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1   はじめに 
大腸菌の有する RseP は、site-2 protease ファミリ

ーに属する膜内切断プロテアーゼであり、表層スト

レス応答に関与する。ストレス条件下において、

RseP は、DegS プロテアーゼとともにⅡ型膜タンパ
ク質 RseA を切断する。RseA の細胞内ドメインには
ストレス応答遺伝子群の発現を制御する転写因子σ
E が結合しており、σE は一連の切断反応によって、

膜から遊離し活性化される。DegS と RseP による
RseA の切断反応の順序は決まっており、まず、

DegS が C 末端側のペリプラズム領域を切断した後
に、RseP がその切断産物を膜内部で切断する。
RseP のペリプラズム領域には、ペプチド C 末端の
認識モジュールとして知られる PDZ ドメインがタ
ンデムに２つ存在している。このため、PDZ タンデ
ムが DegS の切断によって生じる RseA の新生 C 末
端を認識する可能性も考えられてきた。しかしなが

ら、これまでの変異体を用いた機能解析の結果は、

PDZ タンデムは、むしろ DegS が作用する前に RseP
が全長 RseA の切断を行うのを抑制する役割を担っ
ているということを示していた。PDZドメインが、 
いかにして基質切断の制御に関与しているのかを明

らかにするためには、PDZ タンデム領域全体の立体
構造を明らかにすることが重要であると考えられる。

しかしながら、RseP の 2 つの PDZ ドメインについ
ては、それぞれ単独の断片の結晶構造解析が行われ

ているのみであり、2 つのドメインがつながった断
片については、結晶は得られていなかった。大腸菌

由来 RsePの PDZタンデムでは、2つの PDZドメイ
ンが 6 残基からなる柔軟性の高いリンカーでつなが
っていることが予想されており、断片全体の構造の

揺らぎが大きいことが、結晶が得られない原因と考

えられた。そこで本研究では、リンカー配列が短く、

可動性が低いことが予想される好熱菌由来の RseP
ホモログを用いて、PDZ タンデム断片の結晶構造解
析に取り組むこととした。 

2   実験 
本研究では、まず好熱菌由来の RseP ホモログの

遺伝子をクローニングし、大腸菌を用いて PDZ タ
ンデム断片の発現系を構築した。微量溶液分注装置
を用いて、結晶化条件のスクリーニングと添加剤を

用いた結晶化条件の最適化を行い、Photon Factory 
BL-17A において、X 線回折データの収集を行った。 

3   結果および考察 
精製試料を用いて、結晶化条件のスクリーニング

を行ったところ、塩を主たる沈殿剤とする複数の条

件で結晶が得られた。添加剤を用いて条件の最適化

を行い、最終的に 2.8 Å 分解能の回折データが得ら
れた。構造既知の大腸菌由来の PDZ ドメイン個々
の座標データを用いて分子置換法による位相決定を

行った後、分子モデルの構築と構造精密化を行った。 

4   まとめ 
本研究により、PDZ タンデム全体の結晶構造が初

めて明らかになった。現在、構造情報をもとに、基
質認識機構の解明に向けた変異体解析を進めている。 
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