの結決は、 SecY/E/Gのユニットが佐数仙(おそらく似放仙)が会介して

a つの)J見透過チャネルを形成していることを必くぶ11変している。

)j央は，é Jf]ド1';~AI;t としての機能を作っている 。こ れに刈-し、!以透過チャネルはタンパク抗

のような人-きな分子を溢JBさせるためのプ〈をつくる。相以する;つの↑/liT:をJげがさせる

ためには、 )J見透過をしていない Ily はプ〈を I~I-jじておき、 )J見透過している Ily はできるだ、け刷

れがないようにしておく必必があるoiE〔-核11-'，物の場介で、は、リ ボソームは Sec61と強!llil

な結合をつくり、映の透過!i市町維持に/'1:-4-しているとィラえられる。リボソームが雌れて

しまったチャネルでは、小山休の|付)Jセ11[IJからBipタンパク釘がチャネルを本ぎ、 JJ央の透

JB!咋壁を維持するという JFli(ltもある (Halnn1anet al.， 1998; Liao et al.， 1997)。また、リボ

ソームが)J央にあlj介するとチャネルの|付径が大きくなることが12G子山微鋭による制どさから

示唆されており (Haneinet al.， 1996)、リボソームによりチャネルの|川 I~I-J が行われている

らしい。大脳的の以i介では、 SecAは SecYとおそらく|立政赤lli介しているので、大脇氏i

ではSecAが小)J山本映におけるリボソームのように細胞fulllから映の透iijillJIllIJを縦りし

ているのかもしれなし)0そして、 JJ史透過のためのゲートのIJrJI~I-jが SecA と SecY の札111~

fr:)日により;jjlj佐!Jされているというモデルも 1-分考えられる。この可能性を杉検t:説11正|七:する ため

には Se町cYの十椛J昨t造変化を f飢d副lど祭芸するような 与尖i起4ιU!験!験倹が必必、~主史必~泣必::2:J: でで、ある O そのためには、 S白ecYのよう

なJJ映l以失刈lい内人付jイ布!正iデ'1性|

えば、メi三千Ej11f正子山微鏡によるi1Ii史的な初当きがゴ127;i-に有効で、あると考えられるし、 j14な

る状態の SecYEG 似合体の 2 次元利;lull や 3 次元結 111I 11 1J ~T} られれば、 J'H似 (1<) である 。 )j見透

過装世の梢造変化を訓べるためには、様々な条件で旬19tFを行い上記のようなモデルとの

比蚊検討が必~:である 。 SecY205 変児とそのサプレッサ- SecA変ydはそのためのよい

材料になると忠われる。

SecGの機能

JJ史タンパク釘としては SecYと SecEのみを IIJ-柿成するjLにより、 j氏本(1<)なタンパク

~Jj失透過日'It を P J~fl(f.J必す る ~J f，ができる (Akimaruet al.， 1991)0 SecGは、 SecY，SecEとと

もにプロテオリボソームに IIJ~WJ:成すると以透過のうど}J中を仁芥させる (Hanada et al.， 1996; 
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Nishiyalna et al.， 1993) 0 secCの欠如変ji付米は(ikjilli!台交↑i'j:_で、あるが (Nishiyalnaet日1.，1994) 

しカか、 し、 |保仇込均剥I糾株よ什lこよつて 1[氏氏山~い;ゴjj日仏lllU台;受2引.，イ，↑性I ~‘

クグラウンドでで、 も(侭広止;ゴ:i l計!lH|ti でで、 lはまうJ?'必必、 jが爪F円i↑竹~t の(氏|卜ド、"カf勺;μ↓られる o SecG は(lEjilll条1'1二トで、 日:にJj災

透過に沢民な役;i討を来たすと考えられる。 Nishiyamaらは SecGは SecAの insertion

とカップルしてそのトポロジーを)x.111.[;させると印行し、このトポロジ一以 II[ぶにより

SecAのinsertionをや"J11))しているというモデルを促附している (Nishiyamaet al.， 1996)。

また、 secAcsR111にj14は secG欠火公民と介成致死となることは卜.記モデルと-致し、

SecGが 370Cでも俄能することを/長している (Suzukiet a 1.， 1998)。

本1iJrプじでは、 SecA36公J14によって、 secG欠失変jtがサプレスされることをぶしたo

SecA36は SecAの NBS1に Ala112→ Valの公う14を1"!f:ち、 secG欠火変YlJの低jilll感受'1ゾ1:

のよI;~11立と分泌欠悩を lnVlVOで|訂|彼させた。secG欠火変糾よから 11Nu製したi1SecG)j民をJIJい

たinvitro 尖!倹で、 ~J生出 SecA は 200C で、政透過市↑'t 、 tranlocation A TPase 11d'l:をとも

に発仰できない。SecA36では 200C においても il1 vitro )以透過を .'.ul~ 1i))できるし、

transloca tion A TPase h~' ↑11.:も ~1'生出版とのキILみ合わせと |π!と手である。 SecA36は変〉14に

より 200C においても SecGの機能を必必としなくなったものと思われる。 Iiい換えれ

ば、 SecAは通常は 200Cで SecGの俄能を必安としている。DuongとWicknerは370C

において SecG欠失映でも肝生出版と同紅j支の translocation A TPase 1;ri仇を示すと凶行

したが、政々の尖!倹では、 SecG欠失Jj失に対して SecAは translocation A TPase 爪性を

ぶさない。 Duongらは SecYE過剰発税収を月jいて'ぷ!倹を行っているため、政々の尖験

系と見なる。そのため、このような述いが生じた可能性が考えられる。

出子生別 SecAはi1SecG)j見に対して SecAinsertion )又).C)の武力不が低 ¥;¥0 SecA36は出f'/ 1: 

Jr~ Jj史と同等にi1SecG )]史に刈-しでも insertion)yJ任を J~ こした 。 SecG により爪'1ゾ 1:化され

る SecAの機能には、 SecA insertion反応も合まれていると考えられ、 SecA36はJj央へ

の insertion反応に SecGを必裂としないと考えられる。 SecG欠失Jj失では、 SecAの

translocation ATPase 活性も低下するので、 deinsertionが昂進しているとは考-えにくい。

逆に、 S白ecA36 変 y児己により企S缶ecG 欠う失jた亡~Jj版l民史への|山)(IjJ.\.!駆!

)反£心)，応，必乙が昂j進i並2しているのは、 deinsertionが1)1え少したためというィラえも可能だが、 SecA36 

は通常状態で ATPase活性
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タンパク氏のJJ見透過Jj_J必を ATP 波)廷を公えてj!!|l〉ぶしたグラフのフロフ ァイルは

~ecG IMVと出J'~I:- )~I_! とでは J14 な っ ていた。 企SecGIMVでは 30pM tJ、ドの ATP波jえで

は 370Cで、JJ見透j品川↑'tがない。SecGを合む肘11二_W!IMVでは、この泌伎の ATPでも|づJ

に )J見透過rlî/t を示す。 SecA36 は ~SecG IMVに刈-しでも ATPが 1-分にイド{I:するi必介は、

~J'小型!近くまで)J見透過を ，\mJ.助する引ができるが、低 ATP 波山下では ~ecG IMVへの)j央

透過のWI~助ができなし、。 つまり低 ATP 波j支の条1'1"-ドでは SecA36 の JJ見透過日" ゾ 1 : も 、~f'

生相 SecAの場-令と同紙に SecGに依存する。 SecY205以への)J見透過反応を SecA36に

よって，1.m~:]))J した tJ).イ子、出f' 1 j.:_!J ~!)J見の場令と同じく、低 ATPÙ~~J支でも )J見透 j位以泌が起き t.:. o

従って、 )J見透過における ATP波皮安ぶ性の変化は、 SecG欠失変jl，S~こ 45j14 110 なものであ

ると考えられる 。 SecG には ATP~:llf令のモチーフはないので SecG が ATP を SecA に波

すというのは考えにくい。 SecGには PMFとオーバーラップした機能カfあると出(!?さ

れている。 PMFは|)iJ514休タンパク氏が細胞引からペリプラズムへのノjlllJで移動するli)J

きを促進する 。 また、 PMFは1)iijj区イ44の逆I(lJ きの引きを妨げる 。本側先の実験条件では、

PMFはかかっていない状態でJJ央透過活性を測定しているので、 SecG欠失)J央における

ATP災ボ↑生と、 PMF安求性は 11iJじことを凡ているのかもしれない。例えば、 SecGは

爪抜タンパク ETtfi令して、逆InJきの動きを妨げているというモデルも i1r能である 。

SecGの機能は 200Cにおいて SecAに必wとされることはlりjらかであり 、その SecG

の必要↑'1はSecA36変異により軽減される。本研究では ll1VlVO及び i11vitro尖!倹により、

このことを証明した。 よって、 SecA36はSecG を必必としなくなるように機能的化さ

れており、タンパク質)J史透過において有利になっているのかもしれない。では、なぜこ

のような能力の高い SecAが進化において選択されず、 SecGが存存するようになった

のであろうか?おそらく、このような機能布進出 SecAが SecGのない)J見透過システム

を使うことに、不利となること一一例えば、チャネルのゲーテイングの機怖や|)iJ614休の

脱水性部分を脂質に放す機怖のfliUfJ:1lが以れているなど一ーがあるのかもしれない o

SecA36 ~i1の SecA によりとI~ Jitした機能は完全に SecG の機能と ì;"I~ き換えることはできな

い。SecA36とオーバーラップした SecGの俄能 とはなにか、出子生別では SecGはその機

能をどのようにして発出しているのかという分 rレベルで、のSecG の役訓の解明がJ!)J待

ーも，7-
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される。

タンパク釘の)J見透過装[丘の梢追を WI~I~Jすることは、今後に伐された大きな訓辺であるO

この装，Uは，従米ィg-えられた以上にダイナミ ックな動きをイ、1':って機能しているため、 J1え

終(1<]には，hTi々のj14なる状態の1;IltJ~ )jj:を決める必必があるであろう 。今後のさらなる1iJf先を

行うことにより、タンパク伎の)J見遊J01機1;I'IJ:の令貌のW(IYJにLEi-llj犬していきたい。
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Chapter 4 材料と方法

4・1 材料

み;イÎ)f先で似川した~A柴は、特にことわりカf ないかぎり不11 光純柴、ナカライテスク、シグマアルドリッ

チジャパン、 Bio-Radからn待人した。

4・1・1 菌株

本研究で似川した大JJ易I均株 (Escllcriclziacoli)をTablc4-1にぶすり

Table 4-1 本側先で使)IJした If<i株

|省株/別字I

MC4100 

AD16 

C600 

AD179 

AD202 

AD208 

KI437 

KN370 

NH146 

NH192 

IQ97 

PR520 

THE453 

THE454 

THE494 

TW155 

TW156 

TYO 

TY 1 

TY 2 
TY 4 

TY8 

TY15 

TY16 

TY22 

TY23 

TY24 

TY25 

TYE078 

TYE098 

GN04 

GN05 

i立{王子号IJ

F，nJσ0139， ，1(ηrgF-lnc)U169， rpsL150， rclA 1， flbB5301， 

dωCl， ptsF25， ruslミ

CSH26/F Incl'l : F Incl'l 1ηcZ6M] 5 Y+ A+ pro+ /6pro-lnc， 

tlii. nJη+ 

sllpE 

MC4100，60JJlpT 
MC4100，OJJlpT:*川 1

MC4100， olJlpT::knJl， z//d33::Tnl0 secY39 
MC4]00 5どcA-lncZ(λPR9) 
C600， rec01009， secG::knJll 
MC4100， sccOl TetS 

MC4100， secE501 arge 
F-，lcu-82::Tnl0，斗(argF-lpd)74，_j (ηrgF-lnc)205， 

H.Licbkcs strain. 

flbB5301， ptsF25， relAl， rpsL150， dωCl， t1-
MC4100， secE501(Cs)，ηrgE::TIII0 
KN370， secG::灼J/zgj203::Tnl0 
C600， rec01009， zgj203::Tnl0 

MC4100， 6oJJlpT， secC::KnlJ/ 

MC4100，oJJlpT:*nn ，1(lIl1cB-lIJlCC) 

MC4100，OJJlpT:*川/， sccY+， z//d-33::TIII0，，1(1II1CB-III1CC) 
MC4100， oJJlpT:*nJl， zlid33 ::Tnl0 rpsE 
MC4100， OJJlpT::kaJl， zlid33::Tn70 secY205 
MC4100，OJJlpT:灼 11，zlid33 ::Tnl0 secYl1 0， rpsE 
MC4100，ompT:*山/， zlid33::Tnl0 secY117， rpsE 
MC4100， OIJ/pT::kal1， z//d33::Tnl0 secY125， rpsE 
MC4100， OIJ/pT:*aJl， zlid33 ::Tnl0 sccYl 04， rpsE 
MC4] 00， OJJlpT:*σ11， zlid33::Tnl0 sccY124， rpsE 
MC4100， olJ/pT:*all， z/id33 ::Tnl0 sccY115， rpsE 
MC4100， olJ/pT:*all， z/id33 ::TnlO secY119， rpsE 
MC4100，οIJ/P下北山7，z//d33 ::Tn1O secY129， rpsE 
MC4100， OIJ/pT:*al1， zlid33::Tnl0 sccYl22， rpsE 
MC4100， laJJ/BS60::TII5( K川 /1')， prlA4 
MC4100， cya283/ F'lacl" lacPL8 lacZ+γ A+ pro+ /pKY173 
MC4100， OJJlpT:*all， zlId33 ::Tnl0 sどcY39，，1(IIJlcB-IIJlcC) 

MC4] 00， oJJlpT:*aJl， zln133:・Tn10secY205， ，1(IIJlcB-I/IICC) 
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GN06 

GN07 

GN08 

GN09 

GN10 

GNll 

GN12 

GN13 

GN14 

GN15 

GN17 

GN20 

GN21/3-1 

GN25/3-6 
GN29/8-1 

GN30 

GN31 

r、
GN32 

GN33 

GN34 

GN35 

GN36 

GN40 

GN41 

GN42 

GN43 

GN45 

GN47 

GN48 

GN50 

GN51 

GN80 

GN82 

GN131/5-1 
GN132/ UV23 
GN133/ UV33 
GN134/ UV84 
GN135/ UV95 
GN136/ UVI02 
GN137/ UV121 

GN138/ UV131 
GN139/ UV132 

GN140/ UV143 
GN141/ UV151 
GN142/ UV171 
GN143/ UV181 

GN144/ UV192 
GN145/ UV198 

GN146/ UV199 
GN147/ UV1912 
GN148/ UV212 

GN149/ UV223 
GN150/ UV239 
GN151/ UV264 

GN152/. UV272 

MC4100， OllJpT:*OIl， :lld33::Tn1O rpsE， sccYl10， aIlIlCB-III1CC) 

MC41 00， OllJpT:*η11， ::.1/(133::Tn1O rpsE， sccY117， aIlIlCB-III1CC) 

MC4100，ol/lpT:*η11， zln133::Tn1O rpsE， sccY125， aIlIlCB-1IIIcC) 

MC4100，ol/lpT:火山1，zlu:i33::Tn10 rpsE， sccY104， aIlIlCB-1IIIcC) 

MC41 00， olllpT:*all， zhd33 ::Tn10 rpsE， sccY124， ，1(II/1CB-1IIICC) 

MC4100，0l1lpT::kσ/1， zhd33::Tn10 rpsE， sccY115， ，1(II/1CB-1IIICC) 

MC4100， 011IpT::ka/1， zhd33::Tn1O rpsE， secY119， ，1(III1CB-1I/1CC) 

MC4100， ()/lIpT::kη/1， zlld33::Tn10 rpsE， sccY129， ，1(1IIIcB-1I/1cC) 

MC41 00， ollJpT::kσ/1， zl/(733::Tn1O rpsE， sccY122， ，1(III1CB-1IIICC) 

MC41 00， OllJpア:*1711，sccY205 

MC4100，0l1lpT:*σ/1， sccY205， ICII-82::Tn10 
C600， rcc01 009， secG::ka叫ん1I-82::Tn]() 
MC41 00， ()//IpT::kal1， sccY205， ICII-82 ::Tn1 ()， sccA31 
MC41 00， ol1/pT:士山/， sccY205， ICII-82 ::Tn1O， sccA36 
MC41 00， ol1/pT:*al1， sccY205， ICII-82 ::Tn1 0， sccA81 
KN370， sccA36， ICIl-82::Tn1 0 
MC41 00， ol/lpT::ka/1， secY39， TetS 

MC4100， ol/lpT::kal7， secY125， TetS 

MC4100，ol/lpT::kσ11， sccY104" TetS 

MC4100， ol/lpT::kn/l， sccY115， TetS 

MC4]00， ol/lpT::ka/l， secY129， TetS 

PR520 Tet" 

MC4] 00， OllJpT:*η/1， ICIl-82::TnlO 

MC4100，ol/lpT:火山1，ICII-82::TnlO， sccA31 

MC41 00， OllJpT::kσ11， ICII-82::Tn10， sccA36 
MC4100，ol/lpT::灼/1， ICII-82::Tn10， sccA81 

MC4100，ol/lpT:*a/l ICII-82::Tn1O / 
F' Incf'llncPL8lncZ+γ+ A + 17'・0+

MC41 00， ol/lpT:*a/l lell-82::Tn10， sどcA36/
F lacl" IncPL81acZ+ y+ A + pro+ 

MC4100，Ol/lpT::kal7 lell-82::Tn1O， sccA81/ 
F' Incf' IncPL8 lacZ+ y+ A + pro+ 

GN45/ pKY173 

GN49/ pKY173 
MC41 00， ICII-82::T n1 0 

MC4100. ICII-82::Tn1O. sccC::灼11

MC4100，0l1lpT:士山1，secY205， sccA511， ICII-82::Tn10 
MC4100， ol7lpT::ka/l， secY205， sccA23， ICII-82::Tn1O 
MC4100，ol/lpT::k川 1，sccY205， sccA33， ICIl-82::Tn70 
MC4100， Ol/lpT::knl1， sccY205， sccA84，lclI-82::Tn1O 
MC41 00， Ol/lpT:*a/l， sccY205， sccA95， ICIl-82::T n 1 0 
MC41 00， OI/lpT:北川1，sccY205， secA102， ICII-82::Tn1O 
MC4100， ol1/pT:*a/l， sccY205， sccA 12]， ICII-82::T n1 0 
MC4100，0l1/pT:士山1，secY205， sccA131， ICII-82::Tn10 
MC4100，0l1/pT:士山1，sccY205， sccA132， ICIl-82::Tn10 
MC41 00， 011/pT:*川 1，sccY205， secA143， ICII-82::Tn10 
MC4100，0l1/pT:士山"sccY205， sccA151， ICII-82::Tn10 
MC4100，0l1/pT:士山1，sccY205， secA 171， ICIl-82::Tn10 
MC41 00， ol/lpT:*a/l， secY205， sccA 18]， ICII-82::Tn10 
MC4100， ol/lpT:*a/l， sccY205， secA 192， ICII-82::T n1 0 
MC4100，Oll1pT:大1711，sccY205， secA 198， ICIl-82::T n10 
MC4100， ol/lpT:*n/l， sccY205， sccA] 99， 11'1I-82::Tn]0 
MC4100， ollJpT:*al1， sccY205， sccA 1912， 11'1I-82::T n10 
MC4100， ol/lpT:*a/l， sccY205， secA212， lell-82::Tn1O 
MC4100，ol/lpT:士山1，sccY205， sccA223， ICII-82::Tn1O 
MC41 00， OllJpT:士山1，sccY205， sccA239， ICIl-82::Tn10 
MC4100，ol/lpT:*川 1，sccY205， sccA264， ICII-82::T n10 
MC4100， ol/lpT:*n/l， secY205， sccA272， ICII-82::Tn1O 
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GN153/ UV273 
GN154/ UV2810 
GN155/1・1
GN156/1-10 
GN157/1-17 
GN158/ 1-19 
GNl 59/ 4-1 
GNl 60/7-1 
GN161/ UV101 
GN162/ UVl11 
GN163/ UV173 
GN164/ UV195 
GN165/ UV231 
GN166/ UV262 
GN167/ UV283 
GN168 
GN169 
GN170 
GN171 
GN172 
GN173 
GN174 
GN175 
GN176 
GN177 
GN178 
GN179 
GN180 
GN181 
GN182 
GN183 
GN184 
GN185 
GN186 
GN187 
GN188 

GN189 
GN190 
GN191 
GN192 

Chapter・4材料と )jU2

MC-l1 00， olllpT:*σ11， sccY205， sccA273， 1('11-82::1 n 1() 
MC4100， OJllpT:*nll， sccY205， secA2S10， lell-82::Tn1O 
MC-l100，olllpT:*nll， secY205， sccA11，lclI-S2::Tn1O 
MC-l1 00， olllpT:*nll， sccY205， sccA 110， ICII-82::Tn 1() 
MC4100， oIllPT::kl7l'， sccY205， sccA 11スICIl-82::Tn10 
MC4100， OJllpT:*nll， sccY205， sccA179， ICII-82::Tnl0 
MC4100， o/llpT::knll， sccY205， sどcA41，ICII-82::T n10 
MC41 00， olllpT:*nll， sccY205， sccA71， ICII-82::Tn1O 
MC41 00， olllpT:士山1，sccY205， sccAI0l， ICII-82::Tn10 
MC4100， olllpT::knll， sccY205， sccA111， ICII-82::Tn1O 

MC4100，olllpT:火山"secY205， sccA173， lell-82::Tn1O 
MC41 00， oJllpT::灼 11，sccY205， secA 195， ICII-82::T n10 
MC4100， oJllpT::knl1， sccY205， sccA231， ICIl-82::Tn1O 
MC4100， OlllpT::knl1， sccY205， sどcA262，ICII-82::T n10 
MC4100， olllpT::knl1， secY205， sccA283， ICII-82・:Tn10
MC4100，OlllpT:士山1，rpsE， sccY+， secA24， ICII-S2::TnlO 
MC4100， olllpT:*nl1， rpsE， secY+， secA511， ICIl-82::Tn 10 
MC41 00， OlllpT::knl1， rpsE， sccY+， sccA33， ICIl-82::Tn10 
MC4100， olllpT:*nll， rpsE， secY+， sccA84， ICII-82::Tnl0 
MC4100，OlllpT北川1，rpsE，sccY+，sccA102， ICII-S2::Tn10 

MC4100， olllpT:*nl1， rpsE， sccY+， sどcA121，lell-82::Tn10 
MC4100， OlllpT::knll， rpsE， sccY+， secA 131， ICII-82::Tn10 
MC4100，O/lIpT:火山1，rpsE， sccY+， sccA 151， ICIl-82::T n1 0 
MC4100， O/lIpT:*nll， 1・psE，sccY+， st'cA 171， ICl/-82::Tn 10 

MC41 00， oIllPT::k川 1，rpsE， sccY+，secA198，lclI-82::Tn 10 
MC4100， o/llpT::knll， rpsE， sccY+， sccA 1912， ICIl-82::Tn1O 

MC41 00， olllpT::knl1， rpsE， sccY+， sccA223， ICIl-82::Tn 70 
MC4100， olllpT::knll， rpsE， sccY+， secA239， lell-82::Tn 10 
MC41 00， olllpT:*nll， rpsE， secY+， 5どcA23，lclI-82::Tnl0
MC4100， olllpT:*nll， rpsE， sccY+， sccA95， ICII-82::Tn10 
MC4100， olllpT::knll， rpsE， sccY+， secA 143， lell-82::Tn 10 
MC4100， oJl1pT:*nl1， rpsE， secY+， sccA 192， lell-82::Tn 10 
MC4100，OlllpT:*σ11， rpsE， sccY+， secA199， ICIl-82::Tn 10 
MC4100， olllpT:*nl1， rpsE， sccY+， sccA212， ICII-82::Tn 10 
MC4100， olllpT:*nll， rpsE， sccY+， sccA264， ICII-82::Tn 10 
MC41 00， olllpT:*nll， rpsE， secY+， secA272， lell-82::Tn 70 
MC4100，ol//pT:灼 11，rpsE， secY+， sccA132， Icu-82::Tn 10 
MC4100， olllpT: *nl1 ， rpsE，sccY+，sccA181， 1ど1I-82::Tnl0 
MC4100， o/llpT::kal1， rpsE， sccY+， secA273， ICII-82::Tn10 
MC41 00， o/llpT:火山1，rpsE， sccY+， secA281O， ICII-S2::Tn1O 

本研究で使mした的株のすべてを示した。

結果に含まれないが、凶株を構築する上で、の'1'rHJ~支|出に十11 当するものも含む。
づ1m文|猷の記載がないものは本研究で付与築した。

4・1・2 プ ラスミ ド

pKY173 は~f' :_t ~r;1 SecAタンノマク質の大泣発現プラスミドである (Yoshihisaand Ito， 1996) pKY173は

pN01575ベクターの lacプロモーター下に 3.3kbpの SecAEcoRIフラグメントがJ前人されている。

pGNI01 は SecA36 変異タンパク貨の klr:~免税フ。ラスミドで、 pKY173 の SecA の 0.8 kbpの EcoR11析

n-をsどcA36変異株のクロモソームからクローニングした同級の断片と入れ伴えて情築した。

4・1・3 培地

1
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)(!J易保iのよ庁長には、 L上在地 (1% bacto-tryptone， 0.5% bacto-yeast extract， 1cX) NaCl， 1.7 mM  NaOH)お

よびM9.ti'~ 地 (42.3 lnM Na2HPO~， 22 mM  ~HPO~， 8.6 mM  NaCl， 18.9 mM  NH~Cl， 1 mM  MgSO.j' 2μg/ml 
thiamine)をJfJし、た (Silhavyetη1.，1984)n Lぷぷ土庁地は L1/，;.J自に 1.20，{)Agarを)JIIえた パルスラベルゾミ!段

では、 M9に L-Met，L-Cysを|徐 く18アミノ |峻(各 20μg/ml)、以ぷ川 (0.4%glucoseまたは 0.4%maltose 

と0.4(Yoglycerol )を加えた。 P1)杉 n~ヰ人1I~:の柴六IJIM'Ht株の Jl] .JÎ~ などには 25μg/ml テトラサイクリンを、
またプラスミドを1'，1):つ 材ょのよL/，:~t には 50 ト19/ml のアン ピシリンをそれぞ、れ必、~に)~いじて L .t;'/~ J山に)JIIえた

(Ausubel ct 01.， 1990)0 NaN.， 耐iJtl:を訓べる尖!換では、0.2mM、0.5mM、1.0111M、2.0mMの NaN)を川|

えた L氷パ府地を川いた。 TetSselection J:i'f地は0.5%bacto-tryptone， 0.5% bacto-yeast extract， 1% NaCl， 

0.05111g/ ml chrolototracycline-hydrochlorideをオートクレーブした後 fusaricacid (12ぃg/ml)， NaH2PO.j 

. 2~O (1%)， ZnC12(lmM)を))11えた (Maloyand N unn， 1981)。

4・1・4 合成プライマー

sccA 変共料ょの J;\Il~s円以IJ の決定に仙川したプライマーを Table 4-2にまとめたosccAのプライマーは、

DNAシンセサイザ-1110del 380B (Applied Biosystems)で合成したいccAsequence primer) 0その他のプ

ライマーは株式会社サワデイーテクノロジーに合成を依似した。

T日ble4-2 本石)fぅEでイ史川したプライマーのJ:Z1_i_左門己タIJ

PCR primers 

SecA PCR-N 
SecA PCR-C 
SecG PCR-N 
SecG PCR-C2 
SecY PCR-N 
SecY PCR-C 

5'-ATCCGTGCTGGCCCTCAACGCCTC -3' 
5' -ATAATACCTACCGCAATTTGCAGC -3' 
5'-TTCACACCCGCTTCAGTGG -3' 
5'一 CCTATTGGGCACTACCACCTCAA-3' 
5'-CGTGTTACTAAAGGCGCTCG -3' 
5'-TTTACTCTCCGTAACTTCTC -3' 

Sequence Prin1ers 

SecA sequence 
primer 1-2 

primer 2 

primer 3 

primer 4 

Primer 5-2 

primer 6 

primer 7 

primer 8 

primer 9-2 

primer 10-2 

primer rev-2 

Primer rev-6 

Primer rev-8 

5'一 CCGAGTAACTGAACGTCG-3' 
5'-CGCAGGTAGTCAAAGCCG-3' 
5'-AATCAGCACCAGACCACG -3' 
5 '-ATCGAAGCCAGCGTTTGG -3 ' 
5'-TCGATGGAGATAGTACCC -3' 
5' -ACCGAτロATATGCAGGCC-3' 
5'-GCCACGTCATCATkτマCC-3' 
5 '-A TGGACTGCGCCAGAA TG -3 ' 
5'ー CCATACGACGCTGTTGTT-3 ' 
5'-TTCATTGTCTTAAACCTATAA -3' 
5' -CAGTTACTCGGCGGTATGG -3' 
5'ー TCCGGCTGCGGτロACTAT-3' 
5 '-GCCAATTGCCGAGTGGCT -3 ' 

e
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secY-2 
secY-3 
secY-4 
YS-2 

YS-5 

5'- CTGTACTτ'GCCAAACTGC -3 ' 
5'ー TTACTGAACGAGGTATCG -3' 

5'- TGTGTTACTCTATGCGTC -3' 

5'- TTCTATCTTTGCTCTGG -3' 
5'- ATAACCTGAAGAAGTCCG -3' 

4・2 方法

4-2・1 Pl vir形質導入

P1 vÎr ファージを)l J いる )f~Hj呼人は、 Miller の本に従った (Miller， 1972)0 ・ I~Û j: ì'討をしたよ行先減 1 n11に

P1 vIrファージ抗的械を 10-50 pl ))11え370C、 20分1mファージをl以府させたc' 10 n1M Na
1
citratcを合む

L 府地を))11えて洗浄し、 L-Tct水天地:地上、 370Cでよiげをしたc 作JI三fUZ人体はJI:選択完令j:j}j山で、の S.C.I.

(Sing1e Co1ony I so1ation) 純化を経てから選11\マーカーを合む泣伝子マーカーを ItJ'1l食 J;n~ぶ }1'(&;~0 ケンザン
1tで制べた。

4・2・2 secY205のサプレッサ- secA変異の分離

NG Mutagenesis 

GN17 (secY205， leu::Tnl0)をクレットユニット (KU: KU=20が1X 108 Wilの市IIIJJ包に相当する)100までI円

殖させた後、菌体を回収し 0.1M Na-citrate pH5.5 のBuffer で沈 1~4 した後 、 II} び同じ Buffer に懸刈し、
25-75ぃg/n11の N-メチルーN'ーニトローN-ニトロソグアニジン (NG)をJIJいて 370Cで 30分間!?iH丘すること

により変 Y4 を誘J~ させた 。 変災が誘起されたことは、 30μg/mlナリジキシン般を合む L寒天上白地上で、府

主主し、 Na1R 変児を 1包こしたコロニーの形成率が変W.fiIJ未処主Hのものと比べて以?fに 1';~ JJIIすることにより

雌認した。変興を誘起した制11胞は L府地で 2凹洗浄した後、 Lj: ，\~;- j也111で 370C、 4IIYII¥J11長治山iをした。こ

のよ庁養械を10・2および10勺こ希釈し、L-Tet寒天培地 L:.で、 200C、3I I 11¥1よ庁長した。Cs+となったコロニー (約

100 ~ 1000 個)をあつめてプールし 、 そこから P1 vIr ファージiHNii伐を制製した。この P1vIr iff 1込Ii伐を
GN15に感染させ、テトラサイクリン|耐性のコロニーを 200Cで選択し、 S.C.I.純化したものをストックし

た。

uv恥1utagenesis

GN17 (secY205， leu::Tnl0)または GN96(secY104， zgj203-T1l1 0)をKU=60 まで、 lN~II'[ させた土庁長波 10 m1 

から幽体を凹収し、 10mlの 0.1M MgSOq に懸刈した後、 uv !!日身、J(14J/m2) により変 jtt を誘J~ させた 。
0.9 m1づつ 10本の尚色試験??に分itし、3m1の L-仇j也をJJIIえてー|ぬ 370Cで、よ;?益した よ庁長波を 10-2に

希釈し、 0.1m1をしTet寒天府地上で 200Cで3I I 11¥1以:註したc'Cs+のコロニーをプールし、 P1治的液を

制裂し、それぞれGN15(secY205， Tets)およ びGN94(secYl04， Tets)に P1形民導入した。テトラサイクリ
ン1[Ij，]性のコロニーを 200Cで選択し、 S.C.I.純化 したものをストックした

4・2・3 クローニングと塩基配列の決定

大)防止iコロニーから，，'リ妾11(10 の辺伝子を j';11間した 。 変 W1~~のコロニーを}'，節約した 20 凶の Milli-Q ;J(に、
PCR-N， Cプライマ一 (それぞれ 20pmol; Table 4-2)とReady-To-GOT¥IPCR Beads (An1ersham Pharmacia) 

内
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-つを)JIIえて PCR)え1，与を1i'った GeneAmp I PCR System 9700 (The Perkin-E1mer Applid Biosystems) 

により 950C5分川の熱処J'Hf去、 950C，30秒-550C 30秒-720C 1分のサイクルを 25サイクル行ったo I五

会L むk~ì}) で DNA の11;r:~III\ を係認した後、 JI;7 1 1 1 11いくンドをゲルか らの l'JjlJ)(_することによ り、もしくは

MicroSp山口IS-400スピンカラム (amershampharmacia biotech)でプライマーを除いた JI;(/IIIII¥された DNA

をテンプレートとして 、j由、ljなプライマー (3.2pmol; Table 4-2)をJlJし1て、 ABIPRIS加F九JCycle Seq uence 

Kitによる、 dyedidcoxycycle sequence以I.l:'を行い、 ABIDNAシークエンサ-Mode1373A， 377で泳動し

J-;'nUた円ωIJをWI'-析した。

キ山県には示さなかったが、 ~!f' '1ソ ri~! sccA J立伝r(pMA34 : ~!f' I j:_)fi~! sccA j'UIL; rをもっプラスミド)を合む

全ての変Y4株にデータベースにある配ダIJとY4なる部分があることがわかった データベース仁で、は2211~:: 

11 はC と 2212砕け はGと出缶されているが、今 I!!l の J;\Vi~配ダIJ の i)とどにより 2211 ~(: 11はG、2212需11はCであ

ることがわかった。 これは令ての変 jP4および出f' ~1て )~~!s ccA プラスミドでH じであり、 DNAお'[を IdlJ )fからJji

んで州:認した 。 データベースに II\J述いがある nr 白~'I'-tが与- えられる

SecA36， SecA81は次のようにしてクローニングした。変Y付米より 1;)1ij製した染色体DNA( 20μg )をiIJIJ

{ ' I~R 円手友 EcoRI ( 40 uni ts )で 370C、6II .~': IIIJ消化し、 0.80lclアガロース;正会U，K助 (40V、9IIS:II¥J)により DNA

|析n- を う}I~m した 。 アガロースゲルから 2.5 kbpと 0.8kbpの DNAI析l'J'を切り U11し、 IlIjllXした クローニ

ングベクターとしては、 pUCl18を1IJしEたo pUCl18ベクターを EcoRIで切|析後、 1% アガロース'lt公泳

到jによ り11'(j]l'i iヒされたものを[lJjll又し、 CIP処J'IIをした「これと染色体 DNArl1米の 2.5kbp I析)'，-(sどcAj立

Ü~ fのEcoRI切|析による C末IfJr)'，'を合む)および 0.8kbp I析)'，' (sccA J立伝子の Eco RI 切|析による N 末 I~'ir) 1，' 

を合む)をライゲーション (160C、2時II¥J:TAKA孔d，.Ligation Kit ver.2 )した。これを AD16にルピジウ

ム法で形質転換し、 L-Amp袋入;土庁地 卜.、370Cでよ庁長したo sccA 泣か~ J七IfJi')'，'を介むもののJ1!il¥は、 secA 

の;Jjl J 限酵素マップよ り 、特定の ;lìljm\M~7(~ 切 ItJr' による|析)1の大きさを折仰 として選択した。

4・2・4 パルスラベル実験

M9-グルコースーアミノ限 (-Cys、-Met)府地で 370Cでliij.ti'f長培養したキIIlJJ包を、 M9-グリセロ ールーアミ

ノ般 (-Cys、-Met)ー0.4%マル卜ース+5 ll1M cAMP山地に移し、KU二 30まで 370Cでよ庁長した。よ庁長械

に('55]メチオニン(5---13トlCi/ m1)を加え て 370Cでは 30秒II¥Jパルスラベルした。あるいは、200Cに移し

て 20分析位してから 60秒間パルスラベルをした。反応はごむl::の10% TCA 溶液を)JIIえて停止させた。

TCA 処理によ り変性した全タンパク究を J~心分I;J!f~ (13000 rpm、3分)により 沈殿させ、アセ トンで洗浄し

た後、 SDS-Tris-EDTA治法(1%SDS、50mM  TrisHC1 (pH8.1)、1n1M EDTA)に溶解した。980Cで 3~j 

11¥j処理して、タンパク1'[-SDS伎令体として可溶化 した後、Tritonbuffer (50 mM  TrisHC1 (pH8.1)、1n1M 

EDTA、0.15M NaC1、0.1% TritonX-100)で 341市に希釈 し、 13000rpn1 で 10 分!日j述心分 IJiIí~して JIミ ~.s: W.(10 
itiJ役を除去した。この上j庁に MBP及び OmpAの1'/cイ本と ProteinA-5epharoseビーズを)JIIえ、 40Cで一l民

政位するこ とでタンパク質-抗体彼合体を形成させ、後合体をビーズにがi介させた。40Cで 10秒II¥J遠心 し

てヒ出ーを除き、沈殿を r1fびTritonbuffer、次に10nホt1 TrisHC1 (pH8.1)にj忠治し、IIJ:法心することで

洗浄した。SDS-San1plebuffer で沈肢を懸泊し 980C 、 3 分間j処ll l!_でわL体からタンパク 12 を J!i1 ljJlf~ させ、タン

パクnをυn芥化した。SDS-PAGE (10% レムリゲル) によりタンノマク Tf を分ml~ し 、 BAS2000 または
BAS1800バイオイメージングアナライザ.ーでw什J[-し、〉とむした

4・2・5 大腸菌の反転膜小胞の調製

キII]JJ包を 2リットルの L培地でよ庁長し、 KU= 90-100までよif益した n .t庁長ifiからjiLL、分出11:により的体を

川収し、 200mlの 10mM  Tris-HCl (pH 8.1)で洗浄後、 25mlの (SpheropJastbuffer: 20 % (v / v) sucrose、
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30 mM  Tris-HCl (pH 8.1)、1mM  OTT)に!佐泊し、 2.5m1の 1ysozyme消滅(1mg/ml1ysozymc in 0.1 M 

OTA (pH 7.0))を)JIIえ、 OOCで30分間インキ ュベー 卜した 泌心分:;~If: によりスフ _1. ロプラストを [IIIIIY.し、

25 mlの (Lysatebuffcr: 10 mM  Tris-HC1 (pH 8.1)、20% sucrosc、3mM  EOTA、1111M OTT)に懸刈した

後、 フレンチプレス処JI川J'1l(60∞O∞o psi) を2[1川l日川lリl千行行rう (この11川川l川咋):.1，乙勺江川j人fλ点1，ぐ亡，1，1:‘
|む徐:いた{後灸、 j也 J~JL、分 :m!: ( 38，000 rpm、111.j:11¥]、 Beckm.eHl70 Tiローターイ川[J)により)J央iI"i分をi;.{J没として[II[

以する。!肢を 51111の 3mM  EOTA、11nM01寸に懸濁し、法心により Ijl1iー を [I~llえする この Ij1lj'をしょ

~1， lf ~手 ~ffí:r父勾配 (33%、 40(Yo、48<Yo、54%、62%、70% sucrosc in 3 mM  EOTA、1mM  OTT)にのせ、 l也

J~JL、分 :;~K (27，000 rpm、1611，f[川、 BeckmanSW28ロータ -f叱)1 J)により|人JJ]史1IIIj~j'- (約 5n吐)を分:;ill:[111 Jはする。

|付限iI町分を15m1 の (50mM  HEPES-KOH pH7.5、 50111MKC1、10mMMg(Ac)2、10mMs-111crcaptocthanol) 

に }\Y:?到し、 l也 jjI ， L、分 :;~If: (38，000 rpm、111.)': 11'i]、 Beckmell170 Ti口ータ-foJ.~JI J)により 1j'J!J央を [111以し、 0.5ml 

の (50mM  HEPES-KOH pH7.5、50mM  KCl、10mM  Mg(Ac)2、10mM  s-111crcaptoethanol)にホモジェ

ナイザーをJl J し、て~\節目した 。 )メ '1伝|人J )J史小)]包は 6M の)，)とよ rlJ (50 mM  HEPES-KOH pH7.5、6M urea、50

111M KC1、10mM  Mg(Ac)2、10n1M βn1ercaptoethanol)で 40C、211.)": 11'i] ~Jln し、以ぷを除去した後、タン

パク定宣により反11日以小胞のタンパク氏以j交を決定し、 ドライアイスエタノ ール納または、液体宅ぷによ

り凍結し、ー800Cで保存した。

4・2・6 SecAタンパク質の精製

TYE098株 (SecA+)またはGN52(SccA36)を 2リットルのしグルコース (0.4%)1山地で KU= 60まで

370Cで仮j佐々!?養し、 1mM  IPTG (isopropyl-b-O-thiogalactosidc)および 0.5mM  cyclic AMPを添加して

さらに 370Cで 211:): 11¥]11& ~鉱山長した 。 的体を 1 11 111えし、 50 m1の SecAbuffer (10 mM  Tris-HC1 (pH 8.0)， 12 

mM  Niej帳マグネシウム， 60 mM  KC1， 1 mM  OTT (dithiothreito1)， 0.2 mM  PMSF (phenyl-methyl 

s u1fon y 1fl u oride)) に j佐治後、 J也7子 ?J}. で、{政M~ した o *111)]包fJjJifl判長から低迷法心分離によりぷ破併の刺11胞を除

去し、 J也 J~~> L、 う}:jW~ (38 krpm; 70 Ti口ーター)により!以111日分を|徐よ-した。キ!日J]包1111111'1i伐を Red-アガロースア

フイニティーカラム(12ml)にかけ、 250mlのSecAbufferでカラムを洗浄後、 0.06-2M KClの濃度勾配

をかけて SecA タンパク貨を j存 U'I した 。 SecA タンパク氏のキ'~)i カ{'1匂いフラクションを!日111;(し、 2.4Lの

SecA bufferで還析後、 DEAE-sepharoseカラム (15n11)にかけt.:_c 30 rr吐のSccAbufferでカラムを洗浄-後、

0.06-0.5 M KCl の jtむた勾配をかけて溶 IIIJ1 し、 SecA タンパク Tf をを泌総した 。 NAP-25 カラムでjJkJ~\，'~し、

タンパク釘淡!支を Bio-Radprotein assay so1utionにより牛 y-グロプリンをスタンダードとして比色定;12

し、 -800Cで仏;ず下した。

4・2・7 SecA A TPase活性測定

マラカイト法

このJhtは、 ATPが)J11水分内午されて伴られるM:機リン般の;止をjI'[1長マラカイトグリーンとモリブデン

l峻アンモニウムにより比色定litする (Lanzettact al.， 1979; Lill et al.， 1990)。

2μg 反転)]史小)]包、 2μgSecAと2mM  ATPをつ:む 50トdの反応浴減 (50mM  Tris HC1 (pH 7.2)， 30 mM  

KCl， 30 mM  NH.jCl， 5 mM  Ní ~椴マグネシウム)に 2μ1 proOlnpA (1.82μg in 6 M urca)または 2μ16M

ureaを)JIIえて370Cでインキュベー 卜したo 11与I[¥]ごとに 10凶の反応械を収り IIJし、 240μlの111ixedreagen t 

(0.271 %マラカイトグリーン、 0.387%polyvinyl alcohol， 0.953%モリブデン酸アンモニウム 1M HCl)に

加え、 1 分後に 34% クエン般を 30μl を添加して民色反応を IIこめた 。 主 jilliで 30 分以|二 )j文 il\'l~ して 2色反応

が安定した後に、 630nmの吸光!止を測定した。

酵素カップリング法

戸、J
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このJhLは、 ATPase il¥'I''l:によるADPの生成を昨ぷ反応 と制|み介わせて NADHのi暖化によ るl以光広

の減少として矧祭する。 ADPとホ スホエノ ールピル ビン般 (phosphocno1pyruva tC)はピルビン|咳キナー

ゼ (pyruvatekinase)によ りATPとピル ビン|咳 (pyruvatc)に変換される ピ ルピン|喰は乳|咳)j~~ノtc ，t内手ぷ

(Lacta tc dch ydrogenase)によ り礼|殺になるが、そのとき NADHが|咳化されて NAD+が生成する E

j又'!IL;)j失IJ、JJ包(0.2mg/ m1)， SecA (20 mg/ m1)， SecB (24 mg/ m1)， ATP (2 mM)， KCN (5 mM)， NADH (250 

mM)，ホスホエノールビルビン般 (PEP;3 mM)，ビルピン般キナーゼ (5units)，礼服m~JJえよ昨ぷ (7 .5 units) 

を合む200トtlの 50mM  HEPES-KOH pH7.5， 2 mM  MgC12 buffcrに1μlの proOmpA(9.2 mg/m1 in 6 M 

urca)または 6M ureaを加えて 370Cまたは 200Cでインキュベー トした。BcckmanDU依 640lJ及Yt)l:;)i，l!'
により 340nm.のl政光広の減少をれIl!Jイ10に5-10分川測定 した l以光の減少述j丈がウとの純1)t-Iで、ATPの

川本分解}ili)交を 求めた。

4・2・8 ill vitro膜透過反応

il1 vitro '伝写した proOmpAのmRNAを(15S]メチオニン イドイ1:ドで invitro制訳することに より、3苅5Sでで
、

rヘ¥ 欣身射、J什l

7.5% TCAでで、i先r'f1争ト{後走、 6 M urea-50 111M Tris HC1 (pH 7.5) ， 2n1M DTT buffcr に }I~忠治した c

1MV (150 111g protein/ m1)， SecA (100 mg/ m1)， SecB (25 mg/ m1)， ATP (2 mM)，ホスホク レアチ ン (50

111M)，ク レアチンキナーゼ (100mg/ml)を合む 20ぃlの translocationbuffcr (TL buffcr: 50 mM  Tris-HCl 

pH 8.0， 50 mM  KCl， 5 mM  MgC4， 200 mg/1111 BSA， 10 mM  s-メルカフトエタ ノール)を370Cで 1分IIIJイ

ンキュベー トした後、35SでJj文身、lt忠誠した proOmpAを1ぃ1}JIIえて、370Cで 15分11'dインキュベー 卜した。

1111g/mlの トリプシンで OOC、 15分IIIJ処J1i!.した後、SDS-PAGE(10% laemmli gel)によりタンパク貨を分

自任 し、BAS2000または BAS1800で月平析した。

4・2・9 SecAの1251ラベル

SecAのラベル法は、 Economou らの方法~ (EconOl11ou and Wickner， 1994)を改安してお こな った。エッ

ペンチューブの内而に 100μgの IODO-GEW (1，3，4，6-Tetrachloro-3a，6a-diphenylglycouril : PIERCE tl~ ) 
の依肢をつくっ た。1mgの杓製した SecAを200μlの bufferBA (50mM Tris-HCl pH7.5， 50 111M KCl， 5 

mM  Mg-acetate， 10% glycerol) 11-1で Na1251 (1 mCi; 1CN社)とともに氷上.で 20分IIIJインキュベー 卜するこ

とで欣身、Iラベルした。反応を 50mMの βメルカプ トエタ ノールでとめ、NAP-5カラ ムで未反応の Na1251

を除去した。約1''''された 1251-SecAC25I-SecA36)タンパク質波皮を Bio-Radprotein assay solutionにより

'1二千グロプリンをスタ ンダードとして比色定むし、 -800Cで保存 した。比欣身、hfi'lゾ1:.はSecA+ : 2.64 X 106 

cpm/トIg-SecA，SecA36 : 2.23X 10
6 
cpm/トIg-SecAであ った。

4・2・10 SecAのinsertion実験

Economouらの万法 (Economouand Wickner， 1994)を一部改変して行ったc 6 M )，Jミぷで洗った 1MVと

1251_SccA (100nM) または 1251-SecA36 を O OC で30分 11\1欣 1 1\'1 した後 、 v投 iit jit心分 11~1í: (13000rp111、30分)により

125I-SecA (51-SecA36) を結合した IMV を凹11えしたc このIMV(5μg/assay) をヌク レオチド'(lmM)、

SecB(4μg)、proOmpA(3.3pg)、ATP regeneration system (50111M phosphcreatin、O.lmg/mlcreatine kinasc 

: ATPの場合のみ)を50μlの translocationbuffer (50 mM  TrisHCl pH8.0， 50 111M KC1， 5 mM  MgC12， 200 

μg/ ml BSA， 10 mM  βメルカプトエタ ノール)111で370C、15分fI¥j(経11.):変化の測定のJ));-介は各n.):IIIJ)インキュ

ベー 卜した。0"Cに冷1;IJした2mg/ml トリプシンを等日}J[Iえ、OOCで 15分[lIJm化した。 トリプシンdi化
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後、 TCA沈b投し、 SDS-samplebufferで、日J浴化した。SDS-PAGE(12.5(Xlレムリゲル)でタンノてク伎を分縦

し、イメージングプレートをJIJし3たオートラジオグラフィーを行い、 BAS2000または BAS1800イメ ージ

ングアナライザーで解析し、バンドを定泣した。

4・2・11 SecAの膜結合実験

SecAの1MVとの411j介は、 HartlらのJh去に従った (Hartlet al.， 1990)っ 4-400nMのSecA(うち4nM '251_ 

SecAを合む)と1MV(5μg)を50μlの反応系で OOC、30分1I'dインキュベートし、 40ト11を0.2Mショ州の

クッションをJ1J}して、微;止法心分vm:(13000rpm、20分)し、 !j，lfと沈殿lI"i分および反応治械の欣身、li，ii'l''I:を
LKBy-カウンターで測定したr

4・2・12 菌体内 ATP濃度測定

|ネi株を370Cで KU= 60 ま で、 1~tI9j111 させた土庁長波 200 ぃ l を 、 200μlの12%HCI04 + 5 mM  Na2HP04に

)JIIえ、宅胤で 30分放置した。 240μlの 2M KOH + 0.3 M HEPESを)JIIえて、 111不11しKHCI04を沈殿させ

た。凍結副!解を 2ITII行った後、 11投主j:j主心分J}.lWにより沈殿したタンパク TTと KCI04を除去し、上滑に合ま

れる ATPの濃度を Bioluminescentsomatic cell assay kit (S1GMA)によ り1251)レミノメーター(ノてイオオー

ビット社)を川いて測定した。
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