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略語 

 
Amp Ampicillin 
APS Ammonium PeroxodiSulpahate 
ATP Adenosine 5’-triphosphate 
CBB Coomassie Brilliant Blue 
Cm Chloramphenicol 
Ct Threshold cycle 
DTT Dithiothreitol 
EMSA Electro mobility shift assay 
IAA Iodoacetamide 
IbpA Inclusion Body associated Protein A 
IbpB Inclusion Body associated Protein B 
IPTG Isopropylthiogalactoside 
PCR Polymerase chaine reaction 
PNPase Polynucleotide phosphorylase 
PURE system Protein synthesis Using Recombinant Elements system 
qRT-PCR Quantitative reverse transcription PCR 
RNAT RNA thermometer 
SD Shine-Dalgarno 
SDC Sodium Deoxycholate 
SDS Sodium dodecyl sulfate 
SDS PAGE SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 
sfGFP Super folder green fluorescent protein 
SLS Sodium lauryl sulfate 
TCA Trichloroacetic acid 
TFA Trifluoroacetic acid 
Tris 2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol 
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1. 序論 
 
1.1. タンパク質凝集の蓄積 
 
 タンパク質は細胞内の化学反応の触媒や構造の保持を行う、生命維持活動に必須

の分子である。タンパク質が細胞内で機能を発揮するには、リボソームにより mRNA
にコードされた情報に準じたポリペプチド鎖として合成された後、天然状態と呼ばれる

正しい立体構造をとる必要がある。ポリペプチド鎖が天然状態をとる過程はフォール

ディングと呼ばれ、機能を発揮できる状態となるだけでなくポリペプチド鎖を構成する

アミノ酸残基同士の分子内結合による折れ畳み、疎水性アミノ酸残基のパッキングや

親水性アミノ酸残基のタンパク質表面への露出などを介して熱力学的に安定な状態と

なる。多くのタンパク質合成においてはアミノ酸の配列が決定することにより、タンパク

質の熱力学的に安定な構造が決定し、自ずとその構造がとられる(1)。この定説は、ア

ンフィンゼンのドグマと呼ばれている。しかし、タンパク質の中には安定な異常構造を

取るものや、自発的にフォールディングすることのできないタンパク質が知られている

(2)。 
 
フォールディングが失敗したタンパク質や、温度変化や pH 変化、酸化条件などのス

トレスに晒されたタンパク質は天然状態となることができず変性する(図１)。変性タンパ

ク質は分子シャペロンによるリフォールディングの補助やプロテアーゼによる分解を受

けることで細胞内のタンパク質恒常性が保たれる。しかし変性することで疎水性アミノ

酸残基がタンパク質表面に露出すると、タンパク質は分子間会合し無秩序な集合体を

形成する。タンパク質凝集と呼ばれる無秩序な集合体の形成は、変性タンパク質のリ

フォールディングや分解の効率を下げるだけでなく、新生されたポリペプチド鎖を巻き

込むことで細胞内のタンパク質恒常性を大きく乱すことがわかっている。そのため、ど

のような生物種も形成されたタンパク質凝集を細胞内の特定の位置に隔離するような

機構を備えている(3)。 
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図 1 タンパク質フォールディングとタンパク質凝集の形成 
新生ポリペプチドやタンパク質は変性するとタンパク質凝集を形成する。 
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1.2. 熱ショックタンパク質 
 
タンパク質の変性やミスフォールディングを引き起こす一般的な環境要因の一つが

熱ストレスである。そのため、生物は熱ストレスに晒されることで発現する一群のタンパ

ク質（熱ショックタンパク質：Hsp）を備えることでタンパク質の変性やタンパク質凝集に

対処している。Hsp は主にシャペロンやプロテアーゼから成り、主要な Hsp である

Hsp40、Hsp60、Hsp70、Hsp90、Hsp100 などは多くの生物種において保存されて

いる(3, 4)。また、変性タンパク質との結合解離を行うシャペロンである Hsp７0、脱凝集

シャペロンである Hsp100 の協働においては、処理経路についても生物種をまたいで

保存されている(3, 4)。これらの Hsp は ATP に駆動されることで基質となるタンパク質と

の結合・解離や分解を行うが、中には ATP に駆動されずに変性タンパク質と共凝集

することで隔離やリフォールディング・分解の補助を行う例外的なシャペロンも存在し

ている。 
 
主要な Hsp の中には恒常発現しているものも存在するが、Hsp の多くが熱ストレスに

応答した転写誘導によって発現する。バクテリアにおいては、Hsp の発現は RNA ポリ

メラーゼサブユニットs32 に依存している。非ストレス条件下におけるs32 は分解による

細胞内存在量の制限によって抑制されており、その抑制には大腸菌 Hsp70/40 である

DnaK/DnaJ が関わっている(図２)(5, 6)。s32 は DnaK の結合サイトを複数有している。

そのため、DnaK はs32 の活性抑制因子として RNA ポリメラーゼと競合することが知ら

れており、DnaK と結合した状態のs32 は FtsH プロテアーゼに分解されることが知られ

ている(7, 8)。一方で、熱ストレスなどにより細胞内に変性タンパク質やタンパク質凝集

が蓄積した際には DnaK/DnaJ が動員されるため、s32 と結合する DnaK 量が減少す

る。そのためストレス時にはs32 が活性化、また安定化され Hsp の転写が誘導される

(9)。 
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図 2 バクテリア熱ショックタンパク質とs32 
s32 による熱ショックタンパク質の誘導と DnaK を介したs32 の分解誘導 
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1.3. 低分子熱ショックタンパク質 
 
 低分子熱ショックタンパク質(sHsp)はすべての生物種において保存される Hsp の一

種で、機能に際して ATP の駆動を必要としない例外的なシャペロンである(3, 4)。sHsp
は Holdase, Sequestrase とも呼ばれ、変性タンパク質と共凝集することで細胞内から変

性タンパク質を隔離する(10, 11)。また、タンパク質凝集の形成における強固な分子間

会合は Hsp による処理効率を大きく減少させるが、sHsp が共凝集したタンパク質凝集

では凝集体サイズが減少に伴うシャペロンやプロテアーゼの近接効率の上昇や、

sHsp の補助による分解、リフォールディングの促進により処理効率が上昇する(3, 4, 
10–12)。このことから近年では sHsp による共凝集がタンパク質凝集処理の第一段階と

して認識されている(12)。 
 
 sHsp による分解、リフォールディングの補助は sHsp 自身がシャペロンやプロテアー

ゼと相互作用することで行われる。sHsp と Hsp70-Hsp100 リフォールディング系の協働

の際には、タンパク質凝集中の sHsp と Hsp70 が交換されることで Hsp70-Hsp100 の

協働系が効率よくタンパク質凝集に働きかけることが明らかとなっている(13)。また、プ

ロテアーゼによる分解の際には、sHsp 自身がプロテアーゼに認識、分解されることで

タンパク質凝集の分解を補助することがわかっている(図３)(14)。 
 
sHsp は共通して 12〜43 kDa と低分子であり、N 末端ドメイン、a-クリスタリンドメイン、

C 末端ドメインの 3 ドメインから成る。中でも構造の核となるa-クリスタリンドメインは約

90-100 アミノ酸残基から成る、sHsp 中で最も大きなドメインである。a-クリスタリンドメイ

ンはバクテリアから哺乳動物まで高い保存性を有しており、b-サンドイッチ構造と呼ば

れる逆平行b-ストランドからなる構造を有している(10, 15)。N 末端ドメインは sHsp ごと

に長さ、配列ともに多様であることが知られているが、共通して構造柔軟性の高い領域

であることと、変性タンパク質との結合に重要なドメインであることが明らかとなってい

る。C 末端ドメインは 20 アミノ酸に満たない短いドメインで、N 末端同様構造柔軟性が

高いことが知られている。C 末端ドメインには sHsp が機能する上で重要なオリゴマー

形成を担う IX(I/V)モチーフが存在しており、このモチーフがa-クリスタリンドメインのb-
ストランド中に存在するポケット部分と相互作用することで sHsp オリゴマーが形成され

る(図４)(15)。 
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図 3 sHsp の機能 
sHsp によるリフォールディング、分解補助。変性タンパク質と共凝集した sHsp は他 Hsp のリクルー

トを助ける。 
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 sHsp はa-クリスタリンドメイン同士で結合したダイマーを最小単位とし、ダイマー同士

が C 末端ドメインの IX(I/V)モチーフとa-クリスタリンドメイン間の相互作用によってオリ

ゴマーを形成する。IX(I/V)モチーフはa-クリスタリンドメインの疎水性ポケットに入り込

むことでオリゴマーを形成する(15, 16)。オリゴマー形成に必要な sHsp の数は決まっ

ておらず、約 10〜30 分子の間と言われている(15)。また、複数の sHsp を有する生物

種では一部の sHsp において複合的なオリゴマーを形成することが報告されており、

異なる機能特性を有する sHsp がヘテロオリゴマーとなることで互いに協働や活性調

節の役割を果たすことがわかっている(10, 15)。 
 
 

 
 
 

N�
�	�� C�
�	��a-�������	��

IX(I/V)
���

sHsp

A

Monomer Dimer
Oligomer

+ aggregation
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図 4 sHsp の構造とオリゴマー形成 

A: sHsp に共通するドメイン構造と 

保存されたモチーフ 

B: sHsp のオリゴマー形成 

C: sHsp の立体構造(19) 

左: ダイマー,中心: ダイマー同士の結合,  

右： オリゴマー  
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1.4. バクテリア sHsp の発現調節 
 
 sHsp は様々な生物種で保存されているが、中でもa-プロテオバクテリア、g-プロテオ

バクテリアの sHsp についてはタンパク質としての特徴だけでなく翻訳制御についても

共通の機構を有することが知られている(17–19)。 
RNA サーモメーター(RNAT)は Hsp の一部で知られる翻訳制御機構で、mRNA の 5´ 
非翻訳領域 (UTR)の熱揺らぎに依存した二次構造の開裂を介して対象遺伝子の翻

訳開始制御が行われる。過去の調査によって様々な形式の RNAT が知られており、

ほとんどの RNAT において、その形式と Hsp の種類に関連性はない。しかし sHsp に

おいては固有の形式が保存されている(17)。 
ROSE (Repression Of heat Shock gene Expression)-like エレメントは、sHsp で見られる

特徴的な RNAT の形式で、共通して 2~4 本のステムループ構造から成る。最も下流

側に位置するステムループのステム部分にはリボソーム結合領域である Shin・

Dalgarno 配列(SD 配列)がマスクされており、低温条件では mRNA へのリボソーム結

合が起こらず、翻訳が開始されない。しかし、この最下流のステムループは連続するス

テムループの中でも最も不安定な構造であり、特に SD 配列はステム中においても塩

基対を形成しないことが知られている。そのため熱に晒されるとこのステム部分が開裂

し、SD 配列の露出に伴い翻訳開始が可能となる(図５) (17–19)。 
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図 5 バクテリア sHsp の発現調節 
高温で開裂するステムループによって SD 配列がマスクされているため、温度依存的に翻訳開始

が制御されている。 
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1.5. 大腸菌 sHsp 
 大腸菌は 2 種類の sHsp を備えている。IbpA (Inclusion Body associated Protein A)と
IbpB (Inclusion Body associated Protein B)は、大腸菌細胞内にて外来生のタンパク質

を過剰発現させた際にできる封入体から発見された sHsp で、これまでにさまざまなス

トレス条件下において変性タンパク質との共凝集が確認されている(20, 21)。IbpA と

IbpB は同オペロン上に存在しており、約 50%のアミノ酸相同性を有している（図 6）。

IbpA と IbpB はそれぞれホモダイマーを最小単位としてオリゴマー様々なサイズのオリ

ゴマーを形成し、ヘテロオリゴマーを形成することも明らかとなっている(10)。 
 
 

 
図 6 IbpA と IbpB のアミノ酸配列アライメント 
両者の相同性の高さは部分的なものでなく、全体的にアミノ酸相同性が高い。 
 
 
  

N
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 IbpA はオリゴマー形成についてよく調べられており、C 末端ドメイン中のオリゴマー

形成のために重要な残基・モチーフが知られている。そのうちの一つが 133 番目のア

ルギニン（R133）である。過去のホモロジーモデリングを用いた解析により、この残基は

オリゴマーを形成する際にa-クリスタリンドメインのグルタミン酸と相互作用することが示

されている（図 7）(16)。また、IbpA における IX(I/V)モチーフであり 134~136 番目に位

置する IEI モチーフもオリゴマー形成に重要であるとされている（図 7）(16)。R133 残

基や IEI モチーフに含まれるイソロイシンをアラニンに置換することで IbpA の sHsp 活

性が消失することが過去の調査により明らかとなっている(16)。 
 
 
 

 

 
 
  

IEI
R133

IEI R133

A B

図 7 IbpA におけるオリゴマー化に重要な残基 

A: ホモロジーリモデリング解析に基づいた大腸菌 IEI モチーフ、R133 のa-クリスタリンドメインと

の相互作用(20) 

B: オリゴマー形成時の相互作用模式図 
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1.6. IbpA と IbpB の特徴 
 
IbpA と IbpB はアミノ酸配列が非常に類似しているが、分解傾向、また凝集傾向に

違いがあることが過去の研究によって示されている。 
 
Lon プロテアーゼは IbpA、IbpB の両者においてa-クリスタリンドメインを認識し、分

解の基質とすることが明らかとなっている。しかし分解効率については IbpB が IbpA よ

りも高いことが確認されている(22)。さらに、IbpA, IbpB の N 末端ドメインと C 末端ドメ

インが分解における速度調節の役割を担っていることが示されているが、IbpA におい

ては両ドメインの存在により分解速度が上昇し、IbpB においては両ドメインの存在によ

り分解速度が低下するといったように両ドメインによる寄与は異なっている(22)。 
 
また変性タンパク質との共凝集時には IbpA が変性タンパク質と効率よく結合し、安

定な結合が保たれるのに対し、IbpB は変性タンパク質との結合が弱く、不安定である

ことがわかっている(23)。その一方で、Hsp70-Hsp100 との協働に必要なステップであ

る凝集からの解離は IbpB の方が効率が良く、IbpA は IbpB 非存在下では、豊富に

Hsp70 が存在する条件でなければ変性タンパク質に結合し続け、Hsp70-Hsp100 への

変性タンパク質の引渡しを阻害する(23, 24)。さらに、IbpA は IbpB 非存在下では高度

なオリゴマーを形成することがわかっており、精製 IbpA を単独で高濃度条件下に置く

と繊維化することがわかっているが、IbpB ではそのような傾向は見られない(図
８)(16)。 
 
上記のような特徴の違いは、IbpA, IbpB が凝集体処理における役割を分担するよう

に進化してきたことに由来すると予想されている。sHsp は、役割を果たす上で「変性タ

ンパク質との共凝集」と「シャペロンへの変性タンパク質の引渡し」という 2 つの機能が

必要とされる。しかし、前者は変性タンパク質との安定した結合が必要であり、後者は

変性タンパク質との容易な解離が必要とされる。そのため、sHsp に必要とされる 2 つ

の機能はトレードオフの関係にあると言える。 
これら 2 つの役割を分担するために、IbpA と IbpB は同遺伝起源でありながら異なる

特徴を備えるよう分化してきたと考えられている(23)。実際に、IbpA はプロテアーゼに

よる認識、分解効率が低いが、IbpB 存在下においてはその効率が上昇することが in 
vivo, in vitro の両方で確認されている(22)。また IbpA, IbpB 単独では、変性タンパク

質のシャペロンへの引渡しや変性タンパク質への安定した結合が行えないが、IbpA, 
IbpB の両方が存在することによって、sHsp が機能する際の 2 つのステップの両方が

効率よく行われるということが in vivo, in vitro の両方で示されている(図 8)(23)。  
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図 8 IbpA と IbpB の役割分担 

IbpA と IbpB は凝集体への結合、解離に伴うシャペロンへの変性タンパク質の引き

渡しという sHsp が担う 2 つの機能を分担している。 
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1.7. IbpA と IbpB の発現調節 
 
 ibpAB オペロンも他の sHsp と同様に熱ショック転写因子s32 による転写調節を受ける

と同時に RNAT による翻訳調節を受けることがわかっており、in vitro の実験系によっ

て ibpA 5´UTR においては 35ºC, ibpB 5´UTR においては 40ºC 程度の熱に晒される

ことで、SD 配列をマスクするステムループ構造が開裂することが示されている(図
9)(25, 26)。その一方で ibpB には、ibpA には存在しない制御系による調節も存在して

いる。ibpA と ibpB の間はおよそ 110 塩基離れているが、ibpB RNAT のステムループ

が存在するさらに上流の領域、ibpA 遺伝子の 7 塩基下流に、窒素飢餓応答の転写

調節因子であるs54 のプロモーターを有している(27)。また、ibpB 5´UTR と ibpB 
ORF(Open reading frame)は RNaseE による切断を受けることがわかっており、IbpA と

IbpB は分解時だけでなく合成においても細胞内において区別されていることが示唆

されている(26)。 
 

 
図 9 IbpA, IbpB 発現における熱に依存した翻訳調節 
IbpA, IbpB の 5´UTR においては 40ºC 程度の熱に晒されることで、SD 配列をマスクするステムル

ープ構造が開裂することが示されている。 
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1.8. IbpA の温度非依存的な発現上昇 
 
ibpA 翻訳における RNAT の存在は、in vitro の mRNA 二次構造解析と in vivo のレ

ポーターアッセイによって確認されている。しかし過去の研究において、30ºC の生育

温度においても DnaK/DnaJ を欠損させた条件で IbpA の発現量が約 50 倍に上昇し

ている様子がプロテオーム解析によって確認されている。また、酸化ストレス条件にお

けるウェスタンブロッティングの解析においても、生育温度が 30ºC であるにも関わらず

IbpA の発現量が 10 倍程度に上昇している様子が見られた(28–32)。これらの条件は、

大腸菌細胞内のタンパク質の変性とタンパク質凝集の形成・蓄積を引き起こすことが

知られている(31, 32)。これらのことは、タンパク質凝集が蓄積する条件において、ibpA
の RNAT による ibpA の翻訳抑制が解除される可能性が示唆している。 
 
1.9. 本研究の概要 
 
本研究では 1.7.で挙げた RNAT による翻訳制御機構が知られる IbpA が、タンパク

質恒常性を乱すようなストレス条件下においては温度非依存的に発現量が増加する

こという過去の報告から端を発し、未知の発現制御機構が存在する可能性を提案、検

証したものである。検証の結果、IbpA 発現がタンパク質凝集の蓄積に翻訳レベルで

応答すること、さらにその機構が自身のオリゴマー形成・共凝集に依存した ibpA 翻訳

の自己抑制によるものであることが示された。各検証は以下の通りである。 
 
3 章の検証では、非ストレス条件下においてもタンパク質凝集の蓄積によって IbpA

の発現上昇が再現されるか検証した。凝集傾向タンパク質の過剰発現により細胞内に

タンパク質凝集を蓄積させ、IbpA の発現をプロテオーム解析とウェスタンブロッティン

グによる発現解析を行った結果、タンパク質凝集が蓄積した細胞においては IbpA の

発現上昇が温度非依存的にも上昇することが明らかとなった。さらに、レポーターアッ

セイによってその応答が翻訳レベルで引き起こされることを示した。 
 
4 章では、タンパク質凝集の蓄積と ibpA 翻訳制御を紐づける現象として、タンパク質

凝集への IbpA のリクルートに着目した。タンパク質凝集の蓄積時に IbpA が細胞質か

ら枯渇することを確認し、IbpA の枯渇が ibpA 翻訳上昇を引き起こすという作業仮説

を挙げ、検証を行なった。ibpAB オペロンの欠損や IbpA の過剰発現による細胞内

IbpA 量の変化に伴い ibpA 5´UTR を有するレポーターの発現量が変化したことから、

IbpA タンパク質が ibpA 翻訳を自己抑制することが新たに示された。また、タンパク質

凝集の蓄積と ibpAB オペロンの欠損のレポーター発現への寄与を調べることで、翻訳

の自己抑制がタンパク質凝集蓄積への応答の中心的機構である可能性を示した。 
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さらに再構成型無細胞翻訳系においても IbpA による翻訳の自己抑制が再現された

ことから、IbpA が他の因子に依存せず、直接 ibpA 翻訳を抑制していることが明らかと

なった。 
 
 5 章では IbpA と IbpB の相同性が高いことから、IbpA と同様の翻訳抑制能を IbpB
も有しているのではないかと考え、検証を試みた。IbpB 過剰発現によるレポーター発

現量変化を確認したところ、IbpB は翻訳抑制能を有さないことが示された。また IbpA
と IbpB は 5´UTR においても高い構造の類似性と配列相同性を有していることから、

ibpB 翻訳も IbpA により同様の制御を受けるのではないかと予想し検証を行ったとこ

ろ、実際に ibpB 翻訳も IbpA により抑制されることが示された。これにより、IbpA が

sHsp としての既知の機能のみではなく、ibpAB オペロンの翻訳制御因子として機能す

ることが示された。 
 
また 6 章では IbpA の翻訳抑制における責任配列の探索を行った。IbpA と IbpA 変

異体の過剰発現が ibpA 5´UTR を有するレポーター発現に与える影響を検証した結

果、過去にオリゴマー化モチーフとして同定されている IEI モチーフ(IbpA における

IX(I/V)モチーフ)が翻訳抑制に必須であることが示された。 
 
IbpA が ibpA 翻訳を直接抑制することから、IbpA が ibpA mRNA と相互作用すると

予想し、7 章では精製したレポーターmRNA と精製 IbpA を用いたゲルシフトアッセイ

(EMSA)による検証を行なった。検証の結果、IbpA と ibpA 5´UTR の相互作用が確認

された。しかし、IbpA と mRNA の相互作用効率が IbpA 量に依存しないことが示さ

れ、IbpA による ibpA 翻訳の直接抑制を補助する機構の存在が示唆された。 
 
 8 章では、7 章の示唆を受け、IbpA による翻訳抑制を増強する因子の探索を行っ

た。探索を行った結果、IbpA と相互作用することが知られているリボヌクレアーゼであ

る PNPase が ibpA の翻訳抑制を助けていることが示された。 
 
以上の結果を総括し、9 章では本研究で明らかとなった新規 IbpA 発現機構を示すと

ともに、今後の展望として詳細な機構解明のために必要な解析について触れている。 
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2. 実験材料と方法 
 
2.1. 使用した大腸菌株、プラスミド、抗体、プライマー 
 
 
表 1 使用した大腸菌株 

大腸菌株 遺伝子型 由来 

DH5a 

F-, Φ80dlacZΔM15, Δ(lacZYA-
argF)U169, deoR, recA1,endA1, 

hsdR17(rK-, mK+), phoA,supE44, l-, thi-1, 
gyrA96, relA1 

研究室ストック 

BW25113 F– ,λ– ,ilvG– ,rfb-50, rph-1 研究室ストック 
BW25113_DdnaKJ F– ,λ– ,ilvG– ,rfb-50, rph-1, ΔdnaKJ 研究室ストック 
BW25113_DibpAB F– ,λ– ,ilvG– ,rfb-50, rph-1,ibpAB::kan 本研究のため作成 

BW25113_Dpnp F– ,λ– ,ilvG– ,rfb-50, rph-1,pnp::kan 本研究のため作成 
MG1655 F-, lambda-, rph-1 研究室ストック 

MG1655_Drne F-, lambda-, rph-1, Δrne, prne(Cmr) 研究室ストック 

BL21(DE3) 
F-, dcm, ompT, hsdS(rB- mB-), gal, l

（DE3） 
研究室ストック 

 
  



 23 

表 2 使用したプラスミド 

プラスミド 内容 由来 
pCA24N-
rhodanese 

T5プロモーター、Cmr 本研究のため作成 

pCA24N-serA T5 プロモーター、Cmr 本研究のため作成 
pCA24N-sfGFP T5 プロモーター、Cmr 本研究のため作成 
pCA24N-ibpA T5 プロモーター、Cmr 本研究のため作成 
pCA24N-ibpB T5 プロモーター、Cmr 本研究のため作成 

pCA24N-
ibpA_IAA 

T5 プロモーター、Cmr 本研究のため作成 

pCA24N-
ibpA_Btail 

T5 プロモーター、Cmr 本研究のため作成 

pCA24N-
ibpA_R133A 

T5 プロモーター、Cmr 本研究のため作成 

pCA24N-
ibpA_AEA 

T5 プロモーター、Cmr 本研究のため作成 

pBAD-ibpA'-
sfGFP 

BADプロモーター、Ampr 本研究のため作成 

pBAD-sfGFP BADプロモーター、Ampr 本研究のため作成 
pMW- ibpA'-

sfGFP 
T5プロモーター、Ampr 本研究のため作成 

pMW-sfGFP T5プロモーター、Ampr 本研究のため作成 
 
 
 
表 3 使⽤した抗体 

抗体 用途 由来 
IbpA 抗体 IbpA 発現確認 本研究のため作成 

mFX75 (GFP 抗体) レポーター発現確認 Wako から購入 

FtsZ 抗体 内在性コントロール 
東京滋惠会医科大学 

杉本博士から譲渡 
Mouse HRP mFX75 二次抗体 シグマアルドリッチから購入 
Rabbit HRP IbpA,FtsZ 二次抗体 シグマアルドリッチから購入 
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表 4 使用したプライマー 

⻘い網かけのあるプライマーは研究室の共有プライマーおよび研究室内で個⼈から譲渡さ
れたものである。 

No. Primer Name sequence 

SG006 ibpA insert Fw TCTCTACTGTTTCTCCATgtagccgatgaggacgc 
SG007 ibpA insert Rv tgaatccgtaatcatggtCATAATCAATAGCTCCT 

PM0396 pBAD fw ATGCCATAGCATTTTTATCC 

PM0395 cloning2Para_rv  
ATGGAGAAACAGTAGAGAGTTGCGATAAAAAG
CG 

MW003 sfGFP_Fw agtaaaggagaagaacttttcactggag 
MW004 sfGFP_Rv for pBAD GCATAGGCCttatttgtatagctcatccatgcc 

MW005 
vec_reporter_Fw 

 for pBAD 
GGCCTATGCGGCCGCTAAGGG 

MW015 pBAD_Fw_longer ATGCCATAGCATTTTTATCCATAAGATTAGCGG 

MW031 hisL_1aa_sfGFP_Rv ctcctttactcataaaagtctctgtgaatgtttattc 

MW043 
sfGFP_Rv for 

pBAD_2 
GCGGCCGCATAGGCCttatttgtatagctc 

MW064 pCA24N_sfGFP_Fw GGAGAAATTAACTATGagtaaaggagaagaac 
MW065 pCA24N_sfGFP_Rv GGCTGCAGGTCGACCCttatttgtatagctcatcc 
MW066 pCA24N_vector_Fw GGGTCGACCTGCAGCCAAGCTTAATTAG 

MW069 ibpA10aa_sfGFP_Rv 
GGGGATAAATCAAAGTTACGCATAATCAATAGC
TCCTGAAATC 

MW070 ibpA10aa_sfGFP_Fw CTTTGATTTATCCCCGCTTTACagtaaaggagaagaac 

MW071 ibpA_FL_sfGFP_Rv gttcttctcctttactGTTGATTTCGATACGGCGCG 
MW083 sfGFP_Rv tttgtatagctcatccatgcc 
MW094 pCA_Rhodanese_Fw GAGGAGAAATTAACTatggttcatcaggtgc 
MW095 pCA_Rhodanese_Rv GGCTGCAGGTCGACCCtcaaaccaggagccatc 
MW128 pCA_serA_Fw AGGAGAAATTAACTatggcaaaggtatcgctgg 
MW129 pCA_serA_Rv GGCTGCAGGTCGACCCttagtacagcagacggg 

PT0123 
QC_pCA24N 
 delta his_rv 

CATAGTTAATTTCTCCTCTTTAATGAATT 

MW196 pCA_ibpA_Fw GAGGAGAAATTAACTatgCGTAACTTTGATTTATC 

MW197 pCA_ibpA_Rv GCTGCAGGTCGACCCttaGTTGATTTCGATACGGC 
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MW209 ibpA_R133A_Fw 
GCGCgccATCGAAATCAACtaaGGGTCGACCTGCA
GCC 

MW210 ibpA_R133A_Rv 
GATTTCGATggcGCGCGGTTTTTTCGCTTCCGGAA
TCAC 

MW211 ibpA_IEI-AEA_Fw 
GTgccGAAgccAACtaaGGGTCGACCTGCAGCCAAG
C 

MW212 ibpA_IEI-AEA_Rv ttaGTTggcTTCggcACGGCGCGGTTTTTTCGCTTC 

MW213 pCA_ibpB_Fw 
GAGGAGAAATTAACTATGCGTAACTTCGATTTA
TCCCCACTG 

MW214 pCA_ibpB_Rv 
GCTGCAGGTCGACCCTTAGCTATTTAACGCGGG
ACGTTCGC 

MW215 T7pro-ibp_Fw 
GGCCTAATACGACTCACTATAGGGTAGCCGATG
AGGACGCGCCTG 

MW218 ibpA_alpha_Rv 
GCGTTCGAGATCGATATACAGCAAACCATTTAC
C 

MW220 ibpA_tail_ibpB_Rv 
CTGCAGGTCGACCCttaGCTATTTAACGCGGGACG
TTCGTTGATTTCGATACGGCGCGG 

MW221 ibpA_KKP::IAA_Fw 
AGCGATCGCAGCGCGCCGTATCGAAATCAACtaa
GGGTCGACCTGCAGCC 

MW222 ibpA_KKP::IAA_Rv 
GCGCGCTGCGATCGCTTCCGGAATCACGCGTTC
GAGATCG 

MW225 ibpB_gfp_Fw 
CTACTGTTTCTCCATGTAAGGCCGCCTGGCGCG
GCCTG 

MW229 T7pro-ibpB'_Fw 
GGCCTAATACGACTCACTATAGGGTAAGGCCGC
CTGGCGCGGCCTG 

MW256 
from_pBAD 

_to_pMW_Rv 
GAAAGCGGGCAGTGAGTATACACTCCGCTATCG
CTACGTGAC 

MW257 
from_pBAD 

_to_pMW_Fw 
GCAATTCTGGAAGAAATAGCGATACCGCTCGCC
GCAGCCGAACG 

PM0141 pMW_cloning_Rv CGCTATTTCTTCCAGAATTGCCATG 

PM0142 pMW_cloning_Fw CTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGA 
MW259 groL_qRT_Fw GTGGGTATCAAAGTTGCACTGCGT 
MW260 groL_qRT_Rv TTTGGTTGGATCCAGGATACCCAT 
MW261 ibpA_qRT_Fw CTGTGGCTGGTTTTGCTGAG 
MW262 ibpA_qRT_Rv CAGGTTAGCACCACGAACA 
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MW263 EF-Tu1_qRT_Fw CTGTCCAAAGATGAAGGCGG 
MW264 EF-Tu1_qRT_Rv ATCGGGTGGATCAGGGTAAC 
MW265 ftsZ_qRT_Fw GTCGCTGAAGTGGCAAAAGA 
MW266 ftsZ_qRT_Rv TTCAGCAGTTTGTCGTTCGG 

 
 
 
2.2. プラスミド作成 
2.2 に示した各プラスミドは PCR 反応によりクローニングを行った。クローニングした産

物は配列解析により確認を行った。PCR に用いた条件は以下に示す。 
 
 
表 5 PCR 反応液組成 

Template (10 ng) 1 µl 
Each Primers (5 µM) 0.6 µl 

2x Gflex PCR buffer  5 µl 
Tks Gflex (1.25 units/μl) 0.2 µl 

MilliQ  Up to 10µl 
 
 
 
表 6 PCR 反応条件 

 Cycle Temperature(ºC) Time(sec) 
SEG1 1 95 1 

SEG2 30 
95 10 
55 15 
68 30 /kb 

SEG3 1 
65 120 
4 Forever 
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2.3. 凝集傾向タンパク質の可溶性評価 
 凝集傾向タンパク質の可溶性評価は対象タンパク質の存在量が菌体破砕液の上清

画分と沈殿画分のどちらに多いかを評価することにより行った。検出は SDS PAGE に

よる分離と CBB 染色により行った。独立した実験を 3 回繰り返し行った。 
 
2.3.1. サンプリング 
1. pCA24N-rhodaese / pCA24N-serA をコンピテントセル BW25113 に形質転換した。 
2. 得られたコロニーを LB(+Cm)液体培地に植菌し、37ºC, 16 h, 180 rpm の条件で振

盪培養を行った。 
3. 前培養液を LB(+Cm)液体培地に植菌し、37ºC, 1.5 h, 180 rpm の条件で振盪培養

を行った。 
4. 菌体培養液に IPTG を終濃度 0.1 mM で添加し、上記の条件でさらに 1 h 培養を

行った。 
5. 菌体培養液を 1.76 / OD660 (ml)を遠心分離(室温, 10,000G, 3 min)により集

菌し、STE Buffer 440 µl で再懸濁した。 

6. 超音波破砕（Branson sonifier）を用いて Power 3.5，ON 1 秒，OFF 2 秒，破砕時

間 1 分の条件で菌体を破砕した。 
7. 得られた菌体破砕液を 100 µl 回収し，残った破砕液を遠心分離(4℃, 20,000 G 

30 min)した。 
8. 遠心上清を 100 µl 回収し、残りを破棄した。 
9. チューブに残った沈殿を１ｘ SDS sample Buffer 400 µl で再懸濁した。 
10. 回収した菌体破砕液、遠心上清に 2x SDS sample buffer を加え、懸濁した。 

11. SDS sample buffer を加えた菌体破砕液、遠心上清、沈殿を 95ºC, 5 min 加熱

し、SDS PAGE のサンプルとした。 
 
 
表 7 SDS sample buffer 組成 

 
  

 2x sample buffer 1x sample buffer 
Tris-HCl (pH 6.8) 100 mM 50 mM 

SDS 4.6% 2.3% 
b-mercaptoethanol 10% 10% 

Glycerol 20% 10% 
Bromophenol blue 0.01% 0.005% 
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2.3.2. SDS PAGE 
1. 組成に従い試薬を混合し、ポリアクリルアミドゲルを作製した。 
2. 作製したゲルを電気泳動槽にセットし、SDS-PAGE Running Buffer に浸した。 
3. サンプルをゲルのウェルに添加し、200 V, 40 minの条件で泳動した。 
 
 
表 8 SDS PAGE アクリルアミドゲル組成 

 Separating Gel Stacking Gel 
アクリルアミド 12% 5% 

Tris-HCl 0.375 mM (pH 8.8) 0.125 mM (pH 6.8) 
APS 0.1% 0.1% 
SDS 0.1% 0.1% 

tetramethylethylenediamine 1/1000量 _ 1/1000量 _ 

 
 
表 9 SDS-PAGE Running Buffer 組成 

SDS PAGE Running Buffer 
Tris 25 mM 

Glycine 200 mM 
SDS 1% 
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2.3.3. CBB染色 
1. 電気泳動したゲルをCBB 染色液Iに浸し、15分間振蘯した。 
2. 振盪したゲルをCBB 染色液IIに浸し、1時間振蘯した。 
3. 脱染液に浸して1 時間程度振蘯した。 
4. 一眼レフカメラで撮影した。 

 

 

表 10 染色液組成 

 染色液 I 染色液 II 
CBB-R 90 mg 90 mg 
酢酸 200 ml 200 ml 

2-propanol 500 ml − 
MilliQ Up to 2l Up to 2l 

 
 
表 11 脱染液組成 

Methanol 100 ml 
酢酸 100 ml 

MilliQ Up to 1l 
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2.4. プロテオーム解析のサンプル調整 
 
2.4.1. 培養 
1. pCA24N-rhodaese / pCA24N-serA をコンピテントセル BW25113 に形質転換した。 
2. 得られたコロニーを LB(+Cm)液体培地に植菌し、37ºC, 16 h, 180 rpm の条件で振

盪培養を行った。 
3. 前培養液を LB(+Cm)液体培地に植菌し、37ºC, 180 rpm の条件で振盪培養を行

った。 
4. OD660 =0.6 となった時点で菌体培養液に IPTG を終濃度 0.1 mM で添加し、上

記の条件でさらに 1 h 培養を行った。 
5. 菌体培養液 2 ml を遠心分離(室温, 10,000G, 3 min)により集菌した。 

 

 

2.4.2. タンパク質の抽出 

1. 200µL の PTS 溶液で細胞を懸濁した。  
2. 95℃で 5 分加熱を行った。 
3. -80℃で 10 分放置し凍結させた。 
4. 26G の注射針を１０回程度通した。 
5. 20 分、超音波を当てた(on ice)。  
6. タンパク定量を行い、各サンプルのタンパク質量が 50ug/50uL となるように PTS 溶

液で希釈した。 
 
 
表 12 PTS 溶液組成 

 µｌ/1ml 
MilliQ 670 

120 mM SDC 100 
120 mM SLS 100 

1M Tris (pH 9.0) 100 
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2.4.3. タンパク質の消化 
1. 1 M DTT in 50 mM ammoniumbicarbonate (ABC) buffer を 0.5 µl 加え、室温で 30

分放置した。 
2. 1M IAA in 50 mM ABC buffer を 2.5 µl 加え、遮光して室温で 30 分放置した。 
3. 200µl の 50 mM ABC buffer を加えて、5 倍希釈を行った。 
4. Lys-C (0.5 µg/µl) を 0.5 µl (0.5µg / 50 µg protein) 添加して、室温で 3 時間放置

した。 
5. Trypsin (0.5 µg/µl) を 2.0 µl (1.0 µg / 50 µg protein) 添加して、37℃で一晩インキ

ュベートした。 
 
 
2.4.4. PTS 除去 
1. 試料溶液と同量の酢酸エチルを添加し、10% TFA を終濃度 0.5%（20 倍希釈）と

なるように加えた。 
2. Vortex を 2 分間行った。  
3. 15,700 G で遠心分離(15,700 G, 2min)を行った。 
4. 上層の酢酸エチル層を除去した。 
5. 下層に含まれる酢酸エチルを除くため、Speed Vac による真空乾燥を 3 時間程度行

った。 
6. 200 µl の Buf.A で再懸濁し、Stage Tip にアプライした。 
7. 200 µl の Buf.A で洗いこみを 2 回行った。 
 
 
表 13 Buf. A, B 組成 

 Buf. A Buf. B 
Volume 3.5 ml /samples 2 ml /samples 

TFA 0.1% 0.1% 
Acetonitrile 2% 80% 

 
 
  



 32 

2.4.5. 脱塩 

1. 1000 µlのBuf.Bを加えて遠心分離(1000 G, 2 min)した。 

2. 1000 µlのBuf.Aを加えて遠心分離(1000 G, 2 min)した。 

3. サンプル全量を加えて遠心分離(500 G, 4 min)した。 

4. 1000 µlのBuf.Aを加えて遠心分離(1000 G, 2 min)した。 

5. 500 µlのBuf.Aを加えて遠心分離(1000 G, 2 min)した。 

6. Stage Tipを新しいチューブに移し、300 µlのBuf.Bを加えて遠心分離(500 G, 2 min)
した。 

7. 溶液を1.5 mlチューブに回収し、Speed Vacによる真空乾燥を1時間程度行った。 

8. 50 µlのBuf.Aで再溶解させた。 

9. 遠心分離(20000 G, 5 min)して上清を回収し、LC/MS用のバイアルに移した。 
 
 
  



 33 

2.5. IbpA 抗体品質確認 
 
2.5.1. サンプリング 
1.  pCA24N-ibpA / pCA24N-ibpB をコンピテントセル BW25113 に形質転換した。 
2.  得られたコロニーを LB(+Cm)液体培地に植菌し、37ºC, 16 h, 180 rpm の条件で 

振盪培養を行った。 
3.  前培養液を LB(+Cm)液体培地に植菌し、37ºC, 1.5 h, 180 rpm の条件で 

振盪培養を行った。 
4.  菌体培養液に IPTG を終濃度 0.1 mM で添加し、上記の条件でさらに 1 h 培養を 

行った。 
 
 
 
2.5.2. TCA 沈殿 
1.  菌体培養液 250 µl を 1.5 ml マイクロチューブに移し、10% 冷 TCA を加え vortex 

した後氷上で 10 min 静置した。 
2.  遠心分離(4ºC, 20000 G, 3 min)した。 
3.  上清破棄後、冷アセトン 1 ml を加え vortex した。 
4.  遠心分離(4ºC, 20000 G, 3 min)した。 
5.  3.の操作と 4.の操作を再度行った。 
6.  菌体回収 OD660 x100 µl の 1x sample buffer 加えて vortex した。 
7.  振盪 (37ºC, 1400 rpm, 15 min)を行った。 
 
 
2.5.3. SDS PAGE 
2.3.2.と同様 
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2.5.4. ウェスタンブロッティング 
1.  PVDF メンブレンをメタノールに 5 分間浸した。 
2. メンブレンとろ紙を Blotting Buffer に 5 分間浸した。 
3. 電気泳動したゲルを、Trans-BlotSD/Semi-Dry Transfer cell (Bio-Rad)を用いて、転 

写(100 mA, 1 時間)を行った。 
4. 転写後のメンブレンをスキムミルク溶液に浸し、1 時間振蘯した。 
5. メンブレンを TBS-T Buffer で洗浄、10 分間振蘯する操作を 2 回行った。 
6. 一次抗体を適当な濃度になるように加え、撹拌したスキムミルク溶液に、メンブレン 

を浸し、1 時間振蘯した。 
7. 操作 5.を再度行った。 
8. 二次抗体を適当な濃度になるように加え、撹拌したスキムミルク溶液に、メンブレン 

を浸し、1 時間振蘯した。 
9. 操作 5.を再度行った。 
10. Immobion Western HRP Chemiluminescent Substrate(Millipore) の Luminol Regent  

と Peroxide Solution を当量混合し、メンブレンに滴下、行き渡らせた。 
12. LAS-4000 MC（FUJIFILM）によって撮影した。 

検出条件 mode：Standard，感度：High 
 
 
表 14 TBS-T Buffer 組成 
20mM Tris HCl(pH7.4) 
140mM NaCl 
0.2% TWEEN20 

 
 
2.5.5. CBB 染色 
2.3.3.と同様 
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2.6. 凝集蓄積条件における IbpA の発現量確認 
 
2.6.1. 菌体培養 
1. BW25113 野生型株、BW25113_DdnaKJ、pCA-rhodanese/pCA-serA/pCA-rpoH

を導入した BW25113 野生型株のコロニーを LB 液体培地(pCA プラスミドを導入

した野生型株のみ+Cm)に植菌し、37ºC, 16 h, 180 rpm の条件で振盪培養を行っ

た。 
2. 前培養液を LB 液体培地(pCA プラスミドを導入した野生型株のみ+Cm)に植菌し、

37ºC, 1.5 h, 180 rpm の条件で振盪培養を行った。 
3. プラスミドを導入した菌体培養液にのみ IPTG を終濃度 0.1 mM で添加し、上記条

件でさらに 45 min 培養を行った。 
4. 熱ショック条件サンプルのみ 42ºC の振盪培養機に移し、さらに 15 min 培養を行

なった。 
 
2.6.2. TCA 沈殿 
2.5.2.と同様 
 
2.6.3. SDS PAGE 
2.3.2.と同様 
 
2.6.4. ウェスタンブロッティング 
2.5.4.と同様 
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2.7. mRNA 量確認 
 
2.7.1. 菌体培養 
2.6.1.と同様の操作で行なった。 
 
2.7.2. Total RNA 抽出 
2.7.2.1. Tripure を用いた RNA 抽出 
1. 氷を容量の半分程度まで入れた 15 ml チューブに培養液 5 ml を入れ、遠心分離

(4ºC, 4000 G, 5 min)した。 
2. 上清を破棄し、Tripure Isplation reagent(シグマアルドリッチ)を 500 µl 添加した。 
3. 室温で 5 min 静置した。 
4. クロロホルムを 100 µl 添加し vortex したのち、室温で 5 min 静置した。 
5. 遠心分離(4ºC, 20000 G, 5 min)し、水層を分取した。 
6. クロロホルム:イソアミルアルコール=24:1 溶液を等量添加し vortex した。 
7. 遠心分離(4ºC, 20000 G, 5 min)し、水層を分取した。 
8. 等量のイソプロパノールを添加し、転倒混和したのち室温で 15 min 静置した。 
9. 遠心分離(4ºC, 20000 G, 15 min)し、上清を破棄した。 
10. 75%エタノールでリンスし、遠心分離(4ºC, 20000 G, 5 min)し、上清を破棄した。 
11. ペレットを乾燥させ、90 µl の MilliQ で再懸濁した。 
 
2.7.2.2. DNase 処理 
1. 抽出したTotaol RNAにRecombinant DNaseI(タカラバイオ) 1µl、付属の10x DNase 

buffer 10µl を添加した。 
2. 37ºC, 30 min 静置した 
 
2.7.2.3. RNeasy mini kit を用いた RNA 精製 
1. DNase 処理を行なった RNA 溶液を RNeasy mini kit (キアゲン)のプロトコルに従

い精製した。 
2. 精製 RNA 濃度を Nanodrop (サーモフィッシャー)で測定した。 
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2.7.3. qRT-PCR  
1. Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit (NEB)のプロトコルに従い反応液調製を行

なった。 
2. Mx3000P(Agilent technology)により PCR 反応を行なった。解析ソフトウェアには

MxPro を用いた。 
3. 得られた Threshold Cycle 値(Ct)を元に、比較 Ct 法による計算を行い比較定量値

を算出した(33)。標準偏差に基づきエラーバーを求めた。 
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2.8. レポーターアッセイ 
サンプリングより後の行程は 2.6.2.~2.6.4.と同様 
 
2.8.1. サンプリング 
1. BW25113 野生型株と各欠損変異株、もしくは pCA プラスミドを導入した BW25113

株に pBAD-ibpA’-sfGFP/pBAD-sfGFP/pBAD-ibpB’-sfGFP を形質転換した。 
PNPase 欠損株を用いた実験では、pMW-ibpA’-sfGFP/pMW-sfGFP を用いた。 

2. 得られたコロニーを LB 液体培地(+Amp、pCA プラスミド導入菌株の場合はさらに

+Cm、RNaseE 枯渇変異株では+0.2% Arabinose)に植菌し、37ºC, 16 h, 180 rpm の

条件で振盪培養を行った。 
3. 前培養液を LB 液体培地(+Amp、pCA プラスミド導入菌株にはさらに+Cm)に植菌

し、37ºC, 1.5 h, 180 rpm の条件で振盪培養を行った。 
4. pCA プラスミド/pMW プラスミドを導入した菌体培養液にのみ IPTG を終濃度 0.1 

mM で添加し、上記条件でさらに 1 h 培養を行った。 
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2.9. IbpA-sfGFP の顕微鏡観察 
 
2.9.1. 菌体培養 
1. BW25113 野生型株、BW25113-DdnaKJ、pCA-rhodanese を導入した BW25113 野

生型株に pBAD-ibpA_fl-sfGFP を形質転換した。 
2. 得られたコロニーを LB 液体培地(pCA プラスミドを導入した野生型株のみ+Cm)に

植菌し、37ºC, 16 h, 180 rpm の条件で振盪培養を行った。 
3. 前培養液を LB 液体培地(pCA プラスミドを導入した野生型株のみ+Cm)に植菌し、

37ºC, 1.5 h, 180 rpm の条件で振盪培養を行った 
4. プラスミドを導入した菌体培養液にのみ IPTG を終濃度 0.1 mM で添加し、上記条

件でさらに 1 h 培養を行った。 
 
2.9.2. 顕微鏡観察 
1. 回収した菌体を 5 µl スライドガラスに滴下し、カバーガラスをかけて 3 min 静置し

た。 
2. 倒立型顕微鏡 IX71 (Olympus)による観察を行なった。対物レンズは UPlanApo 

x100 / 1.34 Oil Iris (Olympus)、接眼レンズは WH10x/22 (Olympus) を用いた。

GFP の蛍光観察には、水銀ランプと GFP フィルターを用いた。カメラは electron 
multiplying CCD camera iXon DV897 (Andor)を使用し、撮影には付属のソフ トウ

ェアである Andor SOLIS (Andor)を用いた。  
 
 
  



 40 

2.10. IbpA の精製 
1. BL21(DE3)株を pCA-IbpA で形質転換した。 
2. 得られたコロニーを LB 液体培地(+Cm) に植菌し、37ºC, 16 h, 180 rpm の条件で

振盪培養を行った。 
3. 前培養液を LB 液体培地(+Cm) に植菌し、37ºC, 4 h, 180 rpm の条件で振盪培養

を行った。 
4. IPTG を終濃度 0.1 mM で添加し、上記条件でさらに 2 h 培養を行った。 
5. 菌体培養液を回収し、遠心分離(4ºC, 5000 G, 15 min)した。 
6. 上清を破棄し、STE バッファー50 ml で再懸濁した。 
7. 超音波破砕（Branson sonifier）を用いて Power 3.5，ON 1 秒，OFF 2 秒，破砕時

間 10 分の条件で菌体を破砕した。 
8. 遠心分離(4ºC, 20000 G, 30 min)を行い、上清を破棄した。 
9. Tris-HCl (pH 8.0)に Urea を終濃度 2 M で加え、懸濁したのち 30 min 静置した。 
10. 遠心分離(4ºC, 20000 G, 30 min)を行い、上清を破棄した。 
11. Tris-HCl (pH 8.0)に Urea を終濃度 4 M で加え、懸濁したのち 30 min 静置した。 
12. 遠心分離(4ºC, 20000 G, 30 min)を行い、上清を破棄した。 
13. Tris-HCl (pH 7.4)に Urea を終濃度 6 M で加え、懸濁したのち 30 min 静置した 
14. 遠心分離(4ºC, 20000 G, 30 min)を行い、上清を平衡化した Q-sepharose high 

quality カラム(GE ヘルスケア)にアプライした。 
15. 同バッファー+6 M Urea, 100 mM KCl で 10 C.V.分 Wash を行った。 
16. 溶出操作を 200 mM, 250mM, 300mM KCl で三段階に分け、それぞれ 10C.V.分

行った。 
17. SDS PAGE により適当なフラクションを定め、透析幕に回収した。 
18. 透析操作は四段階に分けて行い、Urea を 4 M, 2 M, 1 M, 0 M 添加したバッファー

で 4ºC, 3 h, それぞれ 2 l の容量で行った。 
19. 回収した透析後サンプルを Amicon Ultra-15 5k (メルク)にアプライし、遠心分離

(4ºC, 5000 G, 45 min)することで限外濾過を行った。 
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2.11. PURE system 
 
2.11.1. サンプル調製 
1. PCR 反応により T7promoter-ibpA 5´UTR-sfGFP/ T7promoter-pCA 5´UTR- sfGFP

断片を作成した。 
2. 反応液を調製し、翻訳反応を行った（37℃, 2 h）。 
3. 翻訳後、2x SDS PAGE sample beffer と等量混合し、95ºC, 5 min 加熱した。 
 
 
表 15 PURE system 反応液組成 

テンプレート 30 ng 
sol1-buf. 7.5 µl/ 15 µl 
sol2-Ez 0.75 µl/ 15 µl 
sol3-Ribosome 0.75 µl/ 15 µl 
IbpA 2.0 µM 
Cy5-fMet-tRNA 1 Abs/ml 
MilliQ Up to 15 µl 

 
 
 
2.11.2. SDS PAGE 
2.3.2 と同様の操作で行なった。 
蛍 光 検 出 は FLA2000 (FUJIFILM) の 633nm 検 出 系 で 行 い 、 解 析 は Multi 
Gauge(FUJIFILM)にて行った。標準偏差に基づきエラーバーを求め、Student の t 検

定により定量値の検定を行った。 
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2.12. Native PAGE 
 
2.12.1. サンプリング 
1. pCA24N-rhodaese / pCA24N-serA をコンピテントセル BW25113 に形質転換した。 
2. 得られたコロニーを LB(+Cm)液体培地に植菌し、37ºC, 16 h, 180 rpm の条件で振

盪培養を行った。 
3. 前培養液を LB(+Cm)液体培地に植菌し、37ºC, 1.5 h, 180 rpm の条件で振盪培養

を行った。 
4. 菌体培養液に IPTG を終濃度 0.1 mM で添加し、上記の条件でさらに 1 h 培養を

行った。 
5. 菌体培養液を 1.76 / OD660 (ml)を遠心分離(室温, 10,000G, 3 min)により集

菌し、STE Buffer 440 µl で再懸濁した。 

6. 超音波破砕（Branson sonifier）を用いて Power 3.5，ON 1 秒，OFF 2 秒，破砕時

間 1 分の条件で菌体を破砕した。 
7. 回収した菌体破砕液に 2x Native PAGE sample buffer を加え、懸濁した。 

 
表 16 2x Native PAGE sample buffer 組成 

 
 
 
 
 

  

Tris-HCl (pH 6.8) 100 mM 
b-mercaptoethanol 10% 

Glycerol 20% 
Bromophenol blue 0.01% 
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2.12.2. 電気泳動 
以下のゲル、溶液を用いて 2.3.2.と同様の操作を行った。 
 
表 17 Native PAGE アクリルアミドゲル組成 

 Separating Gel Stacking Gel 
アクリルアミド 12% 5% 

Tris-HCl 0.375 mM (pH 8.8) 0.125 mM (pH 6.8) 
APS 0.1% 0.1% 

tetramethylethylenediamine 1/1000量 _ 1/1000量 _ 

 
 
表 18 Native PAGE Running Buffer 組成 

SDS PAGE Running Buffer 
Tris 25 mM 

Glycine 200 mM 
SDS 1% 

 
 
2.12.3. CBB 染色 
2.3.3.と同様能操作を行った。 
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2.13. ショ糖密度勾配遠心 
 
1. 精製 IbpA, IbpA 変異体をそれぞれ 15 µM に調整し、37ºC 30 min 静置した。 
2. プラスチック試験管に 50% Sucrose(Tris HCl(pH 7.4))を 5.5 ml 入れ、15% 

Surose(Tris HCl(pH 7.4))を上層させた。 
3. キャップをはめ、グラジエントマスター(コスモバイオ)により密度勾配溶液を作成し

た。 
4. 密度勾配溶液に IｂｐA 溶液を 300 µl アプライし、遠心(4ºC, 16000 G, 80 min)を

行った。 
5. フラクションコレクター(コスモバイオ)を用いてフラクション分画を行った。 
6. 各フラクションを 2.5.2.と同様の操作で TCA 沈殿した。 
7. 2.3.2.と同様の操作で SDS PAGE を行なった。 
8. 2.5.4.と同様の操作でウェスタンブロッティングを行なった。 
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2.14. ゲルシフトアッセイ 
 
2.14.1. In vitro transcription 
4. PCR 反応により T7promoter-ibpA 5´UTR-sfGFP/ T7promoter-pCA 5´UTR- sfGFP

断片を作成した。 
5. CUGA 7 in vitro Transcription Kit の反応プロトコルに従い反応と DNase による反

応停止操作を行った。 
6. RNeasy mini column kit のプロトコルに従い RNA 精製を行った。 
 
 
2.14.2. ゲルシフト 
1. 精製した RNA と精製 IbpA を決定した濃度に希釈し、混合した。 
2. 37ºC, 30min 静置した。 
3. 静置後のサンプルに Roading buffer を 1/10 量混合した。 
 
 
2.14.3. 電気泳動 
1. 作成した TBE-ポリアクリルアミドゲルにサンプルをアプライした。 
2. 定電圧条件, 200V, 80 min の条件で電気泳動を行なった。 
3. ゲルを TBE バッファーに浸し、1/20000 量の Sybr Gold を添加した。 
4. 5 min 振盪後、トランスイルミネーターによる検出を行なった。 
 
 
表 19 TBE アクリルアミドゲル組成 

アクリルアミド 5% 
APS 0.1% 

tetramethylethylenediamine 1/1000量 

TBE buffer Up to 15ml 
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2.15. RNA 安定性解析 
 
2.15.1. 菌体培養 
1. BW25113 野生型株、BW25113_DdnaKJ、pCA-rhodanese/pCA-serA/pCA-rpoH を

導入した BW25113 野生型株のコロニーを LB 液体培地(pCA プラスミドを導入し

た野生型株のみ+Cm)に植菌し、37ºC, 16 h, 180 rpm の条件で振盪培養を行った。 
2. 前培養液を LB 液体培地(pCA プラスミドを導入した野生型株のみ+Cm)に植菌し、

37ºC, 1.5 h, 180 rpm の条件で振盪培養を行った。 
3. プラスミドを導入した菌体培養液にのみ IPTG を終濃度 0.1 mM で添加し、上記条

件でさらに 45 min 培養を行った。 
4. 培養液に Rifampicin 250µg/ml を添加し、0 min, 2 min, 5 min 後に培養液を回収

した。 
 
2.15.2. Total RNA 調製 
2.7.2 と同様の操作で行なった。 
 
2.15.3. qRT-PCR 
2.7.3.と同様の操作で行なった。 
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3. タンパク質凝集の蓄積と ibpA 翻訳の関係性 
 
3.1. 序文 
 ibpA 翻訳は RNAT と呼ばれる mRNA の二次構造を介した翻訳制御によって調節さ

れている。ibpA の SD 配列は mRNA の二次構造によりリボソームの接近を阻害されて

おり、熱揺らぎによって mRNA 二次構造が崩壊すると SD 配列が露出し翻訳可能な

状態となる(25)。しかし過去の研究において、mRNA の二次構造の崩壊が不十分であ

ると考えられる温度においても、タンパク質凝集の蓄積を伴うストレス条件下において

IbpA の発現量が上昇することが報告された(28–32)。そこで、本章ではタンパク質凝集

が温度非依存的に IbpA の発現を上昇させる可能性を検証した。凝集傾向タンパク質

の過剰発現によりストレスを伴わないタンパク質凝集蓄積を引き起こし、IbpAの発現量

変化を検証した結果、IbpA がタンパク質凝集に応答して発現が上昇することが示され

た。また、続けて行った ibpA 5´UTR を有するレポーターを用いた検証により、その応

答が翻訳レベルで行われていることが示された。 
 
 
3.2. タンパク質凝集蓄積条件における IbpA 発現上昇 
 過去の調査により、温度非依存的に IbpA の発現上昇が見られた DnaK/DnaJ 欠損、

酸化ストレスといった条件は、大腸菌細胞内のタンパク質の変性とタンパク質凝集の形

成・蓄積を引き起こすことが知られている(31, 32)。そのため、IbpA の発現上昇が見ら

れた原因として、タンパク質凝集の蓄積により引き起こされた可能性と、細胞内の IbpA
発現に関連するタンパク質が変性したことにより引き起こされた可能性の 2 通りが考え

られる。これらを区別するため、大腸菌細胞内において凝集傾向であるタンパク質を

過剰発現させたタンパク質凝集蓄積条件と IbpA 発現量の関係を検証した（図 10）。 
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図 10 タンパク質凝集の蓄積条件 

A． 過去に温度非依存的に IbpA の発現上昇が見られた条件（DnaK/DnaJ 欠損、酸化ストレス） 

は、細胞質中のタンパク質の変性を引き起こすためタンパク質凝集の蓄積とともに細胞内タン

パク質の機能損失を引き起こす。 

B． 凝集傾向タンパク質の過剰発現による凝集蓄積条件は細胞質内のタンパク質の変性は引き

起こさないため、タンパク質凝集による影響のみを検証することができる。 

 
 
 
3.2.1. 凝集傾向タンパク質の凝集確認 
 タンパク質凝集蓄積を引き起こすための凝集傾向タンパク質として、過去の報告によ

り 大 腸 菌 細 胞 内 に お い て 強 い 凝 集 性 を 示 す こ と が 知 ら れ て い る ウ シ 由 来

Rhodanese(34)と内在性の酵素であるD-3-ホスホグリセリン酸デヒドロゲナーゼ(SerA)を
採用した(31)。これらのタンパク質の凝集傾向が本研究で用いる条件においても再現

できるか確認するため、初めに可溶性評価を行った。大腸菌野生型株において発現

させたこれらのタンパク質が、菌体破砕液の上清画分と沈殿画分のどちらに濃縮され

るか確認することによって、可溶傾向にあるか凝集傾向にあるかを評価した。可溶性

評価の結果、過剰発現させたこれらのタンパク質は菌体破砕液の全画分で確認され、

なかでも沈殿画分へ濃縮されている様子が見られた（図 11）。どちらのタンパク質にお

いても沈殿画分への濃縮が本研究で用いる条件においても凝集傾向にあると判断で

きる程度であったため、今後の検証に用いることにした。 
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3.2.2. プロテオーム解析 
 タンパク質凝集の蓄積と IbpA 発現量変化の関連について検証するため、比較定量

プロテオミクスを用いた解析を行った。大腸菌野生型株において、凝集傾向タンパク

質を過剰発現させた条件と、可溶性が高く、過剰発現させてもタンパク質凝集とならな

い super folder GFP (sfGFP)を過剰発現させた条件における発現量を比較し、IbpA の

発現がタンパク質凝集の蓄積に依存して増加するかどうかを確認した。また、タンパク

質として同定されていると判断する際の基準として、アミノ酸配列中の３カ所以上がペ

プチドとして検出されていることを条件とした。検証の結果、IbpA の発現がタンパク質

凝集の蓄積に伴って上昇している様子が見られた（図 12）。このことから、IbpA はスト

レスに伴う発現関連タンパク質の変性ではなく、タンパク質凝集の蓄積に呼応して発

現量が増加するということが示された。また、他の主要な Hsp についてもアミノ酸配列

中の 3 カ所以上がペプチドとして検出されたものについて発現量を確認したところ、

ClpB が Rhodanese 過剰発現条件において 2 倍以上に発現量が増加していたほか、

ibpA と同オペロン上に遺伝子が存在する IbpB でも Rhodanese、SerA 両方の過剰発

現条件において発現量の増加が見られた（表 16）。IbpA, IbpB でのみ両タンパク質凝

集蓄積条で発現上昇が見られたことから、この発現量増加が通常の熱ショック応答で

はなく、ibpAB オペロンでのみ見られる応答であることが示唆された。 
  

図 11 凝集傾向タンパク質の可溶性評価 

Total：菌体破砕液 
Sup.：菌体破砕液上清画分 
Pellet：菌体破砕液沈殿画分 

Rhodanese



 50 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

表 20 タンパク質凝集蓄積による Hsp の発現量変化 

タンパク質凝集蓄積条件におけるプロテオーム解析により同定された主

要な Hsp の発現量変化。数字は Fold change の値を示す。

Rhodanese++： Rhodanese 過剰発現条件, SerA++： SerA 過剰発現条

件 

5#D�9C G ��� 6 )
��
1�E
 � � � �
1�E+ � 	 � �
�C93 � � � �
�C92 � � � �
�BE+ � 	 � �
0GB� � 	 � �

�)D.4 � 
 � �
�)D.6 � 	 � �

7)A"" )�!9�HD) � � � �



 51 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

図 12 タンパク質凝集蓄積条件におけるプロテオーム解析 

A． Rhodanese 過剰発現条件におけるタンパク質発現量変化のバープロット。 

赤：IbpA、緑：IbpB、青：ClpB 

B． SerA 過剰発現条件におけるタンパク質発現量変化のバープロット。 

赤：IbpA、緑：IbpB 

SerA ++/ sfGFP ++

Rhodanese++/ sfGFP ++

IbpA
increased 2.9 fold

IbpA
increased 3.7 fold

A

B
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3.2.3. IbpA の発現解析 
 タンパク質凝集が蓄積すると、その処理のために細胞内のシャペロンが動員される。

Hsp70 である DnaK は、Hsp の転写制御を行うs32RNA ポリメラーゼサブユニットの分

解に寄与している(7, 8)。そのため DnaK が凝集処理に動員されることでs32 が安定化

し、ibpA を含め多くの Hsp の転写が活性化される(9)。3.2.2 の結果おいて、IbpA の発

現上昇が細胞内タンパク質の機能損失によるものではなくタンパク質凝集の蓄積に起

因することが示された。このタンパク質凝集への応答が転写によるものであるか、未知

の機構による翻訳抑制の解除によるものであるかを区別するためにはさらなる検証が

必要である。そこで、タンパク質凝集の蓄積条件の他に熱ショック条件、転写促進条

件における IbpA の発現量変化を行い、タンパク質凝集の蓄積に伴う IbpA の発現上

昇が既知の熱ショック応答と異なるものであるかどうかの確認を行った。 
 
 
3.2.3.1. IbpA 抗体の確認 
 IbpA 発現についてのさらなる解析はウェスタンブロッティングにより行った。それに際

し、作成した IbpA 抗体の品質確認を行った。大腸菌は IbpA の相同性の高いホモロ

グである IbpB を有している。そこで、作成した IbpA 抗体が IbpA 特異的であるか IbpB
も認識するのかを確認した。確認は、大腸菌野生型株、ibpAB オペロン欠損株、ibpAB
オペロン欠損株、ibpAB オペロン欠損株にプラスミドから IbpA, IbpB をそれぞれ発現

させた条件で、ウェスタンブロッティングにより行った。IbpA 抗体を用いたウェスタンブ

ロッティングを行なった結果、野生型株(WT)でごく低強度のバンドが検出され、ibpAB
オペロン欠損株(DAB)においてはバンドが検出されなかった（図 13）。また、DAB にお

いてもプラスミドからの発現誘導により IbpA を補完した場合(A++)にはバンドが検出さ

れ、IbpB を発現誘導した場合(B++)も低強度のバンドが検出された（図 13A）。CBB 染

色による発現確認により IbpA, IbpB が同程度に発現している様子が見られた(図 13B)。
そのため、作成した IbpA 抗体が IbpA と IbpB で特異性は異なるが、実際の検証にお

いては両者に由来した発現量変化を検出することが予想された。 
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図 13 IbpA 抗体の品質確認 

A. IbpA 抗体を用いたウェスタンブロッティング（上段）と FtsZ 抗体を用いたアプライ量確認（下段）

矢印: IbpA, IbpB、FtsZ: 恒常発現タンパク質、WT：野生型株、DAB：ibpAB オペロン欠損株、 

A++：ibpAB オペロン欠損株 IbpA 過剰発現、B++：ibpAB オペロン欠損株 IbpB 過剰発現 

B. CBB 染色による IbpA, IbpB 発現確認。矢印: IbpA、IbpB のバンド位置である。 
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3.2.3.2. IbpA の発現量の確認 
 3.2.3.1.で品質確認を行った IbpA 抗体を用い、ウェスタンブロッティングによる IbpA
発現変化の確認を行った。発現を確認するにあたり、通常の条件で生育させた野生

型株と、熱ショック、DnaK/DnaJ 欠損株、タンパク質凝集蓄積条件(Rhodanese 過剰発

現)、転写誘導条件（s32RNA ポリメラーゼサブユニット過剰発現）の 4 条件との比較を

行った。また既知の熱ショック応答と比較するため、主要な Hsp である GroEL の発現

確認も同様に行った。熱ショック条件（図中 WT 42ºC）、DnaK/DnaJ 欠損条件（図中 
DKJ）においては IbpA、GroEL の両者で発現量の上昇が見られたが、タンパク質凝集

蓄積条件(図中 Rho++)においては IbpA でのみ発現上昇が見られ、転写誘導条件

（図中 s32++）においては GroEL においてのみ発現上昇が見られた。また、タンパク質

凝集蓄積条件として SerA を過剰発現させた際にも同様の傾向が見られた（図中 

SerA++）。このことから、IbpA が特異的にタンパク質凝集に応答することが示された。 
 

 

 
 
 
 
  

図 14 IbpA 発現量の確認 

A．各条件における IbpA 発現確認 

WT：野生型株、∆KJ：DnaK/DnaJ 欠損株、

Rho++：Rhodanese 過剰発現、s32++：s32 過剰

発現 

B. タンパク質凝集蓄積条件として SerA 過剰

発現を用いた IbpA 発現確認 

SerA++：SerA 過剰発現 

A

B
WT SerA++ s32++

37ºC 42ºC 37ºC
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これらのストレス条件において、転写上昇による通常の熱ショック応答が起こっている

かどうかを確認するために、qRT-PCR を用いた mRNA の定量を行った。IbpA と GroEL、

FtsZ の mRNA をそれぞれのストレス条件で定量し、ftsZ mRNA 量を基準とした比較

Ct 法にて株間の mRNA 量を相対比較した。その結果、野生型株と比較してDKJ にお

いては IbpA で 8 倍、GroEL では 18 倍の mRNA 量の増加が見られ、Rho++条件にお

いても IbpA で 2 倍、GroEL では 11 倍の増加が見られた。さらに、s32++条件において

も、IbpA で 10 倍、GroEL では 43 倍もの顕著な増加が見られた(図 15)。 このように、

ウェスタンブロッティングで IbpA の発現上昇が確認されたDKJ、Rho++条件においても、

発現上昇がみられなかったs32++条件において IbpA の mRNA 量は共通して上昇して

いることが示された。これは IbpA 発現において、転写後調節が主要な制御であること

を示している。 
また、HS 条件では IbpA で 0.04 倍と mRNA 量が大幅に減少し、GroEL ではほとん

ど変化が見られないという結果が得られた(図 15)。大腸菌における熱ショック応答は継

続した熱ショック下においても 5 分ほどで収束することが知られている(35)。そのため

HS 条件の結果はサンプリング中に熱ショック応答による転写量の上昇が終了し、

mRNA が分解されつつある細胞内の状態を反映した定量結果になったと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 15 qRT-PCR による mRNA 定量 

比較 Ct 法による相対定量結果 

WT：野生型株、DKJ：DnaK/DnaJ 欠損株、Rho++：Rhodanese 過剰発現、s32++：s32 過剰発現, 

ibpA: ibpA mRNA 結果, groL: GroEL mRNA 結果 
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3.3. レポーター系による ibpA 翻訳効率の変化 
 前項の結果より、IbpA の発現がタンパク質凝集の蓄積に呼応すること、転写後の調

節が IbpA 発現量に重要であることが示された。この応答が翻訳レベルで起こっている

ものであるかを確認するために、レポーター系を利用した翻訳効率の確認を行った。

ここでは、ibpA 5´UTR を有するレポーター(sfGFP)をアラビノース誘導プラスミドより発

現させ、発現効率をウェスタンブロッティングにより確認した。タンパク質凝集を伴う条

件として、前項で用いた DnaK/DnaJ 欠損条件（DKJ）と凝集傾向タンパク質の過剰発

現条件（Rho++）を用いた。検証の結果、ibpA5´UTR を有するレポーター特異的にタン

パク質凝集蓄積条件での発現上昇が見られた一方で、プラスミド由来の 5´UTR を有

するレポーターでは発現上昇が見られなかった（図 16A）。また、SerA の過剰発現に

おいても同様の結果が得られた（図 16B）。本実験は全条件において転写をアラビノ

ース誘導により揃えているため、レポーター発現量の差は翻訳効率の違いに由来する

と考えられる。このことから、IbpA 発現におけるタンパク質凝集蓄積に対する応答は、

翻訳レベルで起こっていることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 16 レポーター系による ibpA 翻訳効率の確認 

A. 検証に⽤いたコンストラクト（上段）とウェスタンブロッティング結果(下段) 
WT：⼤腸菌野⽣型株、DKJ：DnaK/DnaJ 欠損株、Rho++：Rhodanese 過剰発現 
B. タンパク質凝集蓄積条件として SerA 過剰発現を用いた ibpA 翻訳効率の確認 
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3.4. 考察 
 過去の報告により示唆されていた IbpA 発現上昇とタンパク質凝集の蓄積の関連性

について検証した結果、IbpA の発現がタンパク質凝集により上昇するということが示さ

れた。また、この応答は他の Hsp では見られず、IbpA 特異的に見られることが示され

た。しかしながら、今回比較定量プロテオミクスにより示された IbpA における約 3~4 倍

の発現上昇は、過去に報告された DnaK/DnaJ 欠損条件における約 50 倍の発現上

昇、酸化ストレスによる約 10 倍の発現上昇と比較すると、顕著な発現上昇とは言えな

い(図 12)。この発現上昇度合いの差が見られる原因として、DnaK/DnaJ 欠損条件・酸

化ストレス条件における IbpA の転写誘導が考えられる。IbpA の転写制御を行うs32 は、

通常時は DnaK を介した分解促進により細胞内でのs32 存在量を調節されている。そ

のため、DnaK の欠損はs32 を安定化し、転写レベルでの熱ショック応答を引き起こす

ことが知られている(7, 8)。また、酸化ストレスは新生タンパク質のミスフォールディング

とタンパク質凝集形成を促進し、DnaK がタンパク質凝集にリクルートされることからs32

の分解促進が起こらず、その結果熱ショック応答を引き起こすことが知られている(36)。
このことから、DnaK/DnaJ 欠損条件・酸化ストレス条件においては IbpA の発現上昇が

強い転写促進、翻訳抑制の解除と、相乗的な促進を受けていると考えられる。 
その一方でタンパク質凝集の蓄積条件においては 3.2.3.2.における mRNA の比較定

量において、DnaK/DnaJ 欠損やs32 の過剰発現による転写誘導と比較して mRNA 増

加の程度が弱い様子が見られた。そのため、転写レベルでの発現促進が弱いタンパ

ク質凝集蓄積条件における IbpA 発現量変化は、過去に報告された条件と比較して低

い程度となったと考えられる。 
 また、同解析では IbpA だけでなく IbpB でも発現が上昇している様子が見られた。

本章の解析によって転写、翻訳の両段階において発現が促進されていることが示唆さ

れた IbpA と同等以上の発現上昇が IbpB で見られたことから、IbpB の発現制御にお

いても転写、翻訳の両段階で促進を受けている可能性が考えられる。 
 

IbpA の発現解析においては、3.2.3.1.の確認により、IbpA 抗体が IbpA だけでなく

IbpB も認識することが示された。このことから、3.2.3.2.のウェスタンブロッティングによる

IbpA 発現量の検証は IbpB の発現量も反映した結果となっていることが考えられる。し

かし、ibpA と ibpB は同オペロンに存在しており、ibpA mRNA 量が増加していたs32++

条件においては ibpB mRNA 量も増加していると考えられる。しかしながら、同程度の

ibpA mRNA 増加が見られ、かつウェスタンブロッティングによる発現上昇が確認された

DKJ と比較して、s32++条件のウェスタンブロッティングの結果は野生型株と同程度に少

なかった(図 14, 15)。なお、ibpB mRNA についてはs54 制御による転写開始も知られ

ている(27)。s54 制御プロモーターは窒素枯渇によって機能することが知られているが、

DnaK/DnaJ の欠損により窒素枯渇が引き起こされるというような報告は過去になく、ま
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た過去の調査では DnaK 機能の有無は窒素枯渇応答と関連していないことが示され

ている(37)。これらのことから、3.2.3.2.の結果は IbpB の発現量を加味したものであって

も、タンパク質凝集蓄積に対する転写後応答の存在を強く示唆するものであると言え

る。実際に 3.3.で行なった、転写を調節した条件でのレポーターアッセイにおいても

3.2.3.2.の結果と同様のタンパク質凝集への応答が見られている (図 16)。 
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4. IbpA タンパク質による ibpA 翻訳阻害 
 
4.1. 序文 
 前章において IbpA 発現がタンパク質凝集蓄積に応答すること、さらにその応答が翻

訳レベルで引き起こされることが示された。そこで次にタンパク質凝集蓄積がどのよう

にして ibpA 翻訳効率を上昇させるのか調べるため、これら二つの現象を結びつける

因子・現象の検討を行った。 
 
細菌においてタンパク質凝集は細胞の極へと輸送されることが知られている(3)。これ

に伴い細胞質中の IbpA が極へとリクルートされることがわかっている(38, 39)。これは、

タンパク質凝集蓄積時に細胞質 IbpA が枯渇する可能性を示唆している。これを受け、

本章ではまず IbpA の枯渇と ibpA 翻訳上昇に関連があるのではないかという作業仮

説を立てた（図 17）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

図 17 IbpA による ibpA 翻訳の自己抑制仮説 

 遊離の IbpA が細胞質中に存在していると ibpA 翻訳が抑えられ、タンパク質凝集の蓄積に伴

う遊離 IbpA の減少に伴い ibpA 翻訳効率が上昇する。 
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仮説を検証するにあたり、まず前章で ibpA 翻訳上昇が見られた条件においても IbpA
が極へ局在することを顕微鏡観察により確認し、次に IbpA の欠損や過剰発現により

細胞内の IbpA 量を変化させた条件において前章でも用いた ibpA 5´UTR を有するレ

ポーターの発現量変化を検証した。その結果、細胞内 IbpA 量とレポーターの発現量

は負の相関関係にあることが示され、さらに前章で見られたタンパク質凝集への応答

が同一の機構であるという示唆が得られた。これにより作業仮説が強く支持された。ま

た、翻訳に必要な最低限の因子のみを含む再構成型無細胞翻訳系を用いたレポー

ターアッセイにおいても IbpA による ibpA 翻訳抑制が起こることが示され、この翻訳抑

制が IbpA により直接行われるものであることが示された。 
 
 
4.2. タンパク質凝集蓄積時の細胞質 IbpA 挙動 
 sfGFP 融合 IbpA を発現させた大腸菌野生型株(Normal)、DnaK/DnaJ 欠損株(DKJ)、
タンパク質凝集蓄積条件(Rho++)において顕微鏡観察を行った。顕微鏡観察の結果、

大腸菌野生型株において細胞質全体に分布している様子が見られた GFP 蛍光が、

DKJ 条件、Rho++条件においては細胞の端の位置でのみ見られた。このことからタンパ

ク質凝集が蓄積するストレス時において IbpA が極にリクルートされ、細胞質から枯渇

することが示された（図 18）。 
 

  

図 18 GFP 融合 IbpA の局在観察 

用いたコンストラクト(上段)と IbpA-sfGFP の顕微鏡観察(下段) 

Normal: 大腸菌野生型株, DKJ: DnaK/DnaJ 欠損株, Rho++: Rhodanese 過剰発現 
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4.3. 細胞質 IbpA の枯渇と ibpA 翻訳の関係の検証 
 前項の検証によりタンパク質凝集蓄積条件における細胞質から IbpA 枯渇が確認さ

れた。これを受け、細胞内 IbpA の存在量と ibpA 翻訳の関連性の検証を行った。検証

するにあたり、IbpA を枯渇させた条件として大腸菌 ibpAB 欠損株を用い、細胞質中

IbpA 量が過剰となる条件として IbpA の過剰発現を用いた。 
 
 
4.3.1. 細胞内 IbpA 量と ibpA 翻訳効率の関係性 
 ibpAB 欠損株と IbpA 過剰発現条件を用い、レポーターアッセイによる ibpA 翻訳効

率の比較を行った。使用したレポーター系は前章で用いたものと同様である。大腸菌

野生型株(WT)と比較して、IbpA 枯渇条件(DAB)におけるレポーター発現効率は大き

く上昇した（図 19）。また、IbpA 過剰条件(IbpA++)におけるレポーター発現効率は、大

腸菌株によらず大きく減少した（図 19）。 
 
 
 
 
  

A

B

図 19 IbpA 存在量と ibpA 翻訳効率 

WT: ⼤腸菌野⽣型株, DAB: IbpA 枯渇条件, IbpA++ : IbpA 過剰条件 
A: レポーターのコンストラクト 

B: ウェスタンブロッティング結果 
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4.3.2. ibpA 翻訳制御におけるタンパク質凝集応答と IbpA による抑制の寄与 
 前項により細胞内 IbpA 量と ibpA 翻訳の負の相関関係が示された。しかし、作業仮

説を支持するためには IbpA の枯渇に起因する ibpA 翻訳上昇とタンパク質凝集の蓄

積に起因する ibpA 翻訳上昇が、同一経路の応答であることを示す必要がある。ibpA
翻訳抑制が作業仮説のように IbpA を中心とした同一経路による抑制であるならば、

ibpAB 欠損株における ibpA 翻訳が最も翻訳効率の高い状態であり、タンパク質凝集

の蓄積が ibpA 翻訳効率に加算的に寄与することはないと考えられる。 
そこで、レポーターアッセイによる検証を行った。その結果、大腸菌野生型株(WT)で
見られる Rhodanese 過剰発現(Rho++)によるレポーター発現上昇が、ibpAB 欠損株

(DAB)においても見られるか確認を行ったところ、DAB 条件においてタンパク質凝集

による加算的な寄与は見られなかった（図 20）。このことからタンパク質凝集と IbpA 枯

渇は ibpA 翻訳上昇に個別の機構に寄与するのではなく、同一の ibpA 翻訳上昇機構

の一部であること、またDAB による寄与が中心的であることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

図 20 IbpA 枯渇条件における ibpA 翻訳上昇へのタンパク質凝集の寄与 

WT: ⼤腸菌野⽣型株, DAB: IbpA 枯渇条件, IbpA++ : IbpA 過剰条件, 

Rho++ : Rhodanese 過剰発現条件 
A: 用いたコンストラクト 

B: ウェスタンブロッティング結果 
 

 

 

A

B
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4.4. IbpA タンパク質による直接的な ibpA 翻訳阻害の検証 
 
4.4.1. 無細胞翻訳系における IbpA タンパク質による ibpA 翻訳阻害 
 前項では、細胞内 IbpA によって ibpA 翻訳が抑制されることが示された。この抑制が

IbpA 自身の機能によるものか、他の因子を介して行われているものかを区別するため、

再構成型無細胞翻訳系で検証を行った。PURE system と呼ばれる翻訳に必要な最低

限の因子を含む無細胞翻訳系にて ibpA 5´UTR を有するレポーターを発現させ、IbpA
添加により前項でみられたようなレポーター発現効率の低下が見られるか検証した。

検証の結果、ibpA5´UTR を有するレポーターでは IbpA の添加によりレポーターの翻

訳効率が 0.52±0.071 倍に減少した一方で、プラスミド由来の 5´UTR を有するレポー

ターにおいては 1.04±0.16 倍と変化が見られなかった。また、t 検定の結果、前者に

おいては有意差が確認された（図 21）。この結果から、IbpA による ibpA 翻訳抑制が他

の因子を介さず直接行われていることが示された。 
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図 21 PURE system における IbpA による ibpA 翻訳抑制 

IbpA-: IbpA 添加なし, IbpA+: IbpA 添加あり 

A: 用いたコンストラクト(上段)と蛍光検出結果(下段) 

B: 翻訳効率の定量値 

C: IbpA 添加なしを 1 とした時の定量値の比 
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4.4.2. ibpA 翻訳阻害の IbpA タンパク質特異性 
 IbpA 添加により見られた ibpA ５´UTR を有するレポーターの翻訳効率減少が、IbpA
添加特異的に見られるものであるかどうか検証を行った。前項と同様の実験を IbpA で

はなく精製 GFP を添加して行ったところ、ibpA 5´UTR を有するレポーターでは翻訳

効率が 0.92±0.086 倍、またプラスミド由来の 5´UTR を有するレポーターにおいては

1.04±0.21 倍と変化が見られなかった（図 22）。このことから、ibpA 5´UTR を有するレ

ポーターで見られた翻訳効率減少は IbpA 添加特異的に見られるものであることが示

された。 
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図 22 PURE system における GFP 添加の ibpA 翻訳に与える影響 
GFP-: GFP 添加なし, GFP+: GFP 添加あり 

A: 用いたコンストラクト(上段)と蛍光検出結果(下段) 

B: 翻訳効率の定量値 

C: IbpA 添加なしを 1 とした時の定量値の比 
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4.5. 考察 
 本章では細胞質中の IbpA が ibpA 翻訳を調節するという作業仮説を立て、その検証

を行った。レポーターアッセイによる検証によりこの仮説は支持され s、IbpA による ibpA
翻訳の自己抑制機構の存在が示された。 
 
4.2.ではタンパク質凝集蓄積条件において IbpA が細胞質から枯渇する様子を顕微

鏡観察した。ここで使用した GFP 融合 IbpA は、全条件において同様のプラスミドから

一定のアラビノース濃度で転写誘導を行なっている。しかし、野生型株と比較してタン

パク質凝集が蓄積する条件において高い蛍光強度となった。この差が生じた原因とし

て、細胞質中の IbpA が極に集中したことと、タンパク質凝集による ibpA 翻訳効率上

昇が考えられる。 
 
 4.3.では IbpA 欠損株、IbpA 過剰発現を利用し IbpA 存在量と ibpA 翻訳の関係を検

証し、4.4.では PURE system を用い、IbpA による ibpA 翻訳の自己抑制機構の存在を

示した。4.4.における IbpA 非添加、添加条件はそれぞれ 4.3.における ibpAB 欠損株

の IbpA 過剰発現無し/有り条件に対応する。しかしながら、4.3.と４.4.では IbpA タンパ

ク質による ibpA 翻訳の抑制効率が異なった。4.3.においては IbpA の過剰発現により

レポーターのバンドがほとんど消失しており、高い翻訳抑制効率が見られた。しかし

4.4.では IbpA の添加によりレポーター翻訳効率は半分程度と強い抑制は見られなか

った。このことは、IbpA が単独で ibpA 翻訳を抑制できるが、IbpA のみでは十分な抑

制効率を発揮できないということを示唆している。そのため、細胞内では IbpA による

ibpA 翻訳を補助する因子の存在が考えられる。 
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5. IbpA と IbpB の翻訳抑制能における共通性 
 
5.1. 序文 
 大腸菌 sHsp には IbpA と IbpB の二種類が存在する。両者は協働して変性タンパク

質との共凝集、リフォールディングや分解の補助を行うだけでなく、約 50%の高いアミ

ノ酸相同性を有する細胞内ホモログである(22, 23)。そこで、IbpA と類似している IbpB
も翻訳抑制能を有している可能性があると考え、本章ではその可能性の検証を行なっ

た。前章と同様のレポーターアッセイを用い、IbpB の過剰発現が ibpA 翻訳に与える

影響について検証を行なったところ、IbpB は IbpA のような翻訳抑制能は有さないこと

が示された。 
 
 また ibpA と ibpB は 5´UTR においても高い相同性を有しており、RNAT 領域を有す

る(26)。このことから、ibpB の翻訳も ibpA と同様の制御を受ける可能性があると考え、

検証を行った。レポーターを用いた検証の結果、IbpA によって ibpB 5´UTR 依存的に

レポーター発現が抑制された。このことから、IbpA は ibpB 翻訳も抑制することが示さ

れた。 
 
 
 
5.2. IbpB による翻訳抑制能の検証 
 
5.2.1. IbpB 存在量と ibpA 翻訳の関係性 
 前章でも用いた ibpAB 欠損株(DAB)と IbpB の過剰発現条件(IbpB++)を用い、レポ

ーターアッセイによる ibpA 翻訳効率の比較を行った。検証の結果、ibpAB 欠損株につ

いては前章の検証と同様にレポーターの発現上昇が見られ、IbpB の過剰発現につい

てはレポーターの発現を抑制しなかった（図 24）。このことから、IbpB は IbpA が有する

ような ibpA 翻訳抑制能を持たないことが示された。 
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5.2.2. IbpB 存在量と ibpB 翻訳の関係性 
 ibpB の 5´UTR も熱ゆらぎによって変換する mRNA 二次構造を有しており、その領

域が ibpA と同様に RNAT として機能することが知られている(図 25)(26)。このことから、

ibpB の翻訳も ibpA と同様の制御を受ける可能性があると考えた。IbpA, IbpB が ibpB
の翻訳抑制に関わるか検証するため、大腸菌野生型株(WT)と ibpAB 欠損株(DAB)、
IbpA 過剰発現条件(IbpA++)、IbpB 過剰発現条件(IbpB++)において ibpB 5´UTR を有

するレポーター発現量の比較を行った。比較した結果、ibpB 5´UTR を有するレポータ

ーの発現は ibpA 5´UTR を有するレポーターと同様に、ibpAB 欠損株においては著し

い発現上昇が見られ、IbpA 過剰発現によって強い抑制が見られた。さらに、IbpB の

過剰発現は ibpB 翻訳においても抑制する様子は見られなかった（図 26）。このことか

ら、IbpA が ibpAB オペロンの翻訳調節を行うことが示され、その調節機能は ibpAB オ

ペロンの中でも IbpA のみが担っていることが示された。 
 

図 23 IbpB による ibpA 翻訳への影響 

A: レポーターのコンストラクト 

B: ウェスタンブロッティング結果 

野生型株: WT, IbpAB 枯渇条件: DAB, IbpB 過剰条件: IbpB++ 
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図 24 ibpA 5´UTR と ibpB 5´UTR の類似性 

A: ibpA 5´UTR と ibpB 5´UTR の配列アライメント 

B: ibpA 5´UTR と ibpB 5´UTR の二次構造 
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5.2.3. 無細胞翻訳系における IbpA タンパク質による ibpB 翻訳阻害 
ibpB 5´UTR を有するレポーターで見られた IbpA による抑制が、直接的であるか他

の因子を介した間接的なものであるかの検証を行った。検証は 4.4.1.同様に PURE 
system を用い、IbpA の添加に伴う翻訳効率変化を確認することで行った。検証の結

果、ibpB 5´UTR を有するレポーターでは IbpA の添加によりレポーターの翻訳効率が

0.56±0.085 倍に減少した一方で、プラスミド由来の 5´UTR を有するレポーターにお

いては 1.2±0.44 倍と変化が見られなかった。また、t 検定の結果、有意差が確認され

た（図 27）。この結果から、IbpA による翻訳抑制は ibpB においても直接行われている

ことが示された。 
 

図 25 Ibp タンパクによる ibpB 翻訳への影響 

A: ibpAB オペロン模式図 

B: 用いたコンストラクト(上段)とウェスタンブロッティング結果(下段) 

WT: 大腸菌野生型株, DAB: ibpAB 欠損株, IbpA: IbpA 過剰発現条件++,  

IbpB 過剰発現条件: IbpB++ 

B
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図 26 IbpA 添加による ibpB 翻訳への影響 

IbpA-: IbpA 添加なし, IbpA+: IbpA 添加あり 

A: 用いたコンストラクト(上段)と蛍光検出結果(下段) 

B: 翻訳効率の定量値 

C: IbpA 添加なしを 1 とした時の定量値の比 
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5.3. 考察 
 本章では、前章で見られた IbpA による ibpA 翻訳抑制と同様の抑制が IbpA ホモロ

グである IbpB によっても見られるか、また ibpA 5´UTR と同様の翻訳調節機構を有す

る ibpB 5´UTR でも IbpA, IbpB による翻訳抑制が見られるか検証を行った。その結果、

5.2.2.において翻訳抑制能は IbpA のみが有していることが示された。IbpA と IbpB は

約 50%ものアミノ酸相同性を有するタンパク質であり、タンパク質全体のドメイン構成も

構造を持たない N 末端ドメイン、構造の核となるa-クリスタリンドメイン、短い C 末端ドメ

インと類似している。しかし、変性タンパク質と共凝集し、その処理を補助する際に

IbpA と IbpB はそれぞれ異なる役割を果たすということがわかっている(23, 24)。IbpA
は変性タンパク質と迅速に、強く結合することで変性タンパク質を細胞内で隔離する

役割を果たす一方で、他シャペロンやプロテアーゼへの変性タンパク質引き渡し効率

が低く、むしろ引き渡し・処理を阻害するということがわかっている(23, 24)。IbpB につ

いては、変性タンパク質との結合効率が低く、タンパク質凝集形成の阻害はできない

一方で、他シャペロンやプロテアーゼとの結合効率が高く、変性タンパク質の処理段

階の効率を大幅に上昇させる(24)。このような機能の差異と、今回 IbpA, IbpB 間で新

たに見出された違いである翻訳抑制能の有無との間に関連性がある可能性も考えら

れる。また、同検証において、IbpB の共発現は大腸菌野生型株では ibpA 5´UTR を

有するレポーターの発現を促進する様子が見られた（図 24）。これは、細胞内におい

て IbpA と IbpB がヘテロオリゴマーを形成することから、IbpB の過剰発現が細胞質中

の IbpA をヘテロオリゴマー中にリクルートすることが遊離 IbpA の枯渇を引き起こした

ためであると考えられる。 
 
また、5.2.3.では ibpB の翻訳が ibpA 翻訳同様に IbpA によって抑制されることが示さ

れた。この結果は 3.2.3.2.における、IbpB の発現が加味された IbpA 発現解析の結果

と一致する。これにより IbpA が sHsp としての役割だけでなく、大腸菌 sHsp の発現を

調節する役割も有していることが示唆された。ibpB の mRNA は ibpA mRNA と同様に

5´UTR 中にステムループの連続した RNAT として機能するを有しており、配列につい

ても両者間で約 65%の相同性が見られる。構造・配列共に類似しているため、IbpA が

どちらを認識し、ibpA, ibpB 翻訳を抑制しているのかについては更に検証を行う必要

がある。 
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6. ibpA 翻訳抑制における IbpA 責任領域の特定 
 
6.1. 序文 
 4 章、5 章において、IbpA による ibpA, ibpB 翻訳抑制が示され、その機能が IbpA 特

異的なものであることが示された。4.4.1.と 5.2.4.の結果より、IbpA による翻訳抑制が翻

訳関連因子の阻害ではなく ibpA, ibpB 5´UTR を有する mRNA においてのみ翻訳を

阻害することが示された。このことから、IbpA が mRNA を介して抑制対象の認識、翻

訳抑制を行なっていることが示唆されたが、過去の調査において IbpA のアミノ酸配列

中に mRNA を認識できるようなドメイン・モチーフは同定されていない。そこで本章で

は IbpA がどのようにして 5´UTR 依存的に翻訳抑制を行うのか予想するための足がか

りとすることを目的として、IbpA の翻訳抑制における責任配列の決定を行った。 
 
 責任配列の決定は IbpA 変異体を共過剰発現させたレポーターアッセイによる検証

により行い、まず翻訳抑制に必須のドメインを決定したのちに、翻訳抑制に必須である

ことが明らかとなった C 末端ドメイン中の IbpA 特異的な配列や既知の重要な残基を

対象に変異体解析を行った。その結果、IbpA の IX(I/V)モチーフである IEI モチーフ

が翻訳抑制の責任配列であることが示された。 
 
 
6.2. IbpA ドメイン欠損変異の翻訳抑制能への影響 
IbpA は構造を持たない N 末端ドメイン、構造の核となるa-クリスタリンドメイン、短い C

末端ドメインからなり、sHsp としての機能はそれぞれ N 末端ドメインが基質との結合を、

C末端ドメインがオリゴマー化による共凝集の保持を担っている（図28A）(15)。そこで、

IbpA の N 末端ドメイン、C 末端ドメインについて欠損変異体を作成し、4.3.1.2.と同様

に ibpA 翻訳への影響を確認した。 
 
通常の IbpA、IbpA 欠損変異体のそれぞれを ibpA 5´UTR を有するレポーターと共

発現させて翻訳抑制能の検証を行った結果、N 末端ドメイン欠損変異体では通常の

IbpA と同様に翻訳抑制能が見られた一方で、N, C 両末端欠損変異体と C 末端欠損

変異体については翻訳抑制能が消失している様子が見られた（図 28B）。また、CBB
染色による各欠損変異体の細胞内への蓄積を確認したところ、N, C 両末端欠損変異

体についてはバンドがごく薄く、蓄積が弱い様子が見られたが、レポーター系におい

て同様の傾向が見られた C 末端欠損変異体については細胞内に蓄積している様子

が見られた(図 28C)。そのため、図 28A で見られた翻訳抑制能の消失は IbpA が発

現・蓄積していないからではないと言える。これらのことから、IbpA の翻訳抑制能は C
末端ドメインが担っていることが示された。  
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図 27 IbpA ドメイン欠損と ibpA 翻訳抑制能の関係 
A: IbpA のドメイン構造 

B: ウェスタンブロッティング結果 

C: CBB 染色結果  

WT: 大腸菌野生型株, DAB: ibpAB オペロン欠損株, IbpA-: IbpA 過剰発現なし, IbpA WT: 野生

型 IbpA 過剰発現, IbpA a: DN 末端ドメイン,C 末端ドメイン IbpA 過剰発現, IbpA DN: DN 末端ドメ

イン IbpA 過剰発現, IbpA D C: D C 末端ドメイン IbpA 過剰発現 
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6.3. IbpA における IbpB への置換変異の翻訳抑制能への影響 
 前章において IbpA とそのホモログである IbpB で翻訳抑制能の有無という差異が見

出された。また前項においては IbpA の C 末端ドメインが翻訳抑制に重要であることが

示された。そこで、IbpA の C 末端ドメインの一部を IbpB のものに置換し、翻訳抑制へ

の寄与を確認した。 
 
 検証を行うにあたり、IbpA, IbpB の C 末端ドメイン中の大きく特徴が異なる領域に着

目し、2 種類の IbpA::IbpB 変異体を作成した（図 29A）。１つ目が、IbpA の KKP 領域

を IbpB の IAA に置換した変異体である。この領域は IbpA においては正電荷が連続

しているが IbpB ではその傾向が見られないことから、IbpA が 5´UTR を認識し、翻訳

抑制を行う際に寄与している可能性があると考え着目した。２つ目が C-tail 付加変異

体である。IbpA と IbpB では C 末端ドメインの長さが異なり、IbpB には 7 アミノ酸の構

造を持たない尾部が存在する。尾部による構造的特徴が IbpA と IbpB の翻訳抑制脳

の有無を分けている可能性を考え、IbpA にこの尾部を付加した C-tail 変異体を作成

した。 
 
通常の IbpA、IbpA 欠損変異体のそれぞれを ibpA 5´UTR を有するレポーターと共

発現させて翻訳抑制能の検証を行った結果、両変異体において翻訳抑制能への寄

与が見られなかった（図 29B）。このことから、IbpA でのみ見られる翻訳抑制能は IbpA
のみで見られる正電荷や C 末端領域の短さといった特徴によるものではないということ

が示された。 
 

 
 
 
 
 

図 28 IbpA の部分置換変異と ibpA 翻訳抑制

の関連性 

A: C 末端ドメインの配列アライメント 

赤枠: 着目した領域 

B: ウェスタンブロッティング結果 

WT: 大腸菌野生型株, DAB: ibpAB オペロン欠

損株, IbpA-: IbpA 過剰発現なし, 

IbpA C-tail++: IbpA C-tail 変異体過剰発現 , 

IbpA KKPmut.++: KKP::IAA 変異体過剰発現 

N-terminal	domain

C-terminal	domain

a-crystallin domainDisordered	region

A

B

anti GFP

anti FtsZ

WTDAB WTDAB WTDAB

Ctail++	 	KPmut.++-
IbpA++

WTDAB WTDAB WTDAB

Ctail++	 	KPmut.++-
IbpA++

GFP

FtsZ

WT DAB WT DAB WT DAB WT DAB
A	++ B ++ A-C::B-C++- IbpA

IbpA
IbpB



 76 

6.4. IbpA C 末端ドメイン中の重要な残基・モチーフの翻訳抑制能への寄与 
 IbpA では 133 番目のアルギニンと 134~136 番目に位置する IEI モチーフがオリゴ

マー形成に重要であるとされており、実際に変異導入によって IbpA の sHSP 活性が

消失することがわかっている(16)。そこで、これらの残基が翻訳抑制に寄与するかどう

かを検証するため、IbpA 変異体を用いて前項と同様の検証を行った。 
過去の研究により、これらの残基においては 133 番目のアルギニン、IEI モチーフのイ

ソロイシンをそれぞれアラニンに置換することで sHsp としての機能を発揮できなくなる

ことがわかっている(16)。そこで、これら既知の変異体が翻訳抑制能を有しているかど

うか検証を行った。 
 
 
6.4.1. 細胞内 ibpA 翻訳における既知の残基・モチーフ変異の影響 
 R133、IEI モチーフの変異による翻訳抑制能への影響を確認するために、通常の

IbpA、IbpA 変異体のそれぞれを ibpA 5´UTR を有するレポーターと共発現させて翻

訳抑制能の検証を行った。その結果、R133 をアラニンに変異させた IbpA(R133A 変

異体)は通常の IbpA と同様の翻訳抑制能が見られた一方で、IEI モチーフを AEA に

変異させた IbpA(AEA 変異体)においては翻訳抑制能の消失が見られた（図 30）。こ

のことから、IEI モチーフが IbpA による翻訳抑制における責任配列であることが示さ

れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

anti GFP

anti FtsZ

WT DAB
- - WT  R133A  AEA

図 29 IbpA オリゴマー化残基への変異と ibpA 翻訳抑制能の関連性 

用いたコンストラクト(上段)とウェスタンブロッティング結果(下段) 

WT: 大腸菌野生型株, DAB: ibpAB オペロン欠損株, IbpA-: IbpA 過剰発現なし, 

IbpA WT: 野生型 IbpA 過剰発現, IbpA R133A: R133A 変異体過剰発現,  

IbpA AEA: IEI::AEA 変異体過剰発現 
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6.4.2. 無細胞翻訳系における AEA 変異体による ibpA 翻訳抑制 
 IEI モチーフへの変異が IbpA による直接的な翻訳抑制の責任配列であるかどうか

を確認するため、AEA 変異体の PURE system における翻訳抑制能を検証した。その

結果、通常の IbpA を添加した場合はレポーターの発現効率が 0.52±0.029 倍と減少

し、変異体を添加した場合にも 0.74±0.028 倍と減少が見られた（図 31C）。しかし、t
検定を行ったところ前者では p 値が 0.002 と強い有意差が見られた一方で、後者では

0.01 と程度の弱い有意差が見られたことから IEI モチーフの変異によって IbpA の有

する直接的な翻訳抑制能が弱まることが示された。また、ibpA 5´UTR を持たないレポ

ーターでも通常の IbpA を添加した場合は翻訳効率が 0.79±0.13 倍、変異体を添加

した場合には 0.88±0.010 倍と両者で程度の弱い減少が見られた（図 31C）。このこと

からも、AEA 変異体の添加が ibpA 5´UTR 依存的な翻訳抑制能を有していないと考

えられる。 
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図 30 PURE system における IbpA AEA 変異体の ibpA 翻訳への影響 

IbpA-: IbpA 添加なし, IbpA WT: 野生型 IbpA 添加, AEA: AEA 変異体添加 

A: 用いたコンストラクト(上段)と蛍光検出結果(下段) 

B: 翻訳効率の定量値 

C: IbpA 添加なしを 1 とした時の定量値の比 
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6.5. IbpA オリゴマー化と翻訳抑制能の関連性 
 IbpA における IX(I/V)モチーフである IEI モチーフは ibpA 翻訳抑制に必須である

ことが示された。その一方で、過去にオリゴマー形成に重要であるとされた 133 番目の

アルギニンについては変異導入と翻訳抑制能との関連性が見出されなかった。しかし

これらの変異は、sHsp としての消失を引き起こすこと、他の生物種のオリゴマー形成に

重要な残基と相同性があることが過去に示されているものの、実際にこれらの変異が

IbpA におけるオリゴマー形成能消失を引き起こすかどうかは示されていない。 
そこで、Native PAGE によって AEA 変異体、R133A 変異体のオリゴマー形成能を確

認し、オリゴマー形成能と翻訳抑制能との関連性の有無を検証した。 
まず、野生型 IbpA、AEA 変異体、R133A 変異体のそれぞれを過剰発現させた大腸

菌破砕サンプルを Native PAGE によって分離し、IbpA 抗体を用いたウェスタンブロッ

ティングによってオリゴマー状態の確認を行った。検出の結果、AEA 変異体において

は高分子量帯にシグナルが見られず、オリゴマー形成能の消失が見られた（図

32A）。その一方で、R133A 変異体においては低分子量帯から通常の IbpA が位置

する高分子量帯までスメア状のシグナルが確認され、オリゴマー形成能が弱まってい

る様子は見られたが、消失は確認されなかった（図 32A）。 
 
また、精製した野生型 IbpA, AEA 変異体をショ糖密度勾配遠心により分画し、ウェス

タンブロッティングによって各フラクションの検出を行ったところ、野生型 IbpA は各フラ

クションから検出され、その一方で AEA 変異体は上層画分のみで確認された（図

32B）。これは野生型 IbpA が分子数の定まらないオリゴマーを形成する一方で、AEA
変異体ではオリゴマー形成能が消失し、検出される分子サイズが一定であることを示

している。 
 
これらの結果から、IbpA のオリゴマー形成能と翻訳抑制能の間に相関関係が強く示

唆された。  
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図 31 IbpA のオリゴマー形成能と翻訳抑制能の関連性 

A: Native PAGE によるオリゴマーサイズの比較 

WT: 野生型 IbpA, R133A：R133A 変異体, AEA: IEI::AEA 変異体 

B: 精製 IbpA を用いた SDG 結果 

WT: 野生型 IbpA, AEA: IEI::AEA 変異体 
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anti IbpA
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6.6. IbpA の翻訳抑制能と二次構造 
 本章で用いた変異体群を、翻訳抑制能を有したままの IbpA 変異体群と翻訳抑制能

が消失した IbpA 変異体群に分類し、これらの変異体群の二次構造に共通した特徴

がみられるかどうかを確認した。CRNPRED (https://pdbj.org/crnpred/)の二次構造予測

を用いて解析を行った結果、IbpA 野生型、変異体、また IbpB 間で予測された二次

構造の種類、位置、長さが一致し、翻訳抑制能特異的な特徴はみられなかった(図
33)。唯一見られた野生型の IbpA と変異体群、IbpB 間での変化として、100~110 アミ

ノ酸の位置に短いa-ヘリックスが見られた。しかしこのa-ヘリックス領域は翻訳抑制能

の有無によらず見られたことから、IbpA の翻訳抑制能とは関連性がないと思われる。 
 

 
 
 
 
  

# prediction by CRN2000
# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

IbpA SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEECCC
+tail SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCC
KP-IA SS: CCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCHHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEECCC
N-del SS: C______________________________________CCCCCCCEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEECCCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCHHHCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECC
R133A SS: CCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECC
C;;B SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCC
C-del SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCEECCCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEEECCCEEEEEECCCCCHHHCCCCCCCEEEEEECC______________
AEA SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECC
alpha SS: C______________________________________CCCCCCCEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEECCCCCCCCCCEEEEEEECCCEEEEEECCCCCHHHCCCCCCCEEEEEECC______________
IbpB SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEEECCCEEEEEEECCCCHHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCC

# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

# prediction by CRN2000
# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

IbpA CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBEBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
+tail CN: BBBBBBBEBBBBBBBEEEEBBBBBBBBBBBBBBBEEEEEBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBEBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBEEEBBBBBBBB
KP-IA CN: BBBBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEBEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
N-del CN: B______________________________________BBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBEBBBEEBEBEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
R133A CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEEEBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
C;;B CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEEBBBBBBBBBBBBBBBBEEEEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBEBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEBEEEEEBBBBBBBBBBBBEBEBBBBBBBB
C-del CN: BBBBBBBEBBBBBBBBEBBBBBBBBBBBBBBBBBEEBEBBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEBEBEBBBB______________
AEA CN: BBBBBBBEBBBBBBBBEEEBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
alpha CN: B______________________________________BBBBBBBBEEBBBBBBBBBBEBBBBBBBBBEBEEBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBBBBBBEBEBBBBBB______________
IbpB CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEEBBBBBBBBBBBBBBEEBEBBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEEEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBBEEBEBBBBBBBBEBBBEEBEEEEEBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBBB

# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

# prediction by CRN2000
# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

IbpA SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEECCC
+tail SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCC
KP-IA SS: CCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCHHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEECCC
N-del SS: C______________________________________CCCCCCCEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEECCCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCHHHCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECC
R133A SS: CCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECC
C;;B SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCC
C-del SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCEECCCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEEECCCEEEEEECCCCCHHHCCCCCCCEEEEEECC______________
AEA SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECC
alpha SS: C______________________________________CCCCCCCEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEECCCCCCCCCCEEEEEEECCCEEEEEECCCCCHHHCCCCCCCEEEEEECC______________
IbpB SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEEECCCEEEEEEECCCCHHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCC

# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

# prediction by CRN2000
# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

IbpA CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBEBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
+tail CN: BBBBBBBEBBBBBBBEEEEBBBBBBBBBBBBBBBEEEEEBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBEBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBEEEBBBBBBBB
KP-IA CN: BBBBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEBEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
N-del CN: B______________________________________BBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBEBBBEEBEBEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
R133A CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEEEBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
C;;B CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEEBBBBBBBBBBBBBBBBEEEEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBEBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEBEEEEEBBBBBBBBBBBBEBEBBBBBBBB
C-del CN: BBBBBBBEBBBBBBBBEBBBBBBBBBBBBBBBBBEEBEBBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEBEBEBBBB______________
AEA CN: BBBBBBBEBBBBBBBBEEEBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
alpha CN: B______________________________________BBBBBBBBEEBBBBBBBBBBEBBBBBBBBBEBEEBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBBBBBBEBEBBBBBB______________
IbpB CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEEBBBBBBBBBBBBBBEEBEBBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEEEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBBEEBEBBBBBBBBEBBBEEBEEEEEBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBBB

# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

# prediction by CRN2000
# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

IbpA SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEECCC
+tail SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCC
KP-IA SS: CCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCHHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEECCC
N-del SS: C______________________________________CCCCCCCEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEECCCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCHHHCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECC
R133A SS: CCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECC
C;;B SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCC
C-del SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCEECCCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEEECCCEEEEEECCCCCHHHCCCCCCCEEEEEECC______________
AEA SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECC
alpha SS: C______________________________________CCCCCCCEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEECCCCCCCCCCEEEEEEECCCEEEEEECCCCCHHHCCCCCCCEEEEEECC______________
IbpB SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEEECCCEEEEEEECCCCHHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCC

# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

# prediction by CRN2000
# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

IbpA CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBEBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
+tail CN: BBBBBBBEBBBBBBBEEEEBBBBBBBBBBBBBBBEEEEEBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBEBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBEEEBBBBBBBB
KP-IA CN: BBBBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEBEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
N-del CN: B______________________________________BBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBEBBBEEBEBEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
R133A CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEEEBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
C;;B CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEEBBBBBBBBBBBBBBBBEEEEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBEBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEBEEEEEBBBBBBBBBBBBEBEBBBBBBBB
C-del CN: BBBBBBBEBBBBBBBBEBBBBBBBBBBBBBBBBBEEBEBBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEBEBEBBBB______________
AEA CN: BBBBBBBEBBBBBBBBEEEBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
alpha CN: B______________________________________BBBBBBBBEEBBBBBBBBBBEBBBBBBBBBEBEEBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBBBBBBEBEBBBBBB______________
IbpB CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEEBBBBBBBBBBBBBBEEBEBBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEEEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBBEEBEBBBBBBBBEBBBEEBEEEEEBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBBB

# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

# prediction by CRN2000
# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

IbpA SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEECCC
+tail SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCC
KP-IA SS: CCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCHHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEECCC
N-del SS: C______________________________________CCCCCCCEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEECCCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCHHHCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECC
R133A SS: CCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECC
C;;B SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCC
C-del SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCEECCCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEEECCCEEEEEECCCCCHHHCCCCCCCEEEEEECC______________
AEA SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECC
alpha SS: C______________________________________CCCCCCCEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEECCCCCCCCCCEEEEEEECCCEEEEEECCCCCHHHCCCCCCCEEEEEECC______________
IbpB SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEEECCCEEEEEEECCCCHHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCC

# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

# prediction by CRN2000
# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

IbpA CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBEBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
+tail CN: BBBBBBBEBBBBBBBEEEEBBBBBBBBBBBBBBBEEEEEBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBEBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBEEEBBBBBBBB
KP-IA CN: BBBBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEBEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
N-del CN: B______________________________________BBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBEBBBEEBEBEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
R133A CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEEEBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
C;;B CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEEBBBBBBBBBBBBBBBBEEEEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBEBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEBEEEEEBBBBBBBBBBBBEBEBBBBBBBB
C-del CN: BBBBBBBEBBBBBBBBEBBBBBBBBBBBBBBBBBEEBEBBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEBEBEBBBB______________
AEA CN: BBBBBBBEBBBBBBBBEEEBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
alpha CN: B______________________________________BBBBBBBBEEBBBBBBBBBBEBBBBBBBBBEBEEBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBBBBBBEBEBBBBBB______________
IbpB CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEEBBBBBBBBBBBBBBEEBEBBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEEEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBBEEBEBBBBBBBBEBBBEEBEEEEEBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBBB

# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

# prediction by CRN2000
# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

IbpA SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEECCC
+tail SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCC
KP-IA SS: CCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCHHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEECCC
N-del SS: C______________________________________CCCCCCCEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEECCCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCHHHCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECC
R133A SS: CCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECC
C;;B SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCC
C-del SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCEECCCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEEECCCEEEEEECCCCCHHHCCCCCCCEEEEEECC______________
AEA SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECC
alpha SS: C______________________________________CCCCCCCEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEECCCCCCCCCCEEEEEEECCCEEEEEECCCCCHHHCCCCCCCEEEEEECC______________
IbpB SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEEECCCEEEEEEECCCCHHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCC

# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

# prediction by CRN2000
# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

IbpA CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBEBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
+tail CN: BBBBBBBEBBBBBBBEEEEBBBBBBBBBBBBBBBEEEEEBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBEBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBEEEBBBBBBBB
KP-IA CN: BBBBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEBEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
N-del CN: B______________________________________BBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBEBBBEEBEBEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
R133A CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEEEBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
C;;B CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEEBBBBBBBBBBBBBBBBEEEEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBEBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEBEEEEEBBBBBBBBBBBBEBEBBBBBBBB
C-del CN: BBBBBBBEBBBBBBBBEBBBBBBBBBBBBBBBBBEEBEBBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEBEBEBBBB______________
AEA CN: BBBBBBBEBBBBBBBBEEEBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
alpha CN: B______________________________________BBBBBBBBEEBBBBBBBBBBEBBBBBBBBBEBEEBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBBBBBBEBEBBBBBB______________
IbpB CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEEBBBBBBBBBBBBBBEEBEBBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEEEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBBEEBEBBBBBBBBEBBBEEBEEEEEBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBBB

# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

# prediction by CRN2000
# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

IbpA SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEECCC
+tail SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCC
KP-IA SS: CCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCHHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEECCC
N-del SS: C______________________________________CCCCCCCEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEECCCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCHHHCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECC
R133A SS: CCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECC
C;;B SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCC
C-del SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCEECCCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEEECCCEEEEEECCCCCHHHCCCCCCCEEEEEECC______________
AEA SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECC
alpha SS: C______________________________________CCCCCCCEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEECCCCCCCCCCEEEEEEECCCEEEEEECCCCCHHHCCCCCCCEEEEEECC______________
IbpB SS: CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEEECCCEEEEEEECCCCHHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCC

# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

# prediction by CRN2000
# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

IbpA CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBEBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
+tail CN: BBBBBBBEBBBBBBBEEEEBBBBBBBBBBBBBBBEEEEEBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBEBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBEEEBBBBBBBB
KP-IA CN: BBBBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEBEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
N-del CN: B______________________________________BBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBEBBBEEBEBEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
R133A CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEEEBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
C;;B CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEEBBBBBBBBBBBBBBBBEEEEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBEBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEBEEEEEBBBBBBBBBBBBEBEBBBBBBBB
C-del CN: BBBBBBBEBBBBBBBBEBBBBBBBBBBBBBBBBBEEBEBBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEBEBEBBBB______________
AEA CN: BBBBBBBEBBBBBBBBEEEBBBBBBBBBBBBBBBEEBEEEBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEBEEEBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBEEBBEBBBBBBBBEBBBEEEEEEEEBBBBBBBBBBBBBBBB
alpha CN: B______________________________________BBBBBBBBEEBBBBBBBBBBEBBBBBBBBBEBEEBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBEEBBBBBBBBBBBBBBBBEBEBBBBBB______________
IbpB CN: BBBBBBBBBBBBBBBEEEBBBBBBBBBBBBBBEEBEBBBBBBBBEEEEEEBBBBBBBEEEEBBBBBBEEEEEBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBBEEBEBBBBBBBBEBBBEEBEEEEEBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBBB

# * * * * * * * * * * * * * * * * * *

80

81

1

図 32 IbpA, IbpB のアミノ酸二次構造予測 

C: coil, H: a-ヘリックス, E: β-シート 
名前がオレンジ⾊で記載された変異体群: 翻訳抑制能あり 
名前が⻘で記載された変異体群: 翻訳抑制能消失 
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6.7. 考察 
 
 本章では、IbpA の変異体解析により ibpA 翻訳抑制における責任領域の特定を行

った。その結果、オリゴマー形成モチーフである IEI モチーフが翻訳抑制能にも必須

であることが示された。 
 
 
 本章ではじめに行ったドメイン欠損変異では、N 末端ドメインが翻訳抑制において必

須でないことが示された。構造を持たない N 末端ドメインは、変性タンパク質との結合

に必要であることがわかっている。しかし、翻訳抑制において必須でなかったことから、

IbpA は翻訳抑制において変性タンパク質とは異なる様式でターゲットを認識し、結合

していることが示唆された。 
 4.4.では IbpA が無細胞翻訳系においても ibpA 5´UTR を有するレポーターでのみ

翻訳抑制が見られたことから、IbpA による翻訳抑制は mRNA 依存的に行われること

が示唆された。しかし、6.3.で行った IbpA の一部を IbpB の領域と置換した 2 種類の

変異体を用いた解析では、IbpA の正電荷領域を IbpB の電荷を持たない配列に置

換させた KKP 変異体で翻訳抑制能に変化が見られなかった。このことは、IbpA が電

荷依存的に翻訳抑制を行っているわけではないことを示唆している。さらに 6.4.、6.5.
では IbpA のオリゴマー形成能と翻訳抑制能の間に相関関係を示す結果となった。こ

れらは IbpA が mRNA との静電相互作用ではなくオリゴマー形成を介した翻訳抑制

を行っていることを示唆している。 
 
 
また、6.2.においてドメイン欠損変異体の発現確認において変異体ごとに細胞への

蓄積状態がことなる様子が見られたが、これは変異体ごとに分解傾向が異なるためで

あると考えられる。IbpA は両末端ドメインの欠損によって Lon プロテアーゼによる分解

効率が上昇することが明らかとなっている(22)。そのため a-クリスタリンドメインのみにし

た変異体では細胞内での蓄積が見られなかったと考えられる。また、IbpA の N 末端と

C 末端の分解に対する寄与については未だ明らかとなっていない。今回の発現確認

では N 末端ドメイン欠損変異体においても蓄積が弱い様子が見られた。このことか

ら、IbpA の分解効率は N 末端ドメインによって調節されていると考えられる。 
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6.4.と 6.5.の結果から、IEI モチーフが翻訳抑制能に必須であることが示された。IEI
モチーフがオリゴマー形成モチーフでもあることから、IbpA による翻訳抑制能にオリゴ

マー形成が必要であることが示唆された。その一方で、オリゴマー形成能ではなく、モ

チーフのアミノ酸配列依存である可能性も考えられる。しかし 4 章で行なった PURE 
system による検証によって、IbpA が ibpA 5´UTR を有する mRNA に直接働きかけて

いる可能性が高いという結果が得られている。そのため、疎水性アミノ酸と酸性アミノ

酸によって構成される IEI モチーフの配列に翻訳抑制能が依存している可能性は低

いと予想される。 
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7. IbpA による ibpA 翻訳抑制機構の検証 
 
7.1. 序文 
 4.4.、6.3.において IbpA の翻訳抑制が直接的かつ 5´UTR 依存的であること、また静

電相互作用ではなくオリゴマー形成を介することが示された。このことから、IbpA のオ

リゴマー形成能が ibp 5´UTR の認識に関係することを予想し、本章では野生型 IbpA
と AEA 変異体の mRNA 結合能を検証した。ゲルシフトアッセイ(EMSA)による検証を

行った結果、IbpA が IEI モチーフ依存的に ibp 5´UTR を有する mRNA と結合するこ

とが確認された。それと同時に、IbpA による mRNA との結合効率が IbpA 依存的に

決定されなかったことから、IbpA と mRNA の結合と翻訳抑制を結びつける更なる機

構の存在が示唆された。 
 
 
7.2. IbpA と ibpA mRNA の相互作用解析 
 IbpA のｍRNA 結合能を検証するため、精製した IbpA と in vitro 転写により作成し

た mRNA を用いた EMSA を行った。mRNA の電気泳動と染色を行い、mRNA のみ

の場合と IbpA を添加した場合で泳動度を比較したところ、ibpA 5´UTR を有するレポ

ーターにおいて、IbpA 添加依存的に低泳動度のバンドが見られた(図 34)。また、前

項でも用いた AEA 変異体を添加した場合には ibpA 5´UTR を有した mRNA におい

ても泳動度の異なるバンドは見られなかった。さらに、ibpA 5´UTR を持たないコントロ

ールでは泳動度の異なる mRNA 集団は検出されなかったことから、低泳動度のバン

ドは IbpA IEI モチーフ依存的かつ ibpA 5´UTR 依存的であることが示された。 
 

 低泳動度の mRNA 集団は、IbpA と相互作用することで分子量が増加していると考

えられる。実際にウェスタンブロッティングにより IbpA を検出したところ、ibpA 5´UTR
を有する mRNA でのみ、低泳動度の集団と同程度の泳動位置で IbpA が検出された

(図 34)。 
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図 33 IbpA と mRNA の結合解析 

野生型 IbpA: WT, IEI::AEA 変異体: AEA 

A: ibpA 5´UTR を有するレポーターmRNA を用いた EMSA 結果 

B: プラスミド由来の 5´UTR を有するレポーターmRNA を用いた EMSA 結果 

IbpA
(nM)

IbpA
(nM)

A

B
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次に、ibpA 5´UTR を有する mRNA と IbpA の結合が一定量比であるかどうかを調べ

た。一定量比であれば、IbpA 添加量の変化に伴い低泳動度のバンド強度が変化す

ると予想し、IbpA 添加量 0, 0.25, 5.0, 15 µM の四通りで mRNA の泳動度変化を比較

したところ、予想に反し IbpA の添加量に伴う泳動度変化の割合に変化が見られなか

った(図 35)。これにより、mRNA と IbpA 結合が一定量比でないことが示された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
  

図 34 IbpA 添加量と RNA バンドシフトの関係 

用いたコンストラクト(上段)と EMSA 結果(下段) 
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7.3. 考察 
 本章では IbpA が ibpA 翻訳を直接抑制することから、IbpA と ibpA mRNA の間に相

互作用があると仮定しその検証を行った。 
 
 ibpA 5´UTR を有する mRNA では IbpA 添加依存的に低泳動度のバンドが見ら

れ、実際に同泳動位置に IbpA が検出されたことから、IbpA は ibpA 5´UTR 依存的に

mRNA と相互作用することが示唆された。また、IbpA と mRNA の結合は、ibpA 
5´UTR 依存的であると同時に IEI モチーフ依存的であることが示された。両者は翻訳

抑制においても必須であることが前章までの結果で明らかとなっている。このことから

も、IbpA による翻訳抑制と mRNA への結合は同一の機構であることが考えられる。 
 
また、本実験ではプラスミド由来の 5´UTR を有するコントロールでは低泳動度の

mRNA が見られなかっただけでなく、低泳動度の IbpA も検出されなかった。これによ

り、IbpA が mRNA 依存的に高分子量のオリゴマーを形成することが示唆された。 
 
図 35 の EMSA では、IbpA 濃度に大きく勾配をつけ mRNA の泳動度変化を調べ

た。本実験で採用した最低濃度 0.25 µM と最大濃度 15 µM は 60 倍もの濃度比だ

が、mRNA 中の低泳動度バンド強度には変化が見られなかった。このことから、IbpA
と mRNA の結合が一定の数量関係ではないことが示唆された。この結果を受け、

IbpA による ibpA 翻訳の抑制機構について 2 つの可能性が考えられる。 
 
一つ目は、ibpA mRNA のうち、一部の集団のみが IbpA による抑制をうけるという可

能性である。低泳動度のバンド強度が IbpA の量に依らないことから、本実験で一定と

していた mRNA 量に依存していることが示唆された。このことから、ibpA 5´UTR を有

する mRNA の中に IbpA が結合できる mRNA とできない mRNA が存在することが考

えられる。ibpA の 5´UTR は全体にわたり RNAT として機能するステムループ領域で

あり、3 連続のステムループのうち上流側の 2 つは 45ºC の熱条件でも開裂しない非

常に安定な構造であることがわかっている(25)。そのため、もっとも下流に存在するス

テムループ構造の切り替わりによって mRNA の集団が区別されているのではないかと

考えた。また IbpA が翻訳抑制を行うことから、IbpA が結合する mRNA 集団は翻訳

抑制に IbpA を必要とする、つまり、二次構造が不安定化している mRNA 集団である

と予想した。 
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図 35 仮説１. mRNA 集団の違いと IbpA の結合性 

IbpA が結合できる mRNA 集団(上段)と IbpA が結合できない mRNA 集団(下段) 

 
 
二つ目は、IbpA の mRNA との結合が不安定なものである可能性である。前章でも

述べたように、IbpA には核酸と結合できるモチーフは知られておらず、6.3.における

IbpA 中の正電荷を有する領域の変異導入は翻訳抑制能に影響を与えなかった。こ

のことからも、IbpA は mRNA と静電的な相互作用はしないことが予想できる。実際

に、図 34 で検出された IbpA はスメアとなっており、泳動中に mRNA から IbpA が解

離することが示唆された。さらに、IbpA は 4.3.で行った in vivo でのレポーターアッセイ

においてはレポーターの翻訳を検出できない程度まで抑制したのに対し、4.4.で行っ

た in vitro の PURE system を用いたアッセイではレポーター発現を半分程度に抑える

のみだった。このことから、細胞内には IbpA と ibpA mRNA の結合を増強する因子、

または IbpA と ibpA mRNA の弱い結合を介して ibpA 翻訳抑制自体を増強する因子

が存在すると考えられる。 
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図 36 仮説 2. IbpA と mRNA の弱い結合 

細胞内(右)では補助因⼦によって IbpA-mRNA の結合、もしくは IbpA による翻訳抑制
が助けられている。 
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8. IbpA による ibpA 翻訳抑制機構についての仮説の検証 
 
8.1. 序文 
 前章の検証により IbpA が ibpA 5´UTR を有する mRNA と相互作用することが示さ

れたが、その効率については IbpA の濃度に依存しないことがわかった。これを受け、

IbpA による ibpA 翻訳抑制機構について 2 つの仮説を予想した。 
 
仮説 1. 
ibpA mRNA のうち、ステムループ構造が不安定化している mRNA 集団のみが IbpA
と結合し、翻訳抑制をうける。 
 
仮説 2. 
IbpA の mRNA との結合が不安定なものであり、細胞内には IbpA と ibpA mRNA の

結合を増強する因子、または IbpA と ibpA mRNA の弱い結合を介して ibpA 翻訳抑

制自体を増強する因子が存在する。 
 
本章ではレポーターアッセイによって上記仮説の検証を行った。検証の結果、温度変

化によってステムループ構造の安定性を変化させた状態で、IbpA による翻訳抑制効

率の比較を行ったところ翻訳抑制効率に変化が見られなかったため、仮説 1.は否定さ

れた。一方で過去に IbpA と関連性が示された RNase に着目し、それらの枯渇・欠損

変異株を用いたレポーターアッセイを行ったところ、PNPase による ibpA mRNA 分解

への寄与が示されたことから、仮説 2.における IbpA と ibpA mRNA の弱い結合を介し

て ibpA 翻訳抑制自体を増強する因子が存在するという予想が立証された。 
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8.2. ibpA mRNA の状態と IbpA による翻訳抑制効率の関連性 
 仮説 1.を検証するにあたり、温度変化によりステムループ安定性が変化することに着

目した。IbpA による結合・翻訳抑制が RNAT として機能するステムループの状態に依

存するのであれば、温度変化に伴って IbpA が結合・翻訳抑制できる mRNA 集団の

割合も変化すると予想した(図 38)。 
 
 

 

図 37 温度変化に伴う ibpA ステムループ構造の切り替わりと IbpA 結合の関係予想 
温度変化に伴い IbpA が結合できる mRNA 集団の割合が変化すると予想した。 
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そこで、過去に調べられた ibpA 5´UTR の最下流に存在するステムループが安定であ

る温度(30ºC)と不安定化する温度(HS 条件; 42ºC 15 min) (25)、通常の生育条件

(37ºC)でレポーターアッセイを行なった。アッセイの結果、30, 37ºC では ibpA 5´UTR
を有するレポーターの発現が IbpA に強く抑制されたが、熱ショック条件(HS)では仮説

と反し、IbpA の翻訳抑制効果が弱まった様子が見られた(図 39)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
さらに、PURE system を用いて同様に温度変化と IbpA による翻訳抑制の関係を調べ

たところ、30, 37ºC では in vivo の結果と同様に ibpA 5´UTR を有するレポーターの発

現が IbpA に強く抑制された(図 40D)が、熱ショック条件(HS)においては IbpA を添加

によりレポーター発現が上昇する様子が見られた(図 40D)。しかし、in vitro の HS 条

件で見られたレポーター翻訳効率の上昇は、ibpA 5´UTR を持たないコントロールでも

同様の傾向が見られた(図 40B)。このことから、ibpA 5´UTR 特異的な翻訳抑制とは無

関係であると思われる。これらの結果から、ibpA 5´UTR のステムループ構造の不安定

化と IbpA による翻訳抑制は相関しないことが示された。よって、仮説 1.は否定され

た。 
 
 
 
 
  

図 38 細胞内における温度変化と IbpA による翻訳抑制能の関連性 

ウェスタンブロッティング結果 

WT: 大腸菌野生型株, DAB: ibpAB オペロン欠損株, IbpA-: IbpA 過剰発現なし,  

IbpA++: IbpA 過剰発現あり 

WT DAB
- - ++

WT DAB
- - ++

WT DAB
- - ++

30ºC 37ºC HS

antiGFP

antiFtsZ

IbpA
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図 39 温度変化と IbpA による翻訳抑制能の関連性 

IbpA-: IbpA 添加なし, IbpA++: IbpA 添加あり 
A: 用いたコンストラクト(上段)と PURE system を用いた蛍光検出結果(下段) 

B: 翻訳効率の定量値 

C: ibpA 5´UTR レポーターの翻訳効率をコントロールで基準化した結果(左) 

D: 基準化後の数値を用いて IbpA の有無による比を算出した結果(右) 

 
  

IbpA

0

10

20

30

30 37 HS

Tr
an

sl
at

io
na

l e
ff

ic
ie

nc
y

(a
.u

.)

0

20

40

60

30 37 HS

Tr
an

sl
at

io
na

l e
ff

ic
ie

nc
y

(a
.u

.)

Temp(ºC)

ibpA 5’UTR vector 5’UTR

Temp(ºC)

p=0.033 p=0.061 p=0.048

p=0.17 p=0.32 p=0.048

0

0.1

0.2

0.3

0.4

30 37 HS

ib
pA

/ 
ve

ct
or

 ra
tio

Temp(ºC)
0

0.5

1

1.5

2

30 37 HS

Ib
pA

 +
/-

ra
tio

Temp(ºC)

A

B

C D



 93 

8.3. RNase による ibpA 翻訳抑制への寄与の検証 
 過去の研究によって、ibpA-ibpB オペロンを基質とする RNase や IbpA との相互作

用が示された RNase が存在する。そこで、これらの RNase が ibpA mRNA の分解を介

して ibpA 翻訳抑制に寄与しているのではないかと考え、検証を行った。検証は

RNase の枯渇・欠損変異株を用い、ibpA 5´UTR を有するレポーターの発現効率をウ

ェスタンブロッティングで確認することで行った。 
 
 
8.3.1. RNaseE による ibpA 翻訳抑制への寄与の検証 
 ibpA-ibpB オペロンは RNaseE により切断されることが過去に知られている(26)(図
40A)。RNaseE は ibpA-ibpB 間と-ibpB を切断し、ibpA 配列中は切断しないことが明ら

かとなっているが、mRNA が不安定化する可能性がある。そこで、ibpA の翻訳抑制に

RNaseE が寄与する可能性を検証した。RNaseE の枯渇変異株(Drne)を用いて検証を

行ったところ、ibpA 5´UTR の有無によらずレポーター発現効率に変化は見られなかっ

た(図 41B)。そのため、RNaseE による ibpA 翻訳抑制への寄与は無いと結論づけた。 
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図 40 RNaseE の ibpA 翻訳への寄与 

A: RNaseE による ibpAB オペロン切断の模式図 
B: ウェスタンブロッティング結果 
 WT: ⼤腸菌野⽣型株, Drne: RNaseE 枯渇変異株 
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8.3.2. PNPase による ibpA 翻訳抑制への寄与の検証 
 PNPase は過去の大腸菌タンパク質を対象とした網羅的なインタラクトーム解析によ

って IbpA との相互作用が示されている(40)。そこで、IbpA と ibpA mRNA の結合を介

した翻訳抑制に寄与しているのではないかと予想し、PNPase 欠損株(Dpnp)を用いて

検証を行った。検証の結果、Dpnp において ibpA 5´UTR を有するレポーターの発現

上昇がみられた(図 42)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

WT: 大腸菌野生型株, Dpnp: PNPase 欠損株 
 
 
 PNPase によって ibpA mRNA が分解されているか検証するため、Rifampicin 添加に

よる転写阻害を行ない、添加直後(0 min)、2 min、5 min 後の ibpA mRNA を qRT-
PCR によって比較定量した。転写阻害時点からの mRNA 減少割合を比較することで

条件間での ibpA mRNA 安定性を比較した。その結果、大腸菌野生型株(WT)におけ

る ibpA mRNA は、迅速に分解され 2 min 後には 10%以下に減少しているのに対し、

PNPase 欠損株(Dpnp)では 2 min 後には 80%程度残存しており、5 min 後でも約 15%
残存していた(図 42)。以上の結果から、細胞内においては PNPase を介した ibpA 
mRNA の分解が IbpA による ibpA 翻訳抑制を増強していると考えられる。 
 
さらに、IbpA による翻訳抑制が弱まるタンパク質凝集が蓄積する条件(DnaK/DnaJ

欠損株: DKJ、Rhodanese 過剰発現によるタンパク質凝集蓄積条件: Rho++)でも ibpA 
mRNA の安定性を確認したところ、ibpA mRNA はDKJ において 2 min 後には約 

図 41 PNPase の ibpA 翻訳への寄与 

用いたコンストラクト(上段)とウェスタンブロッティング結果(下段) 

anti GFP

anti FtsZ

WT  Dpnp WT  Dpnp
ibpA 5’UTR vector 5’UTR

PT5 PT5
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60%、5 min 後には約 30%残存しており、 Rho++条件でも 2 min 後には約 30%、5 
min 後には約 10%残存している様子が見られ、Dpnp と同様 ibpA mRNA が安定化し

ている様子が見られた(図 43)。このことから、PNPase により ibpA mRNA が分解されて

いること、さらに、タンパク質凝集蓄積時にも同現象が見られることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 42 PNPase 欠損、タンパク質凝集蓄積による ibpA mRNA の安定化 

WT：野生型株、Dpnp：PNPase 欠損株、DKJ：DnaK/DnaJ 欠損株、Rho++：Rhodanese 過剰発現  
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8.4. 考察 
 本章では前章で考察した仮説の検証を行うことで、IbpA による ibpA 翻訳抑制を補

助する因子を探索した。 
 
IbpA と ibpA mRNA 結合が ibpA 5´UTR のステムループ開裂を必要とする可能性を

検証するため過去の研究でステムループが安定化/不安定化するとされている温度条

件においてレポーターアッセイを行なったが、IbpA による抑制の寄与が強まっている

様子は見られず、in vivo の結果では IbpA による抑制が弱まっている結果が得られ

た。このことから、IbpA による ibpA mRNA への働きかけが、安定化しているステムル

ープ構造を介している可能性が示唆された。しかしこの結果は、熱ショックによって細

胞内に生じたタンパク質凝集に、過剰発現させた IbpA がリクルートされたためである

可能性も考えられる。そのため、ibpA mRNA の構造と IbpA による翻訳抑制の関係に

ついてはさらなる検証が必要である。 
 
 また、qRT-PCR による比較定量実験によって、タンパク質凝集の蓄積が起こる条件

では ibpA mRNA の PNPase による分解が起こらないことが示された。PNPase を仮説

2.で予想した IbpA による ibpA 翻訳抑制の補助因子として 8.3.2.の結果をまとめると、

以下のような模式図が予想できる。IbpA の ibpA mRNA との結合は、翻訳を直接抑制

すると同時に PNPase を介した mRNA 分解を促進する。そのため遊離の IbpA が存

在する非ストレス条件下において ibpA 翻訳は強い抑制を受ける。その一方で細胞内

にタンパク質凝集が蓄積し IbpA がリクルートされると ibpA 翻訳が抑制されないだけ

でなく、mRNA 自体が安定化されるため翻訳効率が大きく上昇する(図 44)。 
 

 

図 43 PNPase に補助される ibpA 翻訳抑制模式図 
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9. 総括 
 
9.1. 本研究の総括 
 本研究は温度依存的な翻訳制御機構が知られる IbpA が、タンパク質恒常性を乱

すようなストレス条件下においては温度非依存的に発現量が増加するこという過去の

報告から端を発し、未知の発現制御機構が存在する可能性を検証し、その機構に迫

ったものである。 
 
 3 章の検証によって IbpA 発現がタンパク質凝集の蓄積に翻訳レベルで応答するこ

とが示され、4 章においてはそれが IbpA による翻訳の自己抑制であることが示され

た。また 5 章、6 章では翻訳抑制能が IbpA 固有の機能であること、オリゴマー化モチ

ーフが翻訳抑制に必須であることが明らかとなり、IbpA オリゴマーによる ibpA 翻訳抑

制機構が見出された。さらに、7 章で示唆された翻訳抑制の増強因子を検証した結

果、8 章において新たに PNPase が見出された。以上の結果を総括し、タンパク質凝

集を感知する新規 ibpA 翻訳制御機構を提唱する(図 45)。 
 

 
図 44 IbpA 発現制御スキーム図 
青枠: 非ストレス条件において主となる制御 
赤枠: タンパク質凝集蓄積条件において主となる制御 
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9.2. 今後の展望 
 本研究により新規制御機構の存在を明らかにすることができたが、さらなる検証を必

要とする点が存在する。以下の点は新規機構の詳細な機構の解明につながるだけで

なく、本研究の拡張性や重要性にも関わる点であり、今後明らかにしていきたい。 
 
 
・ RNAT の解除機構 
 ibpA 5´UTR には SD 配列をマスクするステムループ構造が存在するため、タンパク

質凝集蓄積に伴う IbpA による翻訳抑制の解除には、ステムループ構造の開裂が伴う

ことが考えられる。過去の ibpA mRNA の二次構造解析では、35ºC 付近の温度帯で

ステムループ構造が開裂し始めることが示されているため、非ストレス条件下では

IbpA がステムループ構造を保持するよう働きかけ、IbpA がタンパク質凝集にリクルー

トされることでステムループが開裂するという可能性が考えられる(25)。しかし、本研究

8.2.において、ステムループ構造が開裂しないとされている 30ºC においても ibpAB オ

ペロンの欠損により ibpA 5´UTR を有するレポーターの発現効率を上昇させることが示

された。このことは、IbpA の解離に伴うステムループの開裂、すなわち ibpA の翻訳開

始が熱揺らぎに依存せずに起こることを示唆している。これは過去の二次構造解析と

矛盾する示唆となるが、過去の解析は精製 mRNA を用いた in vitro の解析であるた

め、細胞内における温度変化と二次構造の関係を再現できていない可能性がある。

IbpA の働きかけ、またリクルートによる解離が ibpA mRNA の二次構造にどのような影

響を与えるか調べるためには、DMS (硫酸ジメチル)を利用した in vivo 二次構造解析

などにより細胞中の ibpA mRNA の状態を確認する必要がある。 
 
 
・IbpA による mRNA の認識機構 
 IbpA による翻訳抑制は ibpA だけでなく ibpB でも見られることが 5.2.4.によって明ら

かとなったが、両者は RNA 二次構造、配列共に類似しているため、IbpA がどちらを

認識しているのかは特定できない。どちらを認識しているのかが明らかになれば、

IbpA により制御を受ける他の遺伝子を探索する一助となる。 
 
 
・PNPase と IbpA の協働 
 過去に IbpA との相互作用が見られたことを発端に PNPase を翻訳抑制の増強因子

として見出したが、実際に IbpA と協働して ibpA 翻訳抑制を行なっている様子は確認

できていない。これは、PNPase 欠損株の特徴として特定の ori を持つプラスミドでしか

形質転換できないため、IbpA の共過剰発現実験ができないこと、また、多重欠損株を
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得ることが難しく、未だ PNPase/ibpAB オペロンの多重欠損株が作成できていないこと

が障害となっているためである。これらはどちらも技術的な障害であるため、研究室に

新たなプラスミドを導入することや、欠損株作成法の検討などにより早期に解消が可能

であると考えられる。 
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