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本論文 は ､ 膜タ ン パ ク質 に特化 した無細胞系 の構築に つ い て述 べ られ て い る ｡ ポ
ス トシ ー ク エ ン ス 時代を迎 えた現在 ､ 生命現象の多くを担う様々 なタ ン パ ク 質の 立体構造
や生体内 で の 分子機能を網羅的 に解析す る プ ロ テ オ ミ ク ス に大き な注 目が 注がれ て い る｡
そ ん な中 ､ 無細胞 タ ン パ ク 質合成系 は そ の汎 用性 の 高さと迅速な操作性 か ら

､
プ ロ テ オ ミ

ク ス 解析 の た め の有効ツ ー

ル と して そ の期待 が高い ｡ しか し全 タ ン パ ク質 の 約三割を占め

ると さ中る膜タ ン パ ク質は ､ 実験上 の 困難さか らプ ロ テ オ ミ ク ス 研 究に お ける大きなボ ト
ル ネ ッ ク と な っ て い る ｡ 膜タ ン パ ク 質は細胞活性 を維持 させ る上で重要 な役割を担うもの

が多い だ けで は なく ､ 創薬の 分野 に お い て も有効なタ ー

ゲ ッ トとされ て い るが ､ 現在 の 所
活性 の あ る膜タ ン パ ク 質を容 易に合成 し ､ 機能解析を自在 に行 える 理想的な系は ､ 血 m
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t m 共 に確立 され て い な い ｡ こ の よう な背景を踏ま え著者は ､ リ ボ ソ ー ム に よ る膜 タ ン
パ ク 質 の 合成と ､ 機能発 現 の 場で ある 膜 へ の 局在化 を 一

系内 で 共存させ る事 で ､ こ れ らの

問題 を克服する無細胞系 の 構築を行 っ て い る｡

本論文 で 述 べ られ て い る無細胞系 は ､
S h i m i z u 等 の 開発 した新規無細胞 タ ン パ ク

質合成系 PUR E S Y S T E M を基盤 と して 構築され て い る o こ の PU R E S Y S T EM は転写 ｡ 翻訳反応 に

必要 な全 て の 尚子 を発現
B

精製 し ､ 至 適緩衝液 中に再構成 した タ ン パ ク 質合成系 で ある ｡
そ の た め従来 ま で の 無細胞系とは異 なり ､ 細胞抽出 熟ま全く含ん で お らず ､ 系内の 因子 が

全 て認 知 でき る点 で今ま で に無 い 特徴と優位性 を持 っ て い る o 著者 は こ の PU R E SY S T EM に膜

局在化 の た め の 諸因子や ､ 局在場所 で ある膜標晶を導入 し､ 生体内で行 われ て い る ような

タ ン パ ク 質の 膜局在化を再構築す る こ と で膜 タ ン パ ク 質解析 に 理想的 な無細胞系 を孝案 し

た ｡ こ の 膜 タ ン パ ク 質に特化 した 無細胞合成系は ､ 膜 タ ン パ ク 質に関す る詳細 な解析を可

能 にす る基礎研究の ツ ー

ル と して極 め て 有効で ある ｡ 特 に膜 - の タ -

ゲテ ィ ン グ過程 を解

析す る上 で は ､ 系内に翻 訳以降の プ ロ セ ス に 関わる と考えられ る因子 を投入 し局在化 の経

過 を観察す る と い っ た ア プ ロ ー チ が 可能に なる ｡ ま た人 工的に膜タ ン パ ク質を生産す るた

め の ツ ー

ル と して も大き な期待 が持 て る手法 で ある ｡

本系 を構築す る た め の 方 法 と して 著者は ､ 最も研 究 の 進 ん で い る 二 つ の 膜局在過

程 を ､ シ ス テ ム 構築の た め の モ デ ル と して い る｡
一

つ は S e c A / S e c B 依存的な膜透過過程 で

ある ｡ こ れ は外 膜構成 タ ン パ ク質や ､
ペ リ プラ ズ ム 領域存在 タ ン パ ク質な どの 局在化に よ

く 見 られ る過程 で ､ 脂 質二 重膜を完全 に透過す る
､
い わ ゆる膜分泌型 タ ン パ ク 質の 局在化

を促す過程で あ る ｡ もう 一

つ の 過程は S R P ( S ig n al R e c o g n iti o n P a rti cl e) と､ S R ( S R P

r e c e p 七o r) 依存的な膜挿入過程で ある o これ は ､ 膜挿入型 タ ン パ ク質の 局在化 に 見られ る過

程で ある o 一 般に S e c A / S e c B 依存的な膜透過 は翻訳と共役 しな い p o st
-

t r a n sl ati o n al と し

て
､
ま た S R P /S R 依存的な膜挿入 は翻訳と 共役 した c o -

t r a n sl a tio n al と して 起 こ る とされ

て い る ｡

論文 の 構成は まず序論 か ら始 め られ て い る ｡ こ こ で は プ ロ テ オ ミ ク ス 研究 にお け

る 本 系 の 重 要性 と 系構築 の ア プ ロ ー チ に つ い て 述 べ られ て い る ｡ 材料 と方 法 の 項 で は ､

P u R E S Y S T E 附 こ投入 された 膜輸送 に 必 要 と なる諸 因子 の 精製 ､ 膜画分 の 調製 ､ ま た実 際 の ア



ツ セイ 方法 に つ い て述 べ られて い る｡ 結果の 項 で は ､ 系内で合成され た膜タ ン パ ク 質の 可

溶化率と シ ャ ペ ロ ン 依存的な外膜タ ン パ ク 質の 可溶化率の変化に つ い て ､ 詳 しい 検証が行
われ て い る｡ そ の 後 ､ S e c A/ S e c B 依存的な タ ン パ ク質の 膜分泌反応 ､ またSRP/ S R 依存的な

タ ン パ ク質の 膜挿入反応を最小因子 の み を用 い て ､ 再構築す る事 に成功 して い る ｡ さらに

は ､ 両因子依存的な タ ン パ ク質の 膜挿入 と ､
生体を模倣す る ような膜分泌 ､ 膜挿入反応 を

一

系内 で 共存させ る試 みも行 っ て い る ｡ こ こ で得 られ た結果 は ､ 現在ま で に報告 されて い

る見解と完全 に
一

致 して い るた め ､ 信頼性 の 高い もの で あ ると い え る｡ 最後 に
､ 結果を総

括 した考察と今後見込まれる展望 に つ い て も述 べ て い る ｡

本 シ ス テ ム を構築す る上 で の 筆者の ア プ ロ ー チ は
､ 翻訳と膜局在化を共存させ る

こ と に よ っ 七最小 因子 の み か ら膜 タ ン パ ク質 を合成す る こ と で ある ｡ 精製因子 に よ る機能
の 再構築は ､ そ の機能 に必要最小限の 因子 を同定す る決定的 な実験 で ある と い う観点に基
づ き ､ タ ン パ ク質の 合成と膜局在化 に 関わる必須因子 の み を用 い た 無細胞膜 ･ 分泌 タ ン パ

ク 質合成 シ ス テ ム の 構築を行 っ た｡ 本研究 で 構築された無細胞合成系は ､ 膜 タ ン パ ク質解

析 に お い て 非常に有効なツ ー

ル とな る事が期待され るばか り で は なく ､ プ ロ テ オ ー ム解析

にお ける大き なプ ラ ッ トホ
ー ム と して 位置 づ けと な る で あろ う｡

した が っ て ､ 博士 ( 生命科学) の 学位を授与 で き る と認 め る ｡




