
〈研究の目的と進め方〉
蛋白質は合成されると同時に固有の高次構造を形成し

て独自の機能を発揮する。一般の蛋白質のなかでも特に
膜蛋白質は、合成と同時に膜内に配置され高次構造を形
成する過程で、細胞（生命）に備わったさまざまな構造
形成補助因子が決定的に寄与する。これらの因子なしに
膜蛋白質の立体構造は形成され得ない。また、このよう
な諸因子は、膜蛋白質が多様な細胞内オルガネラ膜に特
異的に局在化する過程にも作用している。ゲノムがコー
ドする蛋白質のアミノ酸配列が明らかにされ、それらの
機能や細胞内の空間的配置が重要視される中で、立体構
造形成原理と細胞内局在化原理を、諸因子の関与を知っ
た上で解明することはきわめて重要である。本研究は、
細胞内で進行する蛋白質の局在化と膜内構造形成の原理
を解明することによって、ゲノムがコードするすべての
膜蛋白質の立体構造及び細胞内局在の予測を実現するこ
とを目的として企画された。小胞体における膜蛋白質の
トポロジー形成の全容を明らかにすると同時に、並行し
て疎水性度の高い膜蛋白質が小胞体への標的化を回避し、
ミトコンドリアやペルオキシソームなどの分泌経路以外
のオルガネラに標的化するためのシグナルとそれぞれの
標的化した先での、構造形成装置の関与した構造形成機
構を明らかにすることを目指した。

〈研究開始時の研究計画〉
1) 小胞体膜でのタンパク質合成に共役した膜への組み込

み系について、疎水性によらない新しい膜組み込みモ
ードをさらに解析し、小胞体での組み込み研究を完成
させる。成果をゲノム情報科学解析にフィードバック
し、そこから提唱される新たな作業仮説を実験的に検
証することによって、予測精度を向上させる。

2) いくつかの代表的な膜蛋白質に絞って、全ての膜貫通
セグメントのトポロジー形成様式を徹底して探求し、
本研究で明らかにするトポロジー形成様式の普遍性を
検証するとともに、新たな構造形成様式発見の可能性
を探る。

3) 疎水性セグメントをもつ膜蛋白質が蛋白質合成に共役
した小胞体への標的化機構を回避し、それ以外のオル
ガネラ膜に標的化するためのシグナルとそのシグナル
識別機構を明らかにする。また、これらの小胞体以外
のオルガネラ膜上での膜トポロジー形成原理につい
て、小胞体の研究基盤を生かして解析を進める。

〈研究期間の成果〉
1) 新規シグナル配列の作用機構の解明：小胞体での、膜

結合型リボソームおよび小胞体の蛋白質膜組み込み装
置（トランスロコン）が関与するポリペプチド鎖の膜
組み込みの全様式を実験的に明らかにし、それぞれの
実例を解析した。以下に記すごとく、これまで疎水性
度のみを考慮してきた膜蛋白質のトポロジー解析に生
命独自の構造形成基盤を提唱した（総説15）（図１）。
このポリペプチド鎖膜内配置機構によると、疎水性度
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のほとんど無いむしろ親水的なセグメントですら膜貫
通配置を形成できる。
先ず、I型シグナルアンカー配列の、膜蛋白質生合成途
上の膜組み込みの時期を正確に決定し、疎水性配列が
リボソームより出現するとすぐに小胞体膜へ標的化し、
その直後の正荷電アミノ酸残基がさらにリボソームよ
り出た時点で、アミノ末端の膜透過が完了することを
示した。また、疎水性配列のアミノ末端側に隣接する
プロリン残基の一アミノ酸変化でトポロジー形成が不
全となることを見い出した（21, 27）。疎水性度や電荷
に関係しないトポロジー形成要因として注目された．

2) 疎水性相互作用による膜内配置：マルチスパン膜蛋白
質である赤血球バンド３蛋白質の全ても膜貫通セグメ
ント（TM）のトポロジー形成機能を、膜透過停止、
膜組み込み開始、配向決定作用について徹底的に定量
化した。その結果、単独ではm閣内に配置されない
TM2がTM1との相互作用によって、疎水性度の低い
TM2が膜内に配置されうることを示した（28）（図２）。

3) ミトコンドリア外膜蛋白質で、分子の中央部分に膜貫
通領域をもつTom22（8）、N-末端にTMを持つTmo20

（26）について、これらが小胞体への標的化を回避し、
ミトコンドリア外膜へ特異的に標的化されるために必
要な「シグナル情報」を明らかにした。Nアンカー型、
中央膜貫通型いずれでも、ミトコンドリア標的化には
膜貫通セグメントの高すぎる疎水特性は小胞体標的化
をきたすため、適度に低い疎水特性が要求されること
が明らかになった。また中央アンカー型では他のミト
コンドリア標的化シグナルとは異なって、疎水セグメ
ントの両側に必要シグナルがあることが判明した。ま
た、N-末端側ドメインのシグナルモチーフはαへリッ



クス構造であることをあることも示唆した。

4)分子のカルボキシル末端に膜結合領域を持つミトコン
ドリア外膜蛋白質Tom5について、小胞体標的化を回避
しミトコンドリア外膜に特異的に標的化されるための

「シグナル情報」を明らかにした（9, 16）。N-末端や分
子中央に膜貫通セグメントを有するミトコンドリア膜
蛋白質と同じく、膜貫通セグメントの高すぎる疎水性
度は小胞体標的化をきたすため、適度に低い疎水特性
が要求されることが明らかになった。また酵母細胞で
はTOM複合体に組み込まれる酵母Tom5の場合には、
ミトコンドリア外膜に広く分散して存在するC-アンカ
ー型膜蛋白質とは異なり、C-末端の正荷電セグメント
が不要であることを明らかにした。このように、C-ア
ンカー型ミトコンドリア外膜膜蛋白質には複数の標的
化機構が存在することが示唆された。
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5)イオンチャネルには透過ポア部分に深く進入している
ループ構造、いわゆる「フィルター領域」が普遍的に
見られる。この膜内ループ構造のトポロジー形成を調
べた。その結果、このセグメントは一般の膜貫通セグ
メントに匹敵する疎水性度を有するにもかかわらず、
生合成途上で一度大きく小胞体内腔側に露出し、その
後分子のフォールディグにともなって、内腔側より膜
内に収納されることが明らかになった。このことを２
種のカリウムチャネルで示した（10, 23）。

6)電位依存性イオンチャネルの電位センサーを構成する
「多数の正電荷を有する膜貫通セグメントS4」の膜貫通
トポロジー形成機構を解析した。これらの正電荷が、
その前（アミノ末端側）の膜貫通セグメント（S2やS3）
中に存在する負荷電アミノ酸残基と特異的に相互作用
することによって、S4が膜貫通トポロジーを形成する
ことを明らかにした。また、電荷間相互作用にかかわ
る残基を特定しそれぞれの機能を区別可能となった

（11, 13, 18）（図３）。この成果は、これまで膜貫通部分
は疎水性配列であるという固定概念からは予想できな
かったことであり、可溶性蛋白質と同様、蛋白質分子
の多様なフォールディング様式によって膜組み込みが
起きることを明確に示した。この正荷電セグメントは
電位依存性K+イオンチャネルの膜電位センサーとして
作用していることから、さらにその作用機構の解明が
待たれるところである。

7)マルチスパン膜蛋白質バンド３の徹底した組み込み機
構解析：マルチスパン膜蛋白質のトポロジー及びその
形成機構に関する研究をさらに進展させた。赤血球膜
の陰イオン交換輸送体（バンド３蛋白質）について知
られている遺伝病（SAO）では、第一膜貫通セグメン
トが膜組み込み不全となっていることを見出した。遺
伝病の病因が膜トポロジー形成不全によっていること
を見出したはじめての成果である（12）。

また、バンド３の疎水性度の低いセグメント
「10thRセグメント」が、小胞体内腔に一度大きく露出
してから、合成完了と同時に分子全体の構造形成に依
存して膜内部に収納されることを示した（14）。この部
分の小胞体膜内腔への露出程度は、蛋白質の合成速度
によって変動することが示された。

8)βバレル型膜蛋白質のトポロジー解析：ミトコンドリ
ア外膜のβバレル膜蛋白質TOM40ついて、膜トポロジ
ーを解析し、カルボキシル末端側の主要部分が膜内ド
メインであり、βバレル構造を形成していることが判
明した。さらに、TOM4分子内にはミトコンドリア標
的化シグナルに結合する部分があり、シグナルは実験
的に区別される二段階で結合することを示した（7）。
さらに、大腸菌内での封入体としての大量発現、可溶
化、再生、精製、リフォールディングを可能とし、機

図２、小胞体トランスロコン内での膜貫通セグメント間
の相互作用による膜内配置。アミノ末端のシグナル配列

（黒塗り四角）が長い場合には直後に存在する疎水性の不
十分なセグメント（点四角）が相互作用により膜内に配
置される（A）。これがシグナル配列より離れると、相互
作用できずに膜を透過してしまう（B）。シグナル配列が
短い場合にはいずれの場合にも、距離によらず相互作用
による膜内配置は見られない。（C,D）



能解析と構造解析への道を開いた。

9)I型シグナルアンカー配列による大きなアミノ末端ドメ
インの膜透過の分子機構：I型シグナルアンカー配列に
よるポリペプチド鎖の膜透過輸送機構を詳細に解析し
た。I型シグナルアンカー配列のアミノ末端側にDHFR
ドメインを融合し、リガンド（メトトレキセート）を
結合させ立体構造を安定化させることによってこのド
メインの膜透過が抑制でき、さらにこのリガンドを除
去することによって膜透過を再開できる実験系を確立
した。これを用いて、大きなN-末端ドメインの膜透過
には、小胞体内腔のBiPが不要なこと、ATPも不要なこ
と、ポリペプチド鎖の引込みの駆動力は主にシグナル
配列が膜貫通αへリックスを形成する際の自由エネル
ギー変化により供給されることを示した。また、この
過程には、リボソームとトランスロコン間の密接な連
携が必須であることが判明し、生命に備わった構造形
成装置の重要性がクローズアップされた（3）（図５）。
さらに、このモデル実験系を培養細胞系で再現するこ
とに成功した。メトトレキセートによるDHFRドメイ
ンの透過抑制が生細胞内でも見られること、透過抑制
されたDHFR-膜蛋白質が膜に正確に標的化できている
ことを示した（2）（図６）。細胞内でも、I型シグナル
アンカー配列によるN-末端の膜透過は、疎水性セグメ
ントによって開始すること、N-末端ドメインは透過前
に立体構造形成の余地があることが明らかになった。

10)正電荷の作用
膜蛋白質のトポロジー形成要因として最もよく知られ
ていた正荷電アミノ酸残基について、作用を発揮する
生合成におけるタイミングと認識される場所を解析し
た。I型シグナルアンカー配列の後ろ（カルボキシル末
端側）に存在する正荷電アミノ酸残基は、膜透過抑制
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作用を発揮することによってI型トポロジー形成に寄与
する。詳細な解析の結果、この正電荷は25残基は離し
てもその作用を発揮できること、これを後ろにずらせ
た場合には、アミノ末端の膜透過のタイミングも遅く
ずれることを見い出した（1）（図７）。トランスロコン
は予想外に広いスパンのアミノ酸配列を識別してトポ
ロジーを決定していることを示している。

11)ミトコンドリアへの膜蛋白質の標的化
疎水性度の高い膜蛋白質はこれまでの常識的な考え方
によると、リボソームから出てくるとすぐにシグナル
認識粒子（SRP）によって認識され、合成完了以前に
小胞体に標的化されてしまう。この考え方がすべて正
しいと仮定すると、小胞体に由来するオルガネラ膜

（小胞体、ゴルジ体、細胞膜、リソソーム膜など）以外
に膜蛋白質は存在しないことになる。ミトコンドリア
に存在するABC輸送体B10アイソフォームの標的化の
研究より、膜蛋白質に特化した長いミトコンドリア標
的化シグナル配列（N135）を見い出した（5）。N135

は膜蛋白質の小胞体標的化を抑制する作用を有し、か
つミトコンドリア標的化能を有していた。また、この
配列によって標的化された蛋白質は、合成後にミトコ
ンドリアに進入することを証明し、標的化経路のスイ
ッチングが起きていることを示した（図８）。



12)NHEファミリー蛋白質の構造形成機構と膜トポロジ
ー:NHE（Na+/H+交換輸送体）ファミリーについて、
各膜貫通セグメントの小胞体膜上でのトポロジー形成
様式を徹底して解析した。ヒトNHE1のアミノ末端
TM（TM1）は、切断を受けるシグナル配列、すなわ
ちシグナルペプチドであること、これが無いとTM2は
正常に組み込まれないこと、TM9とTM10の間にある
疎水性配列（H10）は、膜を透過し小胞体内腔側のル
ープであること、H10直後には隠れたシグナルペプチ
ダーゼによる切断部位が存在すること、TM11はH10

領域よりも疎水性度が低いにもかかわらず膜貫通状態
にあることなどを明らかにした（6）。蛋白質膜組み込
み装置と生合成過程を考慮することの重要性がここで
も明らかになった。
また、植物のNHEファミリー蛋白質、NHX1につい

て、植物分野ではこれまで動物のものとはまったく異
なる膜トポロジーであるとされてきた。しかし、トポ
ロジー形成の詳細な検討の結果、これはアミノ末端の
シグナルペプチドが見られない点を除いて、動物の
NHE1と同等の膜トポロジー形成特性を有することが
判明した。これをもって、普遍的なNHEファミリーの
トポロジーモデルを提唱した。（4）（図9）。植物

（NHX1）と動物（NHE1）との最も大きな違いは、後
者に存在するシグナル配列が前者には無いことである。
しかし、植物のものはシグナルペプチド無しでもTM2

相当の部分が正確にアミノ末端側を膜透過させる、い
わゆるSA-Iの作用を持っていることが実験的に示され
た。トポロジー予測における、トポロジー形成能の正
確な見積もりの重要性が明らかになった。

〈国内外での成果の位置づけ〉
小胞体におけるトポロジー形成を包括的に探求し、あ

らたなトポロジー形成様式とその概念を提唱しているこ
とで世界をリードしている。また、膜蛋白質の小胞体標
的化回避という視点は、われわれ独自のものである。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
これまでの実験による知見や、ゲノム情報科学解析か

らの知見をもとに考えられたさまざまな仮説の検証およ
び予測法の精密化を一部やり残した。これは、少人数グ
ループのため手が回らなかったことも要因のひとつと考
えている。

〈今後の課題〉
小胞体膜標的化回避シグナルとしての「やや低い疎水

性セグメント」識別機構の解明、高疎水性膜蛋白質の小
胞体回避シグナルの確定、小胞体（分泌系オルガネラ）
以外のオルガネラ膜での構造形成様式の解明と小胞体の
ものとの厳密な対比によって、すべての膜蛋白質の局在
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と構造形成の原理を解明することが残された課題である。
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