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研究成果の概要（和文）：グラム陰性細菌のリポ蛋白質は細胞質で前駆体として合成され、
Sec 膜透過装置の作用で内膜を透過した後、内膜に存在する酵素群の作用で成熟体となる。Lnt
はリポ蛋白質生合成の最終段階でアミノ末端システインのアミノ基にアシル鎖を付加する酵素
である。Lnt はグラム陰性細菌の生育に必須であると考えられていたが、本研究ではリポ蛋白
質特異的 ABC トランスポーターLolCDE を過剰発現させることにより、lnt 遺伝子を欠失する
大腸菌を作製することに成功し、アミノ末端にアシル鎖を持たない「アポリポ蛋白質」とリポ
蛋白質輸送因子(Lol 因子)との相互作用を解析した。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Bacterial lipoproteins represent a subset of membrane-associated proteins that 
are covalently modified with lipids at the N-terminal cysteine. The final step of lipoprotein modification, 
N-acylation of apolipoproteins, is mediated by Lnt. lnt null strains could be constructed when LolCDE 
was overproduced in strains lacking either the major outer membrane lipoprotein Lpp or transpeptidases 
that cross-link Lpp with peptidoglycan. We revealed that affinity of LolCDE for apolipoprotein is very 
low, and therefore overexpression of LolCDE is required for its release and sorting to the outer 
membrane. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
グラム陰性細菌の外膜に存在する蛋白質

は、細胞質で合成された後に内膜とペリプラ
ズム空間を越えて外膜に達するため、その輸

送機構は複雑で、様々な実験手法を用いた研
究が国内外で進められている。病原性細菌で
は外膜は宿主と直接相互作用する器官であ
り、外膜に存在する蛋白質が宿主の免疫応答
を引き起こすことが知られている。また、外

機関番号：14301 
研究種目：若手研究(B) 
研究期間：2010～2011   

課題番号：22780062 
研究課題名（和文） 細菌リポ蛋白質の輸送装置による基質認識機構の解明 

 

研究課題名（英文） Mechanism of substrate recognition by bacterial lipoprotein transport equipment 
 

研究代表者 

成田 新一郎（NARITA SHIN-ICHIRO） 

京都大学・ウイルス研究所・特定助教 

 研究者番号：30338751 
 
 



膜はグラム陰性細菌の生育に必須であるた
め、蛋白質を外膜に輸送する装置を標的とし
た抗生物質の開発が期待されている。 
 外膜には 2 種類の蛋白質が存在する。ひと
つはいわゆる外膜蛋白質であり、β-バレル構
造を形成して外膜を貫通する。もうひとつは
アミノ末端のシステインが脂質で修飾され
たリポ蛋白質で、脂質部分を介して膜に結合
している。リポ蛋白質は細胞質で前駆体とし
て合成され、Sec 膜透過装置の作用で内膜を
透過した後、内膜に存在する3つの酵素（Lgt、
LspA、Lnt）の作用で成熟体となる。まず、
Lgt はリポ蛋白質前駆体のアミノ末端領域に
あるシステインの SH 基にジアシルグリセロ
ールを付加する。次いで LspA がシグナルペ
プチドを切断し、さらに Lnt が新たにアミノ
末端となったシステインのアミノ基にアシ
ル鎖を付加する。その結果、成熟体リポ蛋白
質はアミノ末端のシステインの SH 基に付加
された 2 本のアシル鎖と、アミノ基に付加さ
れた 1本のアシル鎖を介して内膜に結合した
状態になる。その後、成熟体リポ蛋白質は内
膜に存在する ABC トランスポーター
LolCDE 複合体の作用により内膜から遊離し、
ペリプラズムの LolA と水溶性の複合体を形
成する。次いでリポ蛋白質は外膜の LolB の
作用で外膜に組み込まれる。 
 
２．研究の目的 
 
リポ蛋白質は外膜の生合成に必須であり、

リポ蛋白質の生合成および輸送に関わる遺
伝子も全て大腸菌の生育に必須であること
がわかっている。しかし、個々の輸送因子が
いかにしてリポ蛋白質を認識、結合し、次の
輸送因子に受け渡すかについては明らかに
されていなかった。これらの課題に取り組む
には、リポ蛋白質生合成の変異株を用いるこ
とが有効であるが、リポ蛋白質の生合成に関
わる遺伝子は必須であるため、in vivo でリポ
蛋白質の分子構造を変化させて輸送や機能
を解析することはできなかった。本研究では
LolCDE を過剰発現させることにより、lnt
遺伝子を欠失する大腸菌を作製し、アミノ末
端にアシル鎖を持たない「アポリポ蛋白質」
と Lol 因子との相互作用を解析することによ
り、リポ蛋白質のどのような構造が個々の
Lol 因子によって認識され輸送されるかを明
らかにすることを目的とした。 

３．研究の方法 

lnt 欠失株におけるリポ蛋白質の膜局在性
を解析し、アミノ基のアシル化（N-acylation）
を欠くことによるリポ蛋白質の選別および
外膜局在化への影響を検討した。リポ蛋白質
の膜局在性は、アミノ末端の次（+2 位）のア
ミノ酸によって規定されており、+2 位がアス

パラギン酸のリポ蛋白質は内膜に、それ以外
のアミノ酸であれば外膜に選別されて局在
化する。lnt 欠失株の膜画分をショ糖密度勾
配遠心法によって内膜と外膜を分画し、リポ
蛋白質をウェスタンブロッティングにより
検出して膜局在性を決定した。更に、リポ蛋
白質の外膜局在化反応の各ステップを、lnt
欠失株を用いて解析した。 
 
４．研究成果 
 
主要外膜リポ蛋白質 Lpp を欠損する大腸

菌変異株においてLolCDEを過剰発現したと
ころ、lnt 遺伝子を欠失する大腸菌（∆lnt 株）
を構築することができた。この株で発現させ
たリポ蛋白質は分子量が小さく、エドマン分
解によるアミノ酸配列の分析が可能であっ
たことから、アポリポ蛋白質と確認された。
∆lnt 株の膜画分をショ糖密度勾配遠心法に
よって内膜と外膜を分画し、イムノブロッテ
ィングにより検出したところ、アポリポ蛋白
質は正常に外膜に局在していたが、一過的に
過剰発現させた apoLpp は大部分が内膜に蓄
積した。∆lnt 株をスフェロプラスト化した後
にリポ蛋白質を合成させ、LolA に依存して培
地中に遊離するリポ蛋白質を検出したとこ
ろ、アポリポ蛋白質の内膜からの遊離効率は
著しく低下していた。大腸菌の内膜を調製し
ATP 非存在下で LolCDE を膜から可溶化し
精製すると、輸送途中のリポ蛋白質を結合し
た LolCDE が得られることが知られるが、ア
ポリポ蛋白質を結合したLolCDEは検出され
なかった。ことのことから LolCDE のアポリ
ポ蛋白質に対する親和性は低いことがわか
った。以上の結果から、グラム陰性細菌のリ
ポ蛋白質はLntによるアミノ末端のアシル化
を受けることでLolCDEに対する親和性が格
段に高くなり、効率よく外膜に輸送されるよ
うになると考えられる。 

Lppは C末端のLysを介してペプチドグリ
カンと共有結合しており、細胞表層の頑健性
維持に貢献している。Lpp の内膜への誤局在
は、内膜とペプチドグリカンが Lpp を介して
融合することにより、致死的に働くことが知
られている。Lpp とペプチドグリカンの共有
結合の形成を触媒する酵素
(L-D-transpeptidase)は 3 種存在し、それぞれ
ybiS, erfK, ycfS 遺伝子によってコードされ
ている。ybiS erfK ycfS 三重欠失株において
LolCDE を過剰発現したところ、Δlnt 株を構
築することができた。ウエスタンブロッティ
ングの結果、この株における Lpp の量は野生
株に匹敵し、Tricine-SDS-PAGE での泳動度
は増大していることがわかった。これらの結
果から、Lnt を不活化した際の主要な毒性は、
誤局在した Lpp とペプチドグリカンの共有
結合からもたらされることが示唆された。 
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