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研究成果の概要（和文）：本研究は細菌膜脂質ドメイン構造の全体像とその細胞機能の解明を目的とし、以下の2つの
材料から研究を実施した。脂質合成酵素が分裂隔壁細胞膜に局在する機構の解明において、カルジオリピン合成酵素の
C末端にある両親媒性αへリックスが、酸性リン脂質が豊富な隔壁細胞膜に結合する機能を持つMTSであることを蛍光顕
微鏡観察とWestern解析により示した。枯草菌の細胞分裂位置を制御するMinDについては、minJ欠損細胞でもC末端MTS
により隔壁に局在することを示した。局在はMinJに依存するとした従来モデルは、カルジオリピン等の酸性リン脂質が
豊富な隔壁細胞膜に結合するMTSの機能から修正を要する。

研究成果の概要（英文）：To clarify the structure and function of bacterial lipid domains, we have adopted 
following two approaches. i) To elucidate the mechanism of formation of cardiolipin domain in Bacillus 
subtilis cells, the function of C-terminal α-helices of cardiolipin synthase is examined for septal 
membrane localization by fluorescence microscopy and Western blotting using GFP-ClsA fusion proteins. The 
enzyme is shown to be septally localized by means of its C-terminal α-helices, indicating that the 
C-terminal α-helices of the enzyme have a function of membrane targeting. ii) B. subtilis MinD is 
examined for septal localization in minJ mutant cells and is shown to be septally localized by means of 
the membrane targeting sequence at its C-terminus. This indicates that a correction in the current model 
of the sequential interaction for MinD binding to septal membranes is required.

研究分野： 生物学分野　基礎生物学
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１．研究開始当初の背景 

Singer and Nicolson の流動モザイクモデル 

(1972) により、細胞の膜を構成する脂質分子

は、膜中では均一に分布しているものとされ

てきた。しかしながら、真核細胞にはラフト

などの特定の脂質がドメイン(領域)を成し

て特定部位に集まることがあるとされてい

る（Simons and Ikonen, 1997）。このような脂質

ドメイン構造もしくは極性が、小さな細胞を

もつ細菌にも存在することは、大腸菌、

Caulobacterの走化性レセプターMCPや Cheタ

ンパク質、細胞分裂位置を決定する MinD の

細胞極への局在や、枯草菌の胞子形成過程で

の非対称隔壁の形成などの例からも、特定の

脂質がつくるドメインが細胞のもつ生理機

能にとって重要な役割を担っていると考え

られている（Shapiro et al., 2002）。このよ

うな考えは、何故細胞膜には多くの種類の脂

質があり、夫々の脂質はどのような生理的な

役割を担うのかという基本問題に、ひとつの

解答を提供する可能性がある。しかし、特定

の脂質を認識して結合する特異的なプロー

ブがこれまで得られなかったため、研究の明

確な進展はみられなかった。 

特定の脂質が細胞の特定の膜領域にあつ

まる構造（ドメイン）の存在は、カルジオリ

ピン（CL）に特異的に結合する蛍光試薬 N-

ノニルアクリジンオレンジの蛍光が、大腸菌

の細胞分裂隔壁と両極に局在することによ

り初めて示された（Mileykovskaya and Dowhan,  

2000)。研究代表者松本は、枯草菌を材料とし、

CL が分裂隔壁と両極の細胞膜および胞子形

成過程の膜と前胞子膜に局在することを発

見した（Kawai et al., 2004）。更に、もう１つ

の主要リン脂質であるホスファチジルエタ

ノールアミン(PE)も分裂隔壁に局在するこ

とを、PEに結合するペプチドの利用により見

出し、これに加え、多くの脂質合成酵素が分

裂隔壁の細胞膜に局在することを見出して

いる（Nishibori et al., 2005; Matsumoto et al., 

2006）。脂質合成酵素の分裂隔壁細胞膜への

局在は、これまで報告されたことが無く、ド

メイン構造を形成する脂質が分裂隔壁の細

胞膜に局在する仕組みとその機能を解明す

るための手掛かりとなる筈である。この発見

が本研究計画の立案基盤となっている。これ

までに CL合成酵素 ClsAの C末端に分裂隔壁

細胞膜に局在させる両親媒性αへリックス

領域 [membrane targeting sequence (MTS)]を

見出しており、また糖脂質合成酵素 UgtP は

細胞分裂タンパク質 FtsZ のリング構造に類

似した局在を示し、細胞分裂と密接な関係が

あること、欠損変異は細胞形態に異常をもた

らすことを見出している（Matsuoka et al., 

2011）。これらの成果に加えて、枯草菌 MinD

の C末端には両親媒性αへリックス領域が連

続して 2 つあることを見出しており、これが

MinD の細胞内の挙動に関与していると考え

られる。 

 

２．研究の目的 

本研究は、以下の 2 つの課題を解決すること

を目的とした。 

（1）脂質合成酵素と分裂位置制御タンパク

質 MinD が、枯草菌では分裂隔壁細胞膜に局

在する。カルジオリピン合成酵素 ClsA がど

のようにして隔壁の細胞膜に局在するか、ま

た MinD と脂質ドメインの局在が、どの様な

機能をもつかを、酵素タンパク質内の機能領

域解析から解明する。これにより細菌脂質ド

メインの生成とその機能を解明する。 

（2）CL と PE は枯草菌細胞膜において均一

に分布せず、分裂隔壁と両極にドメインをつ

くる。そこで、これまで未検討であった主要

糖脂質に特異的なプローブを開発し、糖脂質

の局在とその機能を解析する。 



３．研究の方法 

脂質合成酵素 ClsAとMinDが細胞の分裂隔壁

の細胞膜に局在する機構の解明： 

（１）種々の欠失変異を持つ GFP-ClsA 融合

体を構築し、蛍光顕微鏡により観察、Western

解析による膜画分への分布、また CL 合成能

を TLC により分析し、ClsA 内の隔壁膜局在

と酵素活性に必須の機能領域を解析した。

（２）MinD 内の C 末端にある MTS を中心に

欠失変異株を構築し、分裂隔壁の細胞膜に局

在する機能領域を解析、また divIVA, minJ, 

minCD および脂質の欠損変異細胞における

GFP-MinD の局在を解析した。 

 

４．研究成果 

（1） CL 合成酵素 ClsA（482 aa）には N 末端

に２つの膜貫通領域、中央には活性中心とさ

れる 2 つの保存配列 HKD があり、C 末端には

膜に結合する領域 (MTS) として知られる両親

媒性αへリックスが 2つ見出される(図 1a,b)。

これらヘリックスの片面には疎水性アミノ

酸が多く、反対面には塩基性アミノ酸を始め

とする極性アミノ酸が配置され両親媒性を

示す（図 1ｃ）。この領域の分裂隔壁膜への局

在における役割を検討するため、種々の欠失

変異を持つ GFP-ClsA 融合体を構築し、蛍光

顕微鏡により観察した。N 末端側からの欠失

は隔壁局在には影響なく（図 2a）、C 末端側

からの欠失（図 2b）および各 MTS 単独の GFP

融合の観察により 2 つのへリックスは共に隔壁

局在に寄与する MTS であることが判明した。C

末端の 2 つの MTS は、細胞の膜画分を調製し

て Westernで分析することにより実際に膜結

合に寄与していることが示された（図 3）。こ 

のことは、N末端の膜貫通領域（TM）を切除し、

TM の膜画分への寄与を取り除くことで明らか

になった（図 3b）。ClsAは結局 2つの異なる

方法で膜に結合することとなる。この成果を 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Kusaka et al. の論文として Res in Microbiol 

 

 

図１. CL 合成酵素（482 aa）の全構造（a）, C 末端

MTS1,2構造（b）とαヘリックスの両親媒性(c). 

 

 

図 3. ClsAの N末端膜貫通域及び C末端 MTS構造

が膜局在に関与することを示す Western 解析  

cr, 粗細胞抽出画分; s, 上清画分; m, 膜画分。

矢印は各欠失 GFP- ClsA タンパク質を示す。 

図 2. 各種欠失GFP-ClsA変異株の隔壁局在観察  

構築した欠失株のうち N末側からの欠失株（a）

と C末側からの MTS欠失株（b）の一部を示す。 



Kusaka et al. の論文として Res in Microbiol 誌

に公表した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

細菌細胞内のリボゾームと RNAポリメラー

ゼは極や分裂隔壁付近には少ない（Bakshi et 

al., 2012）ことから、翻訳直後の ClsA は N 末

端の膜貫通（TM）領域により、まず近傍の側壁

細胞膜に結合する。この ClsA が側壁細胞膜

上を自由に diffusion し、分裂隔壁の細胞膜に

多くある CL、ホスファチジン酸 (PA) ならびに

ホスファチジルグリセロール（PG） などの酸性の

リン脂質が豊富なドメインに MTS を介して結合

し、capture されることにより隔壁細胞膜に安定

して局在することができる（図 4）。この隔壁の細

胞質膜上で、豊富な酸性リン脂質である PG を

材料（＝基質）にして CL が合成され、CL ドメイ

ンが隔壁の細胞膜上に形成されることとなる。

こ の モ デ ル を Norris, Mileykovskaya, 

Matsumoto による総説論文（Biochem & Anal 

Biochem 誌 2015）のなかで提案した。 

ClsA の酵素活性の中心は酵素中央にある 2

つの HKDモチーフにより構成される。HKDモチ

ーフはホスホリパーゼや大腸菌の PE 合成の鍵

となるステップを触媒する酵素 PssA等に広く

見られるが、その機能の詳細は不明である。

ClsA の酵素活性を検討した結果、C 末端側の

欠失操作がMTSに至る前に最末端の１アミノ

酸欠失で活性を失わせることを見出した。C

末端への GFP 付加も酵素活性を失わせた。多

くの ClsA ホモログの C 末端は SxxL として

よく保存されており、また大腸菌 PssA の C

末端 (RIDRLISRIL)にも枯草菌 ClsA の C末端

（SVSRLLSPIL）と同一アミノ酸が多く保存さ

れ、これら酵素の最 C末端が酵素機能に密接

に関与していることが示唆された。 

(2) 枯草菌において細胞分裂位置を制御す

る Min システムには MinJ が見いだされてお

り、MinDは細胞極の屈曲を認識してそこに結

合する DivIVAにより MinJを介して細胞極に

結合すると報告された（Patrick and Kearns, 

2008; Bramkamp et al., 2008）（図 5）。しかし、

MinC・D の作用部位は極ではなく新生隔壁膜

部位であることが詳細な time lapse 解析か

ら明らかになり、MinC・D の極への局在は高

発現の誘導によって得られた artefact による

と理解されるべきであった (Gregory et al., 

2008)。加えて、研究代表者松本らは MinD の C

末端に ClsA と同様の 2つの両親媒性αへリッ

クスを見出しており、これが膜結合性機能をも

つことから枯草菌 MinD の役割を見直すことと

した。minJ::pMUTIN 破壊をもつ染色体の amyE 

領域に Pxyl-gfp-minD を導入した株を LB培地

(0.05% xylose)で mid-log 相まで培養し、誘導さ

れた GFP 蛍光を観察すると、MinD の局在は 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

図 4. CｌｓAの隔壁膜局在を説明する隔壁膜酸性リン

脂質による diffusion and captureモデル。翻訳後ClsA

は N 末端膜貫通領域（TM）により近傍の側壁細胞

膜に結合するが、側壁細胞膜上を diffusion して隔壁

膜に移行し、C末端の MTSにより酸性リン脂質が豊

富な隔壁細胞膜に capture される。 

図 5 枯草菌 Min システムにおける MinJ の役割 

Patrick and Kearns (2008) および Bramkamp et al., (2008) より改変 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

FM4-64染色で示される新生隔壁領域の細胞膜

の部位によく一致していた。即ち、minJ を完全

に欠損した細胞で MinD は直接新生細胞膜に

結合していた。0.02% xylose の低発現でも同様

の結果が得られた。また、minJ 完全欠失変異を

持つ由来の異なる菌株や divIVA 欠損細胞でも

MinD は同様に直接新生細胞膜に結合した。 

更に、MinD の C 末端にある 2 つの両親媒性

αへリックスがともに MTS 機能を持つかを

GFP-MTS 融合を用いて検討した。このαヘ

リックスは、それぞれ単独で隔壁細胞膜に局

在する MTS であることを確認し、塩基性アミ

ノ酸が必要であること、αヘリックスをとる

ことが必要であることを変異 MTS タンパク

質の解析から明らかにした。また MTS は単独

で、DivIVA, MinJ に依存せずに隔壁細胞膜に

局在できた。これらの結果は図 5 左の

DivIVA←MinJ←MinD で提案される一方向的相

互作用による新生隔壁細胞膜へのMinDの結合

モデルは、隔壁に局在する CL, PA, PG 等の酸

性リン脂質（ドメイン）が MTS を介して MinD を直

接細胞膜に結合させる作用が関与することを考

慮に加えて MinD の作用と機能を大幅に見直し、

修正することが必要であることを示している。 

新規糖脂質プローブの開発と細胞表層の

脂質分布を明らかにする課題は、糖脂質合成

酵素 UgtP が FtsZ と直接相互作用する細胞分

裂タンパク質 EzrA および SpoIIE と相互作用

し、UgtP 変異細胞では SpoIIE 非対称隔壁膜

の形成が遅延することを初年度に見出した

ことから、UgtP と SpoIIE の相互作用の解析

に課題の重点をシフトした。また一方、膜の

糖脂質は ECFσ因子（σM およびσV ）のアン

チσタンパク質の働きを安定化する役割を

もつことを、本来糖脂質をもたない大腸菌内

で再構成する実験を行い明らかにした。糖脂

質の細胞膜における新たな機能を発見した

ものであり、本研究の大きな成果である。 
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