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研究成果の概要（和文）：大腸菌に存在する約100種のリポ蛋白質は、一部を除いて外膜に輸送される。リポ蛋
白質の選別と外膜への輸送は、5種類のLol因子からなる機構が触媒する。本研究は、Lolシステムの分子機構を
構造に基づいて明らかにするために行った。光感受性のアミノ酸アナログを細胞質膜に存在するLolCDEのさまざ
まの位置に導入し、リポ蛋白質との結合を架橋反応より解析した。その結果LolC、LolEのリポ蛋白質結合部位と
LolCとLolE間相互作用部位を同定した。LolCDEによるリポ蛋白質の認識と遊離を解析するin vitro実験系を確立
し、ATP依存のリポ蛋白質遊離反応を阻害する低分子阻害物質の機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Approximately 100 species of lipoproteins in E. coli are transported to the 
outer membrane, while some remains in cytoplasmic membranes. Lipoprotein sorting and transport to 
the outer membrane is catalyzed by a mechanism consisting of five Lol factors. The purpose of this 
study was to elucidate the molecular mechanism of the Lol system based on its structure. We 
introduced a light-sensitive amino acid analog into various positions of LolCDE in the cytoplasmic 
membrane, and analyzed the binding to lipoproteins by light-dependent cross-linking reaction. As a 
result, we clarified the lipoprotein binding sites of LolC and LolE. We also revealed the 
interaction site of LolC and LolE. Furthermore, we established an in vitro experimental system to 
analyze the lipoprotein recognition and release reaction by LolCDE, and clarified the inhibitory 
mechanism of low-molecular-weight substances that inhibit the ATP-dependent lipoprotein release 
reaction.

研究分野：微生物生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細菌に広く存在するリポ蛋白質は、細胞表層に存在するさまざまの機能に中心的な役割を果たす蛋白質群であ
る。リポ蛋白質が選別されて外膜に輸送される仕組みは、基礎科学的な面から興味があるだけでなく、細菌感染
症の制御という応用面からも重要である。大腸菌におけるリポ蛋白質の選別的外膜局在化機構は、研究代表者ら
が明らかにしたLolシステムが触媒している。Lolシステムはほかの細菌にも広く存在する機構であることが明ら
かになりつつある。研究代表者らは、Lolシステムを標的とする薬剤を見出しており、本研究で構造に基づいた
Lolシステムの機構と、作用する薬剤の機構が解明されたことは社会的にも大きな意義がある。

※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  
 細菌には、アミノ末端のシステイン残基が脂質修飾されたリポ蛋白質が広く存在する。これ
らは細胞質で前駆体として合成された後、細胞質膜（内膜）の外葉（ペリプラズム側）に輸送
され、一連の反応によりトリアシル基がシステイン残基に付加された成熟体となる。その後外
膜を持っているグラム陰性細菌では、内膜残留シグナルを持つもの以外は外膜に運ばれる。大
腸菌で合成されるリポ蛋白質は、その大部分が外膜に運ばれる。リポ蛋白質は脂質部分で膜に
アンカーし、細胞表層におけるさまざまな機能に関与する重要な膜蛋白質群である。細菌の生
育に必須な機能に関与しているリポ蛋白質も存在するため、リポ蛋白質の選別・局在化機構は、
感染制御の面からも注目されている機構である。 
 本研究代表者らは、リポ蛋白質の選別と外膜移行に、Lolと命名した５種類の蛋白質が関与し
ていることを明らかにし、その機構を生化学的に解明した(1)。大腸菌には約 100種類のリポ蛋
白質が存在するが、アミノ酸配列に共通性はなく、アミノ末端のトリアシル化されたシステイ
ン残基のみが共通構造である。本研究代表者らが発見した Lol システムは、トリアシル化され
たシステイン残基を認識し、すべてのリポ蛋白質の選別・輸送に関わる機構である。 
 リポ蛋白質は、細胞質膜に存在する ABCトランスポーターLolCDE複合体によって ATP依存
的にペリプラズムに存在するシャペロン LolA に受け渡され、外膜の受容体 LolB に運ばれ外膜
にアンカーされる。Lol 因子間の相互作用は、一方向的なリポ蛋白質運搬に重要であり、LolA-
LolB 間の相互作用、リポ蛋白質との相互作用については、光感受性アミノ酸アナログ pBPA を
Lol因子の特定部位に導入し、光化学架橋の形成によって明らかにしてきた（2）。 
 
２．研究の目的 
 ABC トランスポーターは生物界に広く存在する蛋白質であるが、大部分は脂質二重層を越え
る輸送反応（取り込みや排出）を触媒する。一方、LolCDE は、脂質二重層の片側からリポ蛋
白質をペリプラズム側に運ぶ例の少ない ABCトランスポーターである。細胞質膜内から薬剤を
輩出するABCトランスポーターとしてMacBが知られている。MacBの結晶構造から、LolCDE
の構造と類似していることが示唆された(3)。そこで、LolCDE の作動機構とリポ蛋白質の選別
機構を、構造に基づいてより詳細に明らかにするために本研究を開始した。 
 
３．研究の方法 
 LolCDE複合体は、ATPase サブユニット LolD2 分子と、膜サブユニット LolC、LolEそれぞ
れ 1分子からなる。LolCと LolEは、どちらも膜を 4回貫通する膜蛋白質である。LolA や LolB
の機能解析での方法(2)に準じ、LolC、LolEの膜貫通領域とペリプラズム領域の特定のアミノ酸
残基一個を pBPA で置換した変異体を多数作製した。標的とするアミノ酸残基のコドンをアン
バーコドンに変換し、アンバー変異特異的に pBPA を取り込む実験系を使用した。一箇所に
pBPAを取り込んだ変異 LolCまたは LolEを持つ LolCDE複合体を大腸菌で発現し、別途調製し
たリポ蛋白質 Palや、LolAとの相互作用を架橋反応から解析した。また、選別シグナルや ATP
がリポ蛋白質との架橋にどう影響するかを調べた。さらに LolCDE の阻害剤が相互作用に与え
る影響についても調べた。架橋産物は、SDS ゲル電気泳動で解析し、それぞれの抗体を用いて
検出した。 
 
４．研究成果 
 リポ蛋白質との架橋産物が観察されたのは、LolC、LolE どちらの場合も限られた残基に
pBPA を導入したときであった。すなわち、これらの残基がリポ蛋白質との相互作用部位に存
在すると考えられる.。 

LolC-LolE間の相互作用に関与する残基が明らかになった。 
LolAと相互作用する LolC、LolEの部位が明らかになった。 
阻害剤の阻害様式が明らかになった。LolCDE の機能を阻害する低分子物質は、リポ蛋白質を

LolCDEから放出し、その結果 LolCDEから LolAへのリポ蛋白質受け渡しを阻害することが明
らかになった。阻害剤によって LolCDE の構造が変化することの手掛かりになる知見である。
LolC-LolE間の相互作用がどのように影響されるかを明らかにすれば、機能に重要な構造につい
ての知見が得られると期待される。 
内膜残留シグナルを持つリポ蛋白質は、LolCDE と相互作用しない。すなわち、LolCDE との
相互作用を回避する働きを持つシグナルであることが明らかになった。なお、別の解析から、
これにはリン脂質が重要であることが示唆されている。 

ATP は LolCDE とリポ蛋白質との相互作用に必須ではないが、LolA にリポ蛋白質を受け渡す
ためには必須であった。 
 
以上の研究成果は、論文発表の予定である(4)。 
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