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　大腸菌に お け る タ ン パ ク 質膜透過に は ，遣伝学的解析に よ り seeA ，secB ，　secD ，　secE ，∫8σF お よび sec 　Y などの 遣伝子

が関与す る こ とが示 され て い る．こ の うち SecA ，　SecB の タ ソ パ ク 質は 精製され ，
　 in　vitfe で それ らの 機能 が 詳細

に 解析され て い る．SecA は タ ン パ ク 質膜透過 に 必 須 の 膜表在性 タ ン パ ク 質 で あ り，膜透過 に 共役 し た ATPase

活性 を もつ ．SecB は 分泌型 タ ソ パ ク質 の 高 次 構 造 を膜透 過 に 適 した ほ ぐれ た （unfold ）状態に 保 つ 機 能 を もつ 細

胞質 タ ン パ ク 質 で あ る．した が っ て SecB は 膜透過装置を直接構成 して い る タ ン パ ク 質 で は な い ．一
方，　 SecD ，

SecF，　SecE，　SecYは す べ て 細胞質膜内在性 の タ ン パ ク 質 で あ り，膜透過装置を 構成す る と考 え ら れて い た が ，そ

の 機能は ほ とん どわ か っ て い な か っ た ，こ れ らの タ ン パ ク 質が 直接膜透 過 に 関与 し て い る か ど うか を 明 らか に す

る た め に は 各 因 子 の 精製 と，各 因 子 を リ ボ ソ ーム に 組 み込 み 膜透過活性 を 再現 （再構成）す る こ とが きわ め て 重

要 で あ る ，

　 可 溶化 した 未精製 の 大腸菌膜 タ ソ パ ク 質を リボ ソ ーム に 組 み 込 み ，膜透過活性を再構成す る こ とが 3 つ の グ

ル ープ に よ っ て報 告 され て い る．徳 田 ら り と Drieesenら 2）は，オ ク チ ル グ ル ク シ ドで 膜 を 可 溶化後，リ ボ ソ ーム

に 再構成 し，膜透過反応が ATP ，　SecA ，SecY を要求す る こ とを 報告 した．一
方，渡辺 ら

3）は コ
ール 酸で 膜 を可溶

化再構成 し，SccB 依存性 の 膜透過活性を検出した．コール 酸 で は SecY は 可溶化 されず ， プ ロ テ オ Pポ ソ
ーム 中

｝こ SecY は含まれ て い な か っ た た め，膜透過反応Pt　SecY は 必 要 で な い と報告し た ．した が っ て ，こ れ ら の 報告
で は ，SecY の 重要性 に 関 し統

一した 結論 は 得 られ な か っ た ．　 Brundage ら弓）は 可 溶 化 した 膜 タ ソ パ ク 質 を ，イ オ

ソ 交換 カ ラ ム に よ り部分精製 し，膜透過活性 を もつ リボ ソ ーム を 再構成 で きる画分を 得た ．こ の 画分 に は SecE，
SecY と Band1 とい う未同定 の タ ン パ ク 質 が 主 に 含まれて い るた め ，こ れら 3種 の タ ソ パ ク 質 が 膜透過装置 の 構

築 に 関与 して い る と結論 した ．し か し，SecE，　SecY ，　Bandl が 直接膜透過装置を 構成す る必 須 の 因 子 で あ る か ど

うか を 明 らか に す る に は，個 々 に 精製 した 各 タ ソ バ ク 質を用い た 厳密な検討 が 必 要 とされ て い た ．

　存在 量 が きわ め て少な い 膜内在 性 の 因 子 の 精製 を 容易 t・c す る た め，筆者 らの 研究室 で SecE
，
　SecY の 大量発現

が 試み られ た．secE ，　sec γ ma伝 子 を ク ロ ーソ 化 し，プ ラ ス ミ ド上 で tac プ ロ モ
ー

タ
ー

の 下 流 に つ な げ る こ と に よ り

大 腸 菌 細 胞内 で SecE と SecY の 大 量 発現 に 成功 した ．5）　SecE は 単独 で 大量発現す る こ とが で きた が SecY の 大量

発現は 単独 で は で きず，SecE が 大量発現 して い る時 に の み 可能で あ っ た ．こ の こ とは SecE，　SecYが相互 作用 し，
SecY 大量発現 の 毒性 を 大量発現 した SecE が 打 ち 消 して い るの で は ない か と考 え られ る，さらに SecE 大量発現

株 か ら の SecE の 精製 と，　 SecE，　SecY 大 量 発現株か ら の SecY の 精製 を 試 み た ．大量発現株 の 大腸菌細胞質膜 を

大腸菌 リ ソ 脂質存在 下 に ナ ク チ ル グ コ シ ドで 可溶化す る と，そ の 超 遠 心 上 清 に 95％ 以 上 の SecE，　SecY が 回 収 さ

れ る．SecE は 陰 イ オ ン 交換樹脂 （Mon ・Q ，
　pH 　7．5）と ゲ ル ろ 過 カ ラ ム ク 卩 マ ト グ ラ フ

ィ
ー

に ，　 SecY は 陽 イ オ ソ 交

換 樹 脂 （MonoS ，　pH 　6．95）と ゲ ル ろ過 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ
ーに か け る こ と ｝こ よ ウほ ぼ均

一
に ま で 精製され

た ．6，7）そ の 純度は い ず れ も80％以 上 で あ っ た ，

　精製 し た SecY ，SecE と 大腸菌 リ ソ 脂質 か らオ ク チ ル グ コ シ ド希釈法 に よ り再構成 し た リボ ソ
ー

ム は ATP と

SccA　iこ 依存 した 膜透過活性を もつ こ とが わか っ た．精製 した標品 に は SecE
，
　SccY 以外の 微量 の タ ソ パ ク 質が 存

在した が ，カ ラ ム ク pr ト グ ラ フ ィ
ーに お け る溶出 パ タ ーγ と再構成活性が 一致 した こ とか ら SecE と SecY が

必 須 の タ ソ パ ク 質で あ る こ とが わ か っ た，7）した が っ て SecA ，　SecE ，　SecY の 3 つ が膜透 過 装置 の 中 心 的役 割を 果

た す基 本単位である こ とが明 らか と な っ た．Brundageらの 報告した Bandlは精製標品中 に は 含 ま れ て お らず，
こ の タ ン パ ク 質 は 膜透過 に は 関与 して い ない と考 え られ る．

　他 の 膜内在 性 因子 で あ る SecD や SecF は ，遺伝学的解析か ら大 きな ペ リ プ ラ ズ ム の ドメ イ ン を もつ と考 え ら

れ タ ン パ ク質膜透過 の 後期 に 関与す る こ とが 示唆され て い る．こ れらの 因子 の 機能 に つ い て は まだ よ くわか っ て

お らず再構成活性 に どの よ うな 影響 を 与 え る の か，今後精製 され た 標品 を 用 い た 検討が待た れ る．

　大腸菌 の タ ソ パ ク 質膜透過 に は ATP と プ P ト ン 駆動 力 とい うふ た つ の エ ネ ル ギ ーが 必要 で あ る こ とが わ か っ

て い る，こ の エ ネ ル ギ ーが 膜透過装置を構成す る 因子 に 伝達 され ，前駆 体 タ ン パ ク 質 と相互 作 用 しな が ら ど の よ

うな機構 で 膜透過 が お こ なわ れ る の か ，よ り詳細な解析が今後の 課題で あ る．
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