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ヒ トゲノム解析が終了 しポス トゲノム時代に突入 した今､ 様々な分野においてタンパク質の精微な

研究が進められている｡
こ のような背景の中､ セルフリ

ー

翻訳系はタンパク質の生化学的な解析を行う上で､

単に生細胞をもちいずにタンパク質を合成するための手段としてだけではなく､ 翻訳反応の素過程を解析す

るためや, 翻訳後のタンパク質の分子機構を解析するための有効な手段として現在までに多く利用されて き

ているo これまでのセルフリ
ー 翻訳系は 一 般に ､ 大腸菌や出芽酵母などの細胞を破砕して得られる細胞抽出

液に､ 基質となるアミノ酸や エネルギ ー 源を添加し､ あ1 加 でタンパク質合成をおこなう手法で あるo 生細胞

を用いたタンパク質発現系と比べ ､
これらセルフ リ ー

システムは生体維持に支障を及 ぼすタンパク質を発現

する事が出来る点､ 鋳型となる D N Å や R N A を加えるだけでタンパク質が容易に得られる点において優位で

ある｡ しか しながら､ セルラリ
⊥ 翻訳系をもちいたタ ンパク質の解析においても､ 膜タンパク質はその扱い

にくさから､ 細胞質タンパク質と比 べて研究が遅れて いるのが現状であるo こ の ような背景から､ 私は膜タ



ンバク質の合成から局在化までを連続して行う事の出来る
､
セル フリ ー 系の開発に努めてきたo 大腸菌をモ

デルとし､ 卵 血血血 におこるといわれる S e c 因子依存的なタンパク質の膜透過と､ 00 血 血 血 におこる

S R P 因子依存的なタンパク質の膜挿入 を､ 最小単位の細胞質因子の みで再構築したo また ､ 細胞内を再現する

意図をふまえ､ 両因子 を 一 試験管内に共存させ
,
タンパク質の膜透過､ 膜挿入を同時に行いそれぞれの基質

タンパク質の局在化も観察した｡

構築 したセ ル フ リ ー 系の概要

試験管内で ､ タ ンパク質の合成から,

膜透過/ 膜挿入までが連続 して行われる系の

構築を行 っ た｡ 系の基礎となるセルフ リ ー タン

パク質合成系は , 転写翻訳に必要な因子を全て

精饗し､ 求N Å やア主ノ酸を含む緩衝液中に再

構 成 し た 試 験 管 内 タ ン パ ク 質 合 成 系

p u R E S Y S Tf M を用いた o この ft R IjS Y S 7 u に

屈1 . 系内の概要医
大腸菌か ら調製した反転膜小胞 O N V s) と､ 翻

訳終了後のタンパク貢が膜までタ - ゲティ ングされるために必要となる鮎c 胞 B ､ または S RF!S R を統合し､

膜タンパク質の合成をおこなっ た｡ タンパク質の細胞質膜 へ の局在化には主に二 つの経路がある｡ 合成を終

えリボソ ー

ムから解離したタンパク質が､ s e c A 依存的に細胞質内膜を透過する se c A 依存型と､ 合成途中か ら

s R P 絢 血 叩 如由1 P d d e; 甜l山5 S 於 仏) と S R (S R P I 碑 f b Y) を介して膜までタ
ー ゲティ ングされ､ 膜挿入が起

こる S R FyS R 依存型で ある. 一 般的に S e c A 依存型は朝釈と共役しない 押 ぬ由 血 血 に､ ! R FTS R 依存型は翻訳

と共役した 00 血 に進行すると考えられているo 本研究では ､
鮎c A 翫 B によるタンパク質月戴憂過と､

s R FTS R によるタンパク質膜挿入の両方の系の構築を行 った (園1 ) o また､ 両者を
一 試験管内にカ ッ プルさせ

た系の構築も行っ たo モデル膜タンパク質として ､
S e c A 因子依存的膜透過タンパク質に 〆ゝ r p A を､ S R F(yS R

因子依存的膜挿入タンパク質に M a A を､ また Se c A ､ S R FTyS R 両因子依存的に膜挿入するタンパク質の モデルと

して F b Q を用いたo

膜タンパク普の試験管内合成と可溶化率

まず始めに ､
P t R E S Y S T E 叫 を用いて ､ 基質の膜タンパク質が系内で正常に合成されるかを確認し

たo 全ての基質膜タンパク質 (d h p A ､ M d A ､ 叫) は鋳型 D N Å プラス ミ ドを投入することで合成を開始し

たo また転写翻訳反応終了後,
合成されたタンパク質の可溶化率を観察した. その結果､ 細胞質局在タンパ



ク質の D R R ( ジヒ ドロ葉酸還元酵素) が 9 W o 以上 の可溶性を示したの に対し､ 3 種の基質膜タンパク質は

… % と低い可溶化率を示 した｡

シャ ペ ロ ン添加による分泌タン′( ク茸の可溶化

S 8 A 因子依存的な膜透過タンパク質と し

て知られる 伽 A はリボソ
ー ムによる翻訳後､ N 末

端に存在する疎水領域の相互作用よ っ て膜透過する

前に凝集し不溶化して しまう｡ この不溶化を防ぐため

% 印 p 4 7 9 2 5 3 7 7 9 5

虚空. 轟稚シヤペE3.ン 存在下 に掛ナる. 軸
心零落倣峯¢磨牝

に､ シ ャペ ロ ンの補助によ っ て細胞質内で可溶性を維持する必要があるo そこで ､
S e cB

､ 極 地 CIT) ､

n m /G p E を R niE S Y S TE M に加え､ 合成されたd h p A の可溶化率の変化を観察した｡ その滝果､ sE C B 存在

化において ､ 〆ゝ叩A の可溶度が4 7 % 力､ ら9 2 % に上昇した ( 図2) 0 n m / G q申に関して は S e c B ほど顕著で はな

いが､ 可溶化を促進する結果が観察された. それに対 L ､ T F は合成産物の可溶化を促進する結果は観察され

なか っ たo

S d E5 子依存的なタ ンパク賞の膜透過

S e cB シ ャペ ロンの投入により十分な可溶化維持が確認で きた 秘 を､ s e cA ､ S d 3 ､ 反転膜小包

(m V s) 存在下 の Pt R f S Y S T n 4 で合成し月戴査過を観察した o 伽 A の月戴整過の評価に つ いては､ 反応後 N V s

内に膜透過されなか っ たタシバク質を n d d nE & O
,A)で分解し､ 膜により分解を免れたタンパク質をsI S F A t E

で解析することで膜透過の評価としたo その結果､ I N V s 非存在下の系では､ p E 処理後､ 合成産物が全て分解

されて いるのに対し, N V s 存在下の系では P E 処理後､ N 末端の シグナ) 帽己列が切断された､ 成熟体型の Q T P A

が観察されたo また ､
S e c A の依存性を検証するため ､

m s を尿素洗浄し粗純化した u - N V s を用いて ､ 〆 叫

膜透過における 馳ニA ､ S 由B ､ T F . 加 K 駅諌匝 の寄与を観察したo その結果, f 血 叩 A は､ S e c A ､ S d に強く依

存して膜透過したo その他の因子 (T F ､ n m lG p E) に関しては､ S由B の効果には劣るものの ､ 若干の月戴毎週

の促進が観察された ｡

s w % 因子依存的なタンパク質の膜挿入

6 回膜貫通領域を持つ膜内在性タンJiク質 M d A を基質膜タンパク質として ､ 稚1､ 砧 Y ､ N V s 存在

下の Pt R f S Y S T E M でタンパク質の合成と共役した膜挿入を行っ たo 4 5 S R N A に関して は R R IS Y S r u の組

成因子内に十分な持ち込みがあるため新たに加えなか っ た｡ 膜透過の実験同様､ 反応終了後F K 処理により膜

に保護されて分解を免れたペプチ ド鎖 (M 仏 岬 血 卵 ∝ 血1 軸 ) をS R F A G E の パタ
ー ンか ら解析

し M d A の膜透過を観察した｡ その結果､ 膜挿入に十分な量の 用1 ､ f b Y 壷含むI N V s ( 胞 未処理) 存在下の



系で , 効率のよい膜挿入が観察された . また uI N V s を存在下の系につ いて､ 用1 ､ f b Y 依存的な M d A の膜挿

入が観察された｡

タ ン パク質膜透過 . 膜挿入反応が共存 した系

･上記のように､ 鮎〇A または S R fyS R 依存的な

タンパク質の膜透過 . 膜挿入反応の再構成に成功した｡

次に ､
こ の膜透過 一月封串入反応を

一

書鵡覧管内に共存させ

ることを試みたo p u R f S Y S T n 4 内に 用1 ､ 掩 Y , S e c A ､

S e c B
､
N V s または uII N V s を投入し､ 〆ゝ甲A ､ M d A 両基

質膜タンパク質を合成させることによ っ て ､ 今まで の個

別の 系よりもより細胞に近い条件で観察できる系を目
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指したo その結果､ 図3 に表したように 伽 A は S ∝ A ､ S e c B 存在下で のみ､ M A は 用1 ､ n SY 存在下でのみ ､

互 いの膜局在化に干渉することなく u I N V s - の月戴毎週 ･ 膜挿入が観察された｡ また､ 新生タ ンパク質の南緯

路 - の ソ ー

テ ィングに関与するとの報告がある T ,王ミを､ 系内に投入し､ d h v>A ､ M 払 両者の膜局在化 へ の影響

を検討したo その結果､ d h p A ､ M A 雨タンパク質はT F .の存在 . 非存在に関わらず, 正しく膜透過､ 膜挿入

されることが明らかとなっ た ｡

結論

上述のように我々は､ 最小単位の細胞質因子のみを用いて ､ タンパク質の合成から膜透過､ 月有事入

を行えるセ ルフリ ー 系の構築に成功した去 これにより, タンパク質の月覧蓋過は S d のみが必須であること､

タンパク質の膜挿入は S R P とs R のみが必須であることが証明された ｡ また､ 両経路を共存させた系において

も, 良好な膜透過 ･ 膜挿入が行われた｡ これは早急な解析が望まれる膜タンパク質の機能解析を行ううえで ､

非常に有効な方法で あることを表すもので ある｡ 本セル フリ
ー タンパク質合成系0) 具体的な発展内容と して ､

細胞由来の N V s を､ リ ン脂質とS e c m (膜タンパク質が分泌 ･ 挿入するためのゲ ー トとなるチャネル) から

再構成した､ プロ テオ1｣ ポソ - ムに置換する事で ､ 完全に純化されたセル フリ ー 系が構築されると期待でき

る｡ これにより､ 試験管内で容易に膜タンパク質が合成できるのみならず､ 脂質二重膜内でおこなわれる膜

タンパク質の分子メカ ニ ズムを解析するうえでも大いに貢献で きるものと期待される｡




