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研究成果の概要（和文）：本研究は、細菌べん毛III型分泌装置関連因子FliOの切断と修飾という翻訳後多段階
プロセシングの実態解明を目指すものである。大腸菌膜内切断プロテアーゼGlpGを介したFliOの膜内切断制御機
構の解析を行い、二か所の切断部位での認識機構の共通性と相違点を明らかにし、残基レベルの相互作用様式を
明らかにするとともに、FliO切断の生理的意義を示した。また、高感度・高親和性のPAタグを用いたタンパク質
抗体ラベリング技術の改良を行い、FliOの切断・修飾反応の動態解析技術を進展させた。さらに他ファミリー膜
内切断プロテアーゼの新規X線結晶構造を決定し、ゲート構造を介した機能制御機構モデルを提案した。

研究成果の概要（英文）：This project aims to elucidate the post-translational multi-step processing,
 such as cleavages and modifications, observed in the bacterial flagellar type III secretion 
apparatus-related protein FliO. We analyzed the regulatory mechanism of FliO cleavages mediated by 
the E. coli intramembrane protease GlpG, and i) clarified common features and differences in 
substrate recognition mechanisms at the identified two distinct cleavage sites, ii) elucidated 
interaction residues between GlpG and FliO, and iii) suggested the physiological significance of 
FliO cleavage. We also developed the antibody labeling technique for target proteins using highly 
sensitive and high-affinity PA tags and applied them to analyze the kinetics of FliO cleavage and 
modification reactions. Furthermore, we determined new X-ray crystal structures of other family 
intramembrane proteases and proposed a model for the substrate accommodation and cleavage mediated 
by the gate structure.

研究分野：膜タンパク質動態化学

キーワード： 膜タンパク質　膜内切断プロテアーゼ　Rhomboid　べん毛　III型分泌装置　翻訳後修飾　品質管理　抗
体ラベリング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膜内切断プロテアーゼはアルツハイマー病やパーキンソン病等の重大な遺伝病の発症や微生物病原性等に深く関
わるため、その分子的・酵素学的理解は創薬にもつながる重要な課題である。本研究ではFliOの多段階翻訳後プ
ロセシングの一端であるGlpGによる膜内切断の分子機構を明らかにした。これは膜タンパク質の翻訳後機能調節
機構の新たな側面を示すとともに、細菌の病原性発揮にも関わるべん毛構築の制御機構の解明につながり、細菌
感染症治療においても意義がある。また、PAタグを用いたタンパク質の抗体ラベリング技術は、タンパク質への
非破壊的な抗体結合を可能とし、高収量・高純度のタンパク質精製や構造解析にも応用しうる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 

多くのタンパク質は翻訳された後に修飾や切断等の様々な翻訳後プロセシングを受ける。こ
の翻訳後プロセシングはタンパク質の機能発現、品質管理、細胞機能調節等において重要な役割
を持つことが知られている。RIP（Regulated Intramembrane Proteolysis: 制御された膜内部でのタ
ンパク質分解）は、「膜内切断プロテアーゼ」と呼ばれる特殊な酵素によって膜タンパク質が膜
貫通領域内部で加水分解されるという現象であり、例えば情報伝達分子の膜内切断を介した生
体膜を越えたシグナル伝達システムや、不要な膜タンパク質の除去による膜の品質管理などに
利用される。RIP はコレステロール代謝制御やアルツハイマー病の病原因子となるアミロイド前
駆体の生成に関与するなど遺伝病との関連が深く、またコレラ菌や結核菌等の病原性細菌やマ
ラリア原虫といった多様な病原性微生物の病原性発揮に関与するなど、臨床医学面でも重要性
の高い様々な生体プロセスに関与する。 

Rhomboid ファミリーに分類される膜内切断プロテアーゼ群は、真核生物では EGF シグナリン
グの活性化やパーキンソン病の病原因子ともなるミトコンドリア PINK1 の機能調節に関わるな
ど、その切断基質及びその切断の生理的意義が数多く報告されている。一方で、原核生物ではそ
の生理的切断基質や切断の意義についてはほとんどわかっていなかった。研究代表者は、これま
で生理的な切断基質が不明だった Rhomboid ファミリープロテアーゼの大腸菌ホモログである
GlpG が、べん毛 III型分泌装置の関連因子 FliO を切断しうることを見出した（論文未発表）。べ
ん毛は細菌の持つ遊泳器官であり、その構築には III型分泌装置が必須である。III 型分泌装置は
何十種もの遺伝子群が協同して構築される超分子複合体であり、べん毛構築に必須であると共
に、O157 などの病原性大腸菌やサルモネラ菌などの毒素分泌などにも関与する。FliO は III 型
分泌装置に含まれる膜タンパク質の一つであり、III 型分泌装置の構築に必須のシャペロン因子
とされる。代表者は、FliO の解析過程で、FliO が膜挿入後に GlpGにより複数か所で切断を受け
ると共に、細胞膜外に露出する N 末端アミノ基が複数のアシル化修飾（サクシニル化、アセチ
ル化）を受けることも見出した（図，論文未発表）。アシル基転移酵素やアシル基供与体（アセ
チル CoA 等）は細胞質内に
存在することから、アシル化
修飾も細胞質内で起こるも
のと信じられている。代表者
は、これらの解析から FliOが
新奇の修飾を含む予想外に
複雑な翻訳後プロセシング
を受けうることを見出し、
FliO がべん毛構築過程に必
須な因子であることから、こ
のような膜内切断や新奇の
修飾がなんらかの生理的意
義を持つものと予測した。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、これまでの背景で述べた知見に基づき、複雑な翻訳後多段階プロセシングを受け
る大腸菌べん毛 III 型分泌装置関連因子 FliO をモデルタンパク質とし、Rhomboid 膜内切断プロ
テアーゼホモログである GlpG による FliO の切断及び他に類を見ない新奇な細胞膜外での N 末
端アシル化修飾現象の分子機構に焦点を当てた解析を行うことで、FliO の成熟・機能発現過程に
おける翻訳後多段階プロセシングの生理的意義を明らかにし、さらに膜タンパク質の新たな翻
訳後機能調節機構としての可能性を追求することを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

 

大腸菌 Rhomboid プロテアーゼホモログ GlpG による生理的切断基質 FliO の切断については
これまでに予備的解析を行ってきている。そこで本研究ではこれまでに得られた知見を受けて、
GlpG 及び FliO の系統的変異体を用いた基質切断解析、様々な架橋法を用いた生体内タンパク質
相互作用解析、放射線標識を利用したパルスチェイス法による細胞内タンパク質動態解析等の
遺伝学的、生化学的、細胞生物学的解析を進め、GlpG による FliO 基質の認識及び膜内切断制御
を中心に、FliO の翻訳後プロセシングの詳細な分子機構の解明を目指した。また、in vitro 再構
成系を用いた GlpG による FliO 切断の反応速度論的解析や、FliO の修飾反応の生化学的解析等
に必要なタンパク質のタグ標識と精製技術の確立を目的として、タンパク質の抗体ラベリング
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技術の改良を行った。また、GlpGのみならず RIP における膜内切断の分子機構の共通性の理解
のために他ファミリーの膜内切断プロテアーゼの構造学的・生化学的解析に取り組んだ。 

 

 

４．研究成果 

 

本研究において以下の(1)～(3)の研究成果を得た。 

 

(1) GlpGを介した FliOの翻訳後多段階切断における基質認識・切断機構と生理的意義の解明 

 

① GlpGによる FliOの基質認識機構 

Rhomboid ファミリープロテアーゼの基質認識条件として、切断部位周辺の基質認識モチーフ
及び基質膜貫通領域のヘリックス不安定性の二点が基質認識及び切断に重要であることが報告
されている。そこで FliOの膜外ドメインの 2か所の切断部位を、膜貫通領域から遠い部位を distal 

site, 近い部位を proximal site と定義し、それぞれの切断部位において基質認識条件の重要性を検
証した。その結果、i) 基質認識モチーフは distal, proximal site ともに切断に極めて重要であるこ
と、ii) 基質膜貫通領域のヘリックス不安定性については、膜貫通領域に近い proximal site では
ヘリックスの不安定化が切断に重要である一方、distal site ではそれほど重要ではないことが明
らかとなった。また、FliO の基質認識モチーフ及び膜貫通ヘリックス形成領域の系統的変異解析
と、各変異体のパルスチェイス法による細胞内動態解析から、FliO の distal 及び proximal site で
の切断は連続的ではなく独立に起きうることを示した。 

 

② GlpG―FliO間の相互作用様式 

GlpG と FliO 間の相互作用、すなわち FliO 切
断時の GlpG の基質結合様式を明らかにするた
め、UV 反応性アミノ酸アナログ pBPA を推定基
質結合領域のアミノ酸残基に導入した GlpG 及
びFliO 変異体を作製して生体中における部位特
異的光架橋解析を行い、GlpG と FliO 間の相互
作用を示唆する架橋結果を得た。さらにこの結
果を踏まえて GlpG と FliO それぞれのシステイ
ン残基導入変異体間のジスルフィド架橋解析を
行った。既知の GlpGとモデル基質ペプチドの共
結晶構造から予測した GlpG―FliO間相互作用残
基間の架橋を試み、distal 及び proximal site それ
ぞれについて効率よく架橋が形成される変異体ペアを見出した。これらの結果は代表的な
Rhomboid プロテアーゼである GlpGと、その生理基質である FliO の残基レベルでの相互作用様
式を初めて示すものである（図）。 

 

③ 生理環境下での FliOの挙動と GlpG による切断の生理的意義 

FliO はべん毛特異的 III 型分泌装置の効率的な形成に必須のシャペロン因子であり、その機能
欠損により菌はべん毛形成能が低下し、遊泳できなくなる。これまでの解析により、glpG 欠損
株でも遊泳能が損なわれないことから GlpG による FliO の切断は FliO の機能には必須ではない
ことが示唆されていた。一方で GlpG による切断後の断片を模した FliO 変異体は細胞内での蓄
積量が大きく低下しており、GlpG による切断によって切除される FliO の膜外領域は FliO タン
パク質の安定化に寄与することが示唆されていた。そこで細胞中の生理的条件下での FliO タン
パク質量を見積もるため、後述の高親和性・高感度の PA タグを利用して大腸菌染色体から PA

タグを付加した FliO を発現する改変株を構築し、染色体レベルの FliO の細胞内蓄積量及び切
断・修飾動態を調べた。その結果、染色体レベルの FliO は確かに GlpG による切断を受けるこ
と、細胞内の FliO の蓄積量は低く保たれており、過剰に発現した FliO は菌の運動能や生育に阻
害的に働くことなどが示された。これらの結果から、GlpG による FliO 切断の生理的意義とし
て、菌にとって潜在的なストレスとなりうる過剰な FliO が細胞内に蓄積した場合などに、GlpG 

が FliO を切断することで不安定化及び分解を促し、細胞内 FliO の蓄積量と品質を調節するこ
とで膜中での品質管理（膜プロテオスタシスの維持）を担うという役割を提案した。 

 

以上の①～③の結果は FliO の翻訳後多段階切断時の基質認識・切断機構の分子的理解を促し、
さらに FliO 切断の生理的意義についての仮説を提案するものである。これらの成果について学
術論文としてまとめ、投稿準備中である。 

 

(2) タンパク質抗体ラベリング技術の改良 

 

in vitro 再構成系を用いた GlpG による FliO 切断の反応速度論的解析や、FliO の修飾反応の生
化学的解析等に必要なタンパク質のタグ標識と精製技術の確立を目的として、タンパク質の抗
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体ラベリング技術の改良を試みた。横浜市立大学大学院生命医科学研究科の禾晃和准教授らと
の共同研究により、任意のタンパク質に高親和性・高感度のタグ配列である PA タグを導入し、
さらに PAタグに対する抗体を結合させる技術を開発した。また、タグ配列やリンカー領域を調
節し、タンパク質の構造に与える影響をより低減させたタグの導入法を確立した。このタグは標
的とするタンパク質の末端部だけでなく、アミノ酸配列内部、すなわちフォールディングしたタ
ンパク質表面のループ領域等に挿入することも可能である。こうしてタグを導入した酵素タン
パク質は、元のタンパク質と同等の酵素活性を保持し、安定なタンパク質として蓄積することを
示した。この技術は従来では直接結合する抗体がなかったタンパク質に非破壊的に特異的な抗
体を結合させることを可能とし、高収量・高純度のタンパク質精製だけでなく、X 線結晶構造解
析や電子顕微鏡単粒子解析などにも応用できる可能性がある。この内容を学術論文にまとめ、学
術雑誌 Acta Crystallographica Section D, Structural Biology 上で発表した。 

本研究ではこの技術を応用し、FliO や GlpG に PAタグを導入することで、高感度で目的タン
パク質を検出することを可能にした。さらにこれらを用いて FliO の in vivo 切断解析、パルスチ
ェイス動態解析や酵素―基質間相互作用解析、染色体由来の低発現 FliO の動態解析等の生化学
的解析技術を進展させた。 

 

(3) 他ファミリー膜内切断プロテアーゼの新規 X線結晶構造に基づく機能制御機構の解析 

 

GlpG を含むタンパク質膜内切断制御の分子機構の共通性を理解する一環として、代表者らは
S2P ファミリーに属する大腸菌膜内切断プロテアーゼである RseP 及び異種の細菌の RseP ホモ
ログと、阻害剤 Batimastat の複合体の X線結晶構造を明らかにした。これらの複合体構造に基づ
いた変異体機能解析や阻害剤感受性アッセイを行い、阻害剤作用機序及び基質結合様式を明ら
かにした。また、RseP ホモログ間の立体構造比較や修飾実験から RseP がゲート様構造を持つこ
とを示し、基質取り込み時にこのゲート構造が開閉することで、基質の触媒部位への提示及び切
断を制御するという RseP の新たな切断制御モデルを提案した。これらの成果を論文にまとめ、
学術雑誌 Science Advances 上で発表した。ゲート様構造を介した基質認識・切断制御機構は S2P

ファミリーのみならず、Rhomboid ファミリーを含む他の膜内切断プロテアーゼファミリーでも
示唆されており、RIP に共通する分子機構であることが窺える。GlpGによる FliO の切断におい
ても、GlpGのゲート様構造を介して FliO を認識し、多段階の切断を促すと推測される。 
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