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研究成果の概要（和文）：本研究では、制御された膜内におけるタンパク質切断（Regulated intramembrane 
proteolysis: RIP）を触媒する膜内切断プロテアーゼ（Intramembrane cleaving protease: I-CLiP）を取り上
げ、I-CLiPが膜内部や膜近傍において、いかにして基質を認識するのかを明らかにすべく、立体構造解析と生化
学的な機能解析に取り組んだ。その結果、Site-2 proteaseファミリーに属する細菌由来のRsePには、基質結合
に関わる特徴的な膜内β-シート構造があることを示す結果が得られ、膜内部における基質の構造変化に関する
理解が進んだ。

研究成果の概要（英文）：In this project, we carried out structural and biochemical studies on 
intramembrane cleaving protease (I-CLiP) that catalyzes the regulated intramembrane proteolysis 
(RIP) so as to elucidate molecular mechanism by which I-CLiP recognizes its substrate membrane 
protein in the trans-membrane and juxta-membrane regions. Specifically, we studied on bacterial 
RsePs belonging to the site-2 protease family. It has been shown by our work that bacterial RsePs 
possess a characteristc intramembrane β-sheet implicated in the substrate binding. Our results 
contributed to a further understanding of conformational change of substrate membrane proteins 
within the transmembrane region. 

研究分野：構造生物学
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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、生体膜上において膜貫
通型タンパク質の膜内配列が切断を受ける
現象を指す。RIP は、膜内部という疎水的環
境下で起こる加水分解反応であり、非常にユ
ニークな生化学的反応である一方、切断され
る基質が転写因子や受容体リガンドの前駆
体タンパク質であることから、細胞内シグナ
ル伝達の一様式としても考えられている生
命現象である。また、アミロイド前駆体タン
パク質の RIPによって生じる Aβペプチドが
アルツハイマー病特有の老人斑を形成する
という例にも代表されるように、RIP は様々
な疾患の発症にも関わっていることから、医
学的にも注目を集める生命現象である。RIP
を触媒するのは、膜内切断プロテアーゼ
（Intramembrane-cleaving protease: I-CLiP）と
呼ばれる膜内在性のプロテアーゼであり、金
属プロテアーゼ型の Site-2 Protease (S2P)、ア
ス パ ラ ギ ン 酸 プ ロ テ ア ー ゼ 型 の
γ-secretase/SPP、セリンプロテアーゼ型の
Rhomboid の 3 つのファミリーが同定されて
いる。上述のように、これら I-CLiPの多くは
シグナル分子の切断に関わっており、例えば、
真核生物から原核生物まで広く存在する S2P
ファミリーは、ステロール代謝制御やストレ
ス応答などに関わる転写因子を活性化する。
γ-secretase は、アミロイド前駆体タンパク質
の RIPに関わるのみならず、形態形成に関わ
るシグナル分子 Notchの切断なども行う。ま
た、Rhomboid ファミリーは、成長因子前駆
体を膜から遊離させることが知られている。 
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、これを触媒する I-CLiPに関しても
精力的な立体構造解析が展開されてきた。課
題申請の時点でも、細菌や古細菌由来の
I-CLiP に関しては研究が進んでおり、3 つの
ファミリー全てについて少なくとも 1例ずつ
は全長構造が報告されていた。一連の構造解
析から、I-CLiPの活性中心が脂質二重層の内
部に存在しており、加水分解反応に必要な水
分子を活性中心へと運ぶためのチャネルが
膜内に形成されていることが明らかになっ
ていた。しかしながら、これらの構造はいず
れも I-CLiP単独の状態のものであり、I-CLiP
が基質をいかにして認識しているかという
問いに対しては明確な答えは得られていな
かった。そこで、研究代表者は、S2P ファミ
リーの I-CLiPである RsePをとりあげ、構造
生物学的な見地から基質認識の分子機構の
解明に取り組むこととした。 
 
２．研究の目的 
 
研究代表者は、先行研究の結果に基づいて、
「I-CLiPは、基質のサイズ変化を認識する」
というモデルを提唱し、RIP に関する構造機

能解析を進めていた。RIP の多くでは、基質
膜タンパク質は可溶性領域が切り取られた
後に膜内部で切断を受けるが、この 2段階切
断の詳細な分子機構は明らかではなかった。
研究代表者は、S2Pファミリーの I-CLIPであ
る RseP の可溶性領域に存在する 2つの PDZ
ドメイン(PDZ タンデム)の立体構造を決定し、
ポケット状の構造体を形成することを示し
た。そして、変異体解析に基づき、PDZタン
デムがフィルターとして機能することで１
段階目の切断後の基質のサイズ変化を識別
し、活性部位への取り込みを制御すると考え
た。本研究課題では、膜外・膜内における基
質認識の分子機構をさらに深く理解すべく、
全長 RseP の立体構造解析と機能解析に取り
組むこととした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）RsePの X線結晶構造解析 
大腸菌を宿主として、細菌由来の RsePを複
数種大量発現させ、界面活性剤で可溶化する
ことで精製を行なった。精製タンパク質は脂
質キュービック相（LCP）に組み込み、結晶
化条件の探索を行なった。また、結晶化の促
進を目的として、RsePの可溶性ドメインを認
識するモノクローナル抗体の断片を結晶化
シャペロンとして使用した。微結晶が析出し
た場合は、大型放射光施設 SPring-8の微小結
晶用ビームライン BL32XUを利用し、X線回
折実験を行なった。 
 
（２）RsePの生化学的機能解析 
基質認識の作用機序の解明を目的として、

RsePに対して変異導入を行ない、機能評価を
行なった。機能評価の実験は、連携研究者で
ある秋山芳展教授との共同研究によって行
なった。また、結晶化の促進を目的として変
異導入を行なった際も、生化学的な実験を行
なって変異体の機能評価を行なった。 
 
（３）基質膜タンパク質のスペクトル測定 
基質膜タンパク質の膜内での状態を検証す
べく、研究分担者である佐藤毅教授との共同
研究でラベル化した基質膜タンパク質の化
学合成とスペクトル測定を行なった。 
 
４．研究成果 
 
（１）RsePの X線結晶構造解析 
先行研究において取得していたRsePを認識
するモノクローナル抗体から Fab断片を調製
した。まず、パパインによって Fc領域と Fab
領域を切断した後、抗原の部分断片を固定化
したカラムを用いて、Fab 断片をアフィニテ
ィー精製した。この手法によって Fab断片は
高純度で精製できたが、全長の RseP の結晶
化を促進する効果が見られなかった。 
 
（２）RsePの生化学的機能解析 



	 本研究における最大の研究成果は、実験結
果に基づいて膜内における基質結合に関す
るモデルを提唱できたことである。RsePの全
長タンパク質の立体構造は未解明であるが、
配列解析から、その膜貫通部位には細胞内膜
に発現するタンパク質としては例外的に β-
シート構造が存在すると予測された。本研究
では、この特徴的なモチーフが切断反応に寄
与するという仮説を立て基質との架橋実験
などを行なった結果、この RseP の推定 β-シ
ート領域が基質の結合部位であることを示
すデータが得られた。RsePの基質である１回
膜貫通型のタンパク質は単独では α-ヘリッ
クス構造をとるが、この推定 β-シート領域と
相互作用することで切断を受けやすい状態
へと構造変化する可能性が示された。 
	 研究代表者は、先行研究において RseP の
ペリプラズム領域が基質のサイズ変化を認
識するフィルターとしてはたらくというモ
デルを提唱した。そして、本研究では、フィ
ルターを通って RseP に取り込まれた基質が
どのように活性部位に提示されるのかとい
うことについて妥当性の高いモデルを提唱
するに至った。一連の結果は、膜内配列切断
の反応機構の理解を深化させる重要な研究
成果であると考える。 
 
（３）基質膜タンパク質のスペクトル測定	  

RseP の基質の膜貫通-膜近傍領域のペプチ
ドを化学合成し、固体 NMR測定を行なった。
その結果、推定膜貫通領域は脂質二重層に組
み込まれるものの、ヘリックス構造がほどけ
やすい性質があることがわかった。このNMR
解析から、今後の基質認識機構の解明に向け
た研究において有用な基質の物性に関する
情報が得られた。 
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