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研究成果の概要（和文）：低G+Cグラム陽性細菌のリポタンパク質はNアシル化酵素ホモログを持たないため、Nアシル
化されないと考えられてきた。しかし、私たちはこれらの細菌のリポタンパク質からNアシル化修飾を検出し、これら
の細菌がNアシル化酵素を含む未知の生合成酵素群を持つことを示唆した。本研究では、質量分析によるNアシル化検出
系を改良し、感度・スループットを有意に向上させた。次に、この方法により枯草菌遺伝子破壊株などからの生合成酵
素探索を試みた。現時点では責任遺伝子を同定できていないため、継続して探索を行う。

研究成果の概要（英文）：Since the lipoprotein N-acyltransferase homologs are not found in the genomes of 
low G+C Gram-positive bacteria, these bacteria are thought to have only N-terminal-free diacylated 
lipoproteins. However, we have discovered novel types of N-acylated lipoproteins in these bacteria, 
indicating that they have unusual N-acyltransferases and related enzymes. In this study, mass 
spectrometry-based method was improved significantly to detect the N-acylation of lipoproteins in a few 
picomole amount in a day or two. Then, a strain that have only diacylated lipoproteins was sought from 
the gene disrupted strains and genome deletion mutants of Bacillus subtilis. The search is still 
continued.

研究分野：分析化学
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１．研究開始当初の背景 
細菌リポタンパク質は、その N末端システイ
ン残基の側鎖およびαアミノ基への共有結
合脂質をアンカーとして生体膜に局在し、代
謝、接着、情報伝達など細菌の生存に重要な
役割を担う。この修飾構造は、Toll様受容体
(TLR)2 により認識され宿主免疫系を活性化
する。リポタンパク質は脂質修飾に基づきジ
アシル型とトリアシル型構造に分類され、こ
のうちジアシル型はTLR2がTLR6と形成す
るヘテロダイマーにより認識され、トリアシ
ル型はTLR2とTLR1のダイマーに認識され
るというモデルが提出されていた。大腸菌な
どグラム陰性菌と結核菌などアクチノバク
テリアのリポタンパク質は連続して働く一
連の酵素 (Lgt, Lsp, Lnt)により脂質修飾を
受け成熟し、機能する。このうち 3番目のジ
アシル型に膜脂質からアシル基を転移しト
リアシル型を合成する Lnt のホモログは低
G+C 含量グラム陽性菌やマイコプラズマの
ゲノム上に検出されないため、これらの細菌
ではジアシル型リポタンパク質のみを持ち、
したがって、TLR2/6 のリガンドとなると考
えられてきた。しかし、私達は、黄色ブドウ
球菌、枯草菌、腸球菌などの低 G+C 含量グ
ラム陽性菌やマイコプラズマのリポタンパ
ク質が N アシル化を含む脂質修飾構造であ
ることを直接的に証明した。これら予想外の
脂質修飾構造を受けて、私達は低 G+C 含量
グラム陽性菌やマイコプラズマには未知の
生合成酵素が存在することを提案した。グラ
ム陰性菌で主要なトリアシル型に加え、2 つ
の新規構造、すなわちアセチル化した「Nア
セチル型」およびシステイン側鎖がモノアシ
ルグリセロールで修飾された「リゾ型」構造
が複数の細菌種に分布することが明らかと
なった。また、このうち Nアセチル型を生合
成する N アセチル型合成酵素 Lnt は、B. 
subtilis などの膜脂質分析でアセチル基を含
む膜脂質が検出されていないことから、膜脂
質を基質としないと考えられる。現時点で細
胞外アセチル化に利用できるアセチルドナ
ーは知られておらず、どのような基質をもち
いた反応か興味深い。 
グラム陰性菌では、リポタンパク質の効率的
な外膜局在に Nアシル化が必須なため、リポ
タンパク質生合成酵素群が細胞増殖に必須
である。一方、低 G+C 含量グラム陽性菌や
マイコプラズマには外膜は存在せず、また膜
アンカーとしてはジアシル型で十分なこと
から、これらの細菌ではNアシル化にグラム
陰性菌とは別の機能があると考えられる。動
物細胞に寄生生活し480種の遺伝子しか持た
ない Mycoplasma genitalium のリポタンパ
ク質もトリアシル型であり、この菌の生存に
Nアシル化が重要であることを示唆している。
他の菌でも同様にそれぞれのニッチへの適
応に重要な因子、例えば細菌表層構造と宿主
免疫系や他の細菌との相互作用因子、として
働いている可能性があり、Lntの生理的機能

の解明は新規抗菌・制菌剤の開発に結び付く
可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究の最終的な目的は、単なる膜アンカー
に留まらない細菌の脂質修飾の生理的意義、
例えば、寄生や共生における宿主、その他の
微生物や環境との相互作用における役割、を
明らかにすることである。本申請は、こうし
た研究を進めるために必要な、脂質修飾生合
成酵素の同定を目指す。具体的には以下に示
す仮定に基づき、Nアセチル化酵素 Lntを枯
草菌から同定し、変異株を取得し将来の研究
に向けた基盤を築くことを主目標とする。ま
た、同定した lnt 遺伝子の系統的な解析を行
い lnt を含むリポタンパク質脂質修飾酵素の
進化的な理解を深める。 
仮定 1：枯草菌には Nアセチル化を触媒する
膜タンパク質 Lntが存在する。 
仮定 2：Lntは増殖に必須で無い(上流酵素で
ある枯草菌の Lgt, Lsp は増殖に非必須であ
る)。 
仮定 3：lnt 遺伝子は低 G+C グラム陽性細
菌・マイコプラズマ間で保存されている。 
 
３．研究の方法 
Lnt の同定のための対象細菌として枯草菌を
選択した。その理由は、既に私達が新規脂質
修飾構造である複数のNアセチル型リポタン
パク質を生合成することを見出しており、こ
れらの知見を利用できること、およびナショ
ナルバイオリソースプロジェクト（国立遺伝
研）から染色体広域欠失株（最大でゲノムの
約 20%を欠失）および遺伝子破壊株（研究開
始時点で非必須遺伝子破壊株2,092株利用可
能）が利用できることから、遺伝子破壊株な
どの探索に適していると考えられるからで
ある。これらの枯草菌株から Nアセチル化を
欠いたジアシル型リポタンパク質の発現を
指標として株を選択するスクリーニングを
行った。修飾構造の判定は、枯草菌リポタン
パク質のトリプシン消化により生じるリポ
ペプチドの質量(アセチル基を失うことによ
る 42Da の質量変化)および MS/MS パターン
(αアミノ基へのアセチル化であることの確
認)をいずれもマトリックス支援レーザー脱
離/イオン化(MALDI)質量分析で測定するこ
とにより行った。また、補助的に配列比較に
よる in silico 解析を行いスクリーニングの
優先順位などの参考とした。lnt 遺伝子破壊
株候補を見出した場合にはlnt遺伝子を相補
してNアセチル型リポタンパク質を再度合成
することを確認し、lnt 同定とすることとし
た。 
 
４．研究成果 
(1) 脂質修飾の検出系の改良 
従来私たちが開発してきたMALDI質量分析を
もちいた脂質修飾の検出・同定法は新規構造
の解析を目的としたものであり、試料当たり



3 日程度の時間と 100pmol 程度の試料を必要
とし、並列に 4～5 試料程度分析可能だった
ので、探索には不十分だった。そこで、まず
探索用途に耐えるように検出方法の改良を
行った。具体的には、①細胞からのリポタン
パク質の分画および②MALDI 質量分析用の試
料プレートへの添加方法を検討した。 
 
① リポタンパク質の分画法 
従来の調製法は、細胞抽出液から非イオン界
面活性剤 Triton X-114 をもちいた二相分配
によりリポタンパク質を濃縮し、エタノール
沈殿により界面活性剤の部分的な除去を行
った後に SDS 電気泳動し、CBB 染色により検
出したリポタンパク質バンドをトリプシン
でゲル内消化し、生じたペプチド混合物から
脂質修飾ペプチドをメタノール/クロロホル
ム溶液による二相分配で濃縮・精製するもの
だった。Triton X-114 分画などの工程をスキ
ップ、または電気泳動からゲル内消化を溶液
状態での酵素消化に変更して試料を調製し、
質量分析によりリポタンパク質を検出出来
るか確認したところ、細胞抽出液を直接電気
泳動し、ゲル内消化、メタノール/クロロホ
ルム抽出により脂質修飾ペプチドを濃縮し
て検出出来る条件を確立できた。最も時間の
掛かる電気泳動からゲル内消化の工程を溶
液状態での消化に変更出来れば、スループッ
トの大幅な向上が期待できたが、溶液消化で
は尿素などの変性剤・Triton 系の界面活性剤
なども含めた夾雑物質の影響で脂質修飾ペ
プチドの質量分析データが得られなかった。 
 
② MALDI 試料プレートへの試料アプライ法 
2 つのアプライ法(先にマトリックス溶液と
混合してからプレートに滴下し、乾燥する方
法とマトリックス溶液を先に滴下してから
そこに試料溶液を添加する方法)、2つのマト
リックス溶液(試料溶液と同じメタノール/
クロロホルム溶液あるいはアセトニトリル
/0.1%取りフルオロ酢酸溶液)の組み合わせ
を検討した。その結果、先にマトリックスの
アセトニトリル/0.1%取りフルオロ酢酸溶液
を滴下してから、その液滴に試料溶液を添加
する方法が最も良い結果を与えることがわ
かった。これは、主には液滴が試料プレート
上で拡がってしまわないことに起因すると
考えている。 
 
これらの改良の結果、ピコモル程度で十分 N
アセチル化の有無を判定できる条件を見出
した。これは約 50 倍の高感度化である。ま
た、1 試料当たりの処理時間は 1.5 日～2 日
程度となり、並列して 8試料程度を処理でき
るようになったため、遺伝子破壊株などの評
価が可能な方法を確立出来たと考えた。 
 
(2) N アセチル化酵素遺伝子の探索 
まず、改めて Blastp, FASTA により、大腸菌、
結核菌のLntのホモログを枯草菌タンパク質

から探したが、予想通り有意なホモログは見
つからなかった。そこで、枯草菌、黄色ブド
ウ球菌などグラム陽性菌やマイコプラズマ
間で保存されていること、SOSUI など複数の
膜貫通領域予想ソフトウェアで膜貫通領域
を含む膜タンパク質と判定されること、機能
が未知であることを指標に遺伝子に優先順
位を付した。 
 
次に、ナショナルバイオリソースプロジェク
トから入手可能なゲノム縮小株および遺伝
子破壊株をもちいて、上述の優先順位を加味
しNアセチル化酵素遺伝子の機能を失ってい
る株を質量分析により検出した脂質修飾構
造を指標として検索した。N アセチル化酵素
が機能しない場合、ジアシル型のリポタンパ
ク質が特異的に検出されるはずであり、この
構造を含むリポペプチドの計算質量値を検
索した。ゲノム縮小株では、野生株と同様に
N アセチル化したリポタンパク質のみが検出
されたため、この範囲には Nアシル化酵素は
存在しないことが明らかとなった。続いて上
述の優先順位に基づき個別の遺伝子破壊株
をもちいて同様に検索を進めた。しかし、増
殖が遅い破壊株からはリポタンパク質を検
出が難しく、検索が当初予定通り進まなかっ
た。現時点で Nアセチル化反応が特異的に失
われた株を見出すことは出来ていない。引き
続き検索を行うと共に生化学的な方法など
で Lnt の同定を目指す予定である。 
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