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研究成果の概要（和文）：σE表層ストレス応答経路は大腸菌の細胞表層の機能維持に重要である。σEによって転写誘
導されるyfgC遺伝子を欠失すると、大腸菌が多くの薬剤に対して感受性化することが知られていたが、YfgCの機能は不
明であった。研究代表者らは、細菌外膜においてリポ多糖の輸送に関わるLptDの生合成にはジスルフィド結合の組換え
が必要であることを見いだし、YfgCがその過程を促進すること、さらにYfgCはアセンブリーに失敗したLptDを分解する
ことを見いだした。これらの結果に基づき、YfgCをBepA （β-barrel assembly-enhancing protease）と改称すること
を提唱した。

研究成果の概要（英文）：Escherichia coli is equipped with envelope stress-response systems to sense and 
cope with disorders of outer membrane (OM) constituents. The σE-dependent stress response system is one 
of the most important for the maintenance of the OM structure and function. Disruption of yfgC, a 
σE-regulated gene, sensitizes cells to multiple drugs, suggesting that it is involved in maintaining OM 
integrity. However, the specific function of YfgC remained unclear. We revealed that YfgC promotes 
assembly of LptD, an OM protein involved in the transport of lipopolysaccharides, which undergoes 
intramolecular disulfide rearrangement during its biogenesis. YfgC also promoted degradation of 
incorrectly folded LptD. BepA thus controls the quality of OM proteins by promoting either the biogenesis 
or elimination of OM proteins, depending on their folding state. Based on these results, we suggested 
that YfgC should be renamed as BepA (β-barrel assembly-enhancing protease).

研究分野：機能生物化学
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１．研究開始当初の背景 

大腸菌などのグラム陰性細菌は細胞質膜
（内膜）の外側にもう一つの膜構造（外膜）
を持っている。外膜を構成する因子はすべて
細胞質または内膜上で合成され、専用の輸送
装置の働きで外膜まで輸送される。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、細菌は表層ストレス応答機構
を備えて外的環境の変化に対応している。大
腸菌は複数の表層ストレス応答機構を備え
ているが、中でも σE経路は最も重要な表層ス
トレス応答機構の一つと考えられている。こ
れまでに114の遺伝子がσEによる制御を受け
る遺伝子（σEレギュロン）のメンバーとして
同定されているが、機能が明らかでない遺伝
子も多く含まれている。細胞表層の品質管理
機構を理解するため、これらの遺伝子の働き
を解明することが求められている。本研究の
開始当初において、σEレギュロンのメンバー
である yfgC (bepA)遺伝子を欠失する大腸菌
が多くの薬剤に対して感受性化することが
報告されていた。また、種々の化学物質に対
する感受性のプロファイリングから、bepA遺
伝子が外膜の生合成あるいは品質管理に働
いていることが示唆されていた。 
外膜の透過障壁としての機能は、リポ多糖
（lipopolysaccharide, LPS）の性質に負うとこ
ろが大きい。LPSは内膜の細胞質側で合成さ
れ、ABCトランスポーターMsbAの作用で内
膜のペリプラズム側にフリップされた後、一
群の Lpt因子の働きで外膜外葉まで運ばれる。
LPSは Lpt因子によって形成される内膜－外
膜間の架橋を運ばれると考えられている。外
膜タンパク質であるLptDのN末端ドメイン、
ペリプラズムタンパク質の LptA、および内膜
タンパク質の LptC は互いによく似たゼリー
ロール構造をとり、LPSはこれらの Lpt因子
が形成する連続した疎水性チャネルを通っ
て内膜から外膜まで運ばれると考えられて
いる。 
外膜タンパク質 LptD とリポタンパク質

LptE はともに大腸菌の生育に必須であり、
LPSを外膜外葉に局在化させるために必要で
ある。LptDと LptEは外膜で複合体を形成し
ている。LptDの N末端ドメインと C末端の
β バレルドメインの間には、2 組のジスルフ
ィド結合が存在する。即ち、LptD は N 末端
ドメインに 2つ（C31, C173)，βバレルドメイ
ンに 2つ（C724, C725）の合計 4つのシステイ
ン残基を持ち、ジスルフィド結合は連続しな
い 2 つのシステイン残基間（C31-C724および
C173-C725）で形成されることが明らかとなっ
ている。 

２．研究の目的 

σE 経路は大腸菌の生育に必須の表層スト
レス応答機構であり、σE が活性化されると、
ペリプラズムのシャペロンや外膜タンパク

質の膜挿入に働くタンパク質の発現が上昇
するとともに、外膜タンパク質の発現が small 
non-coding RNAを介して抑制される。これら
の知見から、σE経路には細胞表層におけるタ
ンパク質のミスフォールディングを防ぐ役
割があると考えられている。σEによって発現
制御を受ける遺伝子が具体的にどのような
機能をもっているか、或いはストレス応答に
よって細胞表層の物理化学的性質がどのよ
うに変化するかについては明らかになって
いない点が多いため、細胞表層の生合成およ
び品質管理における表層ストレス応答機構
の役割を明らかにし、生物学的意義を解明す
ることは、細菌からヒトまで保存される
unfolded protein responsesの機能に関して基本
的な共通概念が得られることにつながる。特
に、グラム陰性細菌の外膜透過性の維持機構
を理解することは、細菌の制御を目的とした
新たな化合物の開発につながる。本研究では
前述したように σE レギュロンのメンバーで
あり、かつ欠失すると大腸菌に薬剤感受性を
もたらす bepA 遺伝子の機能を解明すること
を目的とした。 

３．研究の方法 

C 末端に His タグを付加した BepA を大腸
菌で過剰発現させ、金属アフィヒティークロ
マトグラフィーにより精製した。精製した
BepA のプロテアーゼ活性を α-カゼインを基
質に用いて測定した。 
大腸菌の全 ORF を網羅するプラスミドラ
イブラリーである ASKA ライブラリーを
bepA欠失株に導入し、抗生物質であるエリス
ロマイシンに対して耐性を示すクローンを
スクリーニングした。 
イムノブロッティングや、パルスチェイス
と免疫沈降を組み合わせて LptD を検出する
際には、非還元的条件で SDS-PAGEを行うこ
とで、LptDのジスルフィド結合の状態を評価
した。 
光架橋能を持つ非天然型アミノ酸の導入、
または化学架橋剤の添加により、BepA と近
接する因子を探索した。また、共免疫沈降に
より、BepAと BAM複合体との相互作用を検
討した。 

４．研究成果 

精製した BepA を用いてプロテアーゼ活性
を調べたところ、BepA による α-カゼインの
切断が観察され、金属イオンキレーターの添
加やプロテアーゼ活性部位モチーフ
（H136EXXH）への変異導入によって切断活
性が阻害された。また、BepA の活性部位モ
チーフ変異体は bepA 欠失株の薬剤感受性を
相補できず、野生株で発現させると薬剤感受
性を亢進させた。これらの結果から、BepA
のプロテアーゼ活性は細胞表層の機能維持
に重要であることが明らかになった。一方、



これらの変異体は特定の条件では bepA 欠失
株の薬剤感受性を相補することから、BepA
はプロテアーゼ活性に依存しない機能も持
つと考えられる。 

bepA 欠失株のエリスロマイシン感受性を
指標にマルチコピーサプレッサーを選択し
たところ、LptEの過剰発現によって bepA欠
失株の薬剤感受性が抑制された。LptEはLptD
の生合成に関与することが知られているた
め、bepA欠失株における LptDの状態を調べ
たところ、非還元的 SDS-PAGEにおいて正常
な LptD よりも大きな泳動度を示す分子種が
観察された。この LptD の分子種は還元的条
件で SDS-PAGEを行うと正常な LptDと同等
の泳動度を示したことから、SH 基を介した
修飾あるいは特殊なジスルフィド結合が形
成されていることが示唆された。そこで LptD
のシステイン残基を一つずつセリンに置換
した変異体を作製して bepA 欠失株で発現さ
せ、非還元的条件での泳動度を検討した結果、
bepA欠失株では連続した2つのシステイン残
基間（C31-C173および C724-C725）でジスルフィ
ド結合が形成された LptD（これを LptDC、正
常なジスルフィド結合を持つ LptDを LptDNC

と記す）が蓄積していることが明らかとなっ
た。パルスチェイス実験の結果、野生株にお
いては LptD はまず連続したジスルフィド結
合を形成し、30°Cでは 40分程度をかけて正
しいジスルフィド結合に組換わることがわ
かった。これに対して、bepA欠失株ではこの
ジスルフィド結合の組換えが遅く、チェイス
後 80 分を経過しても約半数が LptDCのまま
であった。野生株で BepA を過剰発現すると
LptDCからLptDNCへの変換が促進されたこと
から、BepAによる LptDのジスルフィド結合
の異性化は LptD 生合成の律速段階になって
いることが示唆された。また、この LptDCか
ら LptDNCへの変換は、BepAのプロテアーゼ
活性部位の変異体によっても促進された。
LptDがBAM複合体依存的に外膜に挿入され
ること、また後述するように細胞内の BepA
の少なくとも一部が BAM 複合体と近接して
いることから、BepA はシャペロン様の活性
を以て LptDの BAM複合体からの解離、ある
いは LptE との相互作用を促進することによ
り、LptD/E複合体のアセンブリーを促進して
いると考えられた。 
本研究の実施中、Harvard University の

Daniel Kahne 教授らのグループが LptD の生
合成過程についての論文を発表した（①）。
内容は、LptD は合成されると C31-C173、
C724-C725の 2 組のジスルフィド結合を持つ前
駆体の状態で外膜にターゲットされ、LptEと
の相互作用が引き金となって C31-C724, 
C173-C725 のジスルフィド結合を持つ成熟体へ
と変換されるというもので、研究代表者らが
得た上記実験結果と一致する報告であった。 
光架橋能を持つ非天然型アミノ酸や化学
架橋剤を用いた架橋実験、およびプルダウン
アッセイの結果、BepA は外膜タンパク質の

生合成に関与する BAM 複合体と相互作用す
ることがわかった。これらの結果から、BepA
は BAM 複合体の近傍で外膜タンパク質のア
センブリーを促進する一方、フォールディン
グが阻害された際はそれらを取り除く働き
をするシャペロン/プロテアーゼであると結
論した。 
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