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研究成果の概要（和文）：大腸菌の熱ショック応答転写因子シグマ３２は、短寿命であり、

膜結合型 ATP 依存性プロテアーゼ FtsH によって主に分解を受けることが知られているが、

そのメカニズムは不明な点が多い。最近、研究協力者の由良は、遺伝学的解析から、膜タ

ンパク質の生合成に関わる SRP 経路が、シグマ３２の分解に関与するとの知見を得ていた。

本研究では、シグマ３２を対象として、部位特異的 in	 vivo光架橋法を用い、シグマ３２

と SRP の構成因子 Ffh が、生きた細胞内で直接近接していることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：In	 Escherichia	 coli.,a	 heat	 shock	 responsible	 transcription	 
factor,	 sigma	 32	 is	 mainly	 and	 rapidly	 degraded	 by	 a	 membrane-bound	 ATP	 dependent	 
protease,	 FtsH.	 	 However,	 precise	 molecular	 mechanisms	 of	 its	 degradation	 remain	 
poorly	 understood.	 Using	 genetic	 analysis,	 Dr.	 Takashi	 Yura,	 one	 of	 our	 collaborators	 
recently	 proposed	 that	 the	 SRP	 pathway	 involved	 in	 membrane	 protein	 biogenesis	 plays	 
a	 significant	 role	 in	 the	 sigma	 32	 degradation.	 	 In	 this	 study,	 we	 carried	 out	 
site-specific	 in	 vivo	 photo	 crosslinking	 analysis	 targeted	 to	 the	 sigma	 32	 and	 found	 
that	 Ffh	 protein,	 a	 member	 of	 the	 SRP	 is	 in	 close	 proximity	 to	 the	 sigma	 32.	 	  
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１．研究開始当初の背景 
σ32は半減期 1 分と極めて短寿命の熱ショッ
ク応答転写因子であり、in	 vivo では膜結合
型の ATP 依存性プロテアーゼ FtsH により速
やかに分解を受ける。σ32 により制御される
遺伝子群（分子シャペロンやプロテアーゼ等
をコードしている）の発現は、熱ショックに
よる発現上昇後、分子シャペロン GroEL や
DnaK によってフィードバック阻害を受ける。
これら分子シャペロンの働きによりσ32 の分
解が促進されると考えられているが、この分
解制御機構は未だ不明な点が多い。実際、精

製可溶化 FtsH タンパク質を用いたσ32の in	 
vitro 実験においては、GroEL,	 DnaK 等の添
加による分解の促進は観察されず、更なる未
知因子の存在が示唆されていた。	 
	 近年、研究協力者の由良らは、分子シャペ
ロンに依存したフィードバック阻害が起こ
らなくなる染色体上の変異を分離すること
により、膜タンパク質の膜へのターゲットに
関わる因子 FtsY（SRP レセプター）がこの制
御に関与するとの知見を得た。更に、トラン
スロコン（タンパク質膜透過装置）の中心因
子 SecY 変異体を用いた解析から、膜タンパ
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ク質の膜への組み込み反応に異常を持つ
secY変異株を用いた時に、分子シャペロンに
よるフィードバック阻害が起こらなくなる
ことを見いだした。一方、タンパク質の分泌
に不全を持つ secY 変異株を用いた際にはそ
うした効果は観察されなかった。また、σ32

は、精製シグナル認識粒子(SRP)と直接相互
作用できるが、フィードバック阻害不全のσ
32 点変異体では、SRP との相互作用能が劇的
に低下することも明らかとした。以上の結果
から、「σ32 は、SRP 経路により細胞質膜上
のトランスロコンにターゲットされ、その後
FtsH に受け渡されて速やかに分解を受ける。
分子シャペ
ロンは、こ
の過程を促
進する。」と
の全く新し
い作業仮説
（右図）を
提案した。
しかしなが
ら、上記の
遺伝学的知見は、この新規モデルを強く支持
しているものの、各因子との in	 vivoでの直
接的な相互作用を含めた実験的検証は必ず
しも十分とは言えない。加えて、1)σ32と SRP
は、いつ相互作用するのか？（翻訳完了後か
翻訳途上時か？）2)分子シャペロンは、どの
段階でどのように機能しているのか？
3)SecY とσ32 は、直接相互作用しているの
か？4)膜へのターゲットの意義は何か？
5)FtsH へのσ32受け渡しの機構は？等、興味
深い疑問点がたくさん残されている。	 
 
２．研究の目的 
	 上記のように由良らによって提案された
上記作業仮説の実証を目指して、σ32 分子を
ターゲットとして、網羅的な部位特異的 in	 
vivo光架橋実験を進める。	 
	 本研究においては、米国のシュルツらが開
発した手法を利用する。変異型 tRNA 合成酵
素と変異型 tRNA を発現する菌株を利用する
事で、目的タンパク質内に導入した amber 変
異の位置に、部位特異的に光反応性アミノ酸
アナログ pBPA（p ベンゾイルフェニルアラニ
ン）を取り込ませる事が出来る。この pBPA
導入型タンパク質を発現する大腸菌を、直接
紫外線照射する事により、in	 vivo で、タン
パク質上の pBPA に近接する因子との間に化
学架橋を形成させる事が可能となる。この実
験系を利用することで、生きた細胞内で生じ
ている一過的なタンパク質間相互作用をア
ミノ酸残基の空間分解能で解析できること
が、我々の先行実験等から明らかとなってい
る。	 
	 上記実験手法に加え、タンパク質合成の途

中の状態をミミックした翻訳途上鎖を in	 
vivoで安定に作製する方法（方法の項で詳し
く記載）を組み合わせることで、合成途上の
色々な段階のσ32 翻訳途上鎖と相互作用する
タンパク質分子を光架橋の手法により網羅
的に同定する。平行して、完全長σ32 を用い
て同様の実験を進める。	 
	 以上の実験により、σ32 と SRP の因子や
SecY トランスロコンとの物理的近接を明ら
かにする。	 
	 更には、Pulse-chase 実験と光架橋法を組
み合わせる事により、分子シャペロン GroEL,	 
DnaKとσ32が相互作用するタイミングを明ら
かにし、分子シャペロンによるフィードバッ
ク阻害の作用機構の解明を目指す。	 
	 
３．研究の方法 
	 目的の項でも記したように、以下の２つの
方法により解析を進める。	 
(１）合成途上鎖を用いた解析	 
	 SRP による膜タンパク質のトランスロコン
へのターゲットは、タンパク質の合成と共役
して起こると考えられている。よって、σ32

の膜へのターゲット機構も同様に翻訳と共
役して生じている可能性が考えられる。そこ
で、SecM タンパク質が持つ翻訳停止配列（リ
ボソーム内壁との特異的相互作用を介して、
生細胞内でタンパク質合成を停止させるア
ミノ酸配列）をσ32の C 末端領域に付加した
融合タンパク質を構築する。これらを細胞内
で発現させることにより、長さの異なる合成
途上鎖を安定かつ系統的に作製する。この際、
σ32の色々な部位に amber 変異を導入するこ
とにより、光反応性のアミノ酸アナログ pBPA
を様々な部位に取り込ませる。その後、in	 
vivo光架橋実験を行う事で、タンパク質合成
の各ステップで、近接するタンパク質因子を
同定する。系統的な解析を通して、σ32の合
成から分解に到る細胞内イベントをスナッ
プショットとして切り取り、各ステップでの
タンパク質間相互作用を網羅的に解析する。	 
(２）完全長σ32を用いた解析	 
	 一般的な膜タンパク質の場合と異なり、σ
32の分解における SRP の関与が、σ32の翻訳
完了後に生じている可能性も十分に考えら
れる。そこで、完全長のσ32分子に対しても
同様に網羅的な in	 vivo光架橋実験を進める。	 	 
	 
	 既に述べたように、DnaK,	 DnaJ,	 GroEL,	 SRP,	 
SecY,	 FtsH 等の因子がσ３２の分解に関与す
る可能性が考えられる。そこで、これらの変
異株中で上記架橋実験を行い、変異の架橋形
成効率に与える影響等を調査する事で、各因
子の役割を検討する。	 
	 更には、pulse-chase 実験と組み合わせる
事により、架橋形成における時間経過も検討
し、相互作用の順序等についても考察を行う。	 



	 
４．研究成果	 
	 本研究期間中においては、簡便に実験を進
める事が可能な完全長のσ32 分子を対象にし
た in	 vivo 光架橋実験を行った。特に、σ32

分子内の、シャペロンによるフィードバック
制御に関与することが知られている 2.1 領域
（σ32のアミノ末端近傍の領域）に着目して、
この領域に系統的に pBPA 変異体を作製し解
析を進め、以下のような成果を得た。	 
	 
(１）2.1 領域内の幾つかのアミノ酸残基を
pBPA に置換した変異体において、これまで相
互作用することが知られていた DnaK,	 DnaJ
との架橋に加えて、SRP の構成因子である Ffh
とσ32との架橋を検出することに成功した。	 
	 
(２）Ffh との架橋形成の効率や、架橋バンド
の SDS-PAGE 上のパターンは、SRP の膜上レセ
プターとして働く ftsY の変異株や、タンパ
ク質の膜組み込みに関与する secY の変異株
を用いた際に変化することも見いだした。	 
	 
(３）フィードバック制御が不全となったσ32

分子内のシスの変異を組み合わせることに
より、Ffh との架橋形成の効率やパターンに
変化が観察された。	 
	 
	 以上の知見は、由良博士によって提案され
た作業仮説を強く支持する結果であると共
に、σ32と SRP が生きた細胞内で直接近接し
ていることを示す最初の例となった。	 
	 
(４）上記の架橋バンドに加え、未同定の架
橋バンドも多数検出している。σ32の分解に、
未知の因子が関与している可能性が強く示
唆される。これら架橋産物を精製し、質量分
析等の手法により相手因子を同定する事に
より、σ32 の分解過程の全容が明らかにでき
るものと期待される。現在、架橋複合体の精
製系の確立を進めている。	 
	 
(５）非常に強力な UV 照射装置を用いた
pulse-chase 実験の条件検討も平行して進め
ている。予備的な実験結果ではあるが、極め
て短時間（１秒以内）の光照射により有意な
架橋バンドを検出することに成功しており、
架橋形成効率の時間依存的な変化も確認し
ている。更なる条件検討により、経時的な相
互作用の変化を調べることが可能になると
期待される。	 
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