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論 文 内 容 の 要 旨

本申請論文において,申請者は膜タンパク質の生合成におけるタンパク質の膜-の組み込み機構の解明

を目指して,その基本反応の一つである ｢ストップトランスファー｣過程の基礎的研究を行った｡

大腸菌の分泌タンパク質が細胞質膜を越えて配置されるために起こる,いわゆる膜透過の機構の研究は

近年著しい進展を見せ,膜透過反応に必要な蛋白因子 (Sec因子)の同定とその作用の分子機構の解明が

なされた｡一方,膜タンパク質がいかにして特定の方向性を持って膜に組み込まれるかについての機構は

未だ不明な点が多い｡膜タンパク質の膜組み込み様式の一つとして,膜透過装置によって駆動されるポリ

ペプチド鎖の膜内輸送過程が,膜貫通部位となるべき疎水性配列で停止され,膜透過経路 (SecYEGチ

ャンネル)から脱出して,脂質2重層に安定に組み込まれるとの機構が想定されており,ストップトラン

スファー機構による膜組込みと言われる｡ このような過程がいかなる細胞因子の媒介のもとに起こるのか

等の問題を設定し,大腸菌細胞由来のinvitro,invivoでの実験系を用いて研究を行った｡

まず,以前の研究により,ある種のモデルたんぱく質のストップトランスファー過程に異常をもたらす

変異として分離されたftsH変異に関する,マルチコピーサプレッション解析を行った｡FtsHは膜蛋白質

であり,最近ある種のタンパク質に対する選択的分解活性を持つことが明らかにされているが,申請者は

FtsHの枯渇や機能欠損変異によってもたらされる増殖欠損やタンパク質局在異常が分子シャペロン

HtpG (Hsp90)あるいはGroE(Hsp60)の過剰発現により回復する事を兄いだし,FtsHはこれらの分

子シャペロンとオーバーラップした機能を持つことを示唆した｡しかしながら,分子シャペロン機能が直

接ストップトランスファー過程に必須のものであるかどうかは,不明である｡ その為,申請者はストップ

トランスファー反応の素反応を解析する系を構築し,それを利用して最小限必要とされる因子や反応条件

を特定した｡膜透過過程が詳細に研究されている分泌 (外膜)タンパク質であるOmpAを膜透過を起こ

させる母体として用い,そのC末端付近に内在性細胞質膜タンパク質として確立しているラクトース透

過酵素の12番目の膜貫通配列 (TM12)を付加 した｡このようなモデルタンパク質 (proOmpA-TM-
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Myc)は大腸菌細胞質膜由来の反転膜小胞を用いてinvitroで膜透過反応を起こさせると,TM12付近で

膜透過停止を効率よく起こすことを兄いだした｡さらに膜内在性膜透過因子である,SecYEG複合体を

部分精製し,人工膜に組み込ませたプロテオリポソームと膜透過駆動 ATPaseであるSecAを用いた膜

透過反応において,ストップトランスファーを効率よく起こさせることに成功した｡同じモデルタンパク

質を生細胞で発現させ,invitroで起こったものと同様な位置での透過停止が生理的条件で起こることを

確認した｡これらの結果から,ストップトランスファーにおける膜透過停止反応は,主要膜透過因子から

なる膜透過装置において起こり得るものであることを明らかにした｡同時に,proOmpA-TM-Mycが,

invivoで過剰発現した場合,細胞に強い毒性をもたらし,分泌タンパク質βラクターゼの分泌を阻害す

ることを兄いだし,このような人工的蛋白質が,膜組み込み過程を完全には遂行できない可能性を指摘し

た｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

遺伝情報の翻訳産物としてのタンパク質がどのような過程を経て,機能を持った細胞構成要素となるの

か,という問題は細胞生物学の今日的な研究課題として,集中的に研究されており,タンパク質の膜との

相互作用を介した配置の問題もその中心課題の一つである｡ その過程がどのような細胞因子によって補助

され,あるいは司られているのかは重要な問題である｡ 従来,タンパク質の膜透過の研究に比べ,膜組込

みの研究は,限られており,本研究はこの分野-の意義ある貢献の一つと位置づけることができる｡

分子シャペロンが可溶性タンパク質の折り畳み制御,構造形成補助の役割を担っていることは,広く認

識されるに至ったが,膜タンパク質の構造形成に関わる分子シャペロン機能に関しては,詳しい解析がな

されていない｡申請者は,膜結合ATPase/proteaseであるFtsHが分子シャペロンと一部オーバーラッ

プした機能を持つことを示唆する遺伝学的証拠を兄いだした｡この研究により,細胞内においてFtsHが

膜タンパク質の形成において何らかの役割を果たしていることが更に示唆されたことは,今後のFtsHタ

ンパク質の機能解析及び膜タンパク質生合成の研究に重要な知見である｡ 一方で,申請者は膜タンパク質

形成の基本過程の一つであるストップトランスファーの分子機構解明も目指して,最小限の要素への還元

を試み,膜透過装置自体に疎水性アミノ酸配列を認識して膜透過を停止させる働きが備わっていることを

兄いだした｡この結論は,解析に適した新たなモデルタンパク質の構築,アッセイシステムの確立,膜透

過装置の再構成などを駆使して導かれたものであり,評価に値する｡

膜透過装置を基盤とするストップトランスファー膜組み込み過程には,｢膜透過チャンネルを介したポ

リペプチド鎖の膜に対する垂直方向へのトポロジー形成｣および ｢疎水性領域の膜透過装置からの脱出と

水平方向-の移動および脂質2重層-の安定な取 り組みと｣いう二つの問題がある｡ 本研究では,前者

(膜タンパク質のどの部分が膜透過を起こして,どのような配向で膜に組み込まれるかという問題)に属

する,疎水性アミノ酸配列による膜透過停止機構に関して,重要な結論を得たものである｡ 後者の問題に

関して,本研究でもアプローチはなされたが,解析を行うための的確な実験方法が現段階では知られてい

ないため,明快な結論は得られていない｡申請者は,本研究で兄いだした人工的膜タンパク質の細胞毒性

などin vivoにおけるこのような後者の間遺解決-の手がかりになることを提唱しており,評価に値する｡
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以上のように,申請者は,膜タンパク質の膜への組み込み機構に関して,基本的な反応に分解したアプ

ローチを行う一方,遺伝学的 ･生理学的研究を同時に組み合わせて,生体内反応との対応および生理的な

意義の追求を行った｡これらの研究により,膜タンパク質の組込み過程の理解が前進し,また,新たな問

題提起がなされた｡以上の審査結果を総合して,本論文が理学博士の学位取得に充分な内容をもつものと

結論した｡
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