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研究成果の概要（和文）：緑膿菌などのグラム陰性細菌の内膜と外膜には、脂質で修飾されたリ

ポ蛋白質が存在する。それぞれのリポ蛋白質がどちらの膜に局在するかは厳密に規定されてい

る。緑膿菌ではリポ蛋白質の 3 番目と 4 番目のアミノ酸残基が膜局在性を規定していることが

明らかになっているが、そのルールは不明である。緑膿菌リポ蛋白質の局在化ルールを解明す

るために、3 番目と 4 番目のアミノ酸をランダムに置換し、内膜局在化シグナルとして働く組

み合わせを選択した。その結果、Lys、Glu など電荷を持つアミノ酸が 3 番目の位置にあると、

リポ蛋白質が内膜に局在化することがわかった。 
 
研究成果の概要（英文）：Lipoproteins are located either in the inner or outer membranes of 
gram-negative bacteria such as Pseudomonas aeruginosa. Membrane localization of lipoproteins in P. 
aeruginosa is strictly determined by the residues at positions 3 and 4. To establish the sorting rule for 
lipoproteins in P. aeruinosa, combinations of amino acids at positions 3 and 4 that function as inner 
membrane retention signals for lipoproteins were selected. It turned out that charged residues such as 
Lys and Glu present at position 3 caused inner membrane retention of lipoproteins. 
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１．研究開始当初の背景 

蛋白質の輸送・局在化は細胞機能に必須の
生命活動であり、その機構に関する研究は多

種多様な生物を対象として行われている。細
菌蛋白質が細胞内あるいは細胞外へ輸送さ
れる仕組みを解明することは、単に生物学的
な興味に答えるにとどまらず、細菌感染症の
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図 1. MexA-OprM 多剤排出ポンプの模式図 

克服を目指す医学上の命題、更には細菌を利
用した物質生産といった産業上の要求にも
応えるものである。特にグラム陰性細菌の外
膜に存在する蛋白質は、細胞質で合成された
後に内膜とペリプラズム空間を経由して外
膜に局在化するため、その輸送機構は複雑で、
遺伝学、生化学、構造生物学など様々な手法
を用いた研究が国内外で進められている。ま
た、病原性細菌では外膜は宿主と直接相互作
用する器官であり、外膜に存在する蛋白質が
宿主の免疫応答を引き起こすことが知られ
ている。外膜はグラム陰性細菌の生育に必須
であるため、蛋白質を外膜に輸送する装置を
標的とした抗生物質の開発が期待されてい
る。 
 外膜を構成する 4 つの因子(リン脂質、リポ
多糖、外膜蛋白質、リポ蛋白質)はすべて細菌
の生育に必須である。外膜蛋白質とリポ蛋白
質の輸送機構は特に理解が進んでいる。リポ
蛋白質はアミノ末端の Cys が脂質で修飾され
た蛋白質の総称であり、グラム陰性細菌では
内膜と外膜に存在している。これまでに大腸
菌外膜リポ蛋白質の輸送に関わる 5 つの因子
LolA~E が同定され、生化学的、構造生物学
的解析によってリポ蛋白質の輸送機構が詳
細に解析されている。大腸菌ではリポ蛋白質
のアミノ末端から 2 番目(+2 位)の残基が Asp
であれば、そのリポ蛋白質は内膜に局在する
ことが知られている。これは、LolCDE 複合
体が+2 位に Asp を持つリポ蛋白質を認識し
ないためと考えられている。一方、+2 位に
Asp 以外の 19 種類のアミノ酸を持つリポ蛋
白質は、すべてが LolCDE に認識され、LolA、
LolB と受け渡されて外膜に局在化する。in 
vitro の解析の結果、内膜のリン脂質の組成を
変えると+2 位に Asp を持つリポ蛋白質が
LolCDE に認識されるようになることから、
リン脂質とAspの相互作用の重要性が示唆さ
れている。一方、大腸菌以外の細菌では、内
膜リポ蛋白質の+2 位は必ずしも Asp にはな
っていない。研究代表者は、緑膿菌では+2 位
ではなく+3 位と+4 位の残基によってリポ蛋
白質の膜局在性が規定されていることを明
らかにした。さらに、5 つの Lol 因子が緑膿
菌においてもリポ蛋白質の外膜局在化を担
っていることを、in vitro で輸送活性を測定し
て明らかにするとともに、LolCDE がリポ蛋
白質の局在化シグナルの認識に関与してい
ることを示した。 

２．研究の目的 

本研究では緑膿菌の外膜に存在する蛋白
質のうち、リポ蛋白質に注目し、これらがど
のような分子機構で内膜から外膜まで輸送
されるかを、基質と輸送装置の両面から解明
することを目的とした。緑膿菌ゲノムは 185

種類のリポ蛋白質をコードする ORF を有し
ている。このうち膜局在性がわかっているリ
ポ蛋白質は 30 種類程度であるが、内膜リポ
蛋白質、外膜リポ蛋白質のいずれの+3 位、+4
位にも保存された残基は存在しない。すなわ
ち、緑膿菌においてリポ蛋白質の膜局在性を
決めている領域は明らかになったが、そのル
ールが未解明である点であった。本研究では、
リポ蛋白質の+3 位、+4 位の残基に特異的に
変異を導入することにより、局在化シグナル
を網羅的に解析し、そこからルールを導き出
すことを目的とした。一方、リポ蛋白質の膜
局在性を規定する輸送装置の側から述べる
と、LolCDE が局在化シグナルの認識に関わ
ることが明らかになっている。そこで二つ目
の課題として LolCDE がいかにして 2 つのア
ミノ酸残基の組合せを認識してリポ蛋白質
を選別し、局在化させるかを明らかにするこ
とを目的とした。 
 グラム陰性細菌のリポ蛋白質は内膜に留
まるものと外膜まで輸送されるものが内膜
上で選別される。ただし、外膜リポ蛋白質が
LolCDE に認識されるためのシグナルを持っ
ているとは限らない。寧ろ、内膜に留まるリ
ポ蛋白質が LolCDE に認識されないためのシ
グナルを持っている可能性もある。LolCDE
とシグナルとの相互作用機構の解析を通じ
て、これらのシグナルの機能を解明すること
を期待した。+3 位、+4 位の 2 つのアミノ酸
残基からなるシグナルと、1 つの輸送装置が
いかにして選択的な輸送を支えているかを
理解することは、他の蛋白質の輸送装置にお
ける基質認識機構を理解する上でも役立つ
ものと考えられる。 

３．研究の方法 

（１）緑膿菌におけるリポ蛋白質の局在化ル
ールの解析 

緑膿菌のリポ蛋白質である MexA が内膜に
局在すると MexAB-OprM 多剤排出ポンプが
機能を発揮するのに対し、MexA が外膜に局
在すると排出ポンプが機能しない（図 1）。こ



 

 

図 2. 内膜シグナルを持つリポ蛋白質の選択 

図 3. 選択された MexA の+3 位、+4 位残基 

れを利用して、緑膿菌リポ蛋白質の局在を in 
vivo で評価した。mexA 遺伝子を欠損する緑膿
菌に MexA 変異体をコードするプラスミドを
導入し、菌の薬剤感受性を測定することによ
って MexA 変異体が内膜／外膜のどちらに局
在しているかを判定することができる。+3 位、
+4 位をランダムに置換した MexA 変異体を
コードするプラスミドライブラリーを構築
して緑膿菌に導入し、薬剤耐性クローンを単
離した。次にこれらのクローンの塩基配列を
決定し、内膜局在化シグナルとして機能する
残基をリストアップした。MexAB-OprM ポン
プを構成する OprM もまたリポ蛋白質であり、
OprM の外膜局在化は排出ポンプの機能に必
須であると考えられる。これを利用して、外
膜局在化シグナルとして機能する+3 位、+4
位残基をリストアップした。 

（２）LolCDE によるリポ蛋白質局在化シグ
ナル認識機構の解析 

大腸菌 LolCDE は ATP 非存在下では一部が
リポ蛋白質との複合体として精製される。こ
れはリポ蛋白質遊離反応における中間体と
考えられ、LolCDE によるリポ蛋白質認識機
構を解析する上で新たな実験系となること
が期待されている。これまでの研究により、
大腸菌で発現させた緑膿菌 LolCDE を ATP 非
存在下で精製すると外膜リポ蛋白質である
Pal が含まれていることが明らかになってい
る。本研究では+3 位、+4 位の残基を置換し
たリポ蛋白質を LolCDE とともに緑膿菌内で
過剰発現させ、LolCDE とともに共精製され
るリポ蛋白質を検出することにより、局在化
シグナルと LolCDE の相互作用機序を解析し
た。 

４．研究成果 

（１）+3 位、+4 位をランダムに置換した
MexA 変異体をコードするプラスミドライブ
ラリーを構築して緑膿菌に導入し、薬剤耐性
となった形質転換体を192個分離した（図 2）。
塩基配列を決定した結果、これらの中には 94
通りのアミノ酸配列が含まれていた。+3 位で

は Lys、Glu など親水性の高い残基が比較的多
かったのに対し、+4 位では Ser、Thr が多く
見られた（図 3）。+3 位の Lys と+4 位の Ser

に着目して、系統的な解析を行ったところ、
+3 位が Lys のとき、+4 位を 20 種類のアミノ
酸に置換した MexA 変異体の中では、+4 位に
Cys を持つ変異体でのみ薬剤耐性の低下が見
られた。一方、+4 位が Ser である場合は、+3
位に Cys または Trp を持つ MexA 変異体の薬
剤耐性が低下していた。細胞を分画してこれ
らの MexA 変異体の膜局在性を決定したとこ
ろ、Lys-Cys および Cys-Ser 配列を持つ MexA
変異体は内膜に、Trip-Ser 配列を持つ MexA
変異体は外膜に局在していた。+3 位または+4
位に Cys を持つ変異体は MexA 分子間でジス
ルフィド結合を形成するために薬剤排出ポ
ンプの活性が低下したと考えられる。一方、
+3位のTrpは単独で外膜シグナルとして機能
することが明らかとなった。また、外膜リポ
蛋白質 OprM の+3 位、+4 位を内膜局在化シ
グナルである Lys-Ser に置換したところ、こ
の変異体の薬剤耐性の低下は僅かであった。
OprM は外膜で β-バレル構造をとることが知
られており、OprM の外膜局在化が+3 位、+4
位残基よりも蛋白質部分の性質に依存して
いることが示唆された。 

（２）緑膿菌 LolCDE を緑膿菌で発現させて
精製し、ATPase 活性とリポ蛋白質遊離活性を
保持していることを確認した。ATP 存在下で
精製した LolCDE の精製画分には外膜リポ蛋
白質 OprL は検出されなかったのに対して、
ATP 非存在下で精製した LolCDE の精製画分
には OprL が検出された。これは LolCDE に
よる外膜リポ蛋白質輸送の中間体と考えら
れ、ATP 存在下では LolCDE のリポ蛋白質に
対する親和性が低下するためにリポ蛋白質
が解離したと考えられる。 
 LolCDE とリポ蛋白質の相互作用を解析す
るために、人工リポ蛋白質 LipoMalE の+3 位、
+4 位を置換し外膜シグナルとした
LipoMalE(SLI)、および内膜シグナルとした



 

 

LipoMalE(SKS)をコードするプラスミドを導
入し、緑膿菌においてこれらのリポ蛋白質と
LolCDE を共発現させた。ATP 非存在下で
LolCDEを精製したところ、LipoMalEは+3位、
+4位のアミノ酸に関わらずLolCDEと共精製
されたのに対し、ATP 存在下で精製した
LolCDE では LipoMalE の結合量は減少した。
このことから ATP の結合によって LolCDE の
LipoMalE に対する親和性が低下することが
示唆された。 

ATP 非存在下では、LipoMalE(SKS)の結合
量はLipoMalE(SLI)より少なかったことから、
LolCDE はリポ蛋白質を結合するステップに
おいて内膜リポ蛋白質と外膜リポ蛋白質を
選別する可能性が示唆された。一方で、内膜
シグナルを持つ LipoMalE(SKS)の一部は
LolCDE と結合したことから、LolCDE がリポ
蛋白質を遊離するステップにおいても選別
を行っている可能性も示唆された。 

 近年、β-バレル型外膜蛋白質を外膜に組み
込む機能を持つ外膜リポ蛋白質が 4 種同定さ
れ、外膜の生合成におけるリポ蛋白質の重要
性が特に注目されている。これらのリポ蛋白
質はグラム陰性細菌の生育に極めて重要で
あることから、リポ蛋白質の外膜輸送装置は
新たな抗生物質のターゲットとして有望で
ある。また、緑膿菌などの院内感染起因菌で
は、多剤排出ポンプの高発現による抗生物質
への耐性化が問題となっている。多くの場合、
リポ蛋白質が排出ポンプの構成因子となっ
ている。したがって、本研究で得られた知見
を基にリポ蛋白質の輸送装置に対する阻害
剤が開発されれば、耐性化した菌に対して従
来の抗生物質を再び使用することが期待で
きる。 
 リポ蛋白質の+3 位、+4 位が膜局在性を規
定するというルールは、緑膿菌以外のグラム
陰性細菌においても広く保存されていると
予想される。本研究でシグナルの全体像を明
らかにしたことで、多くの機能未知のリポ蛋
白質の各々について局在情報を与えること
が可能になった。特に外膜に局在するリポ蛋
白質に関する情報は、病原性細菌に対する抗
生物質やワクチンのターゲットを探索する
上でも有用と考えられる。 
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