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研究成果の概要（和文）：Shewanella livingstonensis Ac10 の 1-アシル-sn-グリセロール-3-リン酸-O-アシルトラ
ンスフェラーゼ  PlsC1 と PlsC4 の機能を解析し、これらがそれぞれエイコサペンタエン酸 (EPA) 含有リン脂質と分
岐鎖脂肪酸含有リン脂質を生合成することを見いだした。PlsC1 は細胞分裂部位に、PlsC4 は細胞の末端付近に主とし
て局在し、これらが細胞膜の不均一性を生み出すことが示唆された。一方、EPA 含有リン脂質が膜タンパク質のフォー
ルディングを促進することを見いだすとともに、EPA の生理機能解析に有用なプローブ分子を合成した。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the function of 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate O-acyltransferase 
isozymes, PlsC1 and PlsC4, from Shewanella livingstonensis Ac10 and found that these enzymes are 
responsible for the synthesis of phospholipids containing eicosapentaenoic acid (EPA) and branched-chain 
fatty acids, respectively. PlsC1 was mainly localized at the cell division site, whereas PlsC4 was mainly 
localized at the polar regions of the cell. Thus these enzymes probably contribute to the biogenesis of 
heterogeneous cell membrane of this bacterium. We found that EPA-containing phospholipids facilitate 
folding of a membrane protein and synthesized a probe molecule useful for the analysis of the 
physiological functions of EPA.

研究分野： 分子微生物科学
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１．研究開始当初の背景 
 リン脂質は種々の極性頭部とアシル鎖を
もつ多様性に富む分子群であり、生体膜の主
要な構成成分として、あらゆる生物において
必須の生理的役割を担っている。しかし、構
造の異なるリン脂質分子それぞれの特有の
機能が明らかにされ始めたのは比較的最近
のことである。その知見も、ほとんどが極性
頭部に限定されている。アシル鎖に関しては
個性に乏しい空気のような存在として認識
されることがほとんどで、流動性など膜全体
の物性を左右するのは当然のこととして受
け入れられているが、特定の膜タンパク質と
特異的な相互作用を介して機能を発揮する
例や、生体膜におけるマイクロドメイン形成
への関与などに関する知見はきわめて限ら
れている。本研究は、このように従来注目さ
れることの少なかったリン脂質アシル鎖の
特異的な生理機能に焦点を当て、その解明を
目指す。 
 
２．研究の目的 
 生体膜は数千種におよぶ脂質分子が会合
した二重層を基本構造とするが、個々の脂質
分子の分子種特異的な機能が明らかにされ
た例はきわめて少ない。本研究では、機能性
脂質として注目される高度不飽和脂肪酸 
(PUFA) を含有するリン脂質の機能解明を目
指す。PUFA 含有リン脂質が、種々の膜タン
パク質のフォールディングを促進する分子
シャペロンとして機能する可能性や、細菌の
細胞分裂分裂に寄与する可能性が本研究代
表者者のこれまでの研究で示されている。
PUFA の一種であるエイコサペンタエン酸 
(EPA) 含有リン脂質を低温誘導的に生産す
る細菌 Shewanella livingstonensis Ac10 を用
い、この作業仮説を検証する。また、EPA 含
有リン脂質など、種々のリン脂質がアシル鎖
の構造依存的に生体膜の特定領域に集積し
マイクロドメインが形成される可能性や、そ
の形成機構を明らかにすることも目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
(1) S. livingstonensis Ac10 の遺伝子操作 
 S. livingstonensis Ac10 の遺伝子破壊は、本
菌 で 自 律 複 製 し な い プ ラ ス ミ ド 
pKNOCK-Kmr を用いて行った。標的遺伝子
の内部配列を本プラスミドに挿入し、
Escherichia coli S17-1/λpir に導入したのち、接
合伝達により S. livingstonensis Ac10 に導入
した。標的遺伝子との相同組換えによってプ
ラスミド由来の Kmr 遺伝子がゲノムに挿入
され、標的遺伝子が破壊された株をカナマイ
シン耐性を指標として取得した。 
 S. livingstonensis Ac10 への遺伝子導入には
プラスミド pJRD215 を用いた。GFP 融合型 
PlsC4 発現用プラスミドについては、本菌で
高発現することが示されているアルキルヒ
ドロキシペルオキシドレダクターゼのプロ

モーターを利用した。 
(2) S. livingstonensis Ac10 の脂質分析 
 S. livingstonensis Ac10 の 細 胞 か ら 
Bligh-Dyer 法で脂質画分を抽出し、これを 
ESI-MS で分析することによって、リン脂質
組成を調べた。また、脂質画分のメタノリシ
スで得られた脂肪酸メチルエステルを 
GC-MS で分析することによって脂肪酸組成
を調べた。 
(3) S. livingstonensis Ac10 の主要外膜タンパ
ク質 Omp74 のフォールディング解析 
 大腸菌で高発現させた Omp74 を精製し、
8 M 尿素または 2% SDS で変性した。変性
した Omp74 を EPA 含有リン脂質を含むリ
ポソーム、およびこれを含まないリポソーム
を用いてリフォールディングさせた。経時的
に SDS-PAGE に供し、フォールディングさ
れたものの割合を定量することで、フォール
ディング速度を求めた。また、Omp74 の N 
末端ドメインを、完全長の Omp74 と同様に
発現・精製し、変性した後に CD スペクトル
を測定し二次構造を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 細菌の細胞膜リン脂質生合成酵素群の機
能 
 EPA を細胞膜リン脂質の成分として含む
細菌 S. livingstonensis Ac10 においては、1-
アシル-sn-グリセロール-3-リン酸-O-アシル
トランスフェラーゼ PlsC1 が EPA のリン
脂質への導入反応を触媒する。本酵素は細胞
分裂部位に局在しており、細胞分裂部位にお
ける EPA 含有リン脂質が濃縮されたマイク
ロドメインの形成に寄与している可能性が
考えられる。本菌は本酵素のホモログを 5 
種類有しているが、そのうちの PlsC4 につい
て、遺伝子破壊株を作製し、リン脂質組成を
解析したところ、11-メチルラウリン酸と 13-
メチルミリスチン酸を含むリン脂質が顕著
に減少していることが明らかとなり、これら
の分岐鎖脂肪酸をリン脂質に導入する反応
を PlsC4 が担っているものと考えられた。ま
た、GFP 融合型 PlsC4 の蛍光顕微鏡観察か
ら、PlsC4 が細胞の末端領域に局在すること
が示唆された。以上の結果から、これらの類
縁酵素群が特定のリン脂質を特定の部位で
生合成することが、細胞膜の不均一性を生み
出すことに寄与している可能性が考えられ
た。 
(2) EPA 含有リン脂質が膜タンパク質の構造
形成に及ぼす影響 
 EPA 含有リン脂質は  S. livingstonensis 
Ac10 の主要外膜タンパク質 Omp74 のβバ
レル構造へのフォールディングを加速する
シャペロン効果をもつ。本研究では、フォー
ルディングへの EPA 含有リン脂質の影響を
より詳細に解析した。精製 Omp74 を 8 M 
尿素または 2% SDS で変性させ、これをリポ
ソーム溶液と混合することでリフォールデ
ィングさせた。Omp74 は尿素処理で完全に



変性したのに対し、SDS 処理では N 末端領
域がαヘリックスを形成した部分的にフォ
ールドした状態になることが見いだされた。
EPA 含有リン脂質によるフォールディング
の加速効果は、SDS で変性させた Omp74 に
ついてもみられた。以上の結果から、Omp74 
はαヘリックスを経由して最終的なβバレ
ル構造にフォールディングされ、EPA 含有リ
ン脂質は少なくともαヘリックス形成以降
の段階においてシャペロン機能をもつもの
と考えられた。また、S. livingstonensis Ac10 の
野生株と EPA 欠損株で Omp74 のコンフォ
メーションが異なり、本タンパク質のペプチ
ドグリカン結合部位のプロテアーゼ感受性
が、EPA の有無で異なることが見いだされた。 
(3) 脂肪酸の生理機能解析に有用なプローブ
分子の開発 
 EPA は血管性疾患の予防効果などヒトの
健康に寄与する機能性脂肪酸として注目さ
れ、また、海洋性 EPA 生産細菌の正常な細
胞分裂に要求されることを本研究代表者ら
は見いだしている。EPA の機能解析に有用な
プローブとしてω末端にエチニル基（炭素-
炭素三重結合をもつ官能基）を導入した EPA 
アナログ (cEPA) を合成した。エチニル基は
特徴的なラマンシグナルをもつため、cEPA 
をラマン顕微鏡で可視化できることが期待
される。また、エチニル基はアジド基をもつ
化合物とクリックケミストリーの手法で特
異的に結合させることが可能であるため、そ
してエチニル基やアジド基は一般に生体分
子には含まれないため、cEPA を含む生体分
子（cEPA で修飾されたタンパク質や脂質な
ど）をアジド基を含む蛍光試薬によって特異
的に検出したり、アジドビオチンと結合させ
たあとでアフィニティー精製することが可
能になるものと期待される。 
 まず、Wittig 反応を 5 回行うことで 5 つ
の二重結合を導入する方法で cEPA を合成
したが、この合成法は全 19 段階の多段階反
応であり、収率は 0.0010% と極めて低かっ
た。そこで、合成法の改良を試みた。炭素-
炭素三重結合を 4 つ有する化合物を銅触媒
を用いたカップリング反応により合成した
後、P-2  ニッケルを用いて三重結合を一度の
反応で立体選択的に部分還元したのち、
Wittig 反応で 1 つの二重結合と ω 末端三重
結合を導入した。これにより、全 12 段階の
反応により収率 4.4% で cEPA を得ること
に成功した。同様の方法で、ω末端側の 3 つ
の炭素原子に結合する水素原子をすべて重
水素に置き換えた重水素標識型 EPA の合
成にも成功した。 
 S. livingstonensis Ac10 の EPA 欠損株は、
低温での生育速度が低下し、異常に伸長した
細胞を形成するが、EPA を培地に添加するこ
とで、これらの生育阻害が抑制される。cEPA 
を培地に添加したところ、天然型 EPA を添
加したときと同様、生育遅延と異常な細胞伸
長が抑制された。また、cEPA がリン脂質の

アシル鎖として存在することも明らかとな
った。以上のことから、本菌において cEPA 
は天然型 EPA と同様に機能すると考えられ
た。cEPA 添加菌体の抽出物にアジドビオチ
ン加え、クリックケミストリーの手法で 
cEPA をビオチン修飾したのち、ストレプト
アビジンビーズを用いてプルダウンし、
SDS-PAGE で分析した結果、cEPA 修飾タン
パク質と示唆されるシグナルが観察された。 
 一方、エチニル基をラマン顕微鏡で可視化
するための条件検討を行うため、ω末端にエ
チニル基を導入したオレイン酸アナログ 
(cOLA) を合成し、これをリン脂質分子に導
入した。得られた cOLA 含有リン脂質を種々
の濃度で含むリポソームを調製し、ラマン顕
微鏡観察に供した結果、10 mol% 以上の 
cOLA 含有リン脂質を含むリポソームがエチ
ニル基特有のラマンシグナルによって可視
化できることが示された。同様の手法で 
cEPA 含有リン脂質の可視化も可能になるこ
とが期待される。 
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