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研究成果の概要（和文）：研究成果の概要(和文):大腸菌RsePは、S2Pファミリーに属する膜内切断プロテアーゼ
あり、大腸菌σE経路 表層ストレス応答における膜越えたシグナル伝達やシグナルペプチドの分解除去等によ
り、細胞表層機能の維持に必須の役割を果たす。本研究では、スクリーニングによりRsePの新規基質同定し、そ
の切断の意義を明らかにした。また、 in vitro で定量的にRseP活性を解析しうるアッセイシステムの構築を行
った。これらの成果は、RsePの細胞機能と作用機序を明らかにする為に貢献するものと期待される。 

研究成果の概要（英文）：Intramembrane cleaving proteases (I-CLiPs) are known to act in a variety of 
important cellular processes in diverse organisms. RseP, an Escherichia coli S2P family 
intramembrane cleaving protease, is involved in the regulation of the sigma E pathway 
extracytoplasmic stress response and membrane quality control through specific cleavage of 
substrates within the lipid bilayer. We have identified novel substrates of RseP and analyzed the 
physiological significance of their RseP-dependent cleavage. Also, we tried to construct an in vitro
 assay system that enables quantitative analysis of the RseP activity. These results would 
contribute to the elucidation of the cellular roles of and the mechanism underlying proteolysis by 
RseP.

研究分野：分子生物学

キーワード： 膜内切断プロテアーゼ　大腸菌　切断基質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、申請者ら独自の発見・研究成果を直接踏まえ展開するもので、BepA機能解明を通じて、大腸菌等グラ
ム陰性細菌の外膜形成・維持機構のみならず、protease制御機構に新たな知見を供し、基礎から応用まで広くイ
ンパクトを与えるだろう。本研究は、新奇発見に基づくアプローチによる独創性と、独自の成果を統合・発展さ
せる着実性の、両面を兼ね備えたものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
「制御された膜内部でのタンパク質切断（RIP: Regulated Intramembrane Proteolysis）」は、膜タン
パク質分解の新たな様式であり、膜タンパク質機能調節や膜を越えたシグナル伝達に働くが、基
質の特異的な認識・切断やその調節機構は不明の点が多い。 
  本研究で対象とした大腸菌 RsePは、S2Pファミリーに属する膜内切断プロテアーゼである。
S2P protease は、真核細胞の脂質代謝や、細菌の環境応答・病原性発現等多様なプロセスに関わ
り、その機能欠損は疾病の原因となる。細菌では、環境変化により生じる表層ストレスに応答し
て、種々の遺伝子の発現が誘導される。この「表層ストレス応答」は、環境変化への適応に重要
である。我々はこれまでに、RsePが大腸菌 σE経路表層ストレス応答における膜越えたシグナル
伝達に必須の役割を果たすことを明らかにした。σE表層ストレス応答は膜タンパク質 RseAの 2
段階切断により誘導される。膜プロテアーゼ DegSは「ストレスセンサー」として表層ストレス
を感知して活性化し、RseAのペリプラズム領域を切断する。これが引き金となり、RsePが RseA
を膜内部でさらに切断し、最終的にストレス応答転写因子 σEが膜から遊離して機能する。RseP
は、全長の（DegSによる切断を受けていない）RseAは切断をしないよう抑制する負の制御を受
けている。RsePの負の制御は、DegSセンサーに依存した σEの活性化に重要である。RsePは２
つの PDZドメイン（PDZタンデム）を持つ。PDZドメインは、一般にタンパク質相互作用に関
わる機能モジュールである。我々は、変異解析等から、RsePの負の制御に PDZタンデムが関与
することを示した。さらに、PDZ タンデムの構造及び機能解析から、PDZ タンデムが「サイズ
排除フィルター」として働くことで、大きなペリプラズム領域を持つ膜タンパク質が RseP活性
部位へアクセスすること妨げること、これが RseA分解中間体のみを切断する「基質特異性」を
RseP に付与することを示した。また、RseP が分泌タンパク質のシグナル配列 (SP) の分解にも
働くことを見出したが、この場合もペリプラズム側の分泌タンパク質本体が SPから切り離され
ることが、SPの分解には必要である。このように、PDZタンデムは、RsePによる選択的基質切
断に働き、RseP の負の制御によるストレスに依存した σEの活性化に寄与する。この PDZ タン
デムによる基質選別に加え、RsePの細胞質側「GFG領域」と「MRE β-loop領域」5)、及び「3番
目の膜貫通領域(TM3)」は、基質と順次相互作用して特異的認識に関わり、中でもMRE β-loopは、
基質 TMに結合して構造変化を誘起し、膜内部の protease 活性部位へと提示すると推測される。 
 上記の様に、RseP の基質として、RseAや SPが同定されているが、それ以外の基質は殆ど分
かっていない。RsePは通常の細胞の生存に必須であるが、これは RseAの切断を介した転写因子
σEの活性化が必要であるためと考えられてきた。しかしながら申請者らは、特定の条件下（内在
性 toxinの活性化）では、σEは生存に必須ではない事を見出し、その一方、予想外にも、そのよ
うな条件下でも RsePは欠損できず細胞の生存に必須であることから、RsePの基質は他にも存在
し、その切断が細胞機能に重要な役割を果たすことが強く推定された（未発表）。 
 
 
２．研究の目的 
我々は、これまでに、RseP がストレス応答における膜を超えたシグナル伝達や膜の品質管理に
キーとなる役割を果たすことを明らかにした。予備的結果から RsePには未同定の基質が存在し、
これまで知られていない生育に必須の細胞機能を持つこと強く推定される。また、RseP による
特異的な基質認識機構の研究を進め、多段階での基質選別（認識）機構が存在することを示唆し
てきた。しかしながら基質の特異的な認識・切断がどのように実現されているのか、分子機構の
詳細は不明である。これを明らかにする為には、さらなる基質の同定を行い、その切断機構を比
較解析する必要がある。また、それらは RseP の未知の生理機能への手掛かりを与えるものと
期待される。本研究では以下の項目を具体的な目的とした。(1) 小分子膜タンパク質(SMP; small 
membrane protein) に注目し、系統的なスクリーニングにより RsePの新たな基質を同定し、その
切断が細胞機能調整に果たす役割を解明する。また、網羅的探索により新規の RseP基質を同定
し、その切断の意義を明らかにする。 (2) in vitro解析系を構築して、速度論的解析により RseP
の特異的基質 TM認識・相互作用の分子的基盤を解明するとともに、阻害剤の検索と作用機序の
解析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) RsePの新規基質の同定と解析  
 大腸菌には、3-10 kDa 程度の SMP（TM を 1 つ持つ）が 50 個以上存在し、様々な機能を持つ
（下記参照）が、機能の不明なものも多い。SMPは、大きなペリプラズム領域を持たず、我々が
RsePの分解基質として見出したシグナルペプチド(SP)と構造が類似しており、直接 RsePによる
切断を受ける可能性がある。SP切断の解析に用いて成功した手法を適用し、全ての SMPについ
て、N末端に HA-MBP（maltose binding protein）ドメインを付加した派生体を作製・発現し、in 
vivo での RseP 依存的切断を解析する（HA-MBP の付加は基質切断に影響しない）。研究開始ま
でに予備的なスクリーニングを開始しており、抗生物質耐性に関わる Blrや programmed cell death



に関わる Hok、2 成分系調節因子 SafA 等複数の SMP が、RseP による切断を受けることを見出
している。 
 RseP の基質候補 SMP について、小さな HA/Myc/PAタグ等を付加した派生体を作製して、ま
た、特異抗体を作製し用いることで、in vivoで RsePによる nativeな SMPの切断を確認する。in 
vivoでの検出が難しい SMPに関しては、PUREシステム等の in vitro翻訳系で合成した[35S]-Met
標識 SMPを下記の in vitro解析系を用いて調べる。 
 同定した基質 SMPの切断を種々の条件で調べ、また、該当 SMP遺伝子の破壊株や過剰生産株
を作製し表現型を解析する。さらに、下記解析で明らかにする各 SMP TMの「affinityや切断さ
れやすさ」と細胞機能の関係を調べる。これらにより、SMP生理機能と RsePによる切断の意義・
制御機構等を明らかにする。 
 マススペクトロメトリを用いた網羅的な RseP基質の探索と、同定した基質の RsePによる切断
の意義を明らかにする。 
 
(2) RsePによる基質認識・切断機能の in vitro解析系の構築 
 これまで高純度の RsePや基質を大量に調製することが困難だった。研究協力者（禾晃和博士）
は特異性の高い PA タグを用いた精製によりこれを可能にした。タグの付加位置や精製法を検
討・改良し、高純度の RsePを大量に調整する。基質切断反応の速度論的解析に用いるため、モ
デル基質 RseAの TM領域を持つペプチドを合成する。ペプチド内の基質切断部位を挟んだ適切
な位置に、高感度の FRETペアとなる蛍光基を導入し、FRETを利用して切断をリアルタイムで
簡便に測定できる。detergentや塩の種類濃度・反応温度・脂質の添加等反応条件を検討し、高効
率の基質切断条件を決定する。上記以外の FRET ペアや蛍光試薬の挿入位置についても種々検
討し、最適なものを用いる。 
 
４．研究成果 
 (1) 我々は SMPのスクリーニングを進め、計 13種の SMP（N末端 HA_MBP融合体）が RseP
により in vivoで切断されうることを見出した。SMPに付加するタグをより低分子の HAタグに
変更し、本来の SMPに近い状態での RsePに依存した切断を検証した。SDS-PAGEシステムの検
討や 35S-Met標識タンパク質を用いた高感度の検出系の改良により、in vivoにおいて 5種の HA-
SMP を分離・検出する系を構築した。しかしながら細胞中での RseP 非依存的な SMP の分解等
により RseP 依存的な切断の定量的解析は困難と判断し、in vitroでの SMP の切断アッセイ系の
構築を試みた。まず、無細胞タンパク質合成系 PURE システムを用いて既存のモデル基質 HA-
MBP-RseA148 が合成できることを確認し、さらに精製した RseP と混合して反応させることで
RsePのプロテアーゼ活性に依存した基質切断を検出する系を構築した。次に幾つかの SMPに対
し合成系の条件検討を行い、35S-Met 標識時のシグナル増強のためにヘキサメチオニンタグを付
加した HA-Met6-SMPを用いることで、in vitro 合成した SMPを明確に検出できることを確認し
た。合成した SMP基質と精製 RsePを用いて切断アッセイを試み幾つかについて RsePの活性依
存的に切断断片が生成されることを確認した。本研究を通して、SMP のような極めて分子量の
小さい膜タンパク質を検出・解析する系を構築した。また一部の SMPについては in vitroにおい
てより本来の状態に近い形で RsePのプロテアーゼ活性に依存した切断を検出することに成功し
た。 
 RseP の新奇基質候補として見出された SMP の一つである HokB に注目し、解析を進めてい
る。HokBは一型 Toxin-antitoxin systemを構成する内在性 toxinの一つであり、膜で多量体化する
ことで小孔を形成する。この小孔は細胞内の ATP を細胞外に流出させるため、細胞は生理機能
が低下し休眠状態となる。このようにして HokBの発現により休眠状態となった細胞は抗生物質
に曝されても高い生存率を保つ「persister」となることが近年報告された。そこで我々は、RseP
が HokBの切断を介して細胞の persister化に関与している可能性について検討した。in vivoにお
いて HokBの発現誘導に伴う HokBの動態と ATPの細胞外流出量を調べたところ、RsePのプロ
テアーゼ活性依存的に HokB は切断され、ATP 流出量も低下することを見出した。また、HokB
のホモログであり、同様に RseP
の新奇基質候補として見出され
た HokEは、過剰発現させると菌
の生育阻害を引き起こすが、RseP
を共発現させるとプロテアーゼ
活性依存的に生育阻害効果が抑
制され、同時に HokEが切断され
ていることも見出した。以上の結
果は、RseP がプロテアーゼ活性
依存的に Hok toxinの機能を抑制
しうることを示しており、RseP
が HokBの誘導する persister化に
おいて負の制御に働く可能性を
示唆する (Fig. 1 右）。 
 RsePの新たな生理基質・機能の同定を目的として、野生型及び活性変異型の RsePを過剰発現



した細胞の膜画分からタンパク質を抽出し、定量プロテオーム解析によってその蓄積量を比較
した。その結果、鉄クエン酸錯体の細胞内への取り込みに関わる Fecシステムを構成するタンパ
ク質群の蓄積量が、RseP機能不全により低下することを見出した。これを元に、RsePが Fecシ
ステム因子をコードする Fec遺伝子群の転写活性化に必須であることを明らかにした。さらに、
Fec遺伝子群の転写を調節する Type II 一回膜貫通タンパク質 FecRに注目し、FecRとそのモデ
ル基質を用いた解析から、RsePが FecRを切断すること、その切断断片が Fec遺伝子群の転写を
誘導することを見出した (Fig. 1左)。以上の結果は、RsePが FecRの切断を介して Fec遺伝子群
の発現を調節し、大腸菌の鉄取り込み制御に関与することを示唆する。大腸菌 Fecシステムは牛
の乳房炎の感染・発症に関与することが報告されており、本成果はそのメカニズムの解明や治療
に貢献することが期待される。 
 
（2）RseP酵素活性の詳細な解析を行うために、PAタグを用いて RsePを精製し、また、RseAタ
ンパク質(基質)の膜貫通配列を元にした蛍光標識モデル基質を複数合成した。これらは標識した
2種類の蛍光基間の FRETを指標として、切断を定量的にアッセイで
きるものと期待された。これらモデル基質の RsePによる切断を検討
し、少なくともその一つでは、効率よく切断が起こり、RseP依存的な
切断をリアルタイムで追跡できることが分かった。  
 
（3） 当初の研究計画に加えて、RseP 機能の解析の一環として RseP
のペプラズム PCT-H1領域（PDZドメインの C末端側に存在）の役割
を解析し、この領域が切断基質の選択に関与するペリプラズム PDZド
メインと膜プロテアーゼドメインの間に位置してアダプターとなり、
両ドメインの機能連携や基質認識に働くことを示した (Fig. 2)。 
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