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〈要 約〉

　タンパク質の膜透過はすべての生物に保存された基本的な細胞機構のひとつである．細菌において細胞質膜をこえたタンパク質の輸送には，タンパク質の膜透過チャネルであるSecトランスロコンと，駆動モータータンパク質であるSecA ATPaseとが中心的な役割をはたしている．さらに，この輸送はプロトン駆動力，および，Secトランスロコンと複合体を形成する膜タンパク質SecDFにより促進されるが，これまでその構造と機能についての詳細は不明であった．筆者らは，X線結晶構造解析によりSecDFは12本のαヘリックスからなる膜貫通領域と2つのペリプラズム領域から構成されることを明らかにした．その構造から，SecDFはプロトン駆動力によりダイナミックな構造変化をくり返しながらペリプラズム側で膜透過の基質タンパク質と相互作用して膜透過の高効率化に寄与する膜内在性シャペロンである，との新たな仮説を提唱した．いくつかの生化学的な手法と生物物理学的な手法を駆使してSecDFの機能に必須のアミノ酸残基を同定するとともに，この作業仮説を立証した．

はじめに

　リボソームにより新規に合成されるタンパク質のかなりの部分は細胞質から細胞外へと分泌される．それらのタンパク質はN末端に膜透過の荷札となるシグナル配列が付加された状態で合成され，シグナル配列をもつこの前駆体タンパク質は細胞膜へとターゲッティングされて膜をこえ輸送される．通常はイオンすら通さない生体膜をこえて巨大なタンパク質分子が膜透過できるのは，生体膜にはタンパク質を透過させるための専用のチャネル（トランスロコン）が存在しているからである．このようなタンパク質の生体膜をこえた輸送は基本的な生命現象であり，そのしくみは真正細菌から高等生物まで保存されていることがこれまでの数多くの研究成果により示されている1-7)．真正細菌の細胞質膜にはSecトランスロコンが存在し，それは膜タンパク質SecY，SecE，SecGの三者複合体からなる．Secトランスロコンを介した細胞質からペリプラズム空間へのタンパク質の膜透過は細胞質膜に局在するモータータンパク質SecA ATPaseにより駆動される（図1）．このときATPの加水分解エネルギーが使用されるが，タンパク質の膜透過はプロトン駆動力によっても促進されることが謎であった．
　この研究では，真正細菌や古細菌においてタンパク質の膜透過にかかわる，SecDとSecFからなる膜タンパク質に着目した．このSecDFはSecトランスロコンと複合体を形成しタンパク質の膜透過を高効率で行わせることに寄与しているものと考えられていたが，実際にどのような分子機構により機能しているのかその詳細はわかっていなかった．筆者らは，タンパク質の膜透過にかかわるSecタンパク質群のなかで唯一，立体構造の報告がされていなかったSecDFの構造をX線結晶構造解析により世界ではじめて高分解能で明らかにし，その機能とプロトン駆動力との関連を詳細に解析した．これら一連の解析により，SecDFによるタンパク質の膜透過の促進について新たなモデルを提唱した．

1．SecDFの結晶構造：F型とI型

　筆者らは，先行研究でThermus thermophilus HB8に由来するSecトランスロコンとSecAとの結晶構造解析を達成し，その相互作用と構造変化について考察してきた5)．タンパク質の膜透過装置の精密な全体像を得るためには同一の生物種からSecDFの構造を決定することが重要であると考え，T. thermophilusに由来するSecDF（TtSecDF）をターゲットとした構造解析を進めた8)．TtSecDFは全長で735アミノ酸残基をもち，12本の膜貫通領域と2つの大きなペリプラズム領域（P1ドメインとP4ドメイン）から構成される．X線結晶構造解析により全長SecDFの構造を3.3Å分解能で決定した（図2a，PDB ID：3AQP）．それとは別に，可溶性のペリプラズム領域については，P1ドメインの結晶構造を2.6Å分解能で決定し（PDB ID：3AQO），P4ドメインについてはNMR解析により詳細な構造を明らかにした（PDB ID：2RRN）．
　SecDFの1～6番目の膜貫通領域と7～12番目の膜貫通領域は疑似2回対称で配置して膜貫通領域を構成し，それをペリプラズム側からおおうようにP1ドメインとP4ドメインが位置していた．P1ドメインはさらに2つのサブドメインから構成されており，それらをヘッド領域およびベース領域と名づけた．P1ドメインのベース領域とP4ドメインは構造が類似しており，膜貫通領域と同様に疑似2回対称で配置していた．P1ドメインに特徴的なヘッド領域はペリプラズム側に大きく突出していた．ヘッド領域とベース領域とをつなぐ2本のループ（ヒンジ部）は細くくくれていた．
　別に決定したP1ドメインのみの結晶構造と，そのほかの領域の全長の構造を合成してモデルを構築した（図2b）．全長SecDFの結晶構造とこのモデルについてP1ドメインの構造を比較することで，P1ドメインのヘッド領域は配向の大きく異なる2つの形状をとることが判明した．この構造変化はヒンジ部を中心にヘッド領域が約120度回転したことによるものであった．全長SecDFの結晶構造で観察されたSecDFの構造（図2a）をF型，モデルでみられたSecDFの構造（図2b）をI型と名づけた．実際にこのような構造変化が生体において起こりうることは，立体構造情報にもとづき導入した2カ所のシステイン残基のあいだのジスルフィド架橋の形成実験により明らかになった．さらに，ジスルフィド結合の形成によりP1ドメインの動きを束縛したSecDF変異体を発現する菌株においてタンパク質の分泌活性が著しく低下することから，ヘッド領域の柔軟さがSecDFの機能発現に重要であることが示された．また，単離したP1ドメインが変性タンパク質に対する結合能をもっていたことから，この領域が膜透過の途上の基質タンパク質と結合し，膜透過の効率の昂進に関与しているものと考えられた．

2．タンパク質の膜透過におけるSecDFの重要性

　SecDFの重要性については，これまでSecDFがタンパク質の膜透過における後期の過程に関与することや，SecDFを欠失させた大腸菌ではタンパク質の膜透過が著しく低下し低温感受性となることなどが示されていたが，具体的にSecDFがタンパク質の膜透過反応のどの段階でどのように寄与するのかは明確に示されていなかった7)．そこで，SecDFの作用するステップを明らかにするため，タンパク質の膜透過反応における中間状態から完了にいたる過程を解析できるin vitro反応系を用いて解析を進めた．その結果，タンパク質の膜透過の開始にはSecAとATPが必要であるが，そのあとに起こる過程はATPを枯渇させてSecAが機能しないようにした条件でも起こること，そして，SecDFとプロトン駆動力の両者のはたらきが必須であることをつきとめた．すなわち，SecDFはプロトン駆動力を利用して膜透過の進行と完了を行っていることが明らかになった．

3．SecDFの膜貫通領域

　SecDFはRNDスーパーファミリー（RND：resistance-nodulation-division）に属するが，同じファミリーのAcrBと構造を比較したところ，ペリプラズム領域はまったく異なっていたが膜貫通領域の配向は類似していた．SecDFは単量体の状態でSecトランスロコンと相互作用し機能するものと考えられているが，AcrBはホモ三量体を形成しプロトンの透過と共役した薬剤排出を行うことが示唆されている9)．AcrBの膜貫通領域の中心部に位置する電荷をもつアミノ酸残基は，プロトンの透過に直接に関与しAcrBの薬剤排出活性に重要であることが提唱されている．SecDFの膜貫通領域にもAcrBと同様に保存性の高い親水性のアミノ酸残基がいくつか存在していた（図2c）．これらのアミノ酸残基がSecDFの機能発現に重要であると予測し，これを別のアミノ酸残基に置換した変異体を用いて大腸菌におけるタンパク質の膜透過活性の解析を行ったところ，このような変異をもつSecDFは機能を完全に欠いていることを見いだした．この結果は，SecDFの膜貫通領域に保存された電荷をもったアミノ酸残基がプロトンの透過に関与するとの考えとは矛盾しなかった．

4．SecDFの陽イオン透過能

　Vibrio属細菌は細胞におけるさまざまな過程においてプロトンの代わりにNa+の濃度勾配を利用する10)．Vibrio属細菌は2セットのsecDF遺伝子をもち，そのうちのひとつはNa+依存型であることを見い出した．すなわち，このNa+依存型のSecDFを発現させた大腸菌のタンパク質分泌能は培地のNa+濃度に依存した．この結果から，SecDFは生物界において一般的に，1価の陽イオンと共役したタンパク質の膜透過の役割を担っていることが考えられた．

　T. thermophilusのもつTtSecDFがプロトンを透過させることを検証するため生物物理学的な手法を用いた．TtSecDFを過剰発現させた大腸菌の巨大スフェロプラスト膜を用いたinside-outパッチクランプ解析によりSecDFに依存した電流が観測された．この電流の頻度はpH濃度勾配のあるとき大きくなった．ペリプラズム領域に相当する空間に基質を模したほどけたタンパク質を共存させることにより，さらに電流の頻度は高くなった．さらに，プロトンに特異的な蛍光試薬を用いてSecDFを過剰発現させた巨大スフェロプラストへのプロトンの取り込みを確認した．これらの結果は，SecDFにはプロトンを通す機能のあることを強く示唆した．SecDFの膜貫通領域の保存されたアミノ酸残基Asp340およびArg671（図2c）の変異体はプロトン透過活性を示さなかったため，この部位が主要なプロトンの通り道になっていると考えられた．また，可動性であるP1ドメインのヘッド領域を欠失させたSecDF変異体は膜透過の促進活性を完全に失っただけでなく，パッチクランプ解析でも電流が観測できなかった．P1ドメインのヘッド領域の動きとプロトンの流れには密接な関連があり，プロトンの濃度勾配がSecDFの駆動力であると結論づけた．

5．SecDFの機能モデル

　この研究により，1）タンパク質の膜透過における後期の過程に関与するSecDFの駆動力はプロトン駆動力であること，2）SecDFの膜貫通領域はプロトンを透過させる機能をもち，膜貫通領域にSecDFの機能発現に必須の親水性アミノ酸残基が存在すること，3）SecDFのP1ドメインはほどけたタンパク質と相互作用し，大きな構造変化をともないながら機能すること，が明らかになった．そして，SecDFの機能発現における分子機構として以下の作業仮説を提唱した（図3）．SecDFのもつ突出したP1ドメインのヘッド領域は，Secトランスロコンの穴から膜透過してきた基質タンパク質と直接に相互作用すると考えられるため，ここではヘッド領域のちょうど真下にSecトランスロコンの出口を配置させた．SecDFはF型をとってSecトランスロコンから基質タンパク質を受け取ったのち，基質タンパク質を保持した状態でI型へと構造変化することで，基質タンパク質の細胞質への逆もどりを防ぎながら膜透過を積極的に介助する．つづいて，プロトンの流れと共役して基質タンパク質を手放しつつI型からF型へと構造変化し，再び基質タンパク質と相互作用する．この一連の構造変化をくり返すことでSecDFは膜透過を促進する，との機能モデルである．

おわりに

　今回，筆者らは，SecDFの構造と機能をはじめて明らかにしたが，プロトンがSecDFの膜貫通領域のどこを通過し，そのプロトンの流れがどのようにペリプラズム側に伝播されるのかの詳細についてはさらなる解析が必要である．この研究により，Secタンパク質群（Secトランスロコン，SecA ATPase，SecDF）のすべてについて詳細な構造が解かれたことになる．タンパク質の膜透過反応は大きな構造変化をともなうため，その完全な理解にはスナップショット的にさまざまな状態の構造を決定することが必要である．今後は，これら構成因子から構成される複合体の構造解析へと研究を展開させたい．
　SecDFの構造解析については，2004年に遺伝子クローニングを開始し，2010年に構造の精密化を終えた．そして，機能解析とあわせ2011年に発表することができた．このプロジェクトを開始した当初は，機能が明確でない膜タンパク質SecDFの構造解析をしても分子機構の提唱はできないのではないかとの危惧もあったが，その構造決定は詳細な考察を可能とした．X線結晶構造解析による詳細構造の決定は強力な解析手法のひとつであることをあらためて実感した．
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〈図説明〉

図1　Secトランスロコンによるタンパク質の膜透過

SecYEG：Secトランスロコン，SecAは駆動モータータンパク質としてはたらくATPase．

図2　SecDFの詳細な構造

（a）全長SecDFの結晶構造（F型）．

（b）P1ドメインのみの結晶構造と，そのほかの領域の全長の構造を合成して構築したSecDFのモデル（I型）．

（c）SecDFの膜貫通領域の保存された機能に重要なアミノ酸残基．

図3　SecDFの機能発現におけるプロトン駆動力を利用した分子機構のモデル

1）F型のSecDFはSecトランスロコン（SecYEG）から基質タンパク質を受け取る．2）基質タンパク質を保持した状態でF型からI型へ構造変化．3）I型となったSecDFは基質タンパク質を放出する．4）I型からF型へ構造変化．
