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研究成果の概要（和文）：大腸菌膜タンパク質品質管理機構に関わる因子の作用メカニズ

ムと相互作用、並びに生理的役割の全体像を解明することを目的として研究を行い、

膜内タンパク質切断に関わる膜プロテアーゼ (RseP, GlpG) の細胞機能及び基質認識

機構等について明らかにし、また、分泌タンパク質の膜透過に関わる膜複合体、SecYE
（トランスロコン）及び SecDF の構造を解明して、その作用機構を提唱した。さらに

新たな膜ストレス応答関連因子を同定した。 
 
研究成果の概要（英文）：We studied the structures and functions of cellular factors 
participating in quality control of E. coli membrane proteins.  We revealed the cellular 
functions and substrate recognition mechanisms of intramembrane cleaving proteases, 
RseP (S2P family) and GlpG (Rhomboid family). We also elucidated the structures of SecYE 
(translocon) and SecDF, membrane complexes involved in protein translocation, and 
proposed the mechanism of their actions. In addition, we identified proteins whose 
functions would be related to ‘membrane stress responses’. 
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１．研究開始当初の背景 
 
膜タンパク質は、膜構造を構築する基本的構
成因子であるとともに、機能分子として膜を
越えた情報や物質の移行を媒介し、膜機能に
必須の役割を果たしている。従って、膜タン

パク質が正しく機能を発現するための「品質
管理」は、膜機能、ひいては細胞機能の維持
に欠くことが出来ない。しかしながら、細菌
膜におけるタンパク質の品質管理や動態に
ついての知見は極めて限られたものであっ
た。我々は、本研究に先立って行ってきた、
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大腸菌における膜タンパク質の生合成や分
解の過程に関する研究を統合・発展させ、膜
ストレスに対する細胞の応答も含め、より広
い視野から膜タンパク質の品質管理機構を
明らかにし、理解することを意図して研究を
行った。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、膜タンパク質の生合成、機能維
持と制御、分解等の諸過程をグローバルな
「品質管理機構」としてとらえ、これに関わ
る因子の作用メカニズムと生理的役割の全
体像を解明することを目的とした。特に、膜
タンパク質の正しい膜組み込みと機能的構
造の形成における他タンパク質膜透過装置
と関連因子の役割、膜プロテアーゼによる膜
タンパク質の分解・切断による膜からの除去
や機能制御等の過程、さらには異常な膜タン
パク質の蓄積等により生じる「膜ストレス」
の実態とそれに対する細胞の応答に注目し、
その分子機構とこれに関わる緒因子の相互
作用に注目して研究を進めた。 
 
３．研究の方法 
 
モデル生物大腸菌を材料とし、対象タンパク
質の精製、in	 vitro再構成実験、クロスリン
ク実験、パルスチェイス実験、変異株の分離
と変異タンパク質の解析といった、様々な生
化学、細胞生物学、遺伝学的手法に加え、X
線結晶構造解析等による構造生物学的手法
やコンピューターシミュレーションも駆使
した幅広いアプローチにより、以下問題に取
り組んだ。 
	 
(1)表層タンパク質の biogenesis/assembly
機構の解析。膜タンパク質の正しい膜組み込
みや分泌タンパク質膜透過に働くトランス
ロコン(SecYE(G))と関連因子(SecDF)の構造
を決定し、構造・機能相関を明らかにするこ
とで、トランスロコンの役割の解明を目指し
た。	 
	 
(2)表層（膜）ストレス応答機構と膜プロテ
アーゼの役割の解析。膜タンパク質の特異的
切断による機能制御に関わる RIP プロテアー
ゼ	 RseP・GlpG、や、膜タンパク質品質管理
に関わるプロテアーゼ FtsH・HtpX とその相
互作用因子の構造と機能制御機構の解明、さ
らに、異常な膜タンパク質によるストレス応
答誘導機構の解明を目指した。	 
	 
４．研究成果	 
	 
(1)	 シグマ E経路表層ストレス応答において
膜を越えたストレスシグナルの伝達に必須

の役割を果たす S2P ファミリー膜内切断プロ
テアーゼ RseP、並びに、膜を基盤とした様々
な生体機能に関わる Rhomboid ファミリー膜
内切断プロテアーゼのホモログ GlpG の活性
部位の環境について、活性部位周辺領域への
Cys 残基導入と、その膜不透過性試薬による
修飾を指標としたシステマティックな解析
を行い、これらプロテアーゼの活性部位が脂
質二重層内部に存在するドメイン内にある
事を示した。	 
	 
(2)	 構造解析により、RseP が二つの PDZ ドメ
インを持つこと、これら PDZ ドメインが
circular	 permutateした一次配列を持つこと
を示した。さらに、変異解析からこれら特に
N末端側のPDZドメイン(PDZ-N)へのリガンド
結合が RseP の機能制御に関わることを示唆
した。また、RseP の基質結合に重要な領域と
して、3 番目の膜貫通領域(TM3)を同定し、TM3
が直接基質結合に関わる可能性を示した。さ
らに、RseP による基質切断に重要な、基質膜
貫通部位中の Helix-dstablizing 残基が、
RseP の基質との相互作用を促進することを
明らかにした。	 
	 
(3)	 GlpG の結晶構造から、その第 1 及び第 2
膜貫通領域	 (TM1 と TM2)	 の間に存在するペ
リプラズムループ L1 が酵素の本体から外側
へ大きく突き出した特異な構造を持つこと
が示された。我々は L1 が部分的に膜に埋も
れており、L1 に存在する保存性の高い WR モ
チーフが GlpG のプロテアーゼ活性発現に重
要であることを示し、L1 ループが脂質との相
互作用を通じて、GlpG の活性調節に関与する
可能性を示唆した。また、GlpG による基質の
切 断 は 、 基 質 膜 貫 通 領 域 の
Helix-dstablizingr 残基により促進される
こと、予想外に局所的親水性度の高い領域で
基質切断が起こることを示し、Rhomboid	 プ
ロテアーゼによる新たな基質切断機構を提
唱した。	 
	 
(4)	 大腸菌及び枯草菌の S2P ホモログ（RseP
並びに RasP）が in	 vivoで様々な分泌タンパ
ク質のシグナルペプチドを含むモデル基質
を切断しうることを見出した。さらに、分泌
タンパク質の in	 vitro 膜透過反応に伴って
生じるシグナルペプチドを検出する系を構
築し、RseP が、真性のシグナルペプチドの分
解を行いうることを示した。これらの結果か
ら、細菌においては、S2P プロテアーゼがシ
グナルペプチド分解に主要な役割を果たす
ことを提唱し、細菌 S2P プロテアーゼが膜タ
ンパク質品質管理に関わる新たな役割を持
つことを示唆した。	 
	 
(5)	 GlpGにより切断を受けるモデル基質の切



断部周辺領域を対象とした詳細な変異解析
を行い、GlpG が他のロンボイドプロテアーゼ
の解析から提唱された、「ロンボイド基質モ
チーフ」とは一部異なるモチーフを認識して
基質切断を行う事を示唆し、GlpG の生理基質
同定の手掛かりを得た。	 
	 
(6)高度好熱菌タンパク質透過チャネル（ト
ランスロコン）SecYE の立体構造を、SecY に
対するモノクローナル抗体断片との複合体
としてＸ線結晶構造解析によって決定した。
解かれた SecYE の構造には、静止型構造には
ない凹みが細胞質領域に観察され、この構造
をプレオープン構造と命名し、タンパク質膜
透過におけるトランスロコンの構造変化を
伴う機能モデルを提唱した。	 
	 
(7)	 高度好熱菌タトランスロコンと相互作
用し、タンパク質膜透過の後期課程に働くと
考えられている膜タンパク質 SecD/SecF 複合
体の立体構造をＸ線結晶構造解析によって
決 定 し た 。 そ の 結 果 、 SecDF は
psudo-synmetorical な膜領域と二つのペリ
プラズム側に大きく露出した二つの領域を
持つこと、N 末端側のペリプラズム領域の
head	 subdomain は、少なくとも 2 種類の構
造を取り得ることを明らかにした。生化学実
験、電子顕微鏡観察、コンピュータシミュレ
ーション等の結果に基づき、このペリプラズ
ムドメインが構造変化を起こしつつ基質と
直接相互作用し、プロトン駆動力に依存して
分泌タンパク質の膜透過を駆動するとのモ
デルを提唱した。	 
	 
(8)細胞による異常内膜タンパク質（内膜ス
トレス）の感知機構を明らかにすること、膜
ストレスに対抗する機能を持つ細胞因子を
同定しその働きを明らかにすること、膜タン
パク質の正しいアセンブリーに働く細胞装
置の構造・機能を解明することを目的として、
大腸菌の全 ORF を含む遺伝子ラブラリー
(ASKA	 library)を用いて、膜タンパク質の膜
組み込みが特異的に不全となる secY（トラン
スロコンの中心的サブユニットをコード）変
異	 (secY351)による、高温での生育阻害と、
膜組み込み異常に起因するストレス応答を
軽減するマルチコピーサプレッサーの分離
を行った。その結果、secY351 変異株の温度
感受性を抑制し、モデル膜タンパク質の膜組
み込みを回復させるクローン複数を同定し、
これらが上記膜タンパク質の正しいアセン
ブリーや膜ストレス応答に働く可能性を示
唆した。	 
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