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研究成果の概要（和文）： 

 大腸菌において細胞質で合成された蛋白質が細胞膜へ挿入される過程は、SecYEG などの蛋

白質群により厳密に調整されている。最近、この挿入過程に関わる非蛋白質性の膜挿入因子が

新たに見出された。本研究では、大腸菌より得られる細胞膜抽出成分から精製を行い、この膜

挿入因子の高濃縮に成功した。さらに、各種スペクトル解析により膜挿入因子の全体構造を推

定するに至った。 

 

 
研究成果の概要（英文）： 

 Integration of membrane-proteins into lipid membranes is strictly regulated with 

translocon, such as SecYEG complex and YidC. Recently, a novel integration-stimulating 

factor, suggested a sort of glycolipid, was found out in this integration process. In this study, 

we succeeded in extraction and purification of this factor from E. coli strain MC4100 and 

assumed a total structure of this integration factor by structural data obtained by NMR 

and MS analyses. 
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１．研究開始当初の背景 

 細胞質で合成された蛋白質が細胞膜へ挿
入される機構については多くの研究が積み
重ねられており、その輸送機構の詳細な解明
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は生命現象の理解という点からも重要な課
題の一つである。大腸菌を用いてこの問題を
研究していた岩手大学 西山賢一教授らは、
従来から蛋白質輸送を担う事が知られてい
た SecYEG などの蛋白質群とともに働く未
知の因子の存在を見出した。さらに、この因
子は大腸菌の外膜構成成分として知られる
リポ多糖と類似した挙動を示すことが明ら
かとなった。蛋白輸送機構は，国内外の多く
の研究者によって活発に研究されていたが，
全て蛋白質性因子を対象としたものであっ
た。このようなリポ多糖類似の分子が、外膜
構成成分や自然免疫誘導成分として以外に、
菌自身の細胞生物学的な機能に関与してい
ることは，これまで報告された例がない。ま
た、蛋白質膜輸送機構の全容解明という視点
からも興味深い事例であり、新たに見出され
た因子の同定が望まれていた。 

 

 

 

２．研究の目的 

 本研究は、グラム陰性細菌における蛋白質
の膜への挿入過程に機能することが見出さ
れた糖脂質性因子を化学的に同定し、その機
能解明により、糖脂質の新たな細胞内機能の
提示と、統一的な蛋白質膜輸送・挿入モデル
の提唱を目的とするものである。 

 

 

 

３．研究の方法 

(1)大腸菌 Ra変異株を研究協力者である西山
らより受け、膜挿入因子の大量抽出法の検討
を行う。特に、リポ多糖類似の糖脂質性分子
の可能性があるため LPS抽出法を基にした抽
出法を検討する。 
 
 
(2)抽出成分をイオン交換カラム、疎水性カ
ラムなど様々な性質を持ったカラムを用い
て分離を試み、膜挿入活性を指標に因子の精
製を行う。 
 
 
(3)精製した因子を用いて NMR や MSなどの分
析機器を用いて構造を解析し、既知の Ra-LPS
との比較を行う。機器分析のみで解析するこ
とが困難な場合は、酸、アルカリ、酵素処理
などをおこなうことで部分分解反応を行い、
因子の組成を推測する。得られた構成成分に
ついて、NMR や MS を用いて解析し、必要に応
じて、化学修飾を行い解析することで構造を
決定する。特に糖鎖部については、NMR や MS
による直接解析とともに、メチル化分析によ
り結合様式を決定する。これらの解析をもと
に、因子の構造を決定する。 

 
 
(4)推定構造を既知の糖脂質の合成法を参考
に化学合成し、推定構造が活性本体であるこ
とを実証する。 
 
 
 
４．研究成果 
(1)膜挿入因子の精製 
 
 
①膜挿入因子は LPS 様の分子の可能性も示唆
されていたことから、LPS 抽出法を活用した
膜挿入因子の精製を検討し、フェノール•ク
ロロホルム•石油エーテル法が再現性良く簡
便に菌体から LPSとともに膜挿入活性成分を
抽出できる手法であることを見出した。さら
に、陰イオン交換カラム、疎水性カラム、逆
層シリカゲルカラム、ゲルろ過カラムなど複
数のカラムを組み合わせた分離操作により、
活性とは無関係な LPS を除去し、活性成分の
濃縮に成功した。 
 
 
②一方、大腸菌の内膜成分を用いて膜挿入因
子の濃縮についても検討した。常法により得
られる内膜成分を陰イオン交換カラムと液-
液分配カラムにより順次分離を行うことで、
内膜成分からの膜挿入因子の高濃縮にも成
功した。 
 
 
③外膜由来の膜挿入活性成分と内膜由来の
膜挿入活性成分を、NMR による解析、さらに
弱酸加熱処理による比較検討した結果、互い
の活性本体は異なる分子であることが明ら
かとなった。これは外膜と内膜にそれぞれ異
なる膜挿入活性機構が存在する可能性を示
している。特に外膜由来の活性成分は Kdo 切
断条件において膜挿入活性が消失すること
から、LPS 誘導体の可能性も考えられる。 
 
 
(2)膜挿入因子の構造解析 
 
 
 (1)の結果を受け、以後、特に重要な生物
学的意義を持つ内膜上で機能する内膜由来
の膜挿入因子に注目し、詳細に解析を行った。 
 
 
①内膜由来の膜挿入因子の構成成分の解析
のため、組成分析を行った。精製した膜挿入
因子を様々な酸性条件で酸加水分解を行い、
アミノ酸、中性糖、脂肪酸、ならびにアミノ
糖についての解析を行った結果、まず膜挿入



 

 

因子には、アミノ酸が存在しないことが明ら
かとなった。さらに、中性糖についても構造
内には存在しないが、脂肪酸については、大
腸菌に一般的な脂肪酸が観測された。一方、
アミノ糖の解析では、グルコサミンの検出と
ともに大量のアンモニアが検出された。これ
ら知見より、構成成分としてグルコサミンに
加え、酸加水分解に不安定なアミノ糖を主と
する構造を有していることを推察した。 
 また、上記のアミノ酸解析の結果から、膜
挿入因子が非蛋白質性の分子であることが
実証できた。 
 
 
②内膜由来膜挿入因子を直接 MALDI-TOFMS お
よび MSMS 解析を行った結果、分子量が約
10,000 を超える分子であること、さらに３つ
のユニットから構成されるある一定の繰り
返し構造を有していることが明らかになる
とともに、１つのユニットにはアセチル基の
修飾の有無が存在することが推察された。さ
らに、フェニルジアゾメタンによりベンジル
エ ス テ ル 化 反 応 を 行 っ た 後 、 再 度
MALDI-TOFMS 解析することで、３つのユニッ
トの内の１つのユニットにアニオン性官能
基を有することが推察された。 
 
 
③内膜由来膜挿入因子を直接 1H NMR解析する
ことで、３つの N-アセチル基の存在、および
３種類の糖のアノマー位と考えられるプロ
トンが観察された。さらに 31P NMR の測定に
より、ジリン酸ジエステル結合の存在が示唆
されたことに加え、一方のリン酸基について
は上述の糖のアノマー位と考えられるプロ
トンとの相関が確認された。 
 以上のことから、３つの繰り返し構造はい
ずれもアミノ糖で構成された糖鎖であり、還
元末端はリン酸基と結合していると推測し
た。 
 さらに、48%フッ化水素酸水溶液およびア
ルカリ水溶液による処理で、脂質部位と上述
のアセチル基の部分修飾を除去できること
を見出した。このことは、アセチル基の部分
修飾は、O-アセチル型の修飾であること、お
よび脂肪酸についても通常のエステル型結
合のみが構造内に存在することが明らかと
なった。 
 
 
 上記①、②および③の結果を総合的に考え、
膜挿入因子には脂質部位と構造の大部分を
占める一定の繰り返し糖鎖が存在し、この糖
の繰り返し構造は、いずれもアミノ糖で構成
されており、それらは N-アセチルグルコサミ
ン、N-アセチル基を有したウロン酸、さらに
N-アセチル基を有した 6-デオキシヘキソー

スであり、O-アセチル基の部分修飾は、N-ア
セチルグルコサミン上に存在すると推察で
きた。 
 
 
④膜挿入因子の糖鎖部位のみを取り出し、メ
チルグリコシドへと変換後、GC-MS を用いて
解析を行うと、単純な３本のピークが観測さ
れた。これを標準サンプルおよび合成品を用
いて比較解析を行うことで、３つの構成糖を
いずれも同定するに至った。 
 
 
⑤さらに、④で用いた糖成分と同じものを 
(S)-(+)-2-ブタノールで処理することで、ブ
チルグリコシドへと変換し、GC-MS で標品サ
ンプルと比較解析することで、３つの糖はい
ずれも D型の糖であることが明らかとなった。 
 
 
⑦また、同様に④で用いた糖成分を水素化ホ
ウ素ナトリウムで還元後、誘導体化し、同様
に GC-MS で解析することで、還元末端の糖が
N-アセチルグルコサミンであることも明ら
かとなった。 
 
 
⑧一方、脂質部に関しては、48%フッ化水素
酸水溶液処理により得られる脂質部を Q-Tof
解析、ならびに、塩酸／メタノール処理とト
リメチルシリル化後の GC-MS 解析によりジア
シルグリセロール構造が示唆されるととも
に、脂肪酸のアシル鎖の種類には自由度があ
ることが明らかとなった。また、アルカリ処
理後に得られる脂質部位を用いて、トリメチ
ルシリル化後の GC-MS 解析により、リン酸と
グリセロールの結合が明らかとなった。 
 
 
以上①〜⑧の知見より、膜挿入因子の全体像
は、ジリン酸ジエステル結合を介して、ジア
シルグリセロール構造と３種類のアミノ糖
で構成される繰り返し糖鎖構造とが結合し
た形を成しており、その分子量は約 10,000
にもなることが明らかとなった。 
 
 
 
今後は、上記知見に加え、糖鎖部に対して、
メチル化分析を行うことで、糖の結合様式を
確定し、膜挿入因子の全体構造を決定する。
また、確定した構造を実際に化学合成し、活
性を検証することで膜挿入活性の本体であ
ることを確認する。 
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