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研究成果の概要（和文）： 
	 本研究では、膜内配列切断という特殊なタンパク質加水分解反応において、いかにして
基質認識が制御されているかを明らかにすべく、大腸菌由来の S2Pホモログである RseP
を取り上げ、立体構造解析及び機能解析に取り組んだ。RseP のオルソログの有するペイ
プラズム側に存在する可溶性ドメインについては結晶構造の決定に成功し、また、この領
域が基質取り込みに関与することを示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
	 In this project, we carried out structural and biochemical studies on bacterial 
intramembrane proteases so as to elucidate the molecular mechanism of substrate 
recognition in the regulated intramembrane proteolysis (RIP). We successfully 
determined the crystal structure of the periplasmic domain of the intramembrane 
protease. In addition, we found that the domain is involved in the substrate 
discrimination in the course of RIP. 
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１．研究開始当初の背景 
	 膜内配列切断（Regulated Intramembrane 
Proteolysis: RIP）は、生体膜上において特定
の膜タンパク質の特定の膜内配列が切断を
受ける現象を指す。この RIPを触媒するのは、
膜内切断プロテアーゼ（ intramembrane 
cleaving protease: I-CLiP）と呼ばれる特殊
なプロテアーゼであり、現在までのところ、

金属プロテアーゼ、アスパラギン酸プロテア
ーゼ、セリンプロテアーゼの 3種の膜内切断
プロテアーゼファミリーが同定されている。
いずれの膜内切断プロテアーゼも活性中心
は膜内部にあると考えられており、そもそも
加水分解反応であるタンパク質切断が疎水
的な膜内で如何にして触媒されているのか
ということは生化学的な観点から非常に興
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味深い問題である。この RIPという名を世界
に知らしめたのは、アルツハイマー病とγ-
セクレターゼとの関連である。γ-セクレター
ゼはアミロイド前駆体タンパク質の膜内切
断を行うが、切断によって生じたアミロイド
βペプチドが凝集し脳においてアルツハイ
マー病特有の老人斑を形成するとされてい
る。 
	 実際、RIP は単なる生化学反応ではなく、
細胞膜上におけるシグナル伝達反応の一つ
として注目される生命現象でもある。RIPに
おいて基質となる膜タンパク質の多くは、転
写因子や受容体リガンドの前駆体であり、膜
内プロテアーゼによって膜から切り離され
ることにより活性化され、遺伝子の発現誘導
や受容体の活性化が起きる。上述のγ-セクレ
ターゼも、アミロイド前駆体の切断とは別に、
Notchタンパク質を切断する機能を有し、細
胞の分化などにおけるシグナル伝達に関わ
っている。 
	 このように RIPは、生化学的観点のみなら

ず、医学生理学的観点からも興味深い現象で
あるため、反応機序の解明に向けて、立体構
造解析も精力的に行われていた。研究開始時
点でもすでに、いくつかの膜内切断プロテア
ーゼに関して立体構造が決定されており、水
分子がアクセス可能なポケットが膜内に形
成されていることや、活性中心が確かに膜内
部にあることは明らかにされていた。しかし
ながら、基質となる膜タンパク質がいかにし
て特異的な認識を受けているのかという一
番重要な問題に関しては、全くもって説明が
なされていなかった。一般に、プロテアーゼ
による基質の認識には、活性中心が直接認識
に関わるエンドサイト認識と活性中心とは
離れた領域が認識を行うエキソサイト認識
が知られる。膜内切断においては、基質もプ
ロテアーゼも膜内領域は疎水性残基に富ん
でおり、エンドサイト認識が行われていると
するならば、疎水性残基同士でどのような特
異的認識が成り立ちうるのかという疑問が
生じる。また、エキソサイトが重要であると
するならば、それがどこに存在するのかとい
うことが興味深い問題となってくる。本研究
の最重要課題は、まさにこの特異的認識の作
用機序の解明であり、金属プロテアーゼ型の
膜内プロテアーゼである site-2 protease

（S2P）ファミリーを取り上げ、Ｘ線結晶解
析を用いることで、これに取り組むこととし
た。 
 
２．研究の目的 
	 S2Pは、原核生物から真核生物まで広く存
在する膜内切断プロテアーゼであり、その多
くはストレス応答に関与する。S2Pは site-1 
protease（S1P）と協調して働き、膜結合型
の転写因子前駆体を切断する。S1P と S2P
は二段階の切断を行うが、S2P は必ず S1P
によって切断された後の基質を認識し膜内
切断を行う。研究代表者は、先行研究におい
て、大腸菌の有する S2Pホモログ RsePの構
造機能解析を行い、基質認識制御に関する非
常に興味深い事実を明らかにしていた。RseP
のペリプラズム領域には２つの PDZ ドメイ
ンが存在しているが、申請者が研究を開始す
る以前は、この PDZ タンデム領域は、基質
認識には関わっていないという説が有力で
あった。そのような状況の中、研究代表者は、
キメラタンパク質を用いた生化学的解析と
いう独創的な切り口から、PDZドメインがエ
キソサイトとして認識に関わるという、新た
な活性調節のモデルを提唱していた。本研究
では、これらの予備的データに基づいて、
PDZタンデムや全長のRsePの立体構造解析
を行い、また、並行して機能解析も進めるこ
とで、PDZタンデムが切断反応にどのように
関わっているかを検証することとした。 
 
３．研究の方法 
（１）RsePの立体構造解析 
①PDZタンデムの構造解析 
	 本研究では、この PDZ タンデム領域を可溶
性断片として発現・精製し、構造解析を行っ
た。まず、PDZ タンデム断片をグルタチオン
-S-トランスフェラーゼ（GST）と融合させて
発現し、GSTに対するアフィニティーカラム
を用いて精製を行った。さらに GST断片を
プロテアーゼによって切断した後、ゲルろ過
クロマトグラフィーによって最終精製を行
った。シッティングドロップ蒸気拡散法用の
96穴プレートを使用して、ランダムスクリー
ニングによって結晶化条件の探索を行った。
結晶化条件の最適化には、ハンギングドロッ
プ蒸気拡散法を用いた。得られた結晶は抗凍
結剤で処理した後、シンクロトロン放射光施
設において X線回折データの収集を行った。
X線回折データの処理には、プログラム
HKL2000を用い、位相決定や構造の精密化
には CCP4 program suiteを使用した。 
	 また、溶液構造解析のための X線小角散乱
データは、SPring-8 BL-45XUにおいて測定
した。解析は ATSASのプログラムを使用し
た。	 
 



②全長タンパク質の結晶化 
	 RsePやそのオルソログは 4回膜貫通型の
膜内在性タンパク質であるため、大量発現を
行う場合も、膜上に発現させる必要がある。
本研究では、特に細菌型のオルソログを主な
対象としたため、大腸菌を宿主細胞として用
いて発現系の構築に取り組んだ。一般的な大
腸菌発現系では、菌体破砕の後、可溶性画分
を回収しタンパク質を精製するが、本研究で
は、膜上に発現させた RsePを精製するため、
菌体破砕後に超遠心分離によって膜画分を
回収した。そして、膜画分から界面活性剤を
用いて RsePを可溶化した後、クロマトグラ
フィー操作によって単離精製した。膜タンパ
ク質の結晶化においては、可溶化に用いる界
面活性剤によって結晶化の成否が左右され
る。このため、本研究でも各種界面活性剤を
使用し、RsePを安定に精製出来る界面活性
剤を探索した。また、結晶化の成功率を高め
ることを目的として、全長タンパク質に特異
的に結合する抗体を作製し、その Fab断片を
結晶化シャペロンとして用いた。 
 
（２）RsePの機能解析 
	 大腸菌由来の RsePとオルソログのキメラ
タンパク質を作製し、RsePのどの領域・モ
ジュールが基質認識や切断活性に影響を及
ぼすかを調べた。RsePは大腸菌の生育に必
須のタンパク質であることを利用して、変異
体が RsePの機能を相補するか否かを調べる
ことによって、基質の切断活性を評価した。
また、エピトープタグ付きの RseAをモデル
基質として大腸菌内に発現させることで、
RseAの切断状態をWestern blotting法によ
って解析した。 
	 
４．研究成果	 
(1) RseP の立体構造解析	 
①	 PDZ タンデムの構造解析	 
	 まず、大腸菌由来の RseP の PDZ タンデム
について結晶化を行ったが、構造の柔軟性が
高いためか、全く結晶は得られなかった。そ
こで、超好熱菌 Aquifex	 aeolicus 由来のオ
ルソログタンパク質の遺伝子をクローニン
グし、この PDZ タンデムを同じく可溶性断片
として、発現・精製し、結晶化に取り組んだ。
また、この PDZ タンデムに特異的に結合する
モノクローナル抗体から Fab 断片を調製し、
結晶化シャペロンとして用いた。広範な条件
探索の結果、最終的に、PDZ タンデム単独の
状態と Fab との複合体の状態の両方で、結晶
を得ることに成功した。PDZ タンデム単独の
条件で得られた結晶からは、2.8	 Å 分解能の
回折データが得られ、Fab 複合体の結晶から
は、2.2	 Å 分解能の回折データが得られた。	 
	 構造解析の結果、この Aquifex由来の RseP
の PDZ タンデムにおいては、2 つの PDZ ドメ

インは、互いのリガンド結合部位を向かい合
わせにしており、ポケット状の構造を形成し
ていることが分かった。また、PDZ タンデム
単独の状態と Fab 複合体の状態で、ドメイン
間の角度に顕著な違いが見られた。そこで、
本研究では、X 線小角散乱法を用いた溶液構
造解析にも取り組み、結晶のパッキングの影
響を受けない溶液状態での PDZ タンデムのコ
ンフォーメーション変化も調べることとし
た。解析の結果、溶液状態の PDZ タンデムに
おいては、PDZ ドメイン同士が接近して、閉
じた構造をとっている可能性が示唆された。	 
	 本研究では、さらに結晶が得られなかった
大腸菌由来の RseP の PDZ タンデムに関して
も、同様の溶液構造解析を行った。この大腸
菌由来の PDZ タンデムにおいては、2つの PDZ
ドメインは 6残基のリンカーでむずばれてお
り、分子の柔軟性が非常に高い。また、個々
の PDZ	 ドメインは、小型の楕円体状の構造を
とっているため、小角散乱データのみからは、
一義的な構造を推定することは不可能であ
った。そこで、大腸菌由来の PDZ タンデムに
おいても、2 つの PDZ ドメインは閉じたポケ
ット様の構造をとっていると仮定して、構造
予測を行ったところ、モデルから計算した理
論的な散乱カーブと実験から得られた散乱
カーブの間で、非常に高い相関が得られた。	 
	 以上の構造解析から、PDZ タンデムが閉じ
たポケット様の構造を形成することは、RseP
やそのオルソログに共通した性質であるこ
とが示唆された。また、PDZ タンデムを持た
ないホモログタンパク質との配列比較から
は、この PDZ タンデムが形成するポケット様
の構造体は、膜表面にあって、膜内に埋もれ
た活性中心に覆い被さるような配置をとっ
ている可能性が考えられた。これらの知見を
総合し、研究代表者らは、PDZ タンデムが基
質取り込みを制御するサイズ排除フィルタ
ーとして機能しているという説を提唱した。	 
②	 全長タンパク質の結晶化	 
	 大腸菌由来の RseP やそのオルソログタン
パク質の遺伝子をクローニングし、全長タン
パク質の発現系を構築した。顕著な発現が見
られたものは、順次大量培養し、精製条件の
検討を行った。オルソログタンパク質の一部
については高発現が見られ、また精製後の安
定性も高いものも見出された。それらのオル
ソログタンパク質については、結晶化条件の
探索にも取り組んだが、結晶を得るには至ら
なかった。	 
	 そこで、本研究では、結晶化を促進するた
め、上記の PDZ	 タンデムと同様に、オルソロ
グタンパク質に特異的に結合する抗体を作
製した。複数の抗体について、Fab とホモロ
グタンパク質の安定的な結合を確認できた。	 
(2) RseP の機能解析	 
	 本研究では、PDZ タンデムの切断反応にお



ける役割を検証するため、大腸菌由来の RseP
とそのオルソログのキメラタンパク質を作
製し、機能解析を行った。この実験では、RseP
の生理的基質である RseA に対する切断活性
が非常に低いオルソログタンパク質を用い
て、キメラタンパク質を作製した。低活性型
のオルソログの PDZ	 タンデムを大腸菌由来
の RseP の配列に置き換えたところ、活性の
顕著な増加が見られたことから、当初は、PDZ
タンデムが基質の配列を認識するためのモ
ジュールであると考えた。しかしながら、そ
の後の詳細な解析から、PDZ	 タンデムは配列
特異的な認識を行っているのではないこと
を示すデータが得られた。これらのキメラ解
析の結果と前述の構造情報を元に、研究代表
者らは、基質認識におけるサイズ排除モデル
を提唱した。	 
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