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研究成果の概要（和文）：大腸菌ペリプラズムに存在するプロテアーゼであるBepAは、外膜タンパク質の膜組込
み装置であるBAM複合体と相互作用し、リポ多糖の輸送に関わる外膜タンパク質LptDの生合成と品質管理に働
く。本研究課題では、BepAのC末端側に位置するTPRドメインに着目し、このドメインを構成するアミノ酸残基に
対して系統的な部位特異的in vivo光架橋解析を行い、BepAとBAM複合体ならびにLptDとの相互作用の様式を解析
した。解析結果に基づいた変異解析の結果、TPRドメインはBAM複合体や基質タンパク質との相互作用を担い、
BepAの機能発現に必須であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：BepA is an Escherichia coli periplasmic protease involved in biogenesis and 
quality control of LptD, a component of the outer membrane lipopolysaccharide translocon. BepA can 
associate with the BAM complex driving integration of outer membrane proteins into the outer 
membrane. However, the molecular mechanism of BepA function and its association with the BAM complex
 remained unknown. In this study, we performed a systematic site-directed in vivo 
photo-cross-linking analysis to reveal the protein-protein interactions mediated by the BepA TPR 
domain. We revealed the mode of interaction between the BepA domein and the BAM complex as well as 
LptD. Mutational analysis indicated that BepA TPR domain is essential and protein-protein 
interactions mediated by the TPR domain is critical for the function of BepA.

研究分野：機能生物化学
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１．研究開始当初の背景 

大腸菌をはじめとするグラム陰性細菌の
細胞表層の最も重要な特徴の一つは、内膜と
外膜の二重の膜構造の存在である。外膜は 4
つの主要因子（リン脂質・リポ多糖・外膜タ
ンパク質・リポタンパク質）からなる特異な
膜構造であり、抗生物質などの異物に対し極
めて効果的な透過障壁として働く。外膜を構
成する因子は細胞質または内膜上で合成さ
れ、内膜と外膜の間にある親水的なペリプラ
ズム空間を通過して外膜まで輸送される。そ
れぞれの外膜構成因子の輸送には専用の輸
送装置が働いているが、近年、リポ多糖の外
膜組み込みに関わる LptD/E 複合体の立体構
造、および外膜タンパク質の外膜組み込みに
関わる BAM 複合体の立体構造が解明され、
これらの複合体の作動機構に関する研究が
注目を集めている。 
外膜の機能が保たれていることはグラム
陰性細菌の生存に重要であり、外膜因子の生
合成に関わる遺伝子の多くが菌の生育に必
須である。また、細菌は複数の表層ストレス
応答機構を備えて、外膜の構造および機能を
維持している。特に σE経路は大腸菌において
最も重要な表層ストレス応答機構の一つと
考えられている。bepA遺伝子は σEレギュロ
ンのメンバーであり、BepA はリポ多糖の輸
送に関わる外膜タンパク質 LptD の生合成を
促進するシャペロンとして働くとともに、生
合成に失敗した LptD を分解するプロテアー
ゼとしても働く 1。BepA を欠く株では LptD
の正常な生合成が阻害され、エリスロマイシ
ンなど通常は外膜を透過しにくい抗生物質
に対して感受性を示す。また、BepAは BAM
複合体と相互作用していることが明らかに
なっている。 

２．研究の目的 

BepAはペプチダーゼM48ファミリーに属
するメタロプロテアーゼであり、N末端側に
プロテアーゼドメイン、 C 末端側に
tetratricopeptide repeat (TPR)ドメインを持つ。
TPR ドメインは一般にタンパク質間相互作
用に関与することが知られており、BepA も
この領域で基質と相互作用することが予想
されるが、BepA と基質との相互作用の様式
は明らかになっていなかった。本研究では外
膜タンパク質の生合成と品質管理過程にお
いて、BepAが基質タンパク質や BAM複合体
とどのように相互作用するかを明らかにす
ることを目的とした。 

３．研究の方法 

BepAの TPRドメインを構成する 179残基
のアミノ酸（309 番目から 487 番目）を一つ
ず つ 光 架 橋 性 非 天 然 ア ミ ノ 酸
p-benzoyl-L-phenylalanine (pBPA)に置換して
in vivo 光架橋実験を行い、BepA と基質タン

パク質との相互作用する部位の同定を試み
た。このために、BepAの TPRドメインを構
成する全ての残基に対応するコドンに部位
特異的変異を導入し、これらを一つずつアン
バーコドンに置換した変異体をコードする
プラスミドセットを作製した。アンバーサプ
レッサーtRNA と変異型アミノアシル tRNA
合成酵素を利用してこれらのコドンに対応
する位置に pBPA が導入された BepA 変異体
を大腸菌細胞内で発現させ、365 nmの近紫外
光を照射して架橋複合体を形成させた後、抗
BepA 抗体を用いたイムノブロッティング解
析を行った。 

４．研究成果 

pBPA を導入した BepA 変異体を発現する
大腸菌では、複数の細胞内因子が BepA との
架橋複合体を形成することが確認された。架
橋複合体を生じた 42のBepA(pBPA)変異体に
ついて、BAM複合体の構成因子であるBamA, 
BamC, BamDに対する抗体を用いてイムノブ
ロッティング解析を行ったところ、下表に示
すアミノ酸残基に pBPA を導入した BepA 変
異体が、BamA, BamC, BamDと架橋複合体を
形成することがわかった。 

pBPAを導入した BepAの残基 
架橋形成した 
タンパク質 

A396, F404, Q428, R480 BamA 

S451, S455, L459 BamC 

N323, D444, S448, S452, Q464, 
Q478, K482 

BamD 

 本研究課題と関連する国際共同研究の結
果から、BamAの 224番目のグルタミン酸残
基の位置に pBPAを導入した変異体が、BepA
と架橋複合体を形成することが明らかとな
った。BAM 複合体の結晶構造解析から、
BamA のこのアミノ酸残基はペリプラズムの
リング状構造内部に位置することがわかっ
ている。BepAの TPRドメインが BAM複合
体と直接的に相互作用するという本研究課
題の結果を踏まえれば、BepAの TPRドメイ
ンは BAM 複合体のペリプラズム側のリング
状構造内部に局在して相互作用することが
考えられる。 
続いて、TPRドメインに pBPAを導入した

BepA変異体のうち、N323, N364, F404, S455, 
K458および S461に pBPAを導入したものに
ついて、これらを発現する大腸菌に近紫外光
を照射し、生じた架橋複合体を BepAの C末
端に付加した Hisタグを利用して精製した。
精製した架橋複合体を質量分析に供した結
果、上記イムノブロッティング解析で BepA
との相互作用が確認されたタンパク質に加
え 、 LptD が BepA(N323pBPA) お よ び
BepA(F404pBPA)と架橋複合体を形成するこ
とが明らかとなった。このことから、BepA
の TPR ドメインは BAM 複合体だけでなく、



基質タンパク質である LptD とも相互作用す
ることが示唆された。 

BepAの TPRドメインに対応するコドンに
アンバーコドンを導入したクローンを用い、
アンバーサプレッサーtRNAを持たない bepA
欠失株でこれらの変異体を発現させること
により、TPRドメインを部分的に欠失させた
BepA を発現させた。抗生物質感受性の相補
能を指標に BepA の欠失変異体の機能を評価
したところ、TPR ドメインを欠失する BepA
変異体は機能を失っていることがわかった。
この結果から、TPRドメインは BepAの機能
発現に必要であることが明らかとなった。 
本研究課題の遂行中、関連する共同研究の
成果により X線結晶構造解析に基づく BepA
の TPR ドメインの構造データが利用可能と
なった。本研究課題で BAM複合体や LptDと
相互作用することが明らかとなった BepA の
アミノ酸残基の位置を、BepAの TPRドメイ
ンの立体構造にマッピングした結果、BamA, 
BamC, BamDと相互作用するアミノ酸残基は
TPRドメインのC末端側のサブドメインに集
中することがわかった。一方、LptDと相互作
用する 2 つのアミノ酸残基のうち、F404 は
TPRドメインのC末端側サブドメインに位置
するのに対し、N323は TPRドメインの N末
端側のサブドメインに位置していた。 

BepA の機能において重要なアミノ酸残基
を同定するために、BAM複合体または LptD
との相互作用が確認されたアミノ酸残基を
アラニンに置換した BepA 変異体を作製し、
それらの機能を解析した。その結果、F404を
アラニンに置換したBepA変異体はbepA欠失
株の抗生物質感受性を相補することができ
ないことがわかった。更に変異解析を進めた
結果、F404を芳香族アミノ酸以外のアミノ酸
に置換すると BepA の機能が失われることが
わかった。また、pBPA を導入した BepA と
BAM 複合体や LptD との架橋形成効率は、
F404 に変異を導入することによって低下し
た。これらの結果から、TPRドメインを介し
た BAM 複合体や基質タンパク質との相互作
用は、BepA の機能発現に重要であることが
わかった。 
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