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研究成果の概要（和文）： 本研究は細菌膜脂質ドメインの構造とその形成機構の解明を目的と

し、以下の 2 つの課題を実施した。（1）膜脂質カルジオリピンとホスファチジルエタノールア

ミンは枯草菌細胞膜に均一に分布せず、分裂隔壁と両極にドメインをつくり局在する。細胞表

層における膜脂質分布の全体像を解明するため、これまで未検討であった他の脂質に対するプ

ローブの開発を進めた。（2）枯草菌細胞の分裂隔壁細胞膜に脂質合成酵素と細胞分裂タンパク

質 MinDがどの様な仕組みで分裂隔壁の膜に局在するのか、MinD COOH 末端の局在に係わる領域

を解析し、脂質ドメイン形成の原理解明を進めた。 

 

研究成果の概要（英文）： Cardiolipin and phosphatidylethanolamine are localized in the septal and 
polar membranes, not distributed homogeneously, in Bacillus subtilis cells. In order to clarify the 
structure and mechanism of formation of bacterial lipid domains, we have adopted following two 
approaches.  (i) To examine the distribution of other membrane lipids, we have screened a library of 
oligopeptides with random amino acid sequence to develop new probes for specific detection of the 
other lipids.  (ii) To study the mechanism of lipid domain formation, the means to localize septally of 
lipid synthases and MinD, which regulates the position of cell division, is examined with special focus 
on the region at its COOH-terminus.     
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1. 研究開始当初の背景 

 Singer and Nicolson の流動モザイクモデ

ル (Science, 1972) により、細胞の膜を構

成する脂質分子は、それがもつ分子の構造に

係わりなく、膜中では均一に分布しているも

のると信じられてきた。しかしながら、真核

細胞にはラフトなどの特定の脂質がドメイ

ン(領域)を成して特定の部位に集まること

があると推定されている（Simons and Ikonen, 

Nature,1997）。このような脂質ドメイン構造

もしくは膜の極性が、小さな細胞をもつ細菌

にも存在することは、大腸菌、Caulobacter 

crescentusの走化性レセプターMCPや Cheタ

ンパク質、細胞分裂位置の決定を支配する

MinCD の細胞極への局在や、枯草菌の胞子形

成過程での非対称隔壁の形成などの多くの

例からも推定され、特定の脂質がつくるドメ

インが細胞のもつ生理機能にとって重要な

役 割 を 担 っ て い る と 考 え ら れ て い る

（Shapiro, McAdams, and Losick, Science, 

2002）。このような考えは、何故細胞膜には

多くの種類の脂質があり、それぞれの脂質は

どのような生理的な役割を担うのかという、

これまで不明であった基本的な問題に対し

て、ひとつの解答を提供する可能性がある。

しかし、特定の脂質のみを認識して結合する

特異的なプローブがこれまで得られなかっ

たため、研究の明確な進展はみられなかった。 

 特定の脂質が細胞の特定の膜領域にあつ

まる構造（ドメイン）の存在は、カルジオリ

ピンに特異的に結合する蛍光試薬 N-ノニル

アクリジンオレンジの蛍光が、大腸菌の細胞

分裂隔壁と両極に局在することから、

Mileykovskayaと Dowhanにより初めて示され

た（J. Bacteriol., 2000)。 

 本申請者は、枯草菌を材料とし、カルジオ

リピン(CL)が分裂隔壁と両極の細胞膜に、お

よび胞子形成過程の engulfment 膜と前胞子

膜に、明瞭な局在を示すことを発見した

（Kawai et al., J. Bacteriol., 2004）。ま

た更に、もうひとつの主要なリン脂質である

ホスファチジルエタノールアミン(PE)も分

裂隔壁に局在していることを、同リン脂質に

特異的に結合するペプチドＲｏの利用によ

り見出し、これに加えて、多くの脂質合成酵

素が分裂隔壁の細胞膜に局在することを見

出した（Nishibori et al., J. Bacteriol., 

2005； Matsumoto et al., Molec Micro biol., 

2006）。脂質合成酵素の分裂隔壁細胞膜への

局在は、これまでに報告されたことが無く、

ドメイン構造を形成する脂質が分裂隔壁の

細胞膜に局在する仕組みを解明するための

大きな手掛かりとなるはずである。これらの

発見が本研究計画の立案基盤となっている。 

 

2. 研究の目的 

 本研究は（1）（2）の 2 つの課題をもうけ

計画を推進した。 

課題（1）CL 等のリン脂質が細胞膜に均一な

分布をせず、分裂隔壁にドメイン構造をつく

り局在することを見出したが、これまでプロ

ーブが得られていないため未検討であった、

ホスファチジルグリセロール(PG)、リジルホ

スファチジルグリセロール、糖脂質ジグルコ

シルジアシルグリセロール（DGDG）などの他

の主要な脂質に特異的に結合するペプチド

性の脂質プローブをファージディスプレイ

法によりライブラリーから選択し、これらを

新たにプローブとして開発する。この新規プ

ローブにより、それら脂質の細胞表層での分

布を明らかにし、これまで得られていたドメ

インと比較解析し、細菌の細胞膜全体にわた

って、各脂質分子種がどのように分布するの

か、また脂質のドメイン構造がどのように分

布するのか、その全体像を理解する。 
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課題（2）リン脂質合成酵素が、如何にして

分裂隔壁の細胞膜に集まるのかを解析し、こ

れにより膜の脂質の分布とリン脂質ドメイ

ン構造が形成される原理を解明する。このた

め、まず CL合成酵素と MinD のタンパク質内

の局在に必要な領域を明らかにする。 また

隔壁の膜に集中する細胞分裂タンパク質の

うちの、どの因子が脂質合成酵素を隔壁の細

胞膜に局在させる役割を持つのか、更に、そ

れがどのようなタンパク質間の相互作用に

よるのかを解析し、脂質ドメイン構造が形

成・維持される原理を解明する。  

 本研究は、これまで適切なプローブが無か

ったため、明らかにできなかった脂質の細胞

表層での分布を解析することから細胞の膜

脂質ドメインの全体像を明らかにし、更に脂

質合成酵素を細胞分裂隔壁の膜に局在させ

る仕組みの理解から、特定の脂質が分裂隔壁

の膜に局在する仕組みを解明しようする点

が特色である。細胞表層における脂質分子種

の分布と脂質ドメインの全体像、更にそれが

形成・維持される機構とその機能を理解する

ことを目指す研究は他にない。 

 

3. 研究の方法 

DGDGをターゲットとした M13ファージディス

プレイライブラリーのスクリーニングには、

UgtP を発現させ、DGDG 合成能をもつ大腸菌

細胞から抽出し、かきとり精製により精製標

品を調製した。また、かきとり精製に必須な

TLC 展開においては、二次元展開では分離し

ている DGDG と CL の Rf 値が、一次元展開で

は近接しているため、CLと PG をもたない大

腸菌 S330 株に UgtP を発現させ、TLC 展開を

一次元展開のみで済むようにして調製した。

得られた 2.5 ml の DGDGかきとり精製標品は、

TLCによって、DGDG濃度は 13 nM と概算され

た。リン発色により、リン脂質が含まれてい

ないことを確認し、スクリーニングに使用し

た。 CL、PG 及びその他の脂質は市販の合成

品を用いた。脂質に対する特異性は ELISA に

より検定した。脂質標品をあらかじめ 1 well

あたり 1 nmol ずつ固定したマイクロタイタ

ープレートを用いて、HRP/anti-M13で M13フ

ァージを検出し、候補ファージクローンがも

つ脂質特異的結合性を評価した。 

 

4. 研究成果 

課題（1）脂質に対する新規プローブの開発

は、標的脂質分子に特異的に結合するオリゴ

ペプチドを M13ファージディスプレイのライ

ブラリーから選択した。糖脂質（GL）、PG 及

び CL に特異的に結合するペプチドをコード

するクローンを、選り分け操作 biopanning

によってライブラリーからスクリーニング

した。これらの内には、特定の脂質を欠損す

る変異株から得られた脂質画分に結合しな

いものや、精製された特定脂質(とりわけ CL) 

に高い特異性を示すものが多く得られたこ

とから、これらのクローンの配列決定と特異

性検定に集中して研究を実施した。標的脂質

分子に特異的に結合するオリゴペプチドを

M13 ファージディスプレイのライブラリーか

ら選択した。糖脂質 DGDG、PG もしくは CLに

結合するペプチドをコードするクローンを

スクリーニングし、配列を決定し、特異性検

定を ELISA法に集中して実施した。環状７ア

ミノ酸残基のオリゴペプチドで、特定脂質に

たいし高い特異性を示す候補をクローン得

た。 

DGDG特異的結合性プローブ 

DGDG を固定したマイクロタイタープレー

トを用いて、biopanningスクリーニングを行

い、いくつかの候補クローンが得られた。そ

こで、枯草菌野生型株にさらに UgtP を発現
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させた株（＋Ugtp 株）と、枯草菌の UgtP 欠

損株（ΔGL）から抽出した２種類の脂質を用

いて ELISAを行った。+UgtP 株と糖脂質欠損

株から抽出した脂質を固定したマイクロタ

イタープレートを用いて、ファージクローン

の結合性を ELISAで、3連で測定した(図 1)。

下記のグラフの値は、ファージクローンのそ

れぞれの脂質における吸光度の値から、ライ

ブラリーの挿入部分を持たない deletion 株

のそれぞれの脂質における吸光度の値をブ

ランクとして引いた数値を平均化したもの

である。ファージは 1 wellにつき 1×1010 pfu

ずつインプットした。+UgtP 株と糖脂質欠損

株 (ΔGL ） の 脂 質 に 対 す る 結 合 比 

（+UgtP/ΔGL）と測定値の高さから、クロー

ン D5（DQKSPDA）と E16（KVRISGL）等を有力

な候補であるとした。 

 

 

 

 

 

CL 特異的結合性プローブ 

CL を固定したマイクロタイタープレート

を用いたスクリーニングから、31 の候補クロ

ーンファージが得られ、更に ELISA によって

CL 特異的な結合性を確認した。ELISA には、

枯草菌野生型株と CLを欠損した SDB206株か

ら抽出した脂質標品、ならびに CLと PGのそ

れぞれの合成標品を固定したマイクロタイ

タープレートを用い、CLの候補ファージクロ

ーンのそれぞれの脂質に対する結合性を検

定した。ファージクローンのそれぞれの脂質

における吸光度の値から、ライブラリーの挿

入部分を持たない M13 ファージの deletion

株のそれぞれの脂質における吸光度の値を

ブランクとして引いた数値を平均化し、評価

した。 

現在、これら CL 結合および糖脂質 DGDG結

合クローンの GFP 融合体を構築し、in vivo 

での特異性及び局在検定を試みている。これ

までのところ、予備的データではあるが、

DGDG に対して興味深い特性を示すクローン

を得ている。 

 

 

課題（2）では、枯草菌において細胞分裂位

置を制御するタンパク質 MinDの COOH末端に、

これまで枯草菌・大腸菌 MinD において知ら

れていた両親媒性αへリックスに加えて、新

た な 両 親 媒 性 α へ リ ッ ク ス CTD α 1

（C-terminal domain α1）を見出した(図 2)。

なお、これまで知られていた末端のものを

CTDα2とした。 MinDのこの新たな両親媒性

αへリックスの役割の解析を、これまで行な

ってきたカルジオリピン合成酵素の COOH 末

端にある 2つの両親媒性αへリックスの役割

の解析に加えることとした。 

GFP 融合を用いた解析により、この新規な

両親媒性αヘリックスは、単独で隔壁に局在

（localization）すること(図 3)、この領域

がαヘリックスをとること、また塩基性のア

ミノ酸が、局在に必要であることを変異タン

パク質-GFP 融合体の解析から明らかにした。

即ち、αへリックスを破壊するアミノ酸であ

るプロリンをアミノ酸置換により導入する

こと、塩基性のアミノ酸を酸性のアミノ酸に

図 1 DGDG に対する特異性の ELISA検定 



 

5 
 

変換することにより、局在は観察されなくな

った。更に、CTDα1/α2 は、これまで枯草菌

細胞において MinD の局在に関与することが

示されている DivIVA, MinJ には、その局在

は依存しないことを明らかにした。 

この新規な両親媒性ヘリックス CTDα1が、

αヘリクスをとること、塩基性のアミノ酸が、

局在に必要であることを、in vitro で酸性

リン脂質との相互作用をより詳細に解析す

ることを目的に、lipid overlay法、相分離、

またリポソームを用いた新たな解析法の開

発に取り組んでいる。 
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② 学会発表（計 59 件） 
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と国際学会発表 8 件が含まれる。 

招待講演 松本 幸次 (2011) 「細菌の膜と脂

質の機能」 第 10 回 微生物研究会 千葉

大学松戸キャンパス 2011年 11 月 12日 
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○取得状況（計 0件） 
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