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研究成果の概要（和文）：生体膜リン脂質の sn-2 位アシル鎖多様性創出を担うリゾホスファチジン酸アシル基
転移酵素 (LPAAT) の機能を解析した。Escherichia coli に新奇 LPAAT である YihG を見出し、基質特異性や
べん毛形成との関係を明らかにした。好熱菌 Thermus thermophilus HB8 の LPAAT の精製に成功し、諸性質を
明らかにした。低温菌 Shewanella livingstonensis Ac10 の LPAAT パラログ PlsC4 と PlsC5 を不活性化した
変異株を作製し、それぞれの基質特異性や PlsC4 の低温適応への関与を示した。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the function of lysophosphatidic acid acyltransferase (LPAAT), 
which is responsible for the generation of sn-2 acyl chain diversity in bacterial membrane 
phospholipids. We identified a novel LPAAT, YihG, in Escherichia coli, and clarified its substrate 
specificity and its relationship to flagellar formation. We succeeded in purification of LPAAT of 
Thermus thermophilus HB8 and clarified its various properties. Mutant strains of Shewanella 
livingstonensis Ac10 with inactivated LPAAT paralogs, PlsC4 and PlsC5, were generated, and the 
substrate specificities of these LPAATs and the involvement of PlsC4 in low temperature adaptation 
were demonstrated.

研究分野： 分子微生物科学

キーワード： 生体膜　リン脂質　リゾホスファチジン酸アシル基転移酵素　高度不飽和脂肪酸

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体膜を構成するリン脂質には大きな構造多様性がある。構造が異なる種々のリン脂質を適切に作り分けること
は、生体膜の機能発現に必須である。本研究はリン脂質のアシル鎖多様性を生み出す酵素群の機能を明らかにし
たものであり、生体膜構築機構の解明に向けた基盤的知見をあたえるものである。また、膜のリン脂質組成は物
質の膜透過性に影響を及ぼすことから、微生物細胞を利用した発酵生産など、物質の膜透過性が生産効率に影響
するプロセスを開発する上で、膜リン脂質組成の制御機構に関する理解は重要であり、そのような観点から、本
研究成果は応用微生物学的にも意義深い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 生体膜を構成するグリセロリン脂質の極性頭部と疎水性尾部には大きな構造多様性があり、
そのような多様性は膜の機能発現に重要と考えられている。疎水性尾部としては、鎖長、飽和度、
分岐の有無などが異なる種々のアシル鎖がグリセロール骨格に結合しており、膜流動性保持へ
の必要性という観点だけでは説明できない多様性がみられる。リン脂質アシル鎖多様性創出の
メカニズムついては、動物細胞におけるリモデリング経路に着目した研究が進展している。一方、
de novo 経路での多様なアシル鎖導入に着目した研究は少ない。リン脂質の de novo 生合成経路
ではリゾホスファチジン酸の sn-2 位にアシル鎖が導入されるが、この反応はリゾホスファチジ
ン酸アシル基転移酵素 (LPAAT) によって触媒される。LPAAT はほぼすべての真核生物と真正
細菌に保存されている。真正細菌は、主要な LPAAT (PlsC) に加えて、そのパラログを有するこ
とが多く、それらの類縁酵素群がリン脂質アシル鎖多様性創出に寄与していることが推定され
る。しかし、それらの機能を比較解析した研究例はきわめて限られている。特に、LPAAT は膜
タンパク質であるため活性を保った状態で可溶化･精製することが難しく、精製酵素を用いた生
化学的研究はほとんど行われてこなかった。また、LPAAT パラログの欠損などによって膜リン
脂質組成を改変し、膜リン脂質の分子種特異的な機能を探る研究もきわめて限定的であった。 
 
２．研究の目的 
 LPAAT は細菌の膜リン脂質アシル鎖の多様性創出において主要な役割を担うと考えられる。
本研究では、リン脂質アシル鎖多様性創出のメカニズム解明に向けて、細菌が有する種々の 
LPAAT ホモログの機能を明らかにすることを目的とした。また、さまざまな LPAAT の変異株
を作製することで細胞膜のリン脂質組成を改変し、その表現型を解析することによって、リン脂
質の分子種特異的な機能を明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 使用菌株、培養条件、遺伝子操作 
① Escherichia coli 
 E. coli BW25113 とその yihG 欠損株はナショナルバイオリソースプロジェクトから入手した。
LPAAT の in vivo での活性評価には plsC の温度感受性変異株である E. coli JC201 (J. Biol. 
Chem. (1990) 265, 17215) を用いた。培養には LB 培地とトリプトン培地を用い、必要に応じて
抗生物質を添加した。yihG と plsC の発現には、L-アラビノースで発現誘導が可能なプラスミド 
pBAD-CmR (Biomolecules (2020) 10, 745) を用いた。 
② Thermus thermophilus HB8 
 T. thermophilus HB8 は理研バイオリソース研究センターから入手した。本菌の LPAAT (TtPlsC) 
の遺伝子を pET21a に導入し、C 末端に His6 タグが融合した TtPlsC を発現するプラスミドを
構築した。本プラスミドを導入した E. coli C43(DE3) をアンピシリン添加 M9YG 培地中、37 ℃
で OD600 = 0.4〜0.6 まで培養したのち、18 ℃で 1 h 培養し、その後、0.1 mM IPTG を添加して 
18 ℃で 20-24 h 培養した。 
③ Shewanella livingstonensis Ac10 
 pyrF を選択マーカーとした相同組換えによって、S. livingstonensis Ac10 のゲノムに変異を導
入し、触媒残基 His と Asp をともに Ala に置換した不活性型 PlsC4 および PlsC5 を発現す
る株を作製した。親株および変異株を、必要に応じて抗生物質を添加した LB 培地にて 4 ℃で
培養した。 
 
(2) 脂質分析 
 pBAD-CmR 由来のプラスミドを保持する E. coli については、0.2% (w/v) L-アラビノースを添
加したトリプトン培地にて 37 ℃で OD600 = 0.4〜0.6 まで培養した。S. livingstonensis Ac10 は 
LB 培地にて 4 ℃で OD600 が 1 程度になるまで培養した。菌体から Bligh-Dyer 法 (Can. J. 
Biochem. Physiol. (1959) 37, 911) でリン脂質を抽出し、エレクトロスプレー質量分析に供した。
また、リン脂質をホスホリパーゼ A2 で加水分解することで得られた sn-2 位由来の脂肪酸をガ
スクロマトグラフィー質量分析に供した。 
 
(3) E. coli の運動性とべん毛形成の解析 
 E. coli の運動性は、軟寒天プレート上での菌体生育領域の広がりを指標として評価した。ま
た、位相差顕微鏡観察によって遊泳速度を測定した。べん毛形成は透過型電子顕微鏡で観察した。
また、ウェスタンブロット解析によってべん毛成分 FliC を定量した。 
 
(4) TtPlsC の精製 
 His6 融合型 TtPlsC を発現させた E. coli C43(DE3) 細胞を破砕したのち、超遠心分離によっ
て膜画分を調製した。界面活性剤として 2.2 mM CYMAL-6 を含む緩衝液で可溶化したのち、Ni-



キレートレジンを用いたアフィニティークロマトグラフィーで目的タンパク質を精製した。 
 
(5) TtPlsC の活性測定 
 sn-1 位にパルミトイル基をもつリゾホスファチジン酸 (0.5 mM) をアシル基受容体、種々の
アシル CoA（パルミトイル CoA、ラウロイル CoA、ミリストイル CoA、ステアロイル CoA、
アラキドイル CoA、パルミトレオイル CoA、オレオイル CoA、イソ型ヘプタデカノイル CoA、
アンテイソ型ヘプタデカノイル CoA）(0.5 mM) をアシル基供与体として、80 ℃、pH 9.0 で 
TtPlsC の反応を進めた。副生成物である CoA のチオール基を DTNB で定量することによって
酵素活性を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) E. coli の新奇 LPAAT の発見と機能解析 
 E. coli では、従来、1 種類の LPAAT (PlsC) のみが見出されていた。一方、本研究代表者らは、
S. livingstonensis Ac10 が 5 種の LPAAT ホモログ (PlsC1-5) を有し、PlsC4 が分岐鎖脂肪酸の
リン脂質への導入を担うことを示すとともに、E. coli の機能未知タンパク質 YihG が PlsC4 と 
39.1% の相同性を持つことを見出した。そこで、E. coli の YihG の機能解析を行った。まず、
E. coli の PlsC の温度感受性変異株に、L-アラビノース添加によって YihG を高発現するプラス
ミドを導入し、L-アラビノース添加 LB 培地での非許容温度における生育を調べた。その結果、
YihG の高発現で本株の生育不全が抑制されたことから、YihG が LPAAT 活性を有すると考え
られた。次に、YihG 高発現株と PlsC 高発現株のリン脂質 sn-2 位のアシル鎖組成を解析した。
その結果、YihG 高発現株ではミリスチン酸 (14:0) と cis-バクセン酸 (18:1Δ11) の相対量が 
PlsC 高発現株と比較して有意に高かった。このことから、YihG は 14:0 と 18:1Δ11 に対する
活性が PlsC よりも高いと考えられた。一方、E. coli の yihG 欠損株のリン脂質 sn-2 位のアシ
ル鎖組成を解析した結果、18:1Δ11 の相対量が野生株と比較して有意に低かったことから、生
理的条件下において YihG は 18:1Δ11 をリン脂質に導入すると考えられた。さらに、運動性を
もつ細胞の割合と遊泳速度が yihG 欠損によって増加することが見出された。また、yihG 欠損
株ではべん毛成分である FliC の増加とべん毛の形成が観察された。以上から、YihG 依存的に
生成する膜リン脂質の存在下では FliC の生産やべん毛の形成が抑制され、運動性が低下するも
のと考えられた。 
 
(2) T thermophilus HB8 の LPAAT の特性解析 
 LPAAT の構造機能相関の解明を目的として、好熱菌 T. thermophilus HB8 の LPAAT (TtPlsC) 
を精製し、特性を解析した。本菌の膜リン脂質アシル鎖の大部分はメチル基の分岐を有するが、
精製酵素は分岐アシル鎖のほか、飽和および不飽和の直鎖アシル鎖をリン脂質に導入すること
が示された。配列解析の結果、基質特異性が狭い LPAAT に比べて、TtPlsC の N 末端領域は短
いことが見いだされ、このことが TtPlsC が広い基質特異性を有する要因である可能性が考えら
れた。 
 
(3) S. livingstonensis Ac10 における高度不飽和脂肪酸代謝変換機構の解析 
 エイコサペンタエン酸 (EPA) の de novo 生合成能を有する S. livingstonensis Ac10 が、培地中
に添加したドコサヘキサエン酸 (DHA) を EPA に変換して膜リン脂質に取り込む代謝変換系
も有することを見いだし、この変換反応に関与する 2,4-ジエノイル CoA レダクターゼとアシル 
CoA デヒドロゲナーゼを同定した。 
 
(4) S. livingstonensis Ac10 における LPAAT パラログの機能解析 
 多くの細菌が複数の LPAAT パラログを有することが知られているが、それらの基質特異性
や生理機能に関する知見はきわめて限られている。本研究では低温菌 S. livingstonensis Ac10 の 
2 種の LPAAT パラログ（PlsC4 と PlsC5）の機能を解析した。まず、これらの活性部位アミノ
酸残基をコードするゲノム上の配列を部位特異的に改変し、PlsC4 と PlsC5 をそれぞれ不活性
化した変異株を作製した。これらの変異株のリン脂質組成解析と脂肪酸組成解析により、PlsC4 
がイソ型トリデカン酸含有リン脂質、PlsC5 がパルミトレイン酸含有リン脂質の生成に寄与して
いることが示された。また、PlsC4 不活性型変異株では、4 ℃での生育速度の低下が観察された。
バイオインフォマティクス解析により、PlsC4/PlsC5 のオーソログおよびこれらと近縁の酵素群
が多くのγ-プロテオバクテリアに存在しており、これらが、細菌に普遍的に存在する主要 
LPAAT (PlsC) とは系統的に離れた新しい LPAAT のクレードを形成していることが示された。
以上の結果から、これらの細菌が機能的に異なる LPAAT パラログを有し、これらの働きによっ
て生育環境に適した膜リン脂質組成が生み出されていることが示唆された。 
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