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研究成果の概要（和文）：大腸菌表層ストレス応答σE応答経路細胞表層におけるタンパク質の品質管理に重要な役割
を果たす。 σE応答経路においては，膜プロテアーゼDegSが，異常な外膜タンパク質の蓄積よって活性化されて，まず
1回膜貫通型anti-σEタンパク質RseAのペリプラズム領域を切断する．これが引き金となり，S2Pファミリー膜内切断プ
ロテアーゼRsePがRseAをその膜貫通領域内部で切断する我々はPDZタンデムの構造・機能解析から、PDZタンデムがペリ
プラズム領域で切断を受けたRsePのみ活性部への近接を許すサイズ排除フィルターとして働くことを示唆している

研究成果の概要（英文）：The Escherichia coli σE extracytoplasmic stress response monitors and responds 
to folding stress in the cell envelope. A protease cascade directed at RseA, a membrane-spanning anti-σ 
that inhibits σE activity, controls this critical signal-transduction system. Stress cues activate DegS 
to cleave RseA; a second cleavage by RseP releases RseA from the membrane, enabling its rapid 
degradation.
We also analyzed the three-dimensional structure of the two tandemly arranged PDZ domains (PDZ tandem) 
present in the periplasmic region of RseP. Our results suggest that the PDZ tandem serves as a 
size-exclusion filter to accommodate the truncated form of RseA into the active center.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、膜タンパク質分解の新たな様態として、
「膜内部における制御されたタンパク質切
断 （ RIP: Regulated Intramembrane 
Proteolysis）」が見出された。1）RIP では、
一般に、特定のシグナルに応答して膜の脂質
二重層内部で基質膜タンパク質の切断が起
こり、可溶性ドメインが膜から遊離して、成
長因子や転写因子などの生理活性を持つ分
子として働く。RIP は、高等真核生物から原
核生物まで広く生物界で見出されており、多
様な生体プロセスで必須の役割を果たす、新
たな膜を越えたシグナル伝達の機構として
注目されているが、基質切断のメカニズムや
調節機構は不明の点が多い。RIP に働く「膜
内 切 断 プ ロ テ ア ー ゼ （ I-CLiP: 
Intramembrane Cleaving Protease）」は、
S2P、Rhomboid、-secretase/SPP（signal 
peptide peptidase）の 3 つの family に分類
される。 
 大腸菌 S2P プロテアーゼ RseP は「膜内部
における制御されたタンパク質切断（RIP: 
Regulated Intramembrane Proteolysis）」に、
働くプロテアーゼであり、「σE 経路表層スト
レス応答」におけるシグナル伝達に必須の役
割を果たす。σEは表層ストレス応答に働く転
写因子であるが、通常は膜タンパク質 RseA
の細胞質ドメインに結合して不活性な状態
に保たれている。RseA は細胞表層ストレス
に応答して、まずペリプラズム領域で DegS
プロテアーゼによる切断をうけ、次いで
RseP が膜内部で切断することで、σE が活性
化される。RseP は完全長の RseA は切断で
きない。申請者等は、RseP のペリプラズム
領域にある二つの PDZ ドメイン（PDZ-N と
PDZ-C）がこの府の制御に関わることを見い
だしていたが、その機構は不明であった。 
 一方、RseP の生理的基質は、当初 RseA
しか知られていなかったが、我々は、分泌タ
ンパク質のシグナル配列 (SP) を分解する
ことを明らかにし、RseA 以外の基質が存在
することが示唆された。このことは、未知の
基質が他に存在する可能性を示唆するもの
である。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、上記の成果・知見を踏まえ、RseP
の新規機能を探索するものである。具体的に
は、大腸菌及びサルモネラで、 
 
（１）PDZ ドメインによる RseP の基質切断
制御を介した、新たなストレスシグナルによ
る σE活性化機構を明らかにすること、 
 
（２） RseP の新たな基質を同定し、その切
断の意義を明らかにすること、 
 
を目的とする。 

 
３．研究の方法 
 
（１）RseA148 の C 末端(Val148)のシステマ
ティックな変異体やRseP PDZドメインの各
種変異体による切断を調べることで、PDZ ド
メインによる RseA C 末端残基の認識の重要
性を検討する。 
 
（２）PDZ を介した RseP 機能制御機構の解
析： RseP の PDZ ドメインの構造を明らか
にし、変異解析や、生化学的解析により PDZ
ドメインの役割を調べる。 
 
（３） RseP の新規細胞機能の探索と解析：
全細胞内タンパク質を対象とした網羅的解
析と共に、特に低分子膜タンパク質(SMP)や
type II 膜タンパク質に焦点を当てた基質探
索を行う。   
 
４．研究成果 
 
（１） Li ら（Li et al., 2009）は結晶構
造解析と in vitro 実験から、DegS による切
断で生じたRseAの新生C末端残基Val148 を、
RseP PDZ-C がリガンドとして認識・結合する
ことが、RseP による RseA 分解中間体の切断
に必要であると提唱した。そこで我々は、Li
らのモデルが in vivo でも適用できるかを検
討した。in vivo では、RseP PDZ の推定リガ
ンド結合部位の変異、あるいは PDZ-NC ドメ
インの全欠失ですら RseA モデル基質の切断
能に有意な変化は及ぼさなかった。また DegS
切断後の RseA 分解中間体を模したモデル基
質の C末端残基 Val148 を、他の 19 種のアミ
ノ酸に置換しても、切断への影響はほとんど
見られなかった。これらの結果は、in vivo
では PDZ ドメインによる RseA 分解中間体 C
末端残基の認識は、RseP による切断に主要な
役割を果たしていないことを示唆している。 
 
（２）好熱菌 Aquifex aeolicusの RseP ホモ
ログの PDZ-N/C ドメイン（PDZ タンデム）の
結晶構造解析を行い、2 つの PDZ ドメインが
それぞれの推定リガンド結合領域を向かい
合わせて、膜表面側に向いた一つのポケット
を構成することを明らかにした。また、PDZ
タンデムの欠失により、大腸菌 RseP が全長
RseA を切断するようになることなどを見出
した。我々はこれらの結果から、PDZ タンデ
ムが膜表面においてゲート様の構造を形成
し、DegS によって切断された RseA のペリプ
ラズム領域のサイズを感知して膜貫通領域
の活性部位へ取り込むような、サイズ排除フ
ィルターとして機能すると考えられる。 
 
（３）細菌染色体には 50 残基以下程度の小
さな膜タンパク質が多数コードされている
ことが最近明らかになった。我々は、これら
低 分 子 膜 タ ン パ ク 質 （ Small membrane 



protein; SMP）が、シグナルペプチドとよく
似た構造を持つことから、RseP の基質になる
可能性を考え検討した。SMP 遺伝子をクロー
ニングし、N末端側に目印として HA-MBP ドメ
インを融合させた派生体をコードするプラ
スミドを作成した。これを用いた HA-MBP 融
合型 SMP を野生株並びに rseP 欠損株で発現
して、RseP 依存的な切断の有無を調べた。そ
の結果、抗生物質耐性に関わる Bl や
Programmed cell deathに関わるトキシンHok
等複数の SMP が、RseP 依存的に切断を受ける
ことを見出し。このことから、SMP の中には
RseP の基質が存在することが示唆され 
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