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研究成果の概要（和文）：大腸菌における異常膜タンパク質による表層ストレス応答（膜ストレ

ス応答）活性化の機構を明らかにするするために、(1) 膜層ストレス応答を引き起こす secY変
異に対するサプレッサー変異を分離し解析した。（2）DegS非依存的シグマ Eストレス応答を
活性化させる RseP PDZドメインの変異を分離・解析して、リガンド結合による機能制御の可
能性を示唆した。 
 
研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of activation of extracytoplasmic stress 
response by abnormal membrane proteins (“membrane stress response),  (1) we isolated 
and analyzed suppressor mutations against a class of the secY mutations that elicit 
membrane stress response, and (2) from the analysis of RseP PDZ domain mutants, we 
suggest a new Sigma E activation memsahib via ligand binding to the PDZ domains. 
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１．研究開始当初の背景 
 
細胞膜の膜タンパク質は膜機能の多くを担
い、細胞機能に必須の役割を果たしている。
細胞膜は細胞それ自身を規定し、また、細
胞と環境との相互作用を媒介する点で細胞
にとって最も基本的且つ重要な構成要素の
一つと言えよう。膜機能の多くは細胞膜に
存在する膜タンパク質により担われている。
異常な膜タンパク質は、その制御されない
暴走的（部分）活性の発現や、膜構造に対
する物理的なダメージなどにより「内膜ス

トレス」となって、細胞の死をももたらす
ものである。その様な異常膜タンパク質の
生成を極力抑制し、また生成された場合に
は迅速に修復或いは分解除去することは、
正常な膜機能ひいては細胞機能の維持に極
めて重要な問題である。 
  大腸菌の細胞表層は、外側から、外膜、
ペリプラズム、細胞質膜（内膜）の三層か
らなる。これら表層領域に異常タンパク質
が蓄積すると、それらに対処する機能を持
つファールディング因子、分子シャペロン、
プロテアーゼなどの発現が誘導される。こ
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れは表層ストレス応答と呼ばれる。外膜タ
ンパク質の異常は、主としてVE(シグマ E；
転写因子)経路により感知される。この経路
ではVEが上記細胞因子群の転写に働く。VE

経路では、ペリプラズム側に活性部位を持
つ膜プロテアーゼ DegS が異常外膜タンパ
ク質を直接認識して活性化し、膜結合型ア
ンチVEタンパク質 RseA（細胞質側でVEを
結合し不活性化させる）をペリプラズム側
で切断すると、引き続いて膜内切断(RIP)
プロテアーゼ RseP が RseA を膜貫通領域
内部で切断する。これにより最終的にVEが
細胞質に遊離されて機能する。申請者らは、
RseP を同定してその活性・機能を解析し、
RseP が細胞質膜を越える表層ストレス情
報の伝達にキーとなる役割を果たすことを
これまでに示してきた。一方、ペリプラズ
ムの異常タンパク質は膜結合センサーカイ
ネース CpxAと細胞質転写因子 CpxRから
なる「二成分系」により感知され 1)、一群
の遺伝子発現が誘導されることが分かって
いる。しかしながら、細胞が内膜タンパク
質の異常に如何に対応するかはほとんど分
かっていなかった。申請者らは、異常な内
膜タンパク質の蓄積がこれらVE 及び Cpx
の両経路を活性化することを発見した。さ
らに、ATP 依存性膜プロテアーゼ FtsHが
異常内膜タンパク質の分解に中心的役割を
果たす事 5)、FtsH と Cpx 経路の同時欠損
が合成致死となる事、膜プロテアーゼ
HtpXが Cpx経路制御下にあり、FtsHと共
に内膜タンパク質分解に関わることなどを
見出し、VE及び Cpxストレス応答が、内膜
タンパク質の異常に対する「防御」に重要
な役割を果たすことを示した。また、膜タ
ンパク質特異的シャペロン機能を持つと推
定されるプロヒビチンホモログ（PHDタン
パク質）QmcAも最近同定した。これら膜
タンパク質品質管理に関わる細胞質膜プロ
テアーゼや膜シャペロン、及び「内膜スト
レス応答」の役割についての申請者らの研
究は、他に類似研究の少ない先導的且つ世
界的にもユニークなものである。 
 しかしながら、細胞が異常な膜タンパク
質を如何にして感知するのか、「内膜ストレ
ス応答」で発現誘導される多数の細胞因子
のうちのどれが如何にして細胞質膜タンパ
ク質異常に対処するのか、その全体像やメ
カニズムのほとんど分かっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、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
し、膜タンパク質の正しいアセンブリーに
働く機構を解明することを目的とした。 
 

３．研究の方法 
 
(1) 内膜タンパク質の生成、異常な内膜タン
パク質への対処に働く細胞因子についての
解析:異常な膜タンパク質の生成を引き起
こす secY変異（取得済み）の multicopy 
suppressorを分離する。又、膜ストレス応
答で発現誘導される遺伝子について、網羅
的に膜ストレスとの関連を調べる。これら
により、膜ストレス軽減化、ストレス感知、
SecY機能回復にかかわる因子を同定し、そ
の構造・機能を解析する。 
 (2) 細胞質膜タンパク質異常の感知システ
ムについての解析: VE経路における異常膜
タンパク質感知システムを明らかにするた
め、遺伝学的、生化学的解析により、異常
膜タンパク質とVE経路構成因子との相互
作用を調べる。さらに、膜タンパク質の感
知に関わることが示唆される、「DegS非依
存的ストレスシグナル」の同定と解析、
「RsePの PDZドメイン」の機能・構造解
析及びリガンドの同定を行う。 
 
４．研究成果 
 
(1) 細胞膜の膜タンパク質は膜機能の多く
を担い、細胞機能に必須の役割を果たして
いる。膜タンパク質が正しく形成・維持さ
れ、また、異常な膜タンパク質を迅速に修
復或いは分解除去することは正常な膜機能
の維持に欠くことの出来ないプロセスであ
る。また、異常な膜タンパク質の生成によ
って、細胞表層のタンパク質折りたたみや
品質管理に関わる細胞因子の発現が誘導さ
れる、いわゆる「表層ストレス応答」が活
性化されるが、この活性化の仕組みや、ど
のような細胞因子がどのように膜タンパク
質の異常に対処するのかについてもほとん
ど不明である。本研究では、(a)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、（b）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、(c) 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、ことを目的とする。
本年は、まず、この目的を達成するために、
大腸菌の全 ORF を含む遺伝子ラブラリー
(ASKA library)を取得し、これを用いて、
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）変異の高温感受性と、
膜組み込み異常に起因するストレス応答を
抑制する遺伝子クローンの探索を行うため
のスクリーニングシステムを作成した。ま
た、そのシステムを用いてシステマティッ
クなスクリーニングを進め、複数の候補を
得た。それのマルチコピーサプレッサーに



 

 

より実際に secY351 変異株中での表層スト
レス応答レポーターの発現が低下し、モデ
ル膜タンパク質の幕見込みが回復していた。 
 
(2) "RIP (制御された膜内部でのタンパク
質 切 断 :regulated intramembrane 
proteolysis)" に関わるプロテアーゼは
様々な生物種で広く保存され、膜を越えた
情報伝達等に重要な役割を果 たしている
が、その作用・制御メカニズムの詳細は不
明である。本研究ではこれまでの成果を踏
まえて、大腸菌 RIP プロテアーゼ RseP と
GlpG を対象とし、それらの細胞機能と制御
の分子メカニズムの解明を目指す。国内お
いては細菌の膜プロテアーゼ・膜タンパク
質分解の研究は極めて限られており、特に
細菌 RIP プロテアーゼの研究は、申請者ら
のもの以外ほとんど無い。本研究は、大腸
菌という系を生かした総合的なアプローチ
にユニークな特徴を持つものであり、細菌
における RIPプロテアーゼ機能制御メカニ
ズムやストレス応答調節などの細胞機能の
解明と共に、  
広い視野からのタンパク質分解による細
胞・個体機能制御の統合的理解という本領
域目的に貢献するものと考える。こらまで、
RseP の機能制御機構を明らかにするため、
RseP の機能制御（抑制）に関わるペリプラ
ズム領域の PDZ 様ドメインに関するシステ
マティックな変異解析や RseP アミノ酸配
列の解析を行い、二つの連続した RseP 様領
域（PDZ-N と PDZ-C）を持つことを見出して
いたが、それぞれを単独で発現・精製して
X線解析により構造を毛呈した。その結果、
これらが circular permuate した配列を持
つ PDZ フォールドをとり、そのうちの N末
端側の PDZ-N ドメインのリガンド結合領域
に変異が集中することから、RseP 機能がリ
ガンド結合により制御されていることを示
唆した。又、RseP の基質である RseA の
DegS/RseP による２段階切断を in vitro で
再現する事に成功した。 
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