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研究成果の概要（和文）：グラム陰性細菌は共通して生育に必須の外膜構造をもつ。代表的なグ

ラム陰性細菌である大腸菌では、外膜の形成にリポ蛋白質が極めて重要なはたらきをしている

と考えられる。大部分のリポ蛋白質は外膜に局在しているが、これは選別シグナルと、5 種類
の Lol因子による輸送系で行われている。本研究は、リポ蛋白質の輸送機構を中心に、外膜を
含むエンベロープの形成機構を解析したものである。 
 
研究成果の概要（英文）：Gram-negative bacteria generally possess outer membranes, which 
are essential for bacterial growth. In Escherichia coli, lipoproteins play critical roles in the 
biogenesis of outer membranes. Most E. coli lipoproteins are localized in the outer 
membrane. This is mediated by the Lol system comprising five Lol proteins in a manner 
dependent on lipoprotein sorting signals. The mechanisms underlying the biogenesis of E. 
coli outer membranes are examined by analyzing the outer membrane sorting of 
lipoproteins. 
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１．研究開始当初の背景 
 大腸菌をはじめとするグラム陰性細菌の外
膜には、リポ多糖、リン脂質、少数の膜貫通
型βバレル型蛋白質、多数の膜アンカー型リ
ポ蛋白質が存在している。これら４種類の外
膜構成因子が、外膜に運ばれる機構は申請者
らが概略を明らかにしたリポ蛋白質の外膜輸
送経路以外はほとんど不明であった。申請者
らは、リポ蛋白質を外膜に運ぶ蛋白質ネット

ワーク“Lol システム”を世界に先駆けて明ら
かにした。さらに、Lol システムの阻害や、特
定のリポ蛋白質遺伝子の破壊が、外膜形成を阻
害する事を示唆する結果を得ていた。外膜構成
因子の輸送に中心的な役割を担っている因子
は、表層構造に多数存在するリポ蛋白質の中に
あり、エンベロープ形成のネットワークとなっ
ている事が強く示唆された。外膜はほぼすべて
のグラム陰性細菌にとって必須の膜構造であ
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る。したがって、病原性細菌に対する薬剤開
発のターゲットとしても有望であると注目さ
れ始めていた。 
 
２．研究の目的 
 外膜を構成する因子はすべて疎水性である。
これらの因子が親水性のペリプラズム空間を
どの様な機構で通過して外膜にまで運ばれる
かが解明するべき重要な課題であった。本研
究は、既に概略が明らかになっていたリポ蛋
白質輸送の分子機構を詳細に解明することに
よって、外膜形成機構の全体像解明にも貢献
することを目的としたものである。 
 
３．研究の方法 
(1)基質結合型 Lol因子の精製と in vitro実験
系の構築 
(2)Lol因子変異体の構築と in vivoと in vitro
における機能解析 
(3)NMR による LolA の構造と機能の相関の
解析 
(4)LolCDE複合体のサブユニットへの解体と
再構成 
(5)再構成系によるLolCDE複合体の脂質要求
性の解析 
(6)LolA を阻害する薬剤のスクリーニング法
の開発 
(7)光架橋法によるリポ蛋白質輸送機構の解
析 
(8)リポ蛋白質生合成系と輸送系との関連の
解析 
(9)リポ蛋白質輸送の阻害によるストレス応
答機構の解明 
(10)細菌におけるリポ蛋白質輸送機構の普遍
性の解析 
(11)リポ蛋白質の構造と機能の解析 
(12)リポ多糖を輸送するABCトランスポータ
ーの構造と機能の解析 
 
４．研究成果 

（１）リポ蛋白質が細胞質膜上で成熟体にな

った後、外膜に運ばれる機構には、５種類の

Lol 因子からなる経路が働いている。細胞質
膜から外膜特異的リポ蛋白質を遊離するのが

ABCトランスポーターLolCDE複合体である。
遊離されたリポタンパク質はペリプラズムの

キャリア因子 LolA と複合体を形成して親水
性の性質をもつようになり、ペリプラズムを

横断して外膜に到達する。外膜にアンカーし

ている LolBが LolAからリポ蛋白質を受け取
り、外膜にリポ蛋白質を局在化させる。この

機構は疎水性の外膜因子を運ぶモデルとして

広く認められていた。外膜構成因子リポ蛋白

質の選別輸送機構 Lol 経路の詳細を明らかに

するためにリポ蛋白質を結合した Lol 因子を
精製し、リポ蛋白質の結合と解離に必要な条件

を詳細に解析できる実験系を確立した。この

in vitro実験系によって、変異型 Lol因子の機
能を解析した。さらに NMRと光架橋法により、
LolA から LolB にリポ蛋白質が受け渡される
機構が解明された。これらの解析から明らかに

なったリポ蛋白質外膜輸送の分子機構は以下

のようである。 
①外膜特異的リポ蛋白質は LolE と結合する。
LolCには LolAが結合する。 
②LolD による ATP 加水分解のエネルギーで
リポ蛋白質は LolE から LolC 上に存在する
LolAに受け渡される。この時、LolAの疎水性
キャビティーがリポ蛋白質アシル基の結合部

位として働く。 
③LolA-リポ蛋白質複合体は、ペリプラズム空
間を外膜にまで移動する。 
④外膜にアンカーした LolB は、構造が LolA
とよく似ており、疎水性キャビティーをもって

いる。しかし LolBの疎水性キャビティーはリ
ポ蛋白質に対する親和性が LolAより高い。こ
の親和性の違いがリポ蛋白質受け渡しの駆動

力となる。 
⑤LolB によって最終的局在場所である外膜に
リポ蛋白質が組み込まれる。 
（２）その他リポ蛋白質輸送で以下の知見を得

た。 
①リポ蛋白質輸送の阻害は、ストレス応答機構

である Cpx 二成分制御系を活性化することを
見いだした。 
②リポ蛋白質輸送の阻害により、LolA の発現
が上昇すること、これには、ストレス応答機構

Rcs系が関与し、構成因子である外膜リポ蛋白
質 RcsF はリポ蛋白質輸送をモニターする機
能があることを明らかにした。 
③LolCDEのサブユニットを精製し、サブユニ
ットから活性のある複合体を再構成すること

に成功し、LolE の機能が特にリポ蛋白質遊離
には重要であることを見いだした。 
④緑膿菌のリポ蛋白質輸送も、大腸菌と同様の

機構で起きること、しかし選別シグナルは異な

っていることを明らかにした。 
⑤再構成実験系で、LolCDEによるリポ蛋白質
選別シグナルの認識にはリン脂質種が重要で

あることを明らかにした。 
⑥リポ蛋白質生合成の最終段階を触媒する酵

素 Lnt はこれまで必須であると考えられてい
たが、LolCDEを大量発現し、外膜主要リポ蛋
白質 Lpp を欠損すると遺伝子を破壊すること
ができることを見いだした。 
（３） 
①リポ多糖を外膜に輸送するための最初の反



応である細胞質膜からの遊離には、ABCトラ
ンスポーターLptBFG 複合体が関与している
こと、この複合体には、膜蛋白質 LptC も含
まれることを明らかにした。 
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