
	 

様式 C-19	 

科学研究費補助金研究成果報告書	 

平成２４年	 ５月２９日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：Shewanella livingstonensis Ac10 の低温適応機構を解析した。低温
誘導性タンパク質の同定と機能解析を行い、細胞膜ストレス応答に関わる PspA や細胞分裂
に関わる MreB が低温適応に関与することを見いだした。一方、エイコサペンタエン酸含有リ
ン脂質が種々の膜タンパク質と相互作用し、それらの構造形成や機能発現を介助することによ

って、低温環境における正常な膜機能の発現に重要な役割を担っていることを見いだした。 
 
研究成果の概要（英文）：Cold-adaptation mechanism of Shewanella livingstonensis Ac10 was analyzed.  
We identified cold-inducible proteins of this bacterium and analyzed their functions.  We found that 
PspA involved in the response to membrane stress and MreB involved in cell division are important for 
cold adaptation.  We also found that phospholipids containing eicosapentaenoyl group interact with 
various membrane proteins and affect their folding and properties to maintain the function of the cell 
membrane at low temperatures. 
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１．研究開始当初の背景 
	 近年、0℃付近の低温環境に適応した好冷
微生物の生理機能解析や応用開発が活発に
行われている。好冷微生物やそれらが生産す
る低温活性酵素を利用することにより、熱安
定性の低い化合物を基質や生成物とする新
しい反応プロセスの構築、寒冷地や冬季にお
ける環境浄化や物質変換、広い温度域で使用
可能なセンサーの開発など、新しい産業プロ
セスや製品の開発が可能になると期待され
る。このような観点から種々の低温活性酵素

が単離され、産業的な応用が試みられてきた。
また、これらの酵素が低温で高い活性を示す
分子機構の解析や、その知見に基づいて酵素
の反応至適温度･熱安定性をタンパク質工学
的に改変する試みが精力的に行われてきた。
我々のグループも極地などから新規好冷微
生物を分離し、それらが生産する低温活性酵
素の特性などを明らかにしてきた。 
	 好冷微生物の低温適応機構の解明は基礎
生物学的に意義深いばかりでなく、種々の温
度域で微生物を利用し、更なる高機能化を図
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る上でも重要である。しかしながら、低温活
性酵素を生産すること以外に、好冷微生物が
低温環境に適応するために獲得してきた機
構に関する知見はきわめて限定的である。特
に生体膜は低温でゲル化するなど温度変化
に最も感受性の高い成分であるにもかかわ
らず、その低温適応機構は不分明な状態に置
かれている。そこで好冷微生物の低温適応機
構の詳細を特に生体膜の機能に焦点を絞っ
て解析することとした。 
 
２．研究の目的 
	 微生物を 0℃付近以下の低温域で利用する
低温生物工学の確立に向けた研究の一環と
して、好冷微生物の低温適応の分子基盤を明
らかにすることを目的として研究を実施し
た。ゲノム情報が明らかにされ、遺伝子操作
法なども確立している南極海水由来の低温
菌 Shewanella livingstonensis Ac10 を主な研
究対象とすることにした。特に 0℃付近の低
温で機能するユニークな生体膜に焦点を絞
り、その成分として低温で誘導合成される膜
タンパク質と高度不飽和脂肪酸含有リン脂
質の機能解明を目指した。生物の環境温度適
応に関する基本的なメカニズムが明らかに
なるとともに、低温での物質生産などに微生
物を利用する上でも重要な知見が得られる
ことが期待された。 
 
３．研究の方法 
(1) 低温誘導性膜タンパク質の同定と機能解
析 
	 S. livingstonensis Ac10 を 4℃と 18℃で培
養し、それぞれの菌体からショ糖密度勾配遠
心分離法によって内膜画分を調製した。二次
元電気泳動によって 4℃で誘導生産されて
いる内膜タンパク質を検出し、ペプチドマス
フィンガープリンティングによって同定し
た。同定されたタンパク質の遺伝子を相同組
み換えによって破壊し、生育におよぼす影響
を解析した。 
(2) 高度不飽和脂肪酸含有リン脂質の機能解
析 
	 S. livingstonensis Ac10 のエイコサペンタエ
ン酸 (EPA) 生合成酵素遺伝子を相同組み換
えによって破壊し、EPA 欠損変異株を作製し
た。野生株および EPA 欠損株の形態を光学
顕微鏡と電子顕微鏡で観察するとともに、
DNA や膜を蛍光試薬で染色して蛍光顕微鏡
によって観察した。EPA 含有リン脂質、およ
び類縁の脂肪酸をアシル鎖として含むリン
脂質を有機合成し、菌体に添加して生育への
影響を調べた。細胞膜の流動性は蛍光物質ピ
レンの膜内での拡散性を指標として評価し
た。脂質組成の分析は ESI-MS によって行っ
た。膜タンパク質の in vitro でのリフォール
ディングを調べる実験では、変性させた膜タ

ンパク質を種々の脂質組成のリポソームと
インキュベートした。膜タンパク質のフォー
ルディング状態は、SDS-PAGE での移動度、
トリプトファン残基の蛍光スペクトル、CD 
スペクトルなどを指標として解析した。 
 
４．研究成果	 
(1) 低温菌 S. livingstonensis Ac10 の低温適
応に関与する低温誘導性タンパク質の解析 
	 低温菌 S. livingstonensis Ac10の低温適応機
構を明らかにするため、本菌が低温誘導的に
生産する膜タンパク質を解析した。その結果、
外膜タンパク質のフォールディングや輸送
に関わる内膜タンパク質 (DegP)、外部環境や
細胞膜ストレスに関わるタンパク質 (PspA、
AtoS)、細胞分裂に関わるタンパク質 (MreB) 
の生産量が、低温で増加していることがわか
った。本菌の低温環境適応におけるこれらの
低温誘導性内膜タンパク質（Ald、AtoS、DegP、
FtsY、MreB、PspA、SdhA、SurA）の生理的
役割を解析するために、それぞれの遺伝子破
壊株を作製し、4℃と 18℃での生育速度への
影響を解析した。その結果、ftsY 遺伝子破壊
株と sdhA 遺伝子破壊株は培養温度に関係
なく生育速度が低下することが見いだされ
た。一方、pspA 遺伝子破壊株と mreB 遺伝
子破壊株は、低温での生育能が低下したこと
から、PspA による細胞膜の安定化、および 
MreB の関与する細胞分裂、細胞骨格形成が、
本菌の低温での生育に重要であることが示
唆された。 
(2) 低温菌 S. livingstonensis Ac10 の低温適
応に関与する高度不飽和脂肪酸含有リン脂
質の機能解析 
	 S. livingstonensis Ac10 は低温誘導的に高度
不飽和脂肪酸の一種である EPA を生産する。
EPA はリン脂質のアシル鎖成分として生体
膜に存在する。EPA 生合成遺伝子の破壊で得
られた EPA 欠損株は、本菌にとって比較的
高い温度である 18℃では野生株と同様に生
育したが、4℃では著しく生育が阻害されて
いた。低温では、EPA 欠損株の細胞分裂阻害
や、細胞内での異常な膜形成が見られた。 
	 不飽和脂肪酸を含有するリン脂質は一般
に生体膜の流動性保持に重要であると考え
られているが、蛍光物質ピレンを用いて測定
した流動性については EPA 欠損株と野生株
で顕著な差が見られなかった。一方、sn-2 位
に EPA およびそのアナログを含むホスファ
チジルエタノールアミン (PE) を化学合成し
て EPA 欠損株に添加し、低温での生育にお
よぼす効果を調べた。アナログとしては、炭
素数 20 で二重結合数を変えたもの、炭素数 
18 で二重結合数および位置を変えたもの、
およびドコサヘキサエン酸 (DHA) の 11 種
を用いた。その結果、EPA または DHA を
含む PE のみが生育を野生株のレベルまで



回復させた。その他のアナログを添加した場
合の生育特性の比較から、EPA は膜流動性保
持以外の機能をもつことが示唆された。本菌
の細胞膜全体の流動性に関しては EPA 以外
の高濃度で存在する不飽和脂肪酸を含有す
るリン脂質などの寄与が大きく、全脂肪酸に
占める割合が 5% に過ぎない EPA の寄与
は小さいものと考えられた。 
	 一方、EPA の欠損によって特異的に量が変
動する膜タンパク質が見いだされ、また、特
定の膜タンパク質を強制的に高生産するこ
とによって EPA 欠損株の生育が回復するこ
とも見いだした。これらの結果は、生体膜に
含まれる EPA 含有リン脂質が特定の膜タン
パク質の機能発現に重要であることを示し
ており、それらの間に特異的な相互作用のあ
ることが強く示唆された。 
	 大腸菌の外膜タンパク質 OmpA のホモロ
グで、S. livingstonensis Ac10 において低温誘
導的に生産される外膜タンパク質  Omp74 
の立体構造形成における EPA 含有リン脂質
の機能を解析した。その結果、EPA 含有リン
脂質は低温での Omp74 の膜への組み込み、
および立体構造形成を促進し、C 末端側の構
造変化を誘導することが示された。 
	 次に、低温誘導性内膜タンパク質として同
定された PspA と MreB について、EPA と
の相互作用を解析した。各遺伝子を高発現す
るベクター (pJRDpspA、pJRDmreB) を EPA 
欠損株に導入することで、EPA 欠損株の低温
での生育障害におよぼす影響について解析
した。その結果、pspA 高発現プラスミドを
導入することで EPA 欠損株の低温での生育
速度が向上し伸長した菌体の形成が抑制さ
れることがわかった。以上の結果から、EPA 
の欠損は、PspA の生産量、もしくは細胞膜
における安定性などの機能発現に影響して
いるものと考えられた。 
	 以上の結果から、EPA 含有リン脂質は、S. 
livingstonensis Ac10 の細胞膜において種々の
タンパク質と相互作用し、それらの構造形成
や機能発現を介助することによって、低温環
境における正常な膜機能の発現に重要な役
割を担っていることが明らかとなった。 
(3) 好圧好冷菌  Shewanella violacea DSS12 
における高度不飽和脂肪酸含有リン脂質の
機能解析 
	 S. livingstonensis Ac10 と近縁で深海由来の
好圧好冷菌 S. violacea DSS12におけるEPA含
有リン脂質の機能を調べた。EPA生合成遺伝
子を破壊したところ、常圧 (0.1 MPa) での生
育には影響が見られなかったが、高圧  (30 
MPa) での生育速度は著しく低下し、細胞が
異常に伸長する様子が観察された。細胞分裂
サイトで環状構造 (Z-ring) を形成する FtsZ
に対する抗体、および DNAを染色する DAPI
を用いて免疫蛍光顕微鏡観察を行った結果、

高圧で培養した EPA 欠損株の細胞中には複
数の核様体が存在し、また複数の Z-ringが不
規則な間隔で形成されることが示された。
EPA 含有リン脂質は本菌の細胞分裂後期に
重要な役割を担っているものと考えられた。 
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