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〈要 約〉

　細菌感染症の主要な原因である腸内細菌科の細菌は通性嫌気性をもち，嫌気的な環境である宿主の腸内および好気的な環境である体外のいずれにおいても生育することができる．宿主の腸内および体外において，細胞に生じる異常なタンパク質を分解するのはおもにLonプロテアーゼである．興味深いことに，腸内細菌科細菌のもつLonプロテアーゼには保存された2つのCysが存在し，ジスルフィド結合を形成することが知られている．筆者らは，この研究において，これらのCysが可逆的なジスルフィド結合の形成および解離を介してLonプロテアーゼの活性を制御する“レドックススイッチ”であることを発見した．すなわち，ジスルフィド結合の解離した還元型Lonプロテアーゼにおいては，分解産物であるペプチドを放出する出口がせまくなり活性は約20％に低下した．一方，ジスルフィド結合の形成された酸化型Lonプロテアーゼにおいては，分解産物の放出される出口は広くなり活性は回復した．このレドックスイッチは宿主の腸内と体外との中間の酸化還元環境において作用し，細胞に存在する異常なタンパク質の分解レベルをそれぞれの環境に最適化していた．
はじめに

　AAA+プロテアーゼは生合成の誤りや細胞外からのストレスにより生じる異常なタンパク質の分解をとおして細胞におけるタンパク質の品質管理に貢献する1)．細菌における主要なAAA+プロテアーゼはLonプロテアーゼであり，細胞に生じた異常なタンパク質の約50％を分解している2)．Lonプロテアーゼの活性は諸刃の剣であり，細胞を防衛するうえできわめて重要である一方，過剰に発現した場合には細胞に致命的な損傷をあたえる3)．したがって，異常なタンパク質の量に応じて適切に制御されなければならない．

　Lonプロテアーゼの1次構造はN末端ドメイン，ATPaseドメイン，プロテアーゼドメインからなり，リング状に六量体化するATPaseドメインからなるリングとプロテアーゼドメインからなるリングが分子内チャンバーを形成する．基質となるタンパク質はATPaseドメインからなるリングの入口から取り込まれ，分子内チャンバーにおいて約10残基のペプチドにまで分解され，プロテアーゼドメインからなるリングの出口から放出される．興味深いことに，大腸菌のLonプロテアーゼの結晶構造において，Cys617とCys691とのあいだに分子内ジスルフィド結合の形成されることが知られている4)．Lonプロテアーゼは細胞質に局在するが，細胞質は強い還元的な環境であるので，一般に，ジスルフィド結合は安定には形成されない．これらのCysは腸内細菌科（Enterobacteriaceae）の細菌において特徴的に保存され，ほかの生物種においてはみられない．

　腸内細菌科は大腸菌，クレブシエラ菌，サルモネラ菌，赤痢菌，セラチア菌，ペスト菌などからなり，通常は無害な腸内共生細菌として存在する一方，細菌感染症のじつに半数をひき起こす，もっとも頻繁に遭遇する病原細菌でもある5)．このことは，腸内細菌科細菌が嫌気的な環境である宿主の腸内と好気的な環境である体外のいずれにおいても強健に生育する通性嫌気性細菌であることに由来すると考えられる．実際，宿主の腸内の嫌気的な環境でしか生育できない偏性嫌気性細菌は，腸内フローラの99％以上をしめるにもかかわらず感染性はほとんどない．したがって，腸内細菌科細菌が宿主の腸内あるいは体外の環境の違いに適応する機構を知ることは非常に重要である．

　宿主の腸内の嫌気的な環境ではタンパク質の生合成量は少なく，さらに，酸化などにより損傷をうけることも少ないため，細胞における異常なタンパク質の生成は低いレベルにある．一方，体外の好気的な環境ではタンパク質の生合成量は多く，合成されたタンパク質はつねに酸化ストレスにさらされる．したがって，異常なタンパク質の生成は高いレベルにある．細菌の細胞において異常なタンパク質を分解するのはおもにLonプロテアーゼであるので，腸内細菌科細菌は宿主の腸内と体外の2つの環境のあいだの違いに対応してLonプロテアーゼの活性を制御する必要がある．しかし，その分子機構はこれまで謎であった．筆者らは，この謎を解く鍵が腸内細菌科細菌のLonプロテアーゼに固有のジスルフィド結合にあるのではないかと考え，研究をスタートした．

1．ジスルフィド結合の形成および解離にともなう出口の大きさの変化

　すでに，Cys617とCys691とのあいだにジスルフィド結合をもつLonプロテアーゼのプロテアーゼドメインからなるリングの構造は報告されている4)（PDB ID：1RR9）．この研究では新たに，この“酸化型”のプロテアーゼドメインのリングに対し，ジスルフィド結合をもたない“還元型”のプロテアーゼドメインのリングの結晶構造を決定した（PDB ID：3WU3，図1）．この2つの全体の構造はよく似ており，また，結晶において酸化あるいは還元することにより互いに可逆的に変換した．

　唯一，酸化型と還元型とのあいだで異なっていたのは，分子内チャンバーから分解産物であるペプチドを放出する出口の大きさであった．すなわち，出口の断面積は，酸化型が230Å2，還元型が160Å2であった．出口を通過するペプチドは平均10残基であり6,7)，その推定の投影面積は150Å2であるので，酸化型と還元型とのあいだの出口の大きさの違いはペプチドの通過に大きく影響すると考えられた．

　酸化型と還元型とのあいだの構造変化は，ジスルフィド結合の形成および解離のひき起こす，きわめて精妙かつ簡潔なものであった．すなわち，Cys617とCys691とのあいだのジスルフィド結合が解離する際には，出口を構成する2つの部位の主鎖が出口の中心にむかい移動する．同時に，Cys617の側鎖が回転し，出口を構成する部位のいくつかの残基において側鎖のコンフォメーションが変化する．これら主鎖および側鎖の動きが協調的に起こることにより出口がせまくなる．Cys617とCys691とがジスルフィド結合を形成する際の構造変化はこの逆になる．

2．in vitroにおけるLonプロテアーゼの活性の酸化還元による制御

　in vitroにおいてLonプロテアーゼによる異常なタンパク質の分解の活性を解析した．その結果，還元的な環境においてLonプロテアーゼの活性は酸化的な環境の約20％にまで低下することを発見した．また，低下した活性は，さらに酸化剤により処理することで回復した．すなわち，この酸化還元に応じたLonプロテアーゼの活性の変化は，構造の変化と同様に可逆的であった．

　化学修飾法および部位特異的な変異法により，この活性の変化はCys617およびCys691の酸化還元によることが確かめられた．さらに，分子内チャンバーから分解産物を放出する出口の表面を構成するLys621およびLys623のAlaへの二重変異体の解析，および，ストップトフロー法による前定常状態における酵素反応の解析から，活性の変化は出口の大きさの変化によることが確かめられた．したがって，Cys617およびCys691は可逆的なジスルフィド結合の形成および解離をとおして出口の大きさを変更し，そのことによりLonプロテアーゼの活性を制御する“レドックススイッチ”であるといえた．

　Lonプロテアーゼの活性が中点となる標準状態における酸化還元電位は-227 mVと決定された．細胞質における酸化還元電位は，休止状態では-280～-250 mVであり，高濃度の活性酸素などによる特殊な酸化ストレス環境においては-150 mV程度にまで上昇するとされる8)．一方，宿主の腸内は酸化還元電位が-300～-200 mVの嫌気的な環境であり9)，体外の好気的な環境は酸化的ではあるが，通常は，特殊な酸化ストレス環境ほどではない．したがって，Lonプロテアーゼのレドックススイッチは宿主の腸内と体外のまさに中間の酸化還元環境において作用するよう，正確にデザインされていた．

3．in vivoにおけるレドックススイッチの機能の検証

　大腸菌においてLonプロテアーゼによる異常なタンパク質の分解の活性を解析した．その結果，好気的な環境においては，Lonプロテアーゼを発現する株では異常なタンパク質はほとんど蓄積せず，Lonプロテアーゼを欠損する株では蓄積した．一方，嫌気的な環境においては，Lonプロテアーゼを発現する株および欠損する株とも異常なタンパク質を蓄積した．すなわち，Lonプロテアーゼの活性は，in vitroと同様に，in vivoにおいても好気的な環境において高く嫌気的な環境において低かった．さらに，好気的な環境において，ジスルフィド結合を形成できない変異型Lonプロテアーゼを発現する株による異常なタンパク質の分解の活性は，野生型のLonプロテアーゼを発現する株より低いことがわかった．以上の結果から，大腸菌においてレドックススイッチが実際に機能し，好気的な環境においてLonプロテアーゼを高活性の酸化型へとスイッチすることが確かめられた．

　一方，好気的な環境において野生型のLonプロテアーゼを過剰に発現させると，変異型Lonプロテアーゼを過剰に発現させた場合と比べ，細胞の増殖がいちじるしく阻害されることがわかった．対照的に，野生型Lonプロテアーゼの過剰発現株は，変異型Lonプロテアーゼの過剰発現株より，紫外線の照射に対する細胞の生存能が顕著に上昇した．すなわち，好気的な環境において酸化型にスイッチしたLonプロテアーゼの活性は，細胞外からのストレスから細胞を強力に防御する一方，細胞それ自体を損傷させた．このような諸刃の剣ともいえる酸化型Lonプロテアーゼの活性は，高エネルギー生産かつ高ストレスである体外の好気的な環境に最適である．反対に，低エネルギー生産かつ低ストレスである宿主の腸内においてLonプロテアーゼは還元型へとスイッチされる．

おわりに

　以上の結果から，腸内細菌科の細菌のもつLonプロテアーゼに固有の2つのCysが，環境に応じてLonプロテアーゼの活性を制御するレドックススイッチであることが明らかにされた．このレドックススイッチは可逆的なジスルフィド結合の形成および解離を介し，分子内チャンバーから分解産物を放出する出口の大きさを変更する．その結果，細胞における異常なタンパク質の分解活性は，宿主の腸内の嫌気的な環境と体外の好気的な環境のそれぞれに応じて最適化される．

　腸内細菌科細菌が高い感染性をもつことの基本にこのように単純明快な分子機構の存在することは驚くべきことであった．この発見は，生物の環境への適応の機構を理解するうえで重要であるとともに，細菌感染症の対策において鍵になる可能性がある．腸内細菌科細菌による感染症はほぼすべての人類にかかわる重要な問題であり，そのなかには，たとえば，近年，急速に被害の広がりつつあるカルバペネム耐性腸内細菌科細菌などによる，有効な治療法のない深刻な疾病も多く含まれる．この研究が，このような問題を解決あるいは改善する端緒になれば幸いである．
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〈図説明〉
図1　酸化型および還元型のLonプロテアーゼにおける出口の付近の結晶構造

（a）酸化型Lonプロテアーゼ．

（b）還元型Lonプロテアーゼ．
レドックススイッチとしてはたらくCys617およびCys691の側鎖を黄色のスティックモデルで示す．出口を構成する2つの部位を，それぞれ，赤色および水色で示す．
