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研究成果の概要：真正細菌の細胞表層の生合成には、細胞質側で生合成されたオリゴ糖鎖と糖

キャリア脂質との複合体が細胞質側からペリプラズム側に反転する過程が必須であり、この輸

送は反転酵素によって触媒されて行われている。しかし、有効なアッセイ系がないため、その

機構の詳細は明らかにされていない。本研究では、同機構の解明を行うことを目的とし、蛍光

プローブを用いたアッセイ系の構築を行った。 
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１．研究開始当初の背景 

真正細菌の細胞表層の生合成には、細胞質側

で生合成されたオリゴ糖鎖と糖キャリア脂

質である炭素数 55 のウンデカプレニルリン

酸と呼ばれるポリイソプレノイドの複合体

が、細胞質側からペリプラズム側に反転する

「フリップ・フロップ転移」と呼ばれる過程

が必須であり、この輸送は反転酵素（フリッ

パーゼ）によって触媒されて行われているが、

有効なアッセイ系がないため未だフリッパ

ーゼに関する分子レベルでの解明研究はさ

れていない。このフリッパーゼの触媒機構が

解明されることにより、新たな有効な抗菌剤

の開発につながると考えられ、臨床的な意義

は非常に大きいものであると考えられる。ま



た、ポリイソプレノイドを担体とした生体膜

間のオリゴ糖反転輸送は、真核生物の小胞体

における糖タンパク質生合成にも類似の過

程が存在すると考えられているが、その過程

で働くフリッパーゼに関するする知見は得

られていない。近年、この過程が正常になさ

れないことに起因する先天性で重度の代謝

異常患者が多く見出されている。真正細菌の

膜間糖輸送に関与するフリッパーゼの反応

機構が解明されることにより、この病気の治

療の手がかりが得られると考えられる。 

 
 
２．研究の目的 

真正細菌の細胞壁生合成において、フリッパ

ーゼによって細胞質側からペリプラズム側

に反転輸送されたオリゴ糖鎖はペプチドグ

リカン層の合成に使われる一方、糖キャリア

脂質であるウンデカプレニルリン酸はペリ

プラズム側から細胞質側へリサイクルされ

ると予想されている。しかし、有効なアッセ

イ系がないため、その機構の詳細は明らかに

されていない。本研究では、このウンデカプ

レニルリン酸リサイクル機構のアッセイ系

の構築と、この機構へのフリッパーゼの関与

を立証することを目的とした。 

 
 
３．研究の方法 

ウンデカプレニルリン酸の誘導体である蛍

光プローブの合成を行い、このプローブと

枯草菌 Bacillus subtilis の細胞膜を利用

したクエンチングアッセイにより細胞膜の

内側に取り込まれたプローブの蛍光強度か

ら蛍光プローブの取り込み活性を評価した。

また、膜タンパク質が正しい方向を向いて

いる膜小胞と、反対側を向いている反転膜

小胞において、プローブの取り込みを比較

し、この輸送の方向性について検討を行っ

た。 

 
 
４．研究成果 

構築したアッセイ系を用いて蛍光プローブ

の取り込み活性の評価を行ったところ、細

胞膜の内部方向への蛍光プローブの取り込

み活性を確認することができた。また、こ

の活性はトリプシン処理の影響を受けたこ

とから、糖キャリア脂質のリサイクル機構

へのフリッパーゼの関与が示唆された。 
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