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研究代表者は、細胞内で膜の品質管理とシグナル伝達の制御という二重の役割を担う膜内切断プロテア

ーゼ RseP を研究対象とした構造生物学的研究に取り組んだ。研究代表者は、先行研究において、RseP の

結晶構造を決定し、RseP が基質取り込みゲートを介して切断の調節を行うというモデルを提唱しており、

本研究では、RseP の基質認識や基質取り込み過程でのコンフォメーション変化の調節機構を明らかにする

ため、受け入れ研究室との共同研究によって電子顕微鏡を用いた構造解析に着手した。RseP の分子量は 50 

kDa 前後であり、単独ではクライオ電子顕微鏡による解析は困難であることから、研究代表者は、抗体の

Fab 断片を結合させることで、クライオ電顕による解析が可能なレベルまで RseP の粒子サイズを増大させ

ようと考えた。構造解析には大量の Fab が必要とされることから、研究代表者は、高品質の Fab を安定し

て供給するために、動物細胞を用いて組み換え発現系を構築した（Protein Expr Purif (2023), 208-209, 106289）。

具体的には、重鎖の VH-CH1 領域の N 末端側に human growth hormone (hGH)と His8 タグを融合し、軽鎖と

ともに動物細胞で分泌発現させた。hGH-His8 タグが融合した Fab をアフィニティークロマトグラフィーで

精製した後、プロテアーゼでタグを切断した。結晶解析によって hGH 融合タンパク質で発現させた Fab が

天然の構造を保っていることを確認した後、クライオ電顕解析にも使用した。 

さらに、研究代表者は、独自の抗体アフィニティー精製技術で高品質の RseP の組み換えタンパク質を調

製し、共同研究者が進めていた RseP の基質探索研究にも貢献した。その結果、最終的に 14 種類の低分子

量膜タンパク質が新規の基質として同定された。その中には細胞休眠（パーシスター化）を誘導する内在

性トキシン HokB も含まれており、RseP が HokB を切断することで細胞毒性を抑制することを示した（mBio 

(2023) , e0108623）。この結果は、RseP が HokB によって誘導される細胞休眠からの覚醒に関与することを

示唆しており、RseP が新たな感染症治療薬の標的になりうることを示している。 


