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序論 

(1) タンパク質の局在化とシグナル仮説 

細胞内で合成されたタンパク質は、自身の機能する場に局在し、三次元構造を形成して初

めてその機能を正しく発揮することができる。タンパク質が機能する場は、その生合成の場

である細胞質だけではなく、生体膜表面や内部、真核細胞の細胞小器官、細胞外など様々で

ある。すべての細胞は細胞の内外を生体膜により区画されている。また、真核細胞では細胞

小器官が発達しており、各細胞小器官は生体膜により区画されている。そのため、生体膜内

部や細胞小器官内腔、あるいは細胞外で働くタンパク質は、生体膜に挿入、あるいは、生体

膜を越えて膜透過しなければならない。生体膜を介した物質の出入りは、イオンや糖質とい

った低分子であっても厳密に制御されている。そのため、細胞はタンパク質を生体膜に挿入

する、あるいは、生体膜を越えて膜透過するための専用の装置を備えている。 

初期の研究では、分泌タンパク質がどのようにして生体膜を透過するのかについて分子

機構が精力的に解析された。これらに研究に革新的な進展をもたらしたのは、Blobel らによ

って提唱された「シグナル仮説」である (1)。シグナル仮説とは、分泌タンパク質の N 末

端にはシグナル配列と呼ばれる 20~40 アミノ酸からなる延長配列が付加されており、これ

が、その行き先を示すシグナルとして機能するというものである。分泌タンパク質が合成さ

れ始めると、リボソームから露出したシグナル配列をシグナル認識粒子 (SRP) が認識、結

合する。SRP は合成途中のポリペプチドを、小胞体膜上に存在する SRP 受容体 (SR) を介

して膜上へと導く (2–4)。膜上へ導かれた分泌タンパク質は Sec トランスロコンと呼ばれ

る膜透過チャネルを通って膜透過する (5)。膜透過反応の過程でシグナル配列は切断される。

その後の研究により、膜タンパク質の膜挿入反応もシグナル仮説により説明されることが

示された (5, 6)。SRP/SR や、Sec トランスコロン (原核細胞では SecYEG、真核細胞では

Sec61 複合体) はすべての細胞に発現していることから、タンパク質膜挿入反応・膜透過反

応の分子機構は、基本的なレベルではすべての生物種に保存されていると考えられている 
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(7, 8)。 

(2) タンパク質の膜挿入反応 

生体膜内部に挿入され、その機能を発揮する膜タンパク質は、疎水性のアミノ酸が連続し

た膜貫通部位をもつ。そのため、細胞質のような親水的な環境では凝集体が生じてしまう。

このような凝集を防ぐために、膜タンパク質の膜挿入反応は翻訳に共役して進行する。タン

パク質膜挿入反応の分子機構は、モデル生物大腸菌を用いて盛んに研究され、多くの遺伝学

的、生化学的知見が蓄積されてきた。大腸菌におけるタンパク質膜挿入反応の分子機構はシ

グナル仮説の延長として説明されている。このとき、SRP は膜タンパク質の疎水的な膜貫

通部位を膜への輸送シグナルとして認識する。膜タンパク質の疎水的な膜貫通部位がリボ

ソームから露出すると、SRP はこれに結合し、SR を介して内膜上へと輸送する。その後、

SecYEG 上で翻訳に共役して膜挿入反応が進行する (Sec 依存の膜挿入反応) (図 1A) (9–

13)。分子量の小さい膜タンパク質や、C 末端側にのみ膜貫通部位をもつ膜タンパク質は

SecYEG や SRP/SR に依存せずに膜挿入することが知られている (Sec 非依存の膜挿入反

応) (図 1B) (14)。これらの膜タンパク質は、翻訳が終了するまで膜貫通部位が細胞質に露

出しないため、SRP はこれらを認識することができない。Sec 非依存の膜挿入反応は、温度

感受性の Sec 変異株や Sec 因子の欠損変異株においても膜挿入反応が進行すること、リン

脂質のみから形成されたリポソームに自発的に膜挿入することから、長年、膜貫通部位と膜

脂質の疎水的相互作用により自発的に進行すると考えられてきた (15)。 
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図 1. 大腸菌におけるタンパク質膜挿入・膜透過反応のモデル図。 
(A) Sec 依存の膜挿入反応。新生鎖膜タンパク質/リボソーム複合体は SRP/SR により膜上
に輸送される。その後、SecYEG (Sec) 上で翻訳と共役して膜挿入反応が進行する。YidC
は膜挿入された膜タンパク質の折り畳みを補助する。”M” は MPIase を示す。MPIase は
Sec 依存の膜挿入反応に必須である。 
 
(B) Sec 非依存の膜挿入反応。図の”M”は MPIase を示す。細胞質で合成された膜タンパク
質は MPIase により膜挿入される。MPIase による膜挿入反応は YidC により促進される。 
 
(C) タンパク質膜透過反応。内膜を透過するタンパク質は N 末端にシグナル配列をもった
前駆体として合成される。膜透過反応は SecYEG 上で進行する。タンパク質膜透過反応は
ATPase 活性をもつ SecA の加水分解エネルギーにより駆動される。MPIase は SecYEG と
相互作用し、膜透過反応を約 10 倍促進する。膜透過反応中にシグナル配列はシグナルペ
プチダーゼにより切断され、成熟体となる。 
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(3) Sec 非依存の膜挿入反応に関与する因子 YidC の発見 

Sec 非依存の膜挿入反応の分子機構は、モデル膜タンパク質である M13 ファージのコー

トタンパク質である M13 プロコートや Pf3 ファージのコートタンパク質である Pf3 コート

を用いて精力的に研究された。Dalbey らのグループは、これまで自発的に膜挿入すると考

えられていた M13 プロコートや Pf3 コートなどの膜挿入反応が、YidC を欠損した大腸菌

変異株において著しく阻害されることを報告した (16)。このことから、YidC は Sec 非依存

の膜挿入反応に関与する因子であることが示された。その後、ファージ由来の膜タンパク質

だけでなく、F0F1 ATPase の c サブユニットである F0c や、シトクローム酸化酵素のサブユ

ニットである CyoA などの大腸菌の染色体にコードされる膜タンパク質も YidC により膜挿

入することが明らかとなった (17–19)。YidC は Sec 依存の膜挿入反応には必須ではないが、

YidC 欠損株において SecYEG により膜挿入されるラクトースパーミアーゼの折り畳みが阻

害されることから、YidC は Sec 依存の膜挿入反応においては膜タンパク質の 3 次元構造を

整えるシャペロンの役割を果たすと考えられている (図 1A) (20)。Kuhn、 Dalbey らのグ

ループにより、Sec 非依存の膜挿入反応の in vitro 再構成が試みられた。その結果、大腸菌

リン脂質に YidC を組込んだプロテオリポソームにおいて、M13 プロコートや Pf3 コート

などの膜挿入反応が進行することが報告された (21, 22)。YidC は複数回の膜挿入サイクル

を繰り返し、膜挿入反応を触媒することから、YidC は膜組込み酵素を意味する”insertase”

であると提唱された (21)。しかしながら、Pf３コートの膜貫通部位に 3 つのロイシン残基

を加えた変異体である 3L-Pf3 コートタンパク質は、YidC を欠損した大腸菌変株において

も、膜挿入が進行すること、大腸菌リン脂質からなるリポソームに自発的に膜挿入すること

から、一部の膜タンパク質は自発的に膜挿入されると考えられてきた (21)。 

 

(4) 自発的膜挿入反応とジアシルグリセロール 

 西山らは、大腸菌のタンパク質膜挿入反応を試験管内で再構成する試みの過程において、
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SecYEG に依存して膜挿入するとされてきたマンニトールパーミアーゼ (MtlA) が、リン

脂質のみから形成されたリポソームにも自発的に膜挿入することを見出した (23)。生体内

では、無秩序な自発的膜挿入反応は起こらないと考えられたため、MtlA の自発的膜挿入反

応を抑制する因子が検索された。その結果、ジアシルグリセロール (DAG) を生理的濃度 

(2~3%)でリポソームに加えることにより、自発的膜挿入反応は完全に抑制されることが見

出された (23, 24)。DAG はリン脂質間の隙間に入り込み、その隙間を埋めることで、膜タ

ンパク質の無秩序な自発的膜挿入反応を防いでいると考えられている (25)。DAG を生理

的濃度で加えたリポソームでは、MtlA の自発的膜挿入が抑制されるだけでなく、これまで

自発的に膜挿入されると考えられてきた 3L-Pf3 コートの膜挿入反応も進行しなかった 

(24)。さらには、DAG 存在下では SecYEG や YidC を再構成したリポソームにおいても

MtlA や M13 プロコートは膜挿入しなかった (23)。これらのことから、タンパク質膜挿入

反応に必須な未知の因子が存在する可能性が示唆された。 

 

(5) MPIase の発見とその機能解析 

 タンパク質膜挿入反応に必須の因子の探索が行われた結果、SDS-PAGE上で分子量7 kDa

の因子が同定された。この因子はタンパク質膜挿入反応に必須であり、膜挿入反応を複数回

繰り返すことから、膜挿入酵素を意味する MPIase (Membrane Protein Integrase) と名付け

られた (26)。構造解析の結果、MPIase はタンパク質性の因子ではなく、糖脂質であること

が明らかになった。その構造は、 N-アセチルグルコサミン（GlcNAc）、2-アセトアミド-2-

デオキシマンヌロン酸 (ManNAcA)、4-アセトアミド-4-デオキシフコース (Fuc4NAc)の 3

種類のアミノ糖が 9～11 回繰返した糖鎖とジアシルグリセロールがピロリン酸を介して結

合した新規のものであった (図 2) (27)。MPIase の糖鎖を構成する GlcNAc の約 30%の 6-

OH はアセチル化されており、MPIase の機能に必須であった (27, 28)。MPIase は図 3 に

示すような分子機構により膜挿入反応を触媒することが明らかとなっている (27)。MPIase
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の糖鎖部分は膜タンパク質の膜貫通部位と相互作用し、凝集を防ぐシャペロン様の機能を

果たす (27)。合成された基質膜タンパク質は膜上で MPIase の糖鎖部分と相互作用し、膜

挿入可能な状態となる (図 3 Step1)。MPIase はリン脂質二重層の膜表面の流動性を上昇さ

せ、膜挿入するために隙間を開けると考えられている (図 3 Step2) (29)。MPIase と相互作

用した基質膜タンパク質は、この隙間に膜挿入する (図 3 Step3)。膜挿入反応を終了した

MPIase は基質膜タンパク質解離し (図 3 Step4)、次の膜挿入サイクルへと移る (図 3 Step5)、

このサイクルを繰り返すことにより、MPIase は膜挿入反応を触媒する。このように MPIase

は糖脂質でありながら、酵素様の機能を果たすことから、「糖脂質酵素 (Glycolipozyme) 」

という概念が提唱されている (27)。 

 

 
 

図 2. MPIase の構造。 
MPIase は N-アセチルグルコサミン（GlcNAc）、2-アセトアミド-2-デオキシマンヌロン酸 
(ManNAcA)、4-アセトアミド-4-デオキシフコース (Fuc4NAc)の 3 糖の繰返し (n=9～
11) とジアシルグリセロールがピロリン酸を介して結合した糖脂質である。R1 は炭素鎖
16~20 の飽和/不飽和脂肪酸を示す。R2 は水素原子あるいはアセチル基を示す。CdsA は
Compound I (点線) の生合成反応を触媒する。 
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図３. Sec 非依存の膜挿入反応における MPIase の作用機構。 
MPIase は膜上で基質膜タンパク質と直接相互作用する (Step1) 。MPIase は膜表面の流
動性を上げ、膜挿入のための間隙を作る (Step2) 。 MPIase の膜表面の間隙に基質膜タン
パク質が挿入される (Step3) 。膜挿入終了後、MPIase は基質膜タンパク質と解離し 
(Step4)、次の膜挿入サイクルに移る (Step5) 。 

 

(6) MPIase と YidC との関係 

 YidC は Sec 非依存の膜挿入反応を触媒する”insertase”であると提唱されていた (21)。し

かしながら、西山らの in vitro 再構成系を用いた解析によると、自発的膜挿入反応を抑制し

た条件下においては、YidC 単独では膜挿入反応は進行せず、膜挿入反応には MPIase が必

須であった (23, 26, 27)。Dalbey らの解析によると、YidC を欠損した条件下であっても、

内膜に局在する M13 プロコートはアルカリ抽出に対して耐性であることが示された (30)。

この結果は、YidC を欠損した場合でも、膜挿入反応の初期段階は進行していることを示し

ており、YidC は膜挿入反応の後期段階に関与することが強く示唆された。当研究室、西川・

佐々木らによって、一部の膜タンパク質の膜挿入反応における YidC の機能が明らかにされ

ている。F0F1 ATPase の c サブユニットである F0c は SecYEG に依存せずに膜挿入反応する 

(17)。YidC 欠損株では F0c の膜挿入反応が阻害されることから、F0c の膜挿入反応には YidC

が関与することが示されている (31)。しかしながら、in vitro 再構成系における解析では
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様々な結果が報告されている。F0c の膜挿入は YidC により触媒されるとの報告 (17) や、

F0c は自発的に膜挿入し、この自発的膜挿入反応は DAG により抑制されない (32) など、

それらの結果は様々であり、F0c の膜挿入反応における YidC の機能は不明であった。タン

パク質の膜挿入反応の in vitro 実験系では、無細胞タンパク質合成システムを用いて試験管

内で基質膜タンパク質を合成し、反応系に加えられた膜小胞への膜挿入反応を解析する。膜

小胞に挿入した基質膜タンパク質は、外側から加えられたプロテアーゼの消化を免れるた

め、プロテアーゼ耐性の断片として検出される。これを指標にして膜挿入を評価する。膜挿

入した F0c は膜の外側に露出する部分がないため、F0c の場合は分子全体が膜挿入断片とし

て検出される。また、膜挿入の検出を容易にするため、基質膜タンパク質を放射性アミノ酸

でラベルする。反応系に加える放射性アミノ酸の濃度は非放射性のアミノ酸の濃度に比べ

て低濃度であるため、放射性アミノ酸の濃度がタンパク質合成の律速となる。そのため、in 

vitro 系において合成される膜タンパク質の量は、反応系の MPIase や YidC の量に比べて非

常に少ない。放射性アミノ酸に加えて非放射性のアミノ酸を添加し、基質膜タンパク質の合

成量を増やした条件において、F0c の膜挿入反応が解析された。西川・佐々木らは、膜挿入

反応されなかった F0c がプロテアーゼ耐性の凝集体を形成することを見出した。F0c がプロ

テアーゼ耐性の凝集体を形成した場合であっても、分子全体がプロテアーゼ耐性の断片と

して検出されるため、膜挿入反応を正しく評価することができない。これまでの報告では、

プロテアーゼ耐性の凝集体 F0c を膜挿入断片としていたことが、F0c の膜挿入反応を正しく

解析できていなかった原因であると考えられる。F0c の凝集体は界面活性剤オクチルグルコ

シドによっても可溶化されず、プロテアーゼ耐性のままであった。一方、膜小胞に挿入され

た F0c はオクチルグルコシド存在下ではプロテアーゼにより消化される。オクチルグルコシ

ド存在下でのプロテアーゼによる消化を指標に F0c の膜挿入反応における MPIase、YidC の

機能が解析された結果、膜挿入反応は YidC のみでは進行せず、MPIase が必須であること、

さらに、MPIase による膜挿入反応は YidC により著しく促進される様子が観察された (33)。
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MPIase により膜挿入された F0c は YidC へ受け渡され、YidC が膜挿入反応を完了させると

いうように、MPIase と YidC は協調的に働くとこで、F0c 膜挿入反応を触媒していると考え

られる (図 4)。しかしながら、F0c はクロロホルム/メタノール混合溶液に可溶であるなど、

膜タンパク質の中でも特殊な性質を示す (34)。図 4 に示すような分子機構により他の基質

膜タンパク質が膜挿入されるかどうかについては不明である。 

 
 

 

 
図 4. MPIase と YidC の協調的な作用による F0c の膜挿入反応。 
MPIase は膜表面で F0c と相互作用し、膜挿入反応が開始される (Step1)。YidC は MPIase
から膜挿入反応中に基質膜タンパク質を受け取り (Step2)、膜挿入反応を完了させる 
(Step3)。膜挿入できなかった F0c はプロテアーゼ耐性の凝集体を形成する。図は文献 
(33) より引用した。 
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(7) MPIase のタンパク質膜透過反応における役割 

 大腸菌の外膜やペリプラズムで働くタンパク質は内膜を透過する必要がある。膜透過さ

れるタンパク質は N 末端にシグナル配列をもった前駆体として合成される (図 1C)。ただ

し、一部のタンパク質を除いては、SecYEG への輸送に SRP/SR は必須ではない (35)。そ

のため、大腸菌におけるタンパク質膜透過反応では、ポリペプチドの合成終了後に膜透過す

ることができる (図 1C) (9, 10)。SecYEG 上での膜透過反応は ATPase 活性をもつ SecA の

ATP 加水分解エネルギーより駆動される (図 1C) (9, 10)。生化学的な解析をもとに、SecA

は以下のような作用機序により膜透過反応を駆動すると考えられている。SecA は SecYEG

上で基質タンパク質と ATP を結合すると構造変化を起こし、基質タンパク質を引き連れて

SecYEG 内部に深く挿入する。その後、ATP 加水分解により構造を変え、基質タンパク質

を手放して SecA だけが脱挿入する。この挿入・脱挿入を繰り返すことにより、膜透過反応

を段階的に駆動すると考えられている (36–38)。SecG は 2 回膜貫通タンパク質であり、そ

の N 末端・C 末端はペリプラズム側に露出している (39) (図 5)。SecG は SecYE・SecA に

よる膜透過反応を著しく促進する (40)。SecG の配向性は膜透過反応に共役して反転する

ことが知られている (39)。SecA の膜への挿入に共役して配向性が反転し、SecA の脱挿入

と共役して元の配向性に戻る (39) (図 5)。この SecA-SecG のダイナミックな構造変化によ

り膜透過反応サイクルが促進される (39, 41)。前駆体タンパク質のシグナル配列は膜透過

反応中にシグナルペプチダーゼにより切断され、成熟体となる。in vitro 実験系を用いて、

膜透過反応における MPIase の機能が解析された。その結果、MPIase は SecYEG による膜

透過反応を約 10 倍促進することが明らかとなった (23, 42)。化学架橋剤を用いた解析の結

果、MPIase 非存在下では SecYEG は SecE を接触面とした二量体構造 (back-to-back) で

あるのに対し、MPIase 存在下では SecG が接触面近傍に位置する二量体構造 (side-by-side) 

となることが明らかとなった (図 6) (42)。SecG の膜反転サイクルは side-by-side 構造のと

きのみ可能となり、膜透過活性が著しく促進される (42)。 



14 
 

このように、in vitro 再構成系を用いた解析により、MPIase は膜挿入反応に必須であり、

膜透過反応を著しく促進することが明らかとされてきた。しかしながら、MPIase の構造は

新規のものであったことから、MPIase の生合成経路の全容は不明であった。そのため、

MPIase を欠損した変異株を構築することができず、MPIase が in vivo においてタンパク質

膜挿入反応・膜透過反応に関与しているのかどうかについては不明であった。第 1 章では、

MPIase の生合成遺伝子をとして CdsA、YnbB を同定した。これらの遺伝子破壊株を構築

し、MPIase の枯渇が、タンパク質膜挿入反応・膜透過反応、さらには菌の生育に及ぼす影

響について調べ、MPIase の in vivo における機能解析を行った。第 2 章では、MPIase の発

現量が低温下で著しく増加することを見出した。低温下における MPIase の増加には、cdsA

遺伝子、ynbB 遺伝子が関与することを明らかにした。さらに、MPIase の増加の低温下で

のタンパク質膜挿入・膜透過反応における役割を解析した。第 3 章では、低温下における

cdsA 遺伝子の発現誘導機構を解析した。 
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図 5. SecA の膜挿入・脱膜挿入に共役した SecG の配向性の反転。 
SecA は SecYEG 上で基質タンパク質と ATP を結合すると構造変化を起こし、基質タンパ
ク質を引き連れて SecYEG 内部に深く挿入する。その後、ATP 加水分解により構造を変
え、基質タンパク質を手放して SecA だけが脱挿入する。この挿入・脱挿入を繰り返すこ
とにより、膜透過反応は段階的に駆動される。SecG は SecA の挿入・脱挿入反応に共役し
て自身の配向性を反転させる。この配向性の変化により膜透過反応は促進される。図は文
献 (39) より引用した。 
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図 6. MPIase による SecYEG の二量体構造の変化。 
(左) SecYEG の結晶構造に基づく SecYEG 二量体構造。(右) 化学架橋実験により明らかに
された MPIase 存在下での SecYEG 二量体構造モデル。図は細胞内（細胞質）から膜
（SecYEG）を見た図を示す。SecY、SecE、SecG をそれぞれ紫、黄色、青で示し
た。”TM”は膜貫通領域で、SecG の TM1 と TM2 を示している。SecE（SecE 106C、左）
や SecG（SecG 60C、右）に導入したシステイン残基（赤い点）は、近接していればそれ
ぞれ酸化反応によりジスルフィド結合を形成する。MPIase 非存在下では SecE 106C 同士
が化学架橋される一方、MPIase 存在下では SecG 60C 同士が化学架橋される。図は文献 
(42) より引用した。 
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第 1 章. 糖脂質 MPIase は in vivo においてもタンパク質膜挿入に必須であり、タンパク質

膜透過反応を促進する 

1-1. 導入 

 大腸菌の外膜には ECA (Enterobacterial common antigen) と呼ばれる糖脂質が存在する

(43)。ECA の構造は MPIase とよく似ているが、いくつかの点で異なっている。ECA の糖

鎖ユニットは MPIase と同様であるが、その繰り返しの回数が MPIase は 9~11 回である

のに対して ECA は 18~55 回と長く、分子によってばらつきがある。また、糖鎖と脂質部

分をつなぐリンカーが MPIase はピロリン酸であるのに対して ECA はモノリン酸である。

ECA には膜挿入反応を触媒する機能はない (27)。ECA 生合成反応に関与する遺伝子のほ

とんどは同定されている (44, 45)。ECA 生合成遺伝子欠損株における MPIase 発現量に変

化はないことから、MPIase は ECA とは異なる生合成遺伝子により合成される、あるいは、

一部重複はあるものの、その反応には機能の重複した複数の遺伝子が関与していると考え

られる (27)。約 20 年前、ECA の生合成における研究の過程において、糖脂質 ManNAc-

GlcNAc-PP-DAG が同定されていた (図 2) (46)。当時はこの物質が何であるのかは全く

不明であったが、MPIase の構造が明らかとなった今では、この物質は MPIase 生合成中間

体であると考えられる。このことから、MPIase はホスファチジン酸上で糖鎖が伸長して

生合成が進むと考えられる。そのため、MPIase 生合成反応の第一段階は GlcNAc-PP-DAG 

(Compound I) (図 2) が生合成される反応であると予想した。第 1 章では、Compound I を

生合成する因子を探索し、その生合成遺伝子欠損株を構築することで、MPIase の枯渇が

タンパク質膜挿入・膜透過反応、および菌の生育に及ぼす影響について調べた。 

 

1-2. 結果 

(1) MPIase 生合成遺伝子の同定 

 Compound I 生合成酵素の探索の過程で、CTP 生合成遺伝子 pyrG 遺伝子の変異株 
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(JF618) において MPIase 発現量が大幅に低下することを見出した。JF618 株の生育はシチ

ジン要求性となる (47)。この株をシチジン枯渇条件で培養したとき、MPIase 発現量の大幅

な低下が観察された (図 7)。また、MPIase 発現量の低下に伴って、M13 プロコートの膜挿

入反応の著しい阻害が観察された (図 7)。これらの結果から、Compound I はシチジン誘導

体を前駆体として生合成させることが示唆された。 

 大腸菌においてすべてのリン脂質はシチジン誘導体 CDP-ジアシルグリセロール (CDP-

DAG) を前駆体として生合成される (48)。Compound I もグリセロリン脂質の一種である

ため CDP-DAG を前駆体として生合成される可能性が考えられた。CDP-DAG は、CdsA

により、CTP とホスファチジン酸 (PA) から生合成される (図 8) (49, 50)。当研究室、佐

藤らが CdsA を過剰発現し、MPIase 量に及ぼす影響を調べた。その結果、CdsA の発現量

の増加に対応して MPIase の増加が観察された (図 9)。YnbB はアミノ酸配列から CdsA の

パラログとされているが、その機能は不明である。YnbB の過剰発現によっても MPIase の

増加が観察された (図 9)。これらの結果から、CdsA と YnbB は MPIase 生合成反応に関与

することが示された。当研究室、亀本が Compound I 生合成に必要な基質を検索したとこ

ろ、CTP とホスファチジン酸、GlcNAc-P を CdsA 過剰発現株から調製した内膜画分を混

ぜ合わせたとき、TLC 上で Compound I の標品と Rf 値が一致する物質が合成されている

様子が観察された。サントリー生命科学研究所・藤川研究員、島本主幹研究員による LC-

MS/MS 解析により、合成された物質が Compound I であることが確かめられた。これらの

結果から、CdsA は CDP-DAG 生合成に加えて、Compound I 生合成反応も触媒することが

示された。 

 GN80 (CdsA8 変異株) は pH8.0 以上のアルカリ条件においてリン脂質生合成反応が阻

害される cdsA 遺伝子変異株である (51)。CdsA8 変異株を pH8.5 で培養し、リン脂質生合

成反応、MPIase 生合成反応に及ぼす影響を調べた。その結果、リン脂質生合成反応は著し

く阻害されていたが、MPIase 発現量は約 3 倍増加していた (図 10)。これらの結果から、
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CdsA8 変異株はアルカリ条件下においてリン脂質生合成反応が阻害されるが、MPIase 生合

成反応が亢進される変異株であることが示された。粗精製した CdsA8 を用いて、CDP-DAG、

Compound I それぞれの合成を経時的に観察した。in vitro で合成された CDP-DAG は CDP-

DAG 加水分解酵素 Cdh (52) により速やかに分解されるため、CdsA8 変異株の cdh を破壊

した株を構築した (RS80)。その結果、CDP-DAG は反応開始直後速やかに合成され、その

合成量は反応開始から 5 分で頭打ちになったが、Compound I は CDP-DAG に遅れて合成

され、その合成量は反応時間の経過と共に増加する様子が観察された (図 11)。CdsA8 変異

株の変異部位を調べたところ、207 番目のチロシン残基がヒスチジン残基に置換される変異

であった。この変異部位を CdsA の結晶構造 (53) に照らし合わせると、PA の結合部位の

近傍に位置していた。アルカリ条件下では、ヒスチジン残基の脱プロトン化によって CDP-

DAG の解離が阻害され、その結果、CDP-DAG 生合成およびリン脂質生合成反応が阻害さ

れたと考えられる。一方、CDP-DAG が CdsA 分子内部に保持されたことにより、Compound 

I 生合成反応が亢進され、MPIase 発現量が増加したと考えられる。これらの結果から、

Compound I は CdsA 分子内部に CDP-DAG が保持された状態で GlcNAc-P が取り込まれ

ることにより生合成されるという作業モデルを提唱した (図 12)。 
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図 7. シチジン要求性変異株のシチジン枯渇条件下における MPIase 発現量の低下、および
膜挿入反応の阻害。 
シチジン添加培地で一晩培養した JF618 (pyrG51) を M9 最少培地で 3 回洗浄後、シチジ
ン添加・非添加 M9 最少培地に 1:100 希釈で植菌した。シチジン非添加培地において生育
阻害が観察されてから、さらに 3 時間培養した。TCA 沈殿後、ウエスタン・ブロッティン
グにより MPIase、SecB を検出した。各バンドの強度は ATTO CS analyzer により定量し
た。M13 (プロ) コートの場合は、JF618/pMS119-PC を上述のように培養後、1 mM 
IPTG を添加し M13 プロコートの発現を誘導した。[35S] メチオニン-システインで 60 秒
標識後、TCA 沈殿によりタンパク質を回収した。抗 M13 コート抗体により免疫沈降後、
SDS-PAGE により分離、オートラジオグラフィーにより M13 (プロ) コートを検出した。 
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図 8. CdsA による CDP-DAG 生合成反応。 
CdsA は CTP の CMP 部分を PA に転移し、CDP-DAG を生合成する。副産物としてピロ
リン酸 (PPi) が生成する。R は炭素数 16~18 の飽和/不飽和脂肪酸を示す。 
 
 
 
 

 
 

図 9. CdsA、YnbB の過剰発現による MPIase 発現量の増加。 
BL21 (DE3)、BL21 (DE3)/pT7-CdsA、および BL21 (DE3)/pT7-YnbB を LB 培地で対数
増殖期まで培養後、1 mM IPTG を添加して CdsA、YnbB の発現を誘導した。IPTG 添加
後、2 時間培養を続けた後、反転内膜小胞 (INV) を調製し、CdsA、MPIase、および
SecG をウエスタン・ブロッティングにより検出した。各バンドの強度 CS analyzer 
(ATTO) により定量した。 
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図 10. 高 pH 感受性 CdsA8 変異株におけるリン脂質生合成反応の阻害と MPIase 生合成反
応の亢進。 
(A) GN80 を pH6.5、pH 8.5 の LB 培地で培養後、TCA 沈殿により全タンパク質画分を調
製した。MPIase、SecB は抗 MPIase 抗体、抗 SecB 抗体を用いてウエスタン・ブロッティ
ングにより検出した。各バンドの強度は ATTO CS Analyzer により定量した。 
 
(B) 各株を pH 8.5 の LB 培地で培養後、材料と方法に示す手順でリン脂質を抽出した。調
製した試料を TLC プレート上でクロロホルム/メタノール/水 = 9/5/1 の展開溶媒で展開
した。リン脂質はアニスアルデヒド/硫酸により検出した。PE はホスファチジルエタノー
ルアミン、PG はホスファチジルグリセロール、CL はカルジオリピン、PA はホスファチ
ジン酸を示す。 

 

 

B 

A 
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図 11. CdsA8 による CompundI、および CDP-DAG 生合成。 
RS80 (cdsA8 ∆cdh) を pH 6.5 の LB 培地で培養後、INV を調製した。pH 8.5 条件下で材
料と方法に示す手順で Compound I、CDP-DAG を試験管内で合成した。各時間における
反応溶液を TLC にスポットし、反応を終了させた。クロロホルム/アセトン/80%アセト
ニトリル= 1/6/6 の展開溶媒で展開し、オートラジオグラフィーにより検出した。 

 
  



24 
 

 
 

図 12. CdsA および Tam41p の作業モデル。 
CdsA に取り込まれた PA は CTP と反応し CDP-DAG に変換される。その後、CdsA から
遊離した CDP-DAG はリン脂質へと変換される。一方、CDP-DAG が CdsA 分子内部に
保持された状態で GlcNAc-P と反応すると、Compound I へと変換される。CdsA8 変異株
ではアルカリ条件下において CDP-DAG の CdsA からの遊離が阻害されるため、
Compound I 生合成反応は亢進する。Tam41p は CDP-DAG を生合成するが、Compound 
I は生合成しない。 
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(2) MPIase 生合成遺伝子欠損株の構築 

ynbB 遺伝子欠損株（KS21）、cdsA 遺伝子欠損株 (KS22) および cdsA/ynbB 遺伝子二重

欠損株(KS23) を構築し、MPIase 発現量に及ぼす影響について調べた。CdsA は菌の生育に

必須であるため、プラスミド上のアラビノース・プロモーターから CdsA を発現 (pAra-

CdsA) させた状態で染色体上の cdsA 遺伝子を破壊した。cdsA 遺伝子は ispU-cdsA-rseP-

bamA オペロンの 2 番目に位置している (図 13)。これらの遺伝子はすべて生育に必須であ

る(54)。cdsA 遺伝子の破壊によって、オペロンを構築している他の遺伝子の発現が阻害さ

れないように、cdsA 遺伝子の ORF をそのまま、cat 遺伝子の ORF に置換した (図 13)。

YnbB は菌の生育に必須でない (54)。KS21 は野生株 (EK413) と同様に生育した (図 14A)。

KS22/pAra-CdsA 、 KS23/pAra-CdsA は ア ラ ビ ノ ー ス 添 加 培 地  (YnbB+/CdsA+, 

∆YnbB/CdsA+) では野生株と同様に生育するが、アラビノース非添加培地 (YnbB+/∆CdsA, 

∆YnbB/∆CdsA)では致死であった (図 14A)。これらの株の MPIase 発現量を調べた。

KS22/pAra-CdsA、KS23/pAra-CdsA はアラビノース添加培地で前培養後、アラビノース添

加・非添加培地にそれぞれ植菌した。液体培地においても CdsA 枯渇株は生育しなかった

(図 14B)。KS21 の MPIase 発現量は野生株とほぼ変わらなかった (図 16)。一方、KS22/pAra-

CdsA、KS23/pAra-CdsA ではアラビノース非添加培地で培養し、CdsA を枯渇した条件下

において MPIase 発現量の著しい低下が観察された (図 16)。これらの結果から、CdsA は

MPIase の生合成反応に関与することが示された。 

MPIase の枯渇がタンパク質膜挿入反応に及ぼす影響について、モデル膜タンパク質であ

る M13 プロコートの膜挿入反応を調べた。M13 プロコートは N 末端にシグナル配列をも

った前駆体として合成され、膜挿入後、シグナルペプチダーゼによりシグナル配列が切断さ

れ成熟体となる (図 15)。シグナル配列の切断による分子量の減少を膜挿入の指標として解

析した。その結果、MPIase を枯渇した条件において M13 プロコートの蓄積が観察された 

(図 16)。MPIase の枯渇が膜挿入反応に及ぼす影響についてパルス・チェイス実験により詳
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細に調べた。MPIase が発現している条件 (CdsA+/YnbB+、CdsA+/∆YnbB) では膜挿入反応

は速やかに進行した一方、MPIase が枯渇した条件下 (∆CdsA/YnbB+、∆CdsA/∆YnbB)では、

膜挿入反応は完全に阻害され、膜挿入しなかった M13 プロコートが時間経過と共に分解さ

れている様子が観察された (図 17A、B)。以上の結果から、MPIase は in vivo においても

タンパク質膜挿入反応に関与することが示された。 

 

 

 

 

 
図 13. ∆ynbB 株、∆cdsA 株、および∆ynbB ∆cdsA 二重欠損株の遺伝型。 
cdsA 遺伝子の開始コドンから終始コドンまでをクロラムフェニコール耐性遺伝子 (cat) 
の ORF と置換した。ynbB 遺伝子は Keio コレクションの∆ynbB::kan を EK413、BL21 に
導入し、kan カセットを FRT システム (54, 55) により削除した。CdsA は菌の生育に必
須であるため、∆cdsA 株、∆ynbB ∆cdsA 株ではプラスミド上のアラビノース・プロモータ
ーから CdsA を発現させた。 
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図 14. ∆ynbB 株、∆cdsA 株、および∆ynbB ∆cdsA 二重欠損株の生育。 
(A) 各株を 0.2 %アラビノース添加・非添加の LB プレートに植菌し、37℃で 16 時間培養
した。 
 
(B) 一晩培養した KS22 (∆cdsA)/pAra-CdsA、KS23 (∆ynbB ∆cdsA)/pAra-CdsA を LB 培地
で 3 回洗浄後、アラビノース添加・非添加培地に 1:1000 希釈で植菌し、37℃で培養した。
660 nm における濁度を経時的に測定した。 

  

B 

A 
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図 15. M13 プロコートの膜挿入反応。 
M13 プロコートは N 末端にシグナル配列をもった前駆体として合成される。シグナル配
列を青丸で示す。膜挿入後、シグナルペプチダーゼによりシグナル配列が切断され、成熟
体 (M13 コート) となる。 
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図 16. CdsA、YnbB の枯渇が MPIase 発現量や M13 プロコートの膜挿入に及ぼす影響。 
一晩培養した各株を LB 培地に 1:1000 希釈で植菌し、37℃で培養した。KS22/pAra-
CdsA、KS23/pAra-CdsA は、菌を LB 培地で 3 回洗浄後、アラビノース添加・非添加培地
にそれぞれ植菌した。アラビノース非添加培地において生育の阻害が観察された時点で、
1 mM IPTG を加えて 1 時間、M13 プロコートを誘導した。培養液を TCA 処理後、
MPIase、M13 (プロ) コートをウエスタン・ブロッティングにより検出した。procoat は
M13 プロコート、coat は M13 コートを示す。”★” は M13 プロコートのバンドを示す。 
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図 17. MPIase の枯渇が M13 プロコートの膜挿入反応に及ぼす影響。 
(A) アラビノース添加培地で一晩培養した KS22/pAra-CdsA、KS23/pAra-CdsA を M9 最
少培地で 3 回洗浄後、アラビノース添加・非添加培地に植菌し、37℃で培養した。M13 プ
ロコートは 1 mM IPTG で 5 分間誘導した。パルス・チェイス実験、免疫沈降は、材料と
方法に示す手順で行った。M13 プロコート、M13 コートのバンドはオートラジオグラフィ
ーで検出し、Image Quant (GE Healthcare) により定量した。 
 
(B) M13 プロコートと M13 コートの総和に対する M13 プロコートの割合 (縦軸) をチェ
イス時間 (横軸) に対してプロットした。 
 

 

 

B 

A 
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(3) MPIase の欠損が大腸菌の生育および膜挿入反応に及ぼす影響 

  CdsA 欠損株では、MPIase の枯渇と共にリン脂質生合成も阻害される。リン脂質の生合

成反応は菌の生育に必須であるため、この株では MPIase の枯渇が生育に及ぼす影響につい

て調べることができなかった。Tam41p は真核生物のミトコンドリアに局在する CDP-DAG

生合成酵素である (56)。小胞体に局在する Cds1p は大腸菌の CdsA とアミノ酸配列の相同

性をもつ一方、Tam41p は全く相同性をもたない (56)。そこで、Tam41p は大腸菌内にお

いて CDP-DAG 生合成のみを行うのではないかと予想し、酵母の Tam41p を CdsA 欠損株

に発現させた。BL21 を親株として、cdsA 遺伝子欠損株 (KS44) および cdsA/ynbB 遺伝子

二重欠損株(KS46) を構築した (図 14)。TAM41 はプラスミド上の T7 プロモーター支配下

に配置した (RKP153)。CdsA 枯渇株では基質である PA が蓄積するため、PA の蓄積量を

指標としてリン脂質生合成能を評価した。CdsA 枯渇株では PA が全リン脂質の 30~40%程

度まで蓄積する様子が観察された (図 18)。CdsA 枯渇条件下において Tam41p を発現させ

た場合、PA の蓄積量が大幅に低下した (図 18)。また、pH 8.5 で培養した CdsA8 変異株に

Tam41p を発現させると、PA 蓄積量が大幅に低下した (図 10B)。これらの結果から、

Tam41p は大腸菌内で CDP-DAG 生合成酵素として機能することが示された。続いて、

Tam41p が MPIase 生合成反応に関与するかどうかを調べた。CdsA 枯渇株に Tam41p を発

現させても、MPIase の発現量は回復しないばかりか、さらに完全に枯渇される様子が観察

された (図 19)。Tam41p が CdsA、YnbB と PA を競合するため、MPIase 発現量が減少し

ていると考えられる。これらの結果から、Tam41p は大腸菌内で CDP-DAG を生合成する

が、MPIase 生合成反応には関与しないことが判明した (図 12)。そのため、CdsA 枯渇株に

Tam41p を発現させると、リン脂質生合成は正常で MPIase のみを枯渇した株が得られる。

この株を用いて、MPIase の枯渇が菌の生育に及ぼす影響について調べた。その結果、固体

培地、液体培地の両方において、Tam41p を発現した条件であっても CdsA 枯渇株は生育し

なかった (図 20A、B)。以上のことから MPIase は大腸菌の生育に必須であることが示され
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た。 

 リン脂質生合成反応が阻害された条件下では、膜構造が破壊されたことにより、M13 プ

ロコートが膜挿入できず、前駆体が蓄積していた可能性も考えられる。Tam41p を発現さ

せ，リン脂質生合成反応が回復している条件下における M13 プロコートの膜挿入反応を調

べた。ウエスタン・ブロッティング、パルス・チェイス実験において MPIase の枯渇により

M13 プロコートの膜挿入反応は完全に阻害されている様子が観察された (図 21A、B)。

MPIase 枯渇条件下においても YidC 発現量には大幅な変化は観察されなかった (図 24)。

これらの結果から、MPIase は in vivo においてタンパク質膜挿入反応に必須であることが

示された。 
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図 18. CdsA 枯渇株における Tam41p の発現がリン脂質生合成に及ぼす影響。 
(上) アラビノース添加培地で一晩培養した KS44/pAra-CdsA/RKP153、KS46/pAra-
CdsA/RKP153 を、LB 培地で 3 回洗浄後、1:1000 希釈で LB 培地に植菌した。OD660 0.2~0.3
で 0.1 mM IPTG を添加し、Tam41p の発現を誘導した。同時に[14C]-パルミチン酸で標識
した。37℃で 3 時間培養後、材料と方法に示す手順でリン脂質を抽出した。調製した試料
は、TLC で展開し、オートラジオグラフィーで検出し、Image Quant (GE Healthcare) に
より定量した。(下) 全リン脂質に対する PA の割合を示した。 
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図 19. Tam41p の発現が MPIase 発現量に及ぼす影響。 
アラビノース添加培地で一晩培養した KS44/pAra-CdsA/RKP153、KS46/pAra-
CdsA/RKP153 を LB 培地で 3 回洗浄後、1:1000 希釈で LB 培地に植菌した。OD660 
0.2~0.3 で 0.1 mM IPTG を添加し、Tam41p の発現を誘導した。MPIase、SecB をウエス
タン・ブロッティングにより検出した。 
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図 20. CdsA 枯渇株における Tam41p の発現が菌の生育に及ぼす影響。 
(A) 各株を 0.2 %アラビノース添加・非添加、もしくは、0.1 mM IPTG 添加・非添加の
LB プレートに植菌し、37℃で 16 時間培養した。IPTG の添加により Tam41p が発現す
る。 
 
(B) アラビノース添加培地で一晩培養した KS44/pAra-CdsA/RKP153、KS46/pAra-
CdsA/RKP153 を LB 培地で 3 回洗浄後、アラビノース添加・非添加培地に 1:1000 希釈で
植菌し、37℃で培養した。OD660 0.2~0.3 で 0.1 mM IPTG を添加し、Tam41p の発現を誘
導した。660 nm における濁度を経時的に測定した。 

B 

A 
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図 21. MPIase の枯渇がタンパク質膜挿入反応に及ぼす影響。 
(A) 一晩培養した各株を LB 培地に 1:1000 希釈で植菌し、37℃で培養した。KS22/pAra-
CdsA/pTet-Tam41p、KS23/pAra-CdsA/pTet-Tam41p は、LB 培地で 3 回洗浄後、0.2%
アラビノース添加・非添加培地にそれぞれ植菌した。アラビノース非添加培地において生
育の阻害が観察された時点で、1 mM IPTG で 1 時間、M13 プロコートを誘導した。
MPIase、M13 (プロ) コートをウエスタン・ブロッティングにより検出した。procoat は
M13 プロコート、coat は M13 コートを示す。 

B 

C 

A 
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(B) アラビノース添加培地で一晩培養した KS22/pAra-CdsA、KS23/pAra-CdsA を M9 最
少培地で 3 回洗浄後、アラビノース添加・非添加培地に植菌し、37℃で培養した。M13 プ
ロコートは 1 mM IPTG で 5 分間誘導した。パルス・チェイス実験、免疫沈降を材料と方法
に示した手順で行った。M13 プロコート、M13 コートのバンドはオートラジオグラフィー
で検出し、Image Quant (GE Healthcare) により定量した。procoat は M13 プロコート、
coat は M13 コートを示す。 
 
(C) M13 プロコートと M13 コートの総和に対する M13 プロコートの割合 (縦軸) をチェ
イス時間 (横軸) に対してプロットした。 
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(4) MPIase の欠損がタンパク質膜透過反応に及ぼす影響 

 MPIase は SecYEG と相互作用し、膜透過反応を約 10 倍促進する (23, 42)。MPIase の

枯渇がタンパク質膜透過反応に及ぼす影響について調べた。外膜タンパク質 OmpA は N 末

端にシグナル配列をもった前駆体 (pOmpA) として合成され、膜透過反応中にシグナル配

列が切断され、成熟体 (OmpA) となる。MPIase の枯渇が pOmpA の膜透過反応に及ぼす

影響について、シグナル配列の切断を指標にパルス・チェイス実験により評価した。MPIase

が発現している条件 (CdsA+/YnbB+、CdsA+/∆YnbB) では、pOmpA は速やかに OmpA に

変換されるのに対し、MPIase 枯渇条件下 (∆CdsA/YnbB+、∆CdsA/∆YnbB) では、pOmpA

がチェイス時間 4 分まで蓄積する様子が観察された (図 22A、B)。Tam41p を発現させ、

リン脂質生合成反応が回復している条件下においても同様に MPIase 枯渇条件下において

著しい膜透過反応の阻害が観察された (図 23A、B)。Tam41p を発現させた場合、培地にア

ラビノースを加え CdsA を発現させているにも関わらず、pOmpA の蓄積が観察された (図

23A、B)。これは、Tam41p の発現により MPIase 発現量が減少しているためであると考え

られる (図 19)。本研究の MPIase 枯渇条件下においても SecY 発現量に大幅な変化は観察

されなかった (図 24)。pOmpA の半減期を比較すると MPIase の枯渇により膜透過反応の

速度は最大 10 倍阻害されていた (図 23)。これらの結果から、MPIase は in vivo において

も膜透過反応を促進することが示された。 
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図 22. CdsA、YnbB の枯渇がタンパク質膜透過反応に及ぼす影響。 
(A) アラビノース添加培地で一晩培養した KS22/pAra-CdsA、KS23/pAra-CdsA を M9 最
少培地で 3 回洗浄後、アラビノース添加・非添加培地に植菌し、37℃で培養した。パルス・
チェイス実験、免疫沈降は材料と方法に示す手順で行った。pOmpA、OmpA のバンドはオ
ートラジオグラフィーで検出し、Image Quant (GE Healthcare) により定量した。 
 
(B) pOmpA と OmpA の総和に対する pOmpA の割合 (縦軸) をチェイス時間 (横軸) に
対してプロットした。 
 
  

B 

A 
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図 23. MPIase の枯渇が膜透過反応に及ぼす影響。 
(A) アラビノース添加培地で培養した KS22/pAra-CdsA/pTet-Tam41p、KS23/pAra-
CdsA/pTet-Tam41p を M9 最少培地で 3 回洗浄後、アラビノース添加・非添加培地に植菌
し、37℃で培養した。パルス・チェイス実験、免疫沈降は材料と方法に示す手順で行った。
pOmpA、OmpA のバンドはオートラジオグラフィーで検出し、 Image Quant (GE 

B 

A 

C 
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Healthcare) により定量した。 
 
(B) pOmpA と OmpA の総和に対する pOmpA の割合 (縦軸) をチェイス時間 (横軸) に
対してプロットした。 
 
(C) 図 22A、B、および図 23A、B より pOmpA の半減期を算出した。 
 
 
 
 

 
 

図 24. MPIase 枯渇条件下での SecY、YidC の発現量。 
一晩培養した KS23/pAra-CdsA/pTet-Tam41p を LB 培地で 3 回洗浄後、0.2%アラビノー
ス添加・非添加培地に 1:1000 希釈で植菌し、培養した。アラビノース非添加培地で生育
の阻害が観察されてから 2 時間後、菌を集菌し、内膜画分を調製した。MPIase、SecY、
YidC をウエスタン・ブロッティングにより検出した。各バンドの強度は CS analyzer 
(ATTO) により定量した 
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(5) MPIase 様物質が生物種間に保存されている可能性の検証 

 CdsA のホモログは動植物を含むすべての生物種に広く保存されている。Cds1p は真核生

物の小胞体に局在する CdsA ホモログである (図 25)。Cds1p が CdsA 枯渇株の生育を回復

できるかどうかを調べるため、酵母 Cds1p (Sc-Cds1p) を cdsA 遺伝子欠損株に導入した。

Sc-CDS1 はプラスミド上のテトラサイクリン・プロモーター支配下に配置し、恒常的に発

現させた (pTet-Cds1p-Sc )。Sc-Cds1p を発現させても CdsA 枯渇株の生育は回復しなかっ

たが、Tam41p を共発現させることにより生育が回復する様子が観察された (図 26)。これ

らの結果から、Sc-Cds1p は生育に十分な量の Compound I は生合成できるが、リン脂質生

合成に十分な量の CDP-DAG を生合成できていない可能性が示唆された。Sc-Cds1p の発

現が MPIase 発現量に及ぼす影響につて調べた。その結果、Sc-Cds1p の発現により MPIase

発現量が増加する様子が観察された (図 27)。CdsA 枯渇条件に Sc-Cds1p を発現させたと

きの MPIase は、CdsA 枯渇条件下と比較するとわずかに増加していたが、 CdsA を発現さ

せた場合よりは少なかった (図 27)。Tam41p を共発現させると、MPIase 量が CdsA 発現

時と同程度まで回復する様子が観察された (図 27)。パルス・チェイス実験により、pOmpA

の膜透過反応を調べた。その結果、EK413 では pOmpA の蓄積は全く観察されなかったの

に対し、KS22/pAra-CdsA/pTac-Tam41 をアラビノース添加培地で生育した条件 (CdsA+) 

では、チェイス時間 60 秒まで pOmpA の蓄積が観察された (図 28A、B)。これは、プラス

ミド pTac-Tam41p から Tam41p がわずかに発現し、そのため、MPIase 発現量が低下した

ためであると考えられる。実際に、CdsA+の MPIase 発現量は EK413 よりも少なかった (図

28C)。Cds1p/Tam41p を共発現した場合、膜透過反応が CdsA+と同程度まで回復する様子

が観察された (図 28A、B)。ヒトの Cds1p (Hs-Cds1p) も Compound I を生合成するのか

どうかについて調べた。pTet-Cds1p-Hs を CdsA 欠損株に導入し、CdsA 枯渇株の生育が回

復するかどうか調べた。その結果、Hs-Cds1p 単独では、CdsA 枯渇株の生育を回復するこ

とができなかったが、Tam41p を共発現させると CdsA 枯渇株の生育が回復する様子が観察
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された (図 26)。また、MPIase 発現量を調べた結果、Hs-Cds1p を単独で発現させた場合、

MPIase 発現量は CdsA 欠損条件下と比較するとわずかに増加し、Tam41p を共発現させる

と、MPIase 量は CdsA 発現時と同程度まで回復する様子が観察された (図 27) パルス・チ

ェイス実験により、pOmpA の膜透過反応を調べた結果、Hs-Cds1p/Tam41p を共発現した

場合、膜透過反応が回復する様子が観察された (図 28 A、B)。これらの結果から、酵母、

ヒトの Cds1p にも Compound I 生合成能が備わっていることが示された。 
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図 25. CdsA、Sc-Cds1p、および Hs-Cds1p のアミノ酸配列の相同性。 
(A) CdsA、Sc-Cds1p、Hs-Cds1p のアミノ酸配列をもとに、GENETYX Global alignment
によりアライメントを作製した。黒の背景は 3 つのタンパク質すべてで一致したアミノ酸
を示す。灰色の背景は 3 つのタンパク質のうち 2 つで一致したアミノ酸を示す。”-“はギャ
ップを示す。 
 
(B) 各タンパク質の配列のうち一致したアミノ酸の割合 (%) を示す。 
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図 26. Cds1p/Tam41p の共発現による CdsA 枯渇株の生育の回復。 
各株を 0.2 % アラビノース添加・非添加、もしくは 1 mM IPTG 添加・非添加培地に植菌
し、37℃で 24 時間培養した。 
 
 

 
 
 

図 27. Cds1p、Tam41p の発現が MPIase 発現量に及ぼす影響。 
アラビノース添加培地で一晩培養した KS22/pAra-CdsA/pTac-Tam41p、KS22/pAra-
CdsA/pTac-Tam41p/pTet-Sc-Cds1p、および KS22/pAra-CdsA/pTac-Tam41p/pTet-Hs-
Cds1p を LB 培地で 3 回洗浄後、0.2% アラビノース添加・非添加の LB 培地に 1:1000 希
釈で植菌した。アラビノース非添加培地において生育の阻害が観察された時点で 1 mM 
IPTG により Tam41p の発現を誘導し、さらに 2 時間培養した。MPIase、SecB の発現を
ウエスタン・ブロッティングにより検出した。 
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図 28. Cds1p/Tam41p の共発現による CdsA 枯渇株における膜透過反応の回復。 
(A)一晩培養した各株は M9 培地で 3 回洗浄後、0.2%アラビノース添加・非添加の M9 最少
培地に 1:1000 希釈で植菌した。KS22/pAra-CdsA/pTac-Tam41p、KS22/pAra-CdsA/pTac-
Tam41p/pTet-Sc-Cds1p、および KS22/pAra-CdsA/pTac-Tam41p/pTet-Hs-Cds1p では、
アラビノース非添加培地で生育の阻害が観察された時点で、0.25 mM の IPTG を添加し
Tam41p の発現を誘導した。さらに、2 時間培養後、材料と方法に示す手順でにパルス・チ
ェイス実験を行った。pOmpA、OmpA のバンドはオートラジオグラフィーにより検出し、
Image Quant (GE Healthcare) により定量した。wt は EK413 を示す。CdsA+は KS22/pAra-
CdsA/pTac-Tam41p の(+) arabinose 条件を示す。 
 
(B) pOmpA と OmpA の総和に対する pOmpA の割合 (縦軸) をチェイス時間 (横軸) に
対してプロットした。 
 
(C) 各株を (A) のように培養し、培養液を TCA 処理後、MPIase、SecB をウエスタン・
ブロッティングにより検出した。 

B A 

C 
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1-3. 考察 

 本研究により、糖脂質 MPIase が in vivo においてもタンパク質膜挿入反応や菌の生育に

必須であり、膜透過反応を著しく促進することが示された。MPIase 生合成酵素として同定

された CdsA は、CDP-DAG 生合成酵素として古くから知られていた (49, 50)。本研究で

は、CdsA がこの機能に加えて、MPIase 生合成中間体である Compound I の生合成反応を

触媒することを明らかにした。CdsA の過剰発現により MPIase 発現量は増加し、CdsA の

枯渇により MPIase 発現量は大幅に低下した。したがって、CdsA による Compound I 生合

成反応は MPIase 生合成反応における律速段階であることが示された。CdsA の枯渇により

MPIase 生合成反応のみならず、リン脂質生合成反応も阻害される。そのため、膜構造の破

壊による二次的な影響で、膜挿入・膜透過反応が阻害されている可能性も考えられた。

Tam41p の発現により、CdsA 枯渇株のリン脂質生合成反応が回復しても、膜挿入や膜透過、

菌の生育は回復しなかった。また、Tam41p を発現させない場合でも、CdsA 枯渇株で

pOmpA の膜透過反応が進行する様子が観察された。したがって、CdsA が枯渇していても、

本研究における実験条件では細胞の膜構造は保持されていると考えられる。さらに、MPIase

を枯渇した条件下においても、SecY や YidC の発現量に大幅な変化は観察されなかった。

以上のことから、MPIase は生育に必須であり、in vivo におけるタンパク質膜挿入や膜透過

に重要な役割を果たしていると結論した。 

 YnbB はアミノ酸配列の相同性から CdsA のホモログであるとされてきたが、その詳細な

機能は不明であった。YnbB のホモログはバクテリアにおいて広く保存されている。CdsA

は 9 回膜貫通タンパク質であり、YnbB は 10 回膜貫通タンパク質である。CdsA の５～９

回目の膜貫通部位と YnbB の６～10 回目の C 末端側の相同性が高いが、N 末端側の相同性

は低い。YnbB の過剰発現により CdsA の欠損を相補することはできないが、MPIase の発

現量は増加した。筆者は YnbB と Tam41p を共発現することにより、CdsA 欠損株の生育が

回復することを明らかにしている (57)。したがって、YnbB は CdsA と同様に Compound 
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I を生合成するが、生育に十分な量の CDP-DAG を生合成できないと考えられる。これら

のことから、CdsA の N 末端は CDP-DAG 生合成反応を促進する機能を果たすと考えられ

る。当研究室、佐藤により CdsA の N 末端と YnbB の C 末端を連結したキメラタンパク質

が構築された。このキメラタンパク質は単独でリン脂質生合成、MPIase 生合成反応を進行

させ、CdsA 欠損株の生育を回復した (57)。これらのことから、YnbB は MPIase 生合成反

応を補う役割を果たすこと示された。 

YidC は Sec/SRP 非依存の膜挿入反応を触媒する”insertase”であると考えられてきた(21)。

YidC 欠損株では M13 プロコートや Pf3 コートの膜挿入反応が著しく阻害されること、YidC

を組込んだリポソームにおいて膜挿入反応が進行することからこの結論が導かれていた

(16, 21, 22)。これに対して、西山らは DAG により自発的膜挿入反応が抑制された条件下

においては MPIase が膜挿入反応に必須であることを報告した (23, 26, 27)。これまでに、

いくつかの YidC による膜挿入反応の in vitro 再構成の成功例が報告されている (17, 21, 

22)。Kuhn らのグループでは、DAG により自発的膜挿入反応を抑制した条件下においても

M13 プロコートが YidC により膜挿入すると報告した (22)。当研究室、佐々木により界面

活性剤ドデシルマルトシドやドデシルホスホコリンは DAG と不溶性の複合体を形成する

ことが明らかにされている (論文投稿中)。これらの界面活性剤は膜タンパク質の可溶化に

よく使われており、Kuhn らのグループでも YidC の可溶化にドデシルホスホコリンを使用

している (22)。YidC をリポソームに再構成する際に DAG とドデシルホスホコリンが不溶

性の複合体合成体を形成し、DAG がリポソームに組込まれていないために自発的膜挿入反

応が抑制されていなかったことが、YidC による膜挿入反応が観察された原因であると考え

られる。自発的な膜挿入反応を完全に抑制した条件では、F0c の膜挿入反応には MPIase が

必須であり、MPIase による膜挿入反応は YidC により促進される (33)。in vivo においても

このような YidC の機能が膜挿入反応に重要であるため、YidC 欠損株ではタンパク質膜挿

入反応の阻害が著しく阻害されると考えられる。これらの in vitro 系による解析の結果と一
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致して、MPIase を枯渇した条件では M13 プロコートの膜挿入反応は全く進行しなかった。

したがって、in vivo においても MPIase が膜挿入反応を開始させ、その後、基質膜タンパク

質は YidC へ受け渡され、YidC が膜挿入反応を完了させるというように、MPIase と YidC

は協調的に働くことにより、膜挿入反応を触媒していると考えられる。 

 CdsA のホモログは生物種を超えて広く保存されている。酵母・ヒトの CdsA ホモログで

ある Cds1p が Compound I を生合成することから、真核生物においても Compound I が生

合成されると考えられる。Compound I が真核生物におけるタンパク質膜挿入反応に関与す

る糖脂質の中間体だとすると、MPIase 様物質が真核生物においても保存されている可能性

は十分に考えられる。 

 

1-4. 材料と方法 

(1) 材料 

制限酵素、DNA Ligation Kit <Mighty Mix>、T4 DNA polymerase、PrimeSTAR® HS DNA 

Polymerase はタカラバイオ株式会社より購入した。オリゴ DNA は Integrate DNA 

Technologies より購入した。QIAprep Spin Miniprep Kit は QIAGEN より購入した。Wizard® 

SV Gel PCR Clean-Up System は Promega より購入した。pIVEX2.4b-Nde は Roche より

購入した。pET-15b は Novagen より購入した。[35S]メチオニン-システイン混合溶液、[14C]

パルミチン酸はパーキンエルマージャパンより購入した。Protein A Sepharose CL-4 は GE 

Healthcare より購入した。TLC プレート (Silica gel 60 F254) は EMD Millipore より購入し

た。GlcNAc-P (N-アセチル-D-グルコサミン-1-リン酸) は Sigma より購入した。抗 MPIase

抗体 (27)、抗 SecB 抗体 (58)、抗 SecG 抗体 (39)はウサギを免疫して得られた抗体であ

る。抗 CdsA 抗体 (Glu75~Ser92) (59)、抗 M13 コート抗体 (Ala24~Tyr44) (59)、抗 SecY

抗体 (Ser426~Arg443) (60)、抗 YidC 抗体 (Lys382~Gln402)(59)は合成ぺプチドを抗原と

して、eurofin にて作成された。アルカリフォスファターゼ標識ウサギ抗体 (Reserve APTM 
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Phosphate Labeled Goat anti-Rabbit IgG (H+L))は Vector Laboratories より購入した。ウ

エスタン・ブロッティング発色試薬 NBT/BCIP はプロメガより購入した。アラビノースは

Sigma より購入した。IPTG (イソプロピル-β-チオガラクトピラノシド) は Wako より購入

した。PMSF (フッ化フェニルメチルスルホニル) はナカライテスク株式会社より購入した。

1 章で使用した大腸菌株を Table 1、プラスミドを Table 2、プライマーを Table 3 に示し

た。 

 
Table 1. 大腸菌株 

Strains Relevant genotype  Ref. 
JF618 F- thr-1 araC14 leuB6(Am) ∆(gpt-proA)62 lacY1 

glnX44(AS) galK2(Oc) λ- hisG4(Oc) cdd-6 pyrG51 
rpsL31(strR) xylA5 mtl-1 pyrE60 argE3(Oc) thiE1 

(47), 
CGSC 

GN80 F- thr-1 araC14 cdsA8 lacY1 tsx-78 ∆(galK-attLAM)99 
eda-50 hisG4 (Oc) rfbC1 rpsL136(strR) xylA5 mtl-1 thiE1 

(51), 
CGSC 

RS80 GN80 ∆cdh This study 
JM109 recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17(rK- mK+), e14- 

(mcrA-), supE44, relA1, Δ(lac-proAB)/F´ [traD36, 
proAB+, lacIq, lacZΔM15] 

(61) 

FS1576 C600 recD1009 (62) 
EK413 MC4100 ara+ (39) 
JW1406 BW25113 ∆ynbB::kan (54), Keio 

cllection 
EK1406 EK413 ∆ynbB::kan This study 
KS21 EK413 ∆ynbB This study 
KS22 EK413 ∆cdsA::cat This study 
KS23 EK413 ∆cdsA::cat ∆ynbB This study 
BL21 (DE3) F-, lon-11, ∆(ompT-nfrA)885, ∆(galM-ybhJ)884, λDE3 

[lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5] D46 [mal+]K-
12(λS) hsdS10 

(63) 

BL101 BL21 (DE3) ∆ynbB::kan This study 
KS42 BL21 (DE3) ∆ynbB This study 
KS44 BL21 (DE3) ∆cdsA::cat This study 
KS46 BL21 (DE3) ∆cdsA::cat, ∆ynbB::kan This study 
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Table 2. プラスミド 
Plasmid Relevant description Ref. 
pMS119-PC Gene for M13 procoat is cloned under the control 

of the tac promoter, ampicillin resistant 
(64) 

pIVEX2.4b-Nde Cloning vector containing the T7 promoter, 
ampicillin resistant 

Roche 

pET-15b Cloning vector containing the T7 promoter, 
ampicillin resistant 

Novagen 

pT7-CdsA cdsA was cloned into pET-15b under the control 
of the T7 promoter 

This study 

pT7-YnbB ynbB was cloned into pET-15b under the control 
of the T7 promoter 

This study 

pTac-CdsA8 cdsA8 was cloned into pUSI2 under the control of 
tac promoter 

This study 

pCP20 flp used to remove the kan cassette in the Keio 
clones, temperature-sensitive replicon 

(55) 

pUC19 Cloning vector, ampicillin resistant (61) 
pUC19 (∆NdeI-EcoRI) Derivative of pUC19 with deletion between NdeI 

and EcoRI sites 
This study 

pCD1 cdsA flanked by 2.5 kbp upstream and 2.2 kbp 
downstream region was cloned into pUC19 
(∆NdeI-EcoRI) 

This study 

pCD2 Open reading flame of cdsA in pCD1 was 
replaced with that of cat 

This study 

pUSI2 Cloning vector containing tac promoter, 
ampicillin resistant 

(65) 

pTac-CdsA cdsA was cloned into pUSI2 under the control of 
tac promoter 

This study 

pKQ2 Cloning vector containing arabinose regulon, 
ampicillin resistant 

(66) 

pKQ2-CdsA cdsA was cloned into pKQ2 under the control of 
arabinose promoter 

This study 

pHP45Ω Cloning vector, spectinomycin resistant (67) 
pAra-CdsA bla on pKQ2-CdsA was replaced with spc This study 
RKP153 TAM41 without mitochondrial targeting signal is 

cloned under the control of the T7 promoter, 
(56) 
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ampicillin resistant 
pACYC184 Cloning vector, chloramphenicol resistant, 

tetracycline resistant 
(68) 

pUC4K Cloning vector, kanamycin resistant (69) 
pACYC-Km cat on pACYC184 was replaced with kan  This study 
pTet-Tam41p  TAM41 without mitochondrial targeting signal 

was cloned into pACYC-Km under the control of 
the tet promoter 

This study 

pTet-CdsA cdsA was cloned into pACYC-Km under the 
control of the tet promoter 

This study 

pTac-Tam41p TAM41 without mitochondrial targeting signal 
was cloned into pUSI2 under the control of tac 
promoter 

This study 

pTac-Cds1p-Sc Sc-CDS1 was cloned into pUSI2 under the tac 
promoter 

This study 

pTet-Cds1p-Sc Sc-CDS1 was cloned into pUSI2 under the tet 
promoter 

This study 

pUC118 Cloning vector, ampicillin resistant (70) 
pUC118-CDS1 (1-945) DNA fragment corresponding to 1-945 bp of Hs-

CDS1 was cloned into pUC118 
This study 

pUC118-CDS1 (946-
1386) 

DNA fragment corresponding to 946-1386 bp of 
Hs-CDS1 was cloned into pUC118 

This study 

pUC118-CDS1-Hs Hs-CDS1 was cloned into pUC118 This study 
pTac-Cds1p-Hs Hs-CDS1 was cloned into pUSI2 under the 

control of the tac promoter 
This study 

pTet-Cds1p-Hs Hs-CDS1 was cloned into pUSI2 under the 
control of the tet promoter 

This study 

 
Table 3. プライマー 

Name Sequence (5’->3’)  Purpose 
cdsA-5´ Nde ctagtatgcatatgctgaagtatcgcctgat Construction of pT7-

CdsA 
cdsA-3´ Sal aaaagtcgacttaaagcgtcctgaataccagtaacaac Construction of pT7-

CdsA 
ynbB-5´ Nde ctagtatgcatatgctggaaaaatctctggc Construction of pT7-

YnbB 
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ynbB-3´ Sal aaaagtcgacttagtaacagcagtagcgtataaaataaaaaa Construction of pT7-
YnbB 

pKQ2 up comp aaaaaagcttatacctacagcgtgagctatgagaaagcgc Construction of 
pAra-CdsA 

pKQ2 down aaaagtcgactaggcgtatcacgaggccctttcgtcttca Construction of 
pAra-CdsA  

spc-5´ aaaagtcgacgcttgtaaaccgttttgtgaaaaaattttt Construction of 
pAra-CdsA 

spc-3´ comp tgattgagcaagctttatgcttgtaaaccgttttgtgaaa Construction of 
pAra-CdsA  

cdsA-5´ ttttggatcctaggaggtttaaatttatgctgaagtatcgcctgat
atctgcttttgtg 

Construction of 
pKQ2-CdsA 

cdsA-3´ comp aaaagtcgacttaaagcgtcctgaataccagtaacaac Construction of 
pKQ2-CdsA 

5.4 kbp-5´ gccgccgctgacggaagaac Construction of 
pCD1 

5.4 kbp-3´ comp tgcccggcaaggttgccgct Construction of 
pCD1 

pCD1 up aaaagcagatatcaggcgatacttcagcatatgcgacccccatc
aggctg 

Construction of 
pCD2 

pCD1 down gttgttactagtattcaggggcgcctaacggaaggtaatatgctg
agttt 

Construction of 
pCD2 

cat-5´ acttaagggttttctacatatggagaaaaaaatcactgg Construction of 
pCD2 

cat-3´ comp tgaagcttacgttggttcattaggcgccgccctgccactcatcgc
agta 

Construction of 
pCD2 

pACYC up comp aaaaagatctgaaaatctcgataactc Construction of 
pACYC-Km 

pACYC down aaaagaattcttttaaggcagttattggtgccc Construction of 
pACYC-Km 

kan-5´ aaaagatctaggaggtttaaatttatgagccatattcaacgggaa
ac 

Construction of 
pACYC-Km 

kan-3´ comp ggggaattcaaattagaaaaactcatcgagcatca Construction of 
pACYC-Km 

TAM41-5´ aaaggatcctaggaggtttaaatttatgagaagttccatagatga
tgctggcatta 

Construction of 
pTac-Tam41p 
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TAM41-3´ comp aaaaagtcgactttttagcttctcctcatcgattttagttttttggcc
caag 

Construction of 
pTac-Tam41p 

Sc-CDS1-5´ aaaaggatcctaggaggtttaaatttatgtctgacaaccctgaga
tgaaaccacatgg 

Construction of 
pTet-Cds1p 

Sc-CDS1-3´ 
comp 

aaaaagatctggtaccttttcaagagtgattggtcaatgatttctt
ggtcaca 

Construction of 
pTet-Cds1p 

 

(2) 大腸菌変株の構築破壊株の構築 

cdsA 遺伝子欠損株を以下の手順により構築した (図 29)。pUS19 を NdeI、EcoRI 処理

後、T4 DNA ポリメラーゼにより平滑末端化し、自己環状化した (ΔNdeI-EcoRI pUC119) 。

cdsA 遺伝子の開始コドン上流 2.5 kb から終始コドン下流 2.2 kb までの 5.8 kb の DNA 断片

を 5.4 kbp-5’/5.4 kbp-3’comp プライマーを用いて PCR により増幅した。増幅した DNA 断

片をΔNdeI-EcoRI pUC119 の BglⅡ/HindⅢ部位に連結した (pCD1) 。pCD1 の cdsA 遺

伝子の ORF を除いた領域を pCD1 up/pCD1 down プライマーを用いて PCR で増幅した。

このとき、5’末端に NdeI 部位、3’末端にに BbeI 部位を付加した。この PCR 産物を NdeI/BbeI

制限酵素処理後、NdeI/BbeI 部位に cat-5’/cat-3’comp プライマーを用いて PCR により増

幅した cat 遺伝子を連結した (pCD2) 。pCD2 を SacI/HindⅢ処理して得られた、cdsA 上

流 2.5kb-cat-cdsA 下流 2.2kb を含む約 5.4kb の DNA 断片を pAra-CdsA を保持する FS1576

株に導入し、相同組換えにより cdsA 遺伝子の ORF を cat 遺伝子の ORF に置換した。クロ

ラムフェニコール耐性のコロニーを選抜し、cdsA 遺伝子の欠損を PCR により確認した。

∆cdsA::cat 部位は P1 トランスダクションにより EK413、BL21 (DE3)株に導入した (KS22、

KS44)。∆ynbB::kan 株は Keio コレクション (17) から P1 トランスダクションにより

EK413 株、BL21 (DE3) 株に導入した (EK1406、BL101)。KS21、BL101 の kan 遺伝子カ

セットは FRT システム (54, 55)により削除した (KS21、KS42)。∆cdsA::cat を KS21、KS44

に P1 トランスダクションにより導入し、KS23、KS46 を構築した。 
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図 29. cdsA 遺伝子欠損株の構築。 
cdsA 遺伝子欠損株 (cdsA::cat) の構築のスキームを示した。詳細は材料と方法に示した。 
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(3) プラスミドの構築 

pT7-CdsA、pT7-YnbB は以下の手順で構築した。JM109 の染色体 DNA を鋳型として

cdsA 遺伝子、ynbB 遺伝子を cdsA-5’Nde/cdsA-3’Sal プライマー、ynbB-5’Nde/ynbB-3’Sal

プライマーを用いて PCR により増幅した。PCR で増幅した DNA 断片を NdeI/SalI により

制限酵素処理後、pIVEX2.4b-Nde の NdeI/SalI 部位に連結した。cdsA、ynbB を NdeI/XhoI

処理により切り出し、pET-15b の NdeI/XhoI 部位に連結した (pT7-CdsA、pT7-YnbB)。 

pTac-CdsA8 は以下の手順により構築した。GN80 の染色体 DNA を鋳型として cdsA 遺

伝子を cdsA-5’/cdsA-3’comp プライマーを用いて PCR により増幅した。BamHI/SalI によ

り制限酵素処理後、pUSI2 の BamHI/SalI 部位に連結した (pTac-CdsA8)。 

pAra-CdsA は以下の手順で構築した。cdsA 遺伝子を cdsA-5’/cdsA-3’comp プライマーを

用いて PCR により増幅した。BamHI/SalI により制限酵素処理後、pUSI2 の BamHI/SalI 部

位に連結した (pTac-CdsA)。pTac-CdsA から cdsA 遺伝子を BamHI/BglII で切り出し、

pKQ2 の BglII 部位に連結した (pKQ2-CdsA)。pKQ2-CdsA を鋳型として、pKQ2 up 

comp/pKQ2 down プライマーにより bla 遺伝子以外の領域を PCR により増幅した。

pHP45Ωを鋳型として spc-5’/spc-3’ comp プライマーを用いて PCR により spc 遺伝子を増

幅した。各 PCR 断片を連結し、pAra-CdsA を構築した。 

pTac-Tam41p、pTet-Tam41p は以下の手順により構築した。TAM41 遺伝子を RKP153

を鋳型として、TAM41-5’/TAM41-3’ comp プライマー用いて PCR により増幅した。増幅

した PCR 断片を BamHI/SalI 制限酵素処理後、pUSI2 の BamHI/SalI 部位に連結した 

(pTac-Tam41p)。pACYC-Km は pACYC184 の cat 遺伝子を kan 遺伝子に置換して構築し

た。kan 遺伝子は pUC4K を鋳型として kan-5’/kan-3’ comp プライマーを用いて PCR によ

り増幅した。pACYC184 を鋳型として cat 遺伝子を除いた領域を pACYC up comp/pACYC 

down プライマーを用いて増幅した。各 PCR 断片を BglII/EcoRI 制限酵素処理後、連結し、

pACYC-Km を構築した。pTac-Tam41p から TAM41 遺伝子を BamHI/SalI 処理により切
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り出し、pACYC-Km の BamHI/SalI 部位に連結した (pTet-Tam41p)。 

 pTet-CdsA、pTet-CdsA8 は以下の手順により構築した。cdsA 遺伝子、cdsA8 遺伝子を

BamHI/SalI 制限酵素処理により切り出し、pACYC-Km の BamHI/SalI 部位に連結した。 

pTet-Cds1p-Sc は以下の手順で構築した。S. cerevisiae の CDS1 遺伝子 (Sc-CDS1) は

Sc-CDS1-5’/Sc-CDS1-3’ comp プライマーを用いて PCR により増幅した。増幅した DNA

断片を BamHI/SmaI 制限酵素処理後、pUSI2 の BamHI/SmaI 部位に連結した (pTac-

Cds1p-Sc) 。pTac-Cds1p-Sc から Sc-CDS1 DNA 断片を BamHI/SalI 制限酵素処理により

切り出し、pACYC-Km の BamHI/SalI 部位に連結した (pTet-Cds1p-Sc) 。 

 pTet-Cds1p-Hs は以下の手順で構築した。5’末端に BamHI 部位、3’末端に HpaI-KpnI 部

位を付加し、化学合成された Hs-CDS1 DNA 断片 (1-945bp) (図 30 上) を BamHI/KpnI 制

限酵素処理後、pUC118 の BamHI/KpnI 部位に連結した (pUC118-CDS1 (1-945))。5’末端

に BamHI-HpaI 部位、3’末端に KpnI-BamHI 部位を付加し、化学合成した Hs-CDS1 DNA

断片 (946-1386 bp)  (図 30 下) は BamHI/KpnI 制限酵素処理後、pUC118 の BamHI/KpnI

部位に連結した(pUC118-CDS1 (946-1386))。pUC118-CDS1 (946-1386)から HpaI/KpnI

処理により Hs-CDS1 DNA 断片 (946-1386 bp)を切り出し、pUC118-CDS1 (1-945) の

HpaI/KpnI 部位に連結し、2 つの Hs-CDS1 DNA 断片を連結した (pUC118-CDS1-Hs)。

BamHI/KpnI 制限酵素処理により pUC118-CDS1-Hs から Hs-CDS1 DNA 断片を切り出し、

pUSI2 の BamHI/KpnI 部位に連結した (pTac-Cds1p-Hs)。BamHI/SalI 制限酵素処理によ

り pTac-Cds1p-Hs から切り出した Hs-CDS1 DNA 断片を pACYC-Km の BamHI/SalI 部位

に連結した (pTet-Cds1p-Hs)。 
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Hs-CDS1 (1-945 bp) 

aaaaggatcc aggaggttta aatttATGtt ggagctgcgc caccgtggca gctgcccggg 

cccgcgcgaa gcggtgtcgc cgccgcaccg cgagggcgag gcggccggcg gcgaccacga 

aaccgagagc accagcgaca aagaaaccga tattgatgac cgctatggcg atttggatag  

ccgtaccgat agcgatattc cggaaattcc gccgagctca gatcgcaccc gtgagattct 

caaaaaagct ctgagcggtt taagctcacg ttggaaaaac tggtggattc gtggcattct 

caccctgacc atgatctcgt tgtttttcct gatcatctat atgggcagct tcatgctgat 

gcttcttgtt ctgggcatcc aagtgaaatg cttccatgaa attatcacca ttggttatag 

agtctatcat agctatgatc tgccgtggtt tcgcaccctg agttggtact ttctgttgtg 

tgtaaactac tttttctatg gcgagaccgt agctgattat tttgctacct ttgttcaacg 

cgaagaacaa cttcagttcc tcattcgcta ccatcgtttt atatcatttg ccctctatct 

ggcaggtttc tgcatgtttg tactgagttt ggtgaagaaa cattatcgtc tgcagtttta 

tatgttcgca tggacccatg tcaccttact gattaccgtc acccagtcac accttgtcat 

ccaaaatctg tttgaaggca tgatttggtt ccttgttccg atttcaagtg ttatctgcaa 

tgacattacc gcttaccttt ttggcttttt ttttggccgc actccgttaa ttaagttgag 

cccgaaaaag acctgggaag gcttcattgg tggtttcttt agcaccgttg tgtttggctt 

cattgctgcc tatgtgttaa gcaaatacca gtactttgtc tgcccggtgg aataccgtag 

tgatgttaac ggtaccaaaa 

 

Hs-CDS1 (946 - 1386 bp) 

aaaaggatcc gttaacagct tcgtgaccga atgtgagccg tcagaacttt tccagcttca 

gacctactca cttccgccgt ttctgaaggc agtcttgcgc caggaacgtg tgagcttgta 

cccgttccag atccacagca ttgcactgtc aacctttgca agcttaattg gcccgtttgg 

cggcttcttt gctagtggct tcaaacgcgc cttcaaaatc aaggattttg caaataccat 

tccgggccat ggtgggatta tggaccgttt tgattgtcag tatttgatgg caacctttgt 

acatgtgtac atcaccagtt ttattcgcgg cccgaatccg agcaaagtgc tacagcagtt 

gttggtgctt caaccggaac agcagttaaa tatatataaa accctgaaga cccatctcat 

tgagaaagga atcctacaac cgaccttgaa ggtaTAAaga tctggtacca aa 

 
図 30. 化学合成した Hs-CDS1 の配列。 
Hs-CDS1 (1-945 bp) (上)、Hs-CDS1 (946-1386) (下)の DNA 配列を示す。下線は制限酵
素認識部位を示す。開始コドン、終始コドンは大文字で示した。 
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(4) CdsA の枯渇 

 KS22 株、KS23 株、BL44 株、BL46 株は 0.002%アラビノースを含む LB 培地で一晩培養

した。培養液を LB 培地で 3 回洗浄後、0.2%アラビノース添加培地、非添加培地にそれぞ

れ 1/1000 希釈で植菌し、37℃で培養した。アラビノース非添加培地において生育の阻害が

観察されてから 2 時間後に、各試料を調製した。 

 

(5) パルス・チェイス実験、免疫沈降 

KS22、KS23 は 0.1 mM のメチオニン、システインを除く 18 種類のアミノ酸、0.1% Yeast 

extract、0.002%アラビノースを含む M9 最少培地で一晩培養した。菌を集菌後、M9 最少培

地で 3 回洗浄した。その後、0.2%アラビノース添加・非添加の M9 最少培地に 1/1000 希釈

で植菌し、37℃で培養した。アラビノース非添加培地で菌の生育の阻害が観察されてから 2

時間後、[35S] メチオニン-システインで 30 秒標識した。標識は 12 mM の非放射性メチオ

ニン、システインを加えて終了した。各チェイス時間で 500 µL の培養液を分取し、終濃度

10％になるように TCA を加えた。氷上で 30 分静置後、16,000 x g で 5 分間遠心した。遠

心して得られた沈殿をアセトン、ジエチルエーテルで洗浄した。沈殿を乾燥後、50 µL の 50 

mM Tris-HCl (pH 7.5), 1% SDS, 1 mM EDTA に懸濁し、95℃で 3 分間加熱した。1 mL の 

50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF を

加えた後、16,000 x g で 5 分間遠心し、上清を回収した。回収した上清に 2 µL の抗 M13 コ

ート抗体、もしくは抗 OmpA 抗体を加え、4℃で一晩静置した。20 µL の 50% (w/v) Protein 

A sepharose を加え、4℃で 1 時間撹拌した。3,000 x g で 30 秒遠心し、樹脂を回収後、500 

µL の 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% Triton X-100 により樹脂を洗浄した。

遠心により、樹脂を回収後、500 µL の 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1% Triton X-100 で樹脂

を洗浄した。3,000 x g で 5 分間遠心し樹脂を回収後、20 µL の SDS-PAGE サンプルバッフ

ァーを加え、M13 (プロ) コートあるいは(p)OmpA を溶出した。放射活性のあるバンドは、
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Phosphoimager (GE Healthcare) を用いて検出し、Image Quant (GE Healthcare) により定

量した。パルス・チェイス実験は 2~３回繰り返し、その中の 1 つを図に掲載した。 

 

(6) リン脂質の抽出 

 500 µL の培養液を 8,000 x g で 5 分の遠心により集菌後、菌を 50 µL の滅菌水で懸濁し

た。細胞懸濁液に 60 µL のクロロホルム、120 µL のエタノールを加えた。氷上で 10 分間静

置した後、さらに 60 µL のクロロホルム、120 µL の水を加え、16,000 x g で 5 分間遠心し

た。有機層を回収し、リン脂質の試料とした。 抽出したリン脂質は TLC でクロロホルム :

メタノール :水 (9 : 5 : 1) の展開溶媒で展開した。放射性ラベルされたリン脂質は、

Phosphoimager (GE Healthcare) を用いて検出し、Image Quant (GE Healthcare) により定

量した。非放射性のリン脂質はアニスアルデヒド/硫酸により検出し、CS analyzer (ATTO) 

により定量した。 

 

(7) Compound I の試験管内生合成 

2 mg/mL INV、[14C] PA (4 µM; ~23 kBq/mL)、2 mM CTP、 5 mM MgSO4、 90 mM 

KCl、1.5% octyl glucoside、30 mM リン酸カリウム (pH 8.5)、2 mM GlcNAc-P を混合し、

37℃で保温した。反応溶液 20 µL から 5 µL を TLC プレート上にスポットし、反応を終了

した。 

 

(10) その他 

M13 ( プ ロ ) コ ー ト は 6 M 尿 素 を 含 む 12.5% acrylamide-0.27% N,N’-

bismethyleneacrylamide ゲルを用いて SDS-PAGE により解析した (23)。MPIase、SecG、

SecB は 12.5% acrylamide-0.27% N,N’-bismethyleneacrylamide ゲルを用いて SDS-PAGE

により解析した (71)。CdsA は 13.5% acrylamide-0.33% N,N’-bismethyleneacrylamide ゲ
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ルを用いて SDS-PAGE により解析した  (72)。SecY は 15% acrylamide-0.33% N,N’-

bismethyleneacrylamide ゲルを用いて SDS-PAGE により解析した (72)。(p)OmpA は 10% 

acrylamide-0.13% N,N’-bismethyleneacrylamide ゲルを用いて SDS-PAGE により解析した 

(72)。ウエスタン・ブロットのバンドは CS analyzer (ATTO) により定量した。タンパク質

濃度は BSA (ウシ血清アルブミン) を標準としてローリー法により定量した (73)。 
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第 2 章. 糖脂質 MPIase の発現量の上昇は、低温下での効率の良いタンパク質膜透過反応に

必要である 

2-1. 導入 

タンパク質膜挿入反応・膜透過反応は低温感受性であることが知られている (74)。これ

までに多くの Sec 遺伝子変異株や YidC 遺伝子変異株が単離されているが、その多くは低温

感受性を示す。特に、タンパク質膜透過反応は野生株であっても低温下において膜透過反応

の阻害が観察される。低温下では膜の流動性が低下するため、タンパク質膜挿入・膜透過反

応の効率が低下するためであると考えられているものの、膜挿入・膜透過反応のどのステッ

プが低温感受性を示すのか、また、どのようにして低温下における膜挿入・膜透過反応の阻

害を克服すべく対処しているのかについては全く不明である。 

第 1 章において、糖脂質 MPIase が in vivo においてもタンパク質膜挿入反応に必須であ

ることを明らかにした。MPIase 枯渇株では膜透過反応の著しい阻害が観察されたため、in 

vivo においても膜透過反応は MPIase により著しく促進されることが示された。この理由

は、 MPIase により SecYEG の二量体構造が変化するためである (42)。MPIase と相互作

用した SecYEG の二量体構造は、SecE を接触面とした”back-to-back”構造から、 SecG が

接触面近傍に位置する”side-by-side”構造となる (42) (図 5)。”side-by-side”構造の SecYEG

膜透過活性は、”back-to-back”構造の膜透過活性よりも約 10 倍高い (42)。”side-by-side”構

造の SecYEG でのみ、 SecA の膜挿入－脱膜挿入に共役した SecG 膜反転サイクル (図 6) 

が可能となる (42)。そのため、MPIase は SecG の膜反転に必須である。∆secG 株の膜透過

反応は低温感受性を示すことから、SecG の機能は低温下における膜透過反応に重要である 

(66)。 

低温下において SecYEG や YidC の発現量は変化しないことが知られている (66)。一方、

MPIase の発現量は低温下において著しく増加することを見出した。第 2 章では、低温下で

の MPIase の増加がタンパク質膜挿入・膜透過反応に及ぼす影響を解析した。 
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2-2. 結果 

(1) 培養温度による MPIase 発現量の変化 

 SecYEG や YidC の発現量は、菌の生育温度によって変化しないことが知られている (66)。

MPIase の発現量が菌の培養温度によって変化するかどうかを調べた。野生株 (EK413) を

20℃ (低温) 、37℃ (至適温度)、42℃ (高温) で培養し、各培養温度における MPIase 発

現量を調べた。その結果、20℃で培養した菌の MPIase 発現量が著しく増加する様子が観察

された。また、42℃で培養した菌の MPIase 量は 37℃と比較してわずかに減少していた (図

31)。各培養温度での SecY 発現量には変化が見られなかった (図 31)。SecA の発現量は膜

透過反応の阻害を感知して増加することが知られている (75)。この報告と合致して、膜透

過反応がわずかに阻害される 20℃では、SecA の発現量はわずかに増加していた (図 31)。

続いて、菌を 20℃から 48℃までの各温度で培養し、MPIase 発現量を調べた。その結果、

培養温度の低下に伴って MPIase 量が増加する様子が観察された (図 32A、B)。MPIase の

増加は 25℃で飽和した (図 32A、B)。15℃における MPIase 発現量は 48℃と比較して約 7

倍程度増加していた (図 32B)。これらの結果から、MPIase 発現量は低温下において特異的

に増加することが示された。高温下では MPIase 発現量が低下する様子が観察された (図

31、32)。高温下では、過剰な MPIase は不要であり、これを分解することにより高温環境

に適応していると予想された。15℃で培養した菌を 42℃に移し、MPIase 発現量の変化を経

時的に調べた。その結果、高温シフト後、時間の経過に伴って、MPIase 発現量が減少する

様子が観察された (図 33A、B)。菌の生育は高温シフト後、30 分までは生育せず、60 分に

おいて生育し始めた。そのため、高温下では MPIase は分解され、発現量が低下していると

考えられる。これらの結果から、外部環境の温度に対応して、MPIase 発現量は厳密に制御

されていることが示された。  
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図 31. 低温下における MPIase 発現量の増加。 
一晩培養した EK413 を 1:100 希釈で LB 培地に植菌した。37℃で OD660 ~0.4 まで培養
後、培養液を 20℃、42℃に移し、さらに 3 時間培養した。MPIase、SecY、SecA をウエス
タン・ブロッティングにより検出した。 
 
  



65 
 

   
 
 

 
 

図 32. 培養温度の変化による MPIase 発現量の変化。 
(A) 一晩培養した EK413 を 1:100 希釈で LB 培地に植菌した。37℃で OD660 ~0.4 まで培
養後、培養液を図に示す各温度に移し、さらに 3 時間培養した。MPIase、SecB をウエス
タン・ブロッティングにより検出した。 
 
(B) 各温度における MPIase のバンドの強度を CS analyzer (ATTO) により定量した。
37℃にの MPIase 量を”1.0“として、各温度における MPIase 量の相対値を求めた。独立し
た 3 回の実験より SD を求め、エラーバーで示した。 
 
  

A 

B 
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図 33. 低温下で培養した後、高温下に移行したときの MPIase 発現量の低下。 
(A) 一晩培養した EK413 を 1:100 希釈で LB 培地に植菌した。37℃で OD660 ~0.4 まで培
養後、培養液を 15℃に移し、さらに 3 時間培養した。その後、菌を 42℃に移した。高温
シフト後、各時間における MPIase、SecB をウエスタン・ブロッティングにより検出し
た。 
 
(B) (A) の MPIase のバンドの強度を CS analyzer (ATTO) により定量した。0 分におけ
る MPIase を”3.0”とし、高温シフト後の各時間における MPIase の相対量を示した。独立
した 3 回の実験より SD を求め、エラーバーで示した。 

  

A 

B 
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(2) 低温下における MPIase 発現量の増加と CdsA、YnbB 発現量との関係 

CdsA は MPIase 生合成反応における律速酵素である。CdsA とそのホモログである YnbB

が低温下における MPIase 発現量の増加に関与している可能性が考えられた。CdsA、YnbB

が低温下での MPIase の増加に関与するかどうかを調べるために、KS21 (∆ynbB) 、KS22 

(∆cdsA)/pAra-CdsA、および、KS23 (∆ynbB ∆cdsA)/pAra-CdsA を用いて、低温下で MPIase

発現量が増加するかどうかを調べた。CdsA は菌の生育に必須であるので、KS22/pAra-CdsA、

KS23/pAra-CdsA では、培地にアラビノースを加え、プラスミド上のアラビノース・プロモ

ーターから CdsA を十分に発現誘導した条件 (0.2%アラビノース添加) で培養した。各株

を 37℃、20℃で培養し、各温度での MPIase 発現量を調べた。その結果、KS21、KS22/pAra-

CdsA では野生株と同様に低温下での MPIase 量の増加が観察された (図 34A、B)。一方、

KS23/pAra-CdsA では低温下での MPIase 量の増加が著しく抑制される様子が観察された 

(図 34A、B)。これらの結果から、染色体上の cdsA 遺伝子および ynbB 遺伝子が低温下での

MPIase 増加に関与することが示された。Icho らの報告よると、染色体上の cdsA 遺伝子周

辺の約 5.8 kb の DNA 断片をクローニングしたプラスミドを導入した大腸菌では、低温下

において CdsA の発現量が増加する (49)。EK413 を 37℃、20℃で培養し、低温下で CdsA

の発現量が増加するかどうかを調べた。その結果、20℃において CdsA の発現量の増加が観

察された (図 35)。一方、SecY の発現量に変化は見られなかった (図 35)。これらの結果か

ら、低温下における MPIase の増加は CdsA、あるいは YnbB の増加によってもたらされる

ことが示された。 
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図 34. 染色体上の cdsA、ynbB の欠損が低温下における MPIase の増加に及ぼす影響。 
(A) 一晩培養した各株を 1:100 希釈で LB 培地に植菌し、37℃で培養した。KS22/pAra-
CdsA、KS23/pAra-CdsA では培地にアラビノースを加えて培養した。”20℃” では菌が
OD660 ~0.4 まで達した時点で、培養液を 20℃に移し、さらに 3 時間培養した。MPIase、
SecB をウエスタン・ブロッティングにより検出した。 
 
(B) (A) の MPIase のバンドの強度を CS analyzer (ATTO) により定量した。EK413 の
37℃における MPIase 量を”1.0”とし、各株の 37℃、20℃における MPIase 量の相対値を示
した。独立した 3 回の実験より SD を求め、エラーバーで示した。 
 
  

A 

B 
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図 35. 低温下における CdsA の発現量の増加。 
一晩培養した EK413 を 1:100 希釈で LB 培地に植菌し、37℃で培養した。”20℃” では
OD660 ~0.4 に達した時点で培養液を 20℃に移し、さらに 3 時間培養した。菌を集菌後、
INV を調製した。CdsA、SecY をウエスタン・ブロッティングにより検出した。バンドの
強度は CS analyzer (ATTO) により定量した。 
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(3) MPIase の増加がタンパク質膜透過反応に及ぼす影響 

MPIase は SecYEG と相互作用し、タンパク質膜透過反応を著しく促進する (23, 42)。低

温下での MPIase 量の増加の抑制が低温下での膜透過反応に及ぼす影響について調べた。第

1 章において、KS21、KS22/pAra-CdsA、および KS23/pAra-CdsA では、37℃において

pOmpA の蓄積は観察されなかった (図 22)。このことから、これらの株では 37℃における

膜透過反応を促進するために十分な量の MPIase が発現していると考えられる。各株を 20℃

で培養し、pOmpA の膜透過反応をパルス・チェイス実験により解析した。その結果、野生

株では pOmpA の蓄積は観察されなかったが、KS21、KS22/pAra-CdsA においてはチェイ

ス時間 60 秒まで pOmpA が蓄積し、わずかに膜透過反応が阻害される様子が観察された 

(図 36A、B)。一方、KS23/pAra-CdsA では、MPIase 枯渇条件 (∆YnbB/∆CdsA) 程著しい

阻害 (図 36A、B) ではなかったものの、チェイス時間 240 秒まで pOmpA が蓄積する様子

が観察された(図 36A、B)。これらの株における SecYEG、SecD の発現量に変化は見られな

かった (図 36)。したがって、KS23/pAra-CdsA では、低温下における MPIase 発現量の増

加が抑制された結果、低温下での膜透過反応が著しく阻害されたと考えられる。これらの結

果から、MPIase の増加は低温下での効率的な膜透過反応に重要であることが示された。 
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図 35. MPIase の増加の抑制が低温下における膜透過反応に及ぼす影響。 
(A) 一晩培養した各株を M9 培地に 1:100 希釈で植菌し、37℃で培養した。”20℃” では
OD660 ~0.4 に達した時点で培養液を 20℃に移し、さらに 3 時間培養した。KS22/pAra-CdsA、
KS23/pAra-CdsA の場合は、培地にアラビノースを加えて培養した。CdsA の枯渇は、材料
と方法に示す手順で行った。パルス・チェイス実験は材料と方法に示す手順で行った。
pOmpA、OmpA のバンドはオートラジオグラフィーで検出し、 Image Quant (GE 
Healthcare) により定量した。∆CdsA/∆YnbB は KS23/pAra-CdsA のアラビノース非添加
培地での培養を示す。 
 
(B) pOmpA と OmpA の総和に対する pOmpA の割合 (縦軸) をチェイス時間 (横軸) に
対してプロットした。  

A 

B 
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図 36. 染色体の cdsA、ynbB の欠損が Sec 因子の発現量に及ぼす影響。 
一晩培養した各株を 1:100 希釈で LB 培地に植菌し、37℃で培養した。KS22/pAra-
CdsA、KS23/pAra-CdsA では培地にアラビノースを加えて培養した。菌が OD660 ~0.4 ま
で達した時点で、培養液を 20℃に移し、さらに 3 時間培養した。SecY、SecE、SecG、
SecD をウエスタン・ブロッティングにより検出した。 
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(4) MPIase 発現量の低下が低温下でのタンパク質膜透過反応に及ぼす影響 

 Tam41p を発現させると、MPIase 発現量が低下する (図 19)。Tam41p が CdsA や YnbB

と競合して PA を奪い合うため、低温下における MPIase の増加は Tam41p の発現により

抑制されるのではないかと考えた。まずは、野生株に Tam41p を発現させ、MPIase 発現量

に及ぼす影響について詳細に調べた。Tam41p を低コピープラスミドのテトラサイクリン・

プロモーター (pTet-Tam41p) から恒常的に発現させた場合、MPIase 発現量がわずかに低

下する様子が観察された (図 37)。さらに、Tam41p を高コピープラスミドの tac プロモー

ター (pTac-Tam41p) から過剰発現させた場合、MPIase 発現量は大幅に低下する様子が観

察された。パルス・チェイス実験により膜透過反応を調べた結果、EK413/pTet-Tam41p で

は pOmpA がチェイス時間 30 秒まで蓄積する様子が観察された (図 37)。さらに、

EK413/pTac-Tam41p において Tam41p を過剰発現させた場合、pOmpA はチェイス時間

240 秒まで蓄積する様子が観察された。この株では、pOmpA の膜透過反応は MPIase 枯渇

条件と同じ程度阻害されていた (図 38)。続いて、Tam41p の発現が低温下での MPIase の

増加に及ぼす影響について調べた。Tam41p は pTet-Tam41p から恒常的に発現させた。

Tam41p を発現した場合、低温下での MPIase の増加量は Tam41p を発現していない場合

の半分程度であった (図 39A、B、C)。これらの結果から、Tam41p の発現は低温下での

MPIase 量の増加を抑制することが示された。KS21、KS22/pAra-CdsA、KS23/pAra-CdsA

において Tam41p を発現させた場合でも、低温下での MPIase 量の増加は抑制された (図

39B、C)。Tam41p の発現による MPIase 量の増加の抑制が、低温下での膜透過反応に及ぼ

す影響についてパルス・チェイス実験により調べた。EK413/pTet-Tam41p は、37℃におけ

る pOmpA の蓄積はわずかであった (図 38A) が、20℃では pOmpA の膜透過反応が著し

く阻害される様子が観察された (図 40A)。KS21、KS22/pAra-CdsA、KS23/pAra-CdsA に

おいても、pOmpA の膜透過反応が著しく阻害される様子が観察された (図 40A、B)。なか

でも、KS22/pAra-CdsA と KS23/pAra-CdsA では培地にアラビノースを加え、CdsA を十分
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に発現しているにも関わらず、MPIase 枯渇条件と同程度の膜透過反応の阻害が観察された 

(図 40)。したがって、これらの株の MPIase 発現量は、20℃での膜透過反応を促進するた

めには不十分であることが示された。Tam41p の発現により SecYEG や SecD の発現量に

大幅な変化は見られなかった (図 41)。したがって、Tma41p の発現による低温下での膜透

過反応の阻害は、MPIase 量の低下によるものであることが示された。以上の結果から、低

温下では膜透過反応を促進するために必要な MPIase が増加することが示された。 
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図 37. Tam41p の発現が MPIase の発現量に及ぼす影響。 
一晩培養した各株を 1:100 希釈で M9 培地に植菌し、37℃で培養した。EK413/pTac-
Tam41p では、1 mM IPTG を加え、Tam41p の発現を誘導し、さらに、1 時間培養した。
MPIase、Tam41p をウエスタン・ブロッティングにより検出した。 
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図 38. Tam41p の発現が膜透過反応に及ぼす影響。 
(A) 一晩培養した各株を 1:100 希釈で M9 培地に植菌し、37℃で培養した。EK413/pTac-
Tam41p では、1 mM IPTG を加え、Tam41p の発現を誘導し、さらに、1 時間培養した。
CdsA の枯渇は、材料と方法に示す手順で行った。パルス・チェイス実験は材料と方法に示
したように行った。pOmpA、OmpA のバンドはオートラジオグラフィーで検出し、Image 
Quant (GE Healthcare) により定量した。∆CdsA は KS22/pAra-CdsA のアラビノース非添
加培地での培養を示す。 
 
(B) pOmpA と OmpA の総和に対する pOmpA の割合 (縦軸) をチェイス時間 (横軸) に
対してプロットした。 
 
  

A 
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図 39. Tam41p の発現が低温下における MPIase の増加に及ぼす影響。 
 (A) 一晩培養した EK413、EK413/pTet-Tam41p を 1:100 希釈で LB 培地に植菌し、
37℃で培養した。”20℃” では菌が OD660 ~0.4 まで達した時点で、培養液を 20℃に移し、
さらに 3 時間培養した。MPIase をウエスタン・ブロッティングにより検出した。 
 
(B) 各株を (A) のように培養した。KS22/pAra-CdsA、KS23/pAra-CdsA は、培地にアラ
ビノースを加えて培養した。MPIase、SecB をウエスタン・ブロッティングにより検出し
た。 
(C) (B) の MPIase のバンドの強度を CS analyzer (ATTO) により定量した。EK413 の
20℃における MPIase 量を”3.0”とし、MPIase 量の相対値を示した。独立した 3 回の実験
より SD を求め、エラーバーで示した。 
 

A 

B 

C 
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図 40. Tam41p の発現が低温下における膜透過反応に及ぼす影響。 

(A) 一晩培養した各株を M9 培地に 1:100 希釈で植菌し、37℃で培養した。”20℃” では
OD660 ~0.4 に達した時点で培養液を 20℃に移し、さらに 3 時間培養した。KS22/pAra-
CdsA/pTet-Tam41p、KS23/pAra-CdsA/pTet-Tam41p の場合は、培地にアラビノースを加
えて培養した。CdsA の枯渇は、材料と方法に示した手順で行った。パルス・チェイス実験
は材料と方法に示したように行った。pOmpA、OmpA のバンドはオートラジオグラフィー
で検出し、Image Quant (GE Healthcare) により定量した。∆CdsA/∆YnbB は KS23/pAra-
CdsA/pTet-Tam41p のアラビノース非添加培地での培養を示す。 
 
(B) pOmpA と OmpA の総和に対する pOmpA の割合 (縦軸) をチェイス時間 (横軸) に
対してプロットした。 

B 

A 
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図 41. Tam41p の発現が低温下における Sec 因子の発現量に及ぼす影響。 
一晩培養した各株を 1:100 希釈で LB 培地に植菌し、37℃で培養した。KS22/pAra-
CdsA、KS23/pAra-CdsA では培地にアラビノースを加えて培養した。菌が OD660 ~0.4 ま
で達した時点で、培養液を 20℃に移し、さらに 3 時間培養した。SecY、SecE、SecG、
SecD をウエスタン・ブロッティングにより検出した。 
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(5) MPIase 発現量の低下が低温下でのタンパク質膜挿入反応に及ぼす影響 

 MPIase 発現量の低下が低温下での膜挿入反応に及ぼす影響を調べた。KS23/pAra-

CdsA/pTet-Tam41p を 20℃で培養し、M13 プロコートの膜挿入反応をシグナル配列の切

断を指標として、ウエスタン・ブッティング、およびパルス・チェイス実験により解析した。

この株では、培地にアラビノースを添加し、CdsA を発現させているにも関わらず、20℃に

おける pOmpA の膜透過反応は MPIase 枯渇条件と同程度阻害されていた (図 40)。ウエス

タン・ブロッティングによる解析の結果、培地にアラビノースを加え、CdsA を発現させて

いる条件下では、20℃においても M13 プロコートの蓄積は観察されなかった (図 42A)。

MPIase を枯渇した条件では、M13 プロコートの膜挿入は完全に阻害されていた (図 42A)。

パルス・チェイス実験によりさらに詳細に解析した結果、20℃においても M13 プロコート

の蓄積は観察されなかった (図 42B)。したがって、KS23/pAra-CdsA/pTet-Tam41p にお

ける MPIase 発現量は、低温下における膜透過反応を促進するためには不十分であるが、膜

挿入反応を進行させるためには十分であることが示された。したがって、MPIase の増加は

低温下における膜挿入反応には必須ではないことが示された。 
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図 42. 低温下での MPIase 量の増加の抑制が膜挿入反応に及ぼす影響。 
(A) 一晩培養した KS23/pAra-CdsA/pTet-Tam41p/pMS119-PC を LB 培地で 3 回洗浄
後、アラビノース添加・非添加の LB 培地に 1:1000 希釈で植菌した。”20℃” では OD660 
~0.4 まで達した時点で、培養液を 20℃に移した。20℃で 2 時間培養後、1 mM IPTG を加
え M13 プロコートの発現を誘導し、さらに 1 時間培養した。M13(プロ)コートをウエスタ
ン・ブロッティングにより検出した。procoat は M13 プロコート、coat は M13 コートを
示す。 
 
(B) 一晩培養した EK413/pMS119-PC、KS23/pAra-CdsA/pTet-Tam41p/pMS119-PC を
M9 培地に 1:100 希釈で植菌した。KS23/pAra-CdsA/pTet-Tam41p/pMS119-PC では、
培地に 0.2%アラビノースを加えて培養した。M13 プロコートは 1 mM IPTG で 5 分間誘
導した。パルス・チェイス実験を材料と方法に記載のように行った。M13 プロコート、
M13 コートのバンドはオートラジオグラフィーで検出した。coat は M13 コートを示す。 
 

  

B 

A 
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(6) 低温下における MPIase の増加の生育における役割 

 MPIase は菌の生育に必須である。KS23/pAra-CdsA における低温下での MPIase 量の増

加の抑制が菌の低温下での生育に及ぼす影響について調べた。その結果を Table 4 に示し

た。KS23/pAra-CdsA は、LB 培地上では野生株と同様に生育した。一方、M9 最少寒天培

地ではコロニーのサイズが野生株よりもわずかに小さかった。Tam41p の発現は低温下で

の MPIase 量の増加を阻害した。Tam41p を発現させた場合の菌の低温下での生育を調べ

た。LB 培地において野生株では、Tam41p の発現により生育の阻害は観察されなかったが、

KS21、KS22/pAra-CdsA、KS23/pAra-CdsA ではコロニーのサイズが野生株よりも多少小

さかった。また、Tam41p の発現による生育の阻害は M9 培地において顕著であった。これ

らの結果から、低温下での MPIase の増加は低温下での菌の生育には必ずしも必須ではない

ことが示された。 

 
Table 4. 20℃における菌の生育* 
  EK413 KS21 KS22 KS23 

 cdsA + + ∆ ∆ 

 ynbB + ∆ + ∆ 

 pAra-CdsA - - + + 

 Arabinose - - + - 
LB (-) Tam41p L L L L 

 (+) Tam41p L M M M 

M9 (-) Tam41p L L L M 

 (+) Tam41p M M S S 

*各菌を LB 培地、M9 最少培地に植菌後、20℃で 48 時間培養した。KS22、KS23 では 0.2%
アラビノース存在下で培養した。”L”は large、”M”は medium、”S”は small サイズのコロニ
ーを示す。 
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2-3. 考察 

第 2 章では、低温下において MPIase の発現量が著しく増加することを明らかにした。低

温下ではタンパク質膜透過反応の効率が低下することから、この反応には低温感受性の段

階が存在すると考えられてきた (74)。膜透過反応の低温感受性は低温下における膜脂質の

流動性が低下するためであると説明されている。しかしながら、なぜ、低温下において膜透

過反応が阻害されるのか、膜透過反応のどの段階が低温で阻害されるのか、さらには、どの

ようにして膜透過反応の低温感受性を克服しようとしているのか、これらの詳細な分子機

構は不明であった。低温下では膜脂質の不飽和脂肪酸の割合が大幅に上昇する (76) が、こ

れだけですべてを説明することはできない。さらに、低温下において SecYEG や SecDF、

YidC の発現量は変化しない (66)。MPIase のみが低温下において著しく増加した。MPIase

の増加が抑制された株では、膜透過反応の著しい阻害が観察された。これらのことから、低

温下では膜透過反応に必要な MPIase の量が増加することが示された。その一方、MPIase

の増加は低温下における膜挿入反応や菌の生育にはあまり重要ではなかった。 

MPIase の増加には MPIase 生合成酵素 CdsA と YnbB が関与していた。CdsA、YnbB に

よる Compound I 生合成反応は MPIase 生合成における律速段階である (第 1 章)。低温下

では CdsA の発現量が増加した (図 33)。したがって、低温下では CdsA、あるいは YnbB

の発現量が増加することにより、MPIase 量が増加することが示された。CdsA の発現量が

低温下において増加する分子機構は第 3 章で述べる。 

なぜ、低温下では膜透過反応が効率的に進行するために必要な MPIase 量が増えるのだろ

うか？MPIase により SecYEG の二量体構造が変化し、膜透過反応が促進される (42)。

MPIase が存在しない場合、SecYEG の二量体構造は SecE を接触面とした”back-to-back”構

造となる。MPIase は SecYEG の二量体構造を”back-to-back”から SecG が接触面近傍に位

置する”side-by-side”へと変化させる。”side-by-side”の膜透過活性は”back-to-back”のものよ

り 10 倍高い (42)。SecA の膜挿入－脱挿入と共役した SecG の膜内配向性反転サイクルは、
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SecYEG が”side-by-side”の場合のみ可能である (42)。このように、SecYEG は膜透過反応

に伴って、ダイナミックにその構造を変化させる。この構造変化には MPIase が必須である。

低温下において膜脂質の流動性が低下した状況下では、ダイナミックな構造変化を伴う膜

透過反応は進行しづらくなる。そのため、低温下では SecYEG や SecA の構造変化に必要な

MPIase の量が増加するのかもしれない。この予想と合致して、∆secG 株や SecG の膜反転

が低温下で阻害される secAR11 変異株では、膜透過反応が低温感受性を示し、これらの株

の低温下における膜透過反応の阻害は MPIase 枯渇株と同程度である (41, 66)。一方、Sec

非依存の膜挿入反応では MPIase は基質膜タンパク質と直接相互作用し、膜挿入反応を触媒

する。この反応に必要な MPIase の量は、低温下においても増加しないと考えられる。 

低温下において MPIase の発現量が増加しなかった場合、コロニーのサイズは多少、小さ

くなるものの、著しい生育の阻害は観察されなかった。タンパク質膜透過反応は、翻訳終了

後に SecYEG 上で進行する。MPIase 量が低下し、前駆体タンパク質が細胞質に蓄積したと

しても、これらは時間の経過と共に膜透過する。そのため、菌の生育に必要な分泌タンパク

質は、いずれ膜透過する。このような場合、生育速度は遅くなるものの、菌は生育すること

ができる。また、これまでに多くの sec 遺伝子の低温感受性変異株が単離されているが、著

しい膜透過反応の阻害が観察された場合であっても、必ずしも著しい生育の阻害が観察さ

れるわけではない (77)。∆secG 株は低温下において膜透過反応は著しく阻害されるが、生

育は弱い低温感受性を示す (66)。一方、タンパク質膜挿入反応は翻訳に共役して進行する。

したがって、タンパク質挿入反応が阻害される変異株は致死性を示す。低温下における

MPIase の増加が菌の生育に必須ではないことは、SecYEG の構造変化はタンパク質膜挿入

反応には必須ではないと考えられる。 

本研究では、低温下において MPIase の分解速度が遅くなっているため、MPIase 量が増

加しているように見える可能性を排除することができなかった。しかしながら、以下の理由

から、MPIase の分解速度の低下が、MPIase の増加に寄与するところは少ないと考える。 
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(i) 低温下では CdsA の発現量が増加する様子が観察された。CdsA は MPIase 生合成反応

における律速酵素であるため、MPIase 生合成量を増やすために CdsA 発現量が増加してい

ると考えられる。(ii) ∆ynbB/∆cdsA 二重欠損株では、低温下での MPIase の増加は著しく抑

制された。また、MPIase の増加は Tam41p の発現により阻害された。もし、低温下におい

て MPIase の分解速度の低下が、MPIase 量の増加に寄与しているならば、これらの株にお

いても MPIase の増加は観察されるはずである。(iii) MPIase の増加が抑制された条件では、

タンパク質膜透過反応は低温下において著しく阻害された。MPIase 量を増やすことで膜透

過反応を促進していると考えられる。 

 

2-4. 材料と方法 

(1) 材料 

第 2 章で使用した菌株、プラスミドを Table 5 に示した。 [35S]メチオニン-システインは

パーキンエルマージャパンより購入した。Protein A Sepharose CL-4 は GE Healthcare より

購入した。抗 MPIase 抗体 (27)、抗 SecB 抗体 (58)、抗 SecG 抗体 (39)、抗 SecD 抗体  

(78)、抗 OmpA 抗体  (79) はウサギを免疫して得られた抗体である。抗 CdsA 抗体 

(Glu75~Ser92) (59) 、 抗 M13 コ ー ト 抗 体  (Ala24~Tyr44) (59) 、 抗 SecY 抗 体 

(Ser426~Arg443) (60)、抗 YidC 抗体 (Lys382~Gln402) (59)は合成ぺプチドを抗原として、

eurofin にて作成された。アルカリフォスファターゼ標識ウサギ抗体 (Reserve APTM 

Phosphate Labeled Goat anti-Rabbit IgG (H+L))は Vector Laboratories より購入した。ウ

エスタン・ブロッティング発色試薬 NBT/BCIP はプロメガより購入した。アラビノースは

Sigma より購入した。IPTG (イソプロピル-β-チオガラクトピラノシド) は Wako より購入

した。PMSF (フッ化フェニルメチルスルホニル) はナカライテスク株式会社より購入した。 
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Table 5. 第 2 章で使用した菌株、およびプラスミド. 
Strain and plasmid Relevant genotype and description Reference 
EK413 
KS21 
KS22 
KS23 
 
pAra-CdsA 
 
 
pACYC184-Km 
 
pTet-Tam41p 
 
 
pTac-Tam41p 
 
 
pMS119-PC 
 

MC4100 ara+ 
EK413 ∆ynbB 
EK413 ∆cdsA::cat 
EK413 ∆ynbB ∆cdsA::cat 
 
The cdsA gene was cloned into pKQ2 under the 
control of the arabinose promoter, 
spectinomycin resistant. 
The cat gene on pACYC184 was replaced with 
the kan gene. 
The TAM41 gene without the mitochondrial 
targeting signal was cloned into pACYC-Km 
under the control of the tet promoter. 
The TAM41 gene without the mitochondrial 
targeting signal was cloned into pUSI2 under the 
control of tac promoter. 
The gene for M13 procoat is cloned under the 
control of the tac promoter, ampicillin resistant. 

(39) 
第 1 章 
第 1 章 
第 1 章 
 
第 1 章 
 
 
第 1 章 
 
第 1 章 
 
 
第 1 章 
 
 
(64) 

 

(2) パルス・チェイス実験、免疫沈降 

パルス・チェイス実験、免疫沈降は第 1 章の材料と方法に示すように行った。 

 

(3) その他  

M13 ( プ ロ ) コ ー ト は 6 M 尿 素 を 含 む 12.5% acrylamide-0.27% N,N’-

bismethyleneacrylamide ゲルを用いて SDS-PAGE により解析した (23)。MPIase、SecE、

SecG、SecB は 12.5% acrylamide-0.27% N,N’-bismethyleneacrylamide ゲルを用いて SDS-

PAGE に よ り 解 析 し た  (71) 。 CdsA は 13.5% acrylamide-0.33% N,N’-

bismethyleneacrylamide ゲルを用いて SDS-PAGE により解析した (72)。SecY は 15% 

acrylamide-0.33% N,N’-bismethyleneacrylamide ゲルを用いて SDS-PAGE により解析した 
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(72)。(p)OmpA、SecD、SecA は 10% acrylamide-0.13% N,N’-bismethyleneacrylamide ゲ

ルを用いて SDS-PAGE により解析した (72)。ウエスタン・ブロットのバンドは CS analyzer 

(ATTO) により定量した。タンパク質濃度は BSA を標準としてローリー法により定量した 

(73)。 
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第 3 章. cdsA 遺伝子の異なるプロモーターの 2 段階誘導により低温下での MPIase 発現量

は増加する 

3-1. 導入 

第 2 章において、低温下において糖脂質 MPIase の発現量が著しく増加することを明ら

かにした。低温下ではタンパク質膜透過反応に必要な MPIase 量が増加するため、MPIase

の増加が抑制、あるいは MPIase 発現量が低下した株では膜透過反応は低温感受性を示し

た。低温下における MPIase の増加には MPIase 生合成反応における律速酵素である CdsA、

YnbB が関与していた。低温下では CdsA の発現量が増加していたことから、低温下におけ

る MPIase 量の増加は CdsA の発現量により制御されることが示された。しかしながら、低

温下における CdsA の発現誘導機構は全く不明であった。 

 cdsA 遺伝子は ispU-cdsA-rseP-bamA オペロンの 2 番目に位置すると考えられている。こ

のオペロンを構成する遺伝子はすべて生育に必須である (54)。しかしながら、ispU-cdsA-

rseP-bamA の発現に関与するプロモーターは明らかでない。さらに、ispU 遺伝子をクロラ

ムフェニコール耐性遺伝子に置換した場合、ispU 遺伝子下流の cdsA 遺伝子の発現も阻害

されることが報告されている (80)。このことから、ispU 遺伝子の ORF 内部には cdsA 遺

伝子の発現に関与する領域が含まれていることが示唆される。このように cdsA 遺伝子の発

現に関与する遺伝子領域は全く不明であった。また、CdsA の発現誘導が転写段階であるの

か、翻訳段階であるのか、あるいは mRNA の安定性が関与するのかどうかについても全く

不明であった。 

 第 3 章では、低温下における CdsA の発現誘導機構の解析を行った。 

 

3-2. 結果 

(1) 低温下における cdsA mRNA 量の変化 

低温下における MPIase 発現量の増加を経時的に調べた。EK413、KS23/pAra-CdsA を
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37℃で培養し、その後、培養液を 20℃に移した。KS23/pAra-CdsA では培地に 0.2%アラビ

ノースを加え、プラスミドから CdsA を純分に発現させた条件で培養した。EK413 におけ

る MPIase 発現量の増加は、低温シフト後 10 分ですでに最大量に達し、その後、90 分まで

増加したままであった (図 43)。KS23/pAra-CdsA では、MPIase 量の増加が著しく抑制さ

れる様子が観察された (図 43)。これらの結果から、MPIase 発現量は低温を感知後すぐに

増加し、増加した量は長時間維持されることが示された。CdsA は MPIase 生合成反応にお

ける律速酵素である (第 1 章)。cdsA 遺伝子の mRNA が低温下において増加するかどうか

を RT-PCR により調べた。EK413 を 37℃で培養後、培養液を 20℃に移した。20℃で 3 時

間培養後、フェノール/クロロホルム抽出、エタノール沈殿により RNA 画分を調製した。

フォワードプライマーとして F1 (図 44)、リバースプライマーとして R1 (図 44) を用い、

cdsA 遺伝子の mRNA を RT-PCR により増幅した。その結果、20℃における cdsA mRNA

の RT-PCR 産物のバンド強度は 37℃に比べて約 3 倍に増加していた (図 45)。一方、低温

下において発現量が変わらないことが知られている EF-Tu をコードする tufA 遺伝子 (81) 

では、20℃における RT-PCR 産物のバンドの強度は 37℃と変わらなかった (図 45)。続い

て、低温下における cdsA mRNA 量の変化を経時的に調べた。その結果、cdsA mRNA の RT-

PCR 産物のバンドの強度は低温シフト後 10 分で最大値に達し、その後、60 分まで増加し

たままであった (図 46)。これらの結果から、低温下における MPIase、cdsA mRNA 量の増

加は迅速であり、長時間持続することが示された。 
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図 43. 低温下における MPIase 発現量の経時的な変化。 
一晩培養した EK413、KS23/pAra-CdsA を LB 培地に 1:100 希釈で植菌し、37℃で培養し
た。KS23/pAra-CdsA では培地に 0.2%のアラビノースを加えて培養した。菌が OD660 
~0.8 まで達した時点で、培養液を 20℃に移した。各時間における MPIase、SecB をウエ
スタン・ブロッティングにより検出した。 
 
 
 

 
 

図 44. cdsA 遺伝子近傍の遺伝子配置。 
青四角はσ70 の結合サイトを示す。三角は各プライマーの位置と方向を示す。 
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図 45. 低温下における cdsA mRNA 量の変化。 
一晩培養した EK413 を LB 培地に 1:100 希釈で植菌し、37℃で培養した。”20℃” では、
菌が OD660 ~0.4 まで達した時点で、培養液を 20℃に移し、さらに 3 時間培養した。フェ
ノール/クロロホルム抽出、エタノール沈殿により RNA 画分を調製した。cdsA mRNA を
F1/R1 プライマーを用いて RT-PCR により増幅した。tufA mRNA を tufA-5’/tufA-3’comp
プライマーを用いて RT-PCR により増幅した。RT-PCR 産物のバンドの強度を CS 
analyzer (ATTO) により定量した。cdsA 遺伝子、tufA 遺伝子の 37℃における RT-PCR
産物の強度を”1.0“として、20℃での RT-PCR 産物のバンドの強度の相対値を示した。独
立した 3 回の実験により SD を求め、エラーバーで示した。 
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図 46. 低温下における cdsA mRNA 量の経時的な変化。 
一晩培養した EK413 を LB 培地に 1:100 希釈で植菌し、37℃で培養した。菌が OD660 
~0.8 まで達した時点で、培養液を 20℃に移した。図示す時間 20℃で培養し、cdsA mRNA
を F1/R1 プライマーを用いて RT-PCR により増幅した。RT-PCR 産物のバンドの強度を
CS analyzer (ATTO) により定量した。独立した 3 回の実験より SD を求めた。 
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(2) 低温下での cdsA mRNA の増加に関与するプロモーター領域の検索 

 cdsA 遺伝子は ispU-cdsA-rseP-bamA オペロンの 2 番目に位置すると考えられている (図

44)。しかしながら、cdsA 遺伝子のプロモーター領域は不明であった。cdsA 遺伝子上流の

プロモーター領域を検索した結果、転写因子σ70 の結合配列と相同性の高い配列が 5 つ存在

した (図 44 P1~P5)。プロモーターと予想される各配列の上流、および下流に、フォワード

プライマーとして F2~F9 を設計した (図 44)。リバースプライマーとして R1 を用い、RT-

PCR により cdsA 遺伝子上流の mRNA の長さを調べた。その結果、37℃では F2/R1~F6/R1

の RT-PCR 産物が検出され、F7/R1、F8/R1、および F9/R1 の RT-PCR 産物は検出されな

かった (図 47)。一方、20℃では、F2/R1~F6/R1 の RT-PCR 産物に加え、F7/R1 および

F8/R1 の RT-PCR 産物が検出された (図 47)。F9/R1 は 20℃においても検出されなかっ

た。これらの結果から、低温下では dxr-ispU-cdsA mRNA の転写が誘導されることが示さ

れた。続いて、低温シフト後の dxr-ispU-cdsA mRNA 量の経時的な変化を調べた。低温シ

フト前は F8/R1 の RT-PCR 産物は観察されなかった。低温シフト後 10 分で RT-PCR 産物

のバンドの強度は最大値に達し、その後、時間の経過に伴って減少していく様子が観察され

た (図 46A)。これらの結果から、dxr 遺伝子上流の P5 は低温下で一過的に誘導されるプロ

モーターであることが示された。dxr-ispU-cdsA mRNA は時間の経過と供に減少する一方、

cdsA mRNA は、低温シフト後 60 分まで増加したままである (図 44)。これらのことから、

cdsA mRNA を低温下において長時間増加し続けるためのプロモーター領域が P5 下流に存

在する可能性が示唆された。この可能性を検証するため、F2/R1、F4/R1、F6/R1 プライマ

ーによる RT-PCR 産物の量の変化を経時的に調べた。F6/R1 の RT-PCR 産物は低温シフト

後、10 分で増加し、その後、時間の経過に伴って減少した (図 46B)。一方、F2/R1、F4/R1

の RT-PCR 産物は低温シフト後 10 分で増加し、60 分まで増加し続けた (図 46C、D)。こ

れらの結果から、P5 (P4) は低温下で一過的に誘導されるプロモーターであるのに対し、

P3 は低温下で長時間誘導され続けるプロモーターであることが示された。これらの 2 つの
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異なるプロモーターによって、cdsA 遺伝子の mRNA 量は低温を感知後すぐに増加し、長時

間維持されることが示された。 

 

 

 

 
 
図 47. cdsA 遺伝子のプロモーター領域の検索。 
一晩培養した EK413 を LB 培地に 1:100 希釈で植菌し、37℃で培養した。”20℃” では菌
が OD660 ~0.8 まで達した時点で、培養液を 20℃に移し、さらに 1 時間培養した。フェノ
ール/クロロホルム、エタノール沈殿により RNA 画分を調製した。図に示す各プライマー
を用いてｍRNA を RT-PCR により増幅した。 
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図 48. cdsA 上流を含む mRNA の低温下における経時的な変化。 
一晩培養した EK413 を LB 培地に 1:100 希釈で植菌し、37℃で培養した。菌が OD660 
~0.8 まで達した時点で、培養液を 20℃に移した。cdsA mRNA を F8/R1 (A)、F6/R1 
(B)、F4/R1 (C)、F2/R1 (D)、tufA-5’/tufA-3’comp (E) プライマーを用いて RT-PCR に
より増幅した。 
 
  

B A 

C D E 
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(3)プロモ―ターP3 が低温下における cdsA mRNA、および MPIase の増加に及ぼす影響 

Icho らのグループにおいて、cdsA 遺伝子上流の 2.6 kb、および下流 2.2 kb を含む 5.8 kb

の DNA 断片 (図 44、49 に示す BglII-HindIII までの領域) をクローニングしたプラスミ

ドを導入した大腸菌を 30℃で培養した場合、CdsA が過剰発現されることが報告されてい

る (49)。この菌を 42℃で培養した場合、CdsA の過剰発現は観察されなかった (49)。こ

れらは、この 5.8 kb の DNA 断片には、CdsA が低温下で増加するために必要な領域が含

まれていることを示している。第 1 章において、Icho らが報告した 5.8 kb の DNA 断片を

pUC19 ベクターの BamHI/HindIII 部位に連結したプラスミド pCD1 を構築した (第 1 章、

図 49)。pCD1 が低温下において MPIase 発現量を増加するかどうかを調べた。pCD1 を

YS23 (∆pcnB ∆cdsA ∆ynbB)/pAra-CdsA 株に導入し、pCD1 が CdsA 枯渇条件の生育を相

補できるかどうかを調べた。∆pcnB 株では、ColE1 型の複製オリジンをもつプラスミドが

低コピーに保たれる (82)。pCD1 の複製オリジンは ColE1 であるため、YS23/pAra-CdsA

では、pCD1 のコピー数が低コピーに保たれる。YS23/pAra-CdsA/pCD1 では 37℃、20℃

の両方でアラビノース非存在下において用いた菌の生育が観察された (Table 6)。したが

って、pCD1 は CdsA 欠損株の生育を相補できることが示された。続いて、pCD1 が低温

下において MPIase 発現量を増加するかどうかについて調べた。YS23/pAra-CdsA/pCD1

をアラビノース非存在下で培養し、37℃、20℃における MPIase 発現量を調べた。その結

果、20℃において EK413 と同様に MPIase 発現量の増加が観察された (図 50A)。したが

って、pCD1 にクローニングされた cdsA 遺伝子を含む 5.8kb の DNA 断片には、低温下に

おける MPIase の増加に関与する領域が含まれていることが示された。続いて、cdsA 遺伝

子の下流が MPIase の増加に関与するかどうかを調べるため、pCD1 から cdsA 遺伝子下

流の 2.2 kb を除いた pCD1-∆3’を構築した (図 49)。YS23/pAra-CdsA/pCD1-∆3’はアラビ

ノース非存在下においても生育し (Table 6)、20℃における MPIase 発現量の増加も観察

された (図 50A)。したがって、cdsA 遺伝子下流の 2.2 kb は低温下における MPIase の増
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加には必須ではないことが示された。 

 cdsA 遺伝子上流のプロモーター配列が低温下における MPIase 量の増加に関与するかど

うかを調べるため、pCD1-∆3’をもとに cdsA 遺伝子上流のプロモーターを段階液に欠損し

たプラスミドを構築した (C1～C6-pCD1-∆3’) (図 49)。これらのプラスミドを YS23/pAra-

CdsA に導入し、CdsA 枯渇株の生育を相補できるかどうかを調べた。C4~C6-pCD1-∆3’を

導入した株では、37℃、20℃の両方でアラビノース非存在下での生育が観察された (Table 

6)。一方、C2、および C3-pCD1-∆3’を導入した株は、37℃では生育するものの、20℃では

著しい生育の阻害が観察された (Table 6)。C1-pCD1-∆3’を導入した株では、37℃、20℃に

おいて菌の生育しなかった (Table 6)。これらの結果から、プロモーターP3 は菌の低温下

での生育に必須であることが示された。これらのプラスミドを導入した株の低温下におけ

る MPIase 発現量を調べた。その結果、C4～C6-pCD1-∆3’では、pCD1-∆3’と同様に低温下

における MPIase 発現量の増加が観察された (図 50C)。一方、C2-、C3-pCD1-∆3’では低温

下における MPIase 量の増加が著しく抑制されていた (図 50B)。これらの結果は、プロモ

ーターP3 は低温下における MPIase の増加に必須であることが示された。低温下での

MPIase の増加におけるプロモーターP3 の役割をさらに詳細に調べるため、低温下におけ

る MPIase 量の変化を経時的に調べた。YS23/pAra-CdsA/pCD1-∆3’では、EK413 と同様に

低温に移してから 10 分で MPIase の増加が観察され、60 分まで増加し続ける様子が観察さ

れた (図 51)。一方、YS23/pAra-CdsA/C4-pCD1-∆3’では、低温に移してから 30 分まで

MPIase の増加は観察されず、60 分で MPIase の増加が観察された (図 51)。これらの結果

から、プロモーターP5 (P4) は低温を感知後すぐに作動し、MPIase を迅速に増加させる役

割を果たし、プロモーターP3 はプロモーターP5 (P4) に遅れて作動し、MPIase を長時間

増加し続ける役割を果たすことが示された。 

 プロモーターP3 が低温下における cdsA mRNA の増加に関与するかどうかを調べるため

にクロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ (cat) レポーターアッセイを行った。
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C4-pCD1-∆3’の cdsA 遺伝子の ORF を cat 遺伝子の ORF に置換した (C4- pCD2-∆3’)。 

C4-pCD2-∆3’を PS259 (∆pcnB) 株に導入し、37℃、20℃における cat 活性を測定した。

20℃における cat 活性 37℃に比べて～1.5 倍増加した (図 52)。KS22 (cdsA::cat)/pAra-CdsA

では染色体上の cdsA 遺伝子の ORF が cat 遺伝子の ORF に置換されている。KS22/pAra-

CdsA をアラビノース存在下で培養し、cat 活性を測定した。その結果、KS22/pAra-CdsA に

おいても cat 活性は低温下において~1.5 倍増加した (図 52)。C4- pCD2-∆3’における cat 活

性は KS22 の約 2 倍であるが、これは、PS259 株は recA+であるため、細胞内でプラスミド

が二量体化しているためであると考えられる。これらの結果は、C4-pCD2-∆3’は染色体上

の応答を反映していることを示している。C4-pCD2-∆3’から P3 プロモーターを削除した場

合 (C3-pCD2-∆3’)、cat 活性の増加は観察されなかった (図 52)。これらの結果と一致して、

KS22/pAra-CdsA、C4-pCD2-∆3’における cat mRNA の RT-PCR 産物のバンドの強度は

20℃において増加するのに対し、C3-pCD2-∆3’では、cat mRNA の低温下における RT-PCR

産物の強度の増加は観察されなかった (図 53)。以上の結果より、プロモーターP3 は低温

下における cdsA mRNA、および MPIase の増加を長時間維持するために必要であることが

示された。 
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Table 6. cdsA 上流のプロモーターの欠損が菌の生育に及ぼす影響 
 Chromosome Plasmid Growth* 

 (+) arabinose (-) arabinose 

 cdsA ynbB pAra-

CdsA 

pCD1 

derivatives 

37℃ 20℃ 37℃ 20℃ 

EK413 + + - - ++ ++ ++ ++ 

KS23 ∆ ∆ + - ++ ++ - - 

YS23 ∆ ∆ + - ++ ++ - - 

YS23 ∆ ∆ + pCD1 + + + + 

YS23 ∆ ∆ + ∆3’ + + + + 

YS23 ∆ ∆ + C1-∆3’ ++ ++ - - 

YS23 ∆ ∆ + C2-∆3’ ++ ++ + - 

YS23 ∆ ∆ + C3-∆3’ ++ ++ + - 

YS23 ∆ ∆ + C4-∆3’ ++ ++ ++ ++ 

YS23 ∆ ∆ + C5-∆3’ ++ ++ ++ ++ 

YS23 ∆ ∆ + C6-∆3’ ++ ++ ++ ++ 

*各株を 0.2%アラビノース添加・非添加の LB 培地に植菌後、37℃で 18 時間、もしくは 20℃
で 72 時間培養した。”++”は Large サイズのコロニー、”+”は Small サイズのコロニー、”-
“は生育が観察されなかったことを示す。 
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図 49. pCD1 とその誘導体の構造。 
pCD1 は cdsA 遺伝子を含む 5.8 kbp の BlgII ~ HindIII DNA 断片を pUC19 ベクターの
BamHI/HindIII 部位に連結したものである。矢印は C1- ~C6-pCD1-∆3’における cdsA 遺
伝子の上流の 5’末端を示す。青四角はσ70 の結合サイトを示す。三角は各プライマーの位置
と方向を示す。 
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図 50. cdsA 遺伝子の上流、下流領域の欠損が低温下における MPIase の増加に及ぼす影
響。 
一晩培養した各株を 1:100 希釈で LB 培地に植菌し、37℃で培養した。”20℃” では、菌が
OD660 ~0.4 まで達した時点で、培養液を 20℃に移し、さらに 2 時間培養した。MPIase、
SecB をウエスタン・ブロッティングにより検出した。 
 
  

A 

B 

C 
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図 51. P5 (P4)、P3 が低温下での MPIase の増加に及ぼす影響。 
一晩培養した YS23/pAra-CdsA/pCD1-∆3’、 YS23/pAra-CdsA/C4-pCD1-∆3’を LB 培地
に 1:100 希釈で植菌し、37℃で培養した。菌が OD660~0.8 に達した時点で培養液を 20℃
に移した。各時間における MPIase、SecB をウエスタン・ブロッティングにより検出し
た。 
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図 52. cat レポーターアッセイによる低温下における P3 プロモーターの活性の評価。 
一晩培養した KS22/pAra-CdsA、PS259/C3-pCD2-∆3’、 PS259/C3-pCD2-∆3’を 1:100 希
釈で LB 培地に植菌し、37℃で培養した。KS22/pAra-CdsA では培地に 0.2%アラビノース
を加え培養した。”20℃” では、菌が OD660~0.4 に達した時点で培養液を 20℃に移し、さ
らに 2 時間培養した。cat 活性は、材料と方法に示した方法で測定した。独立した 3 回の
実験から SD を求め、エラーバーで示した。 
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図 53. 低温下における cat mRNA 量の変化。 
一晩培養した KS22/pAra-CdsA、PS259/C3-pCD2-∆3’、 PS259/C4-pCD2-∆3’を 1:100 希
釈で LB 培地に植菌し、37℃で培養した。KS22/pAra-CdsA では培地に 0.2%アラビノース
を加え培養した。”20℃” では、菌が OD660~0.4 に達した時点で培養液を 20℃に移し、さ
らに 2 時間培養した。フェノール/クロロホルム抽出、エタノール沈殿により RNA 画分を
調製した。cat mRNA を cat-5’/cat-3’comp プライマーを用いて RT-PCR により増幅し
た。 
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(4) 低温下での cdsA mRNA の増加と mRNA の安定性との関連 

大腸菌が低温に曝露された場合、低温ショックタンパク質と呼ばれるストレス応答タン

パク質の発現が一過的に誘導される (83, 84)。低温では低温ショックタンパク質をコード

する mRNA の安定性が著しく上昇することが知られている (85–87)。これらの mRNA の

5’末端にはステム・ループ構造が存在する。低温下ではステム・ループ構造が形成され、

mRNA の分解が防がれるため、mRNA の安定性が著しく上昇する (87, 88)。cdsA 遺伝子

開始コドンの上流にはステム・ループ構造を形成しうる配列が存在する (図 54)。このステ

ム・ループ構造が低温下において cdsA mRNA の安定化し、低温下における cdsA mRNA が

増加する可能性が考えられた。cdsA 遺伝子上流のステム・ループ構造が低温下での cdsA 

mRNA の増加に関与するかどうかを調べるため、プライマーF1/R1、および F2/R1 により

増幅される mRNA の半減期をリファンピシン・チェイス法により調べた。プライマーF1/R1

により増幅される mRNA の半減期は 37℃では 2.5 分であるのに対して、20℃では 7.8 分と

低温下で約 3 倍増加した (図 55)。プライマーF2/R1 により増幅される mRNA においても、

37℃の 3.2 分に対して 20℃では 9.5 分と低温下で約 3 倍増加した (図 56)。低温下で mRNA

量が増加しない tufA mRNA の半減期も低温下で約 3.5 倍増加する様子が観察された (図

57)。これらの結果から、mRNA の安定化は低温下における cdsA mRNA の増加には関係な

いことが示された。  
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図 54. cdsA 遺伝子の開始コドン近傍の遺伝子配列。 
プライマーF1、F2 の位置を下線で示す。ステム・ループを形成しうる配列を”▼”およ
び、”－”で示した。 
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図 55. F1/R1 プライマーで増幅される cdsA mRNA のリファンピシン・チェイス実験によ
る安定性の解析。 
(A) 一晩培養した EK413 を LB 培地に 1:100 希釈で植菌し、37℃で培養した。”20℃” で
は、菌が OD660~0.4 に達した時点で、リファンピシンを添加し、培養液を 20℃に移し
た。図に示す時間培養した後、フェノール/クロロホルム抽出、エタノール沈殿により
RNA 画分を調製した。F1/R1 プライマーを用いてｍRNA を RT-PCR により増幅した。 
 
(B) RT-PCR 産物のバンドの強度を CS analyzer (ATTO) により定量し、チェイス時間に
対してプロットした。 
 
 
  

A 

B 
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図 54. F2/R1 プライマーで増幅される cdsA mRNA のリファンピシン・チェイス実験によ
る安定性の解析。 
(A) 一晩培養した EK413 を LB 培地に 1:100 希釈で植菌し、37℃で培養した。”20℃” で
は、菌が OD660~0.4 に達した時点で、リファンピシンを添加し、培養液を 20℃に移し
た。各時間培養した後、フェノール/クロロホルム抽出、エタノール沈殿により RNA 画分
を調製した。F2/R1 プライマーを用いてｍRNA を RT-PCR により増幅した。 
 
(B) RT-PCR 産物のバンドの強度を CS analyzer (ATTO) により定量し、チェイス時間に
対してプロットした。 
 
  

A 

B 
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図 55. tufA mRNA のリファンピシン・チェイス実験による安定性の解析。 
(A) 一晩培養した EK413 を LB 培地に 1:100 希釈で植菌し、37℃で培養した。”20℃” で
は、菌が OD660~0.4 に達した時点で、リファンピシンを添加し、培養液を 20℃に移し
た。図に示す時間培養した後、フェノール/クロロホルム抽出、エタノール沈殿により
RNA 画分を調製した。tufA-5’/tufA-3’comp プライマーを用いてｍRNA を RT-PCR によ
り増幅した。 
 
(B) RT-PCR 産物のバンドの強度を CS analyzer (ATTO) により定量し、チェイス時間に
対してプロットした。 
 
 

 

A 

B 
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3-3. 考察 

 第 3 章では、低温下での MPIase 量の増加に関与する cdsA 遺伝子のプロモーター領域を

明らかにした。これまで、cdsA 遺伝子は ispU-cdsA-rseP-bamA mRNA として転写される

と考えられてきたが、実験的に実証されていなかった。また、cdsA 遺伝子上流にはプロモ

ーターと予想される配列はいくつか見受けられるものの、低温下における CdsA の発現誘導

に関与する領域は不明であった。本研究では、低温下における cdsA mRNA の増加には、

ispU 上流のプロモーターP3、dxr 上流のプロモーターP5 の 2 つのプロモーター領域が関与

することを明らかにした。プロモーターP5 は低温を感知後、ただちに活性化され、dxr-ispU-

cdsA mRNA 量は著しく増加する。しかしながら、この mRNA の増加は一過的であり、そ

の量は時間の経過と供に減衰した。一方、プロモーターP3 は P5 プロモーターに遅れて活

性化され、ispU-cdsA mRNA は低温下において長時間増加し続けた。これらのことから、プ

ロモーターP5 による初期段階の応答、これに続くプロモーターP3 による後期段階の応答

の 2 段階の制御により、cdsA mRNA および MPIase は低温を感知後すぐに増加し、その量

が長時間維持されることが示された。 

 菌が低温環境に直面すると、一連の低温ショックタンパク質が誘導される (83, 84)。低温

ショックタンパク質の誘導は一過的であり、時間の経過に伴ってその量は減衰する (83, 

84)。大腸菌における主要な低温ショックタンパク質である CspA の発現量は低温下で一過

的に増加する (83, 84)。低温で誘導性の cspA 遺伝子のプロモーターを低温下で誘導されな

い別のプロモーターに置換した場合でも、CspA の低温下における一過的な増加は観察され

る (87)。cdsA mRNA の安定性は、低温下において著しく上昇する (85, 87)。cspA mRNA

の開始コドン上流にはステム・ループ構造を形成する配列が存在する。低温下では、ステム・

ループ構造の形成が RNase による分解を防ぎ、cspA mRNA の安定性は常温下の～60 倍と

なる (86, 88)。このような mRNA の 2 次構造の変化による安定化は、低温ショックタンパ

ク質の発現誘導における主要な戦略の 1 つである。cdsA 遺伝子の開始コドン上流にもステ
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ム・ループ構造を形成しうる配列が存在する。しかしながら、低温下での cdsA mRNA の半

減期の増加は常温下の 3 倍程度であり、低温下で発現量が増加しないことが知られている

tufA mRNA との違いが認められなかった。これらのことから、低温下における cdsA mRNA

の増加は、転写段階での制御によるものであると結論した。 

 低温下では、dxr-ispU-cdsA mRNA と ispU-cdsA mRNA が増加するため、cdsA mRNA に

加 え て 、 dxr mRNA や ispU mRNA も 増 加 す る 。 Dxr は 1-deoxy-D-5-phospahte 

reductoisomerase であり (89)、IspU は undecaprenyl diphosphate synthase である (90, 91)。

どちらも、ウンデカプレノールの生合成反応に関与する (43, 92)。ペプチドグリカンや外膜

抗原 ECA の糖鎖部分はウンデカプレノール上で伸長する。これまでに、低温下でウンデカ

プレノールが増加するとの報告はない。なぜ、ウンデカプレノールが増加する必要なのかに

ついては全く不明である。低温下では、膜の流動性が低下するため、膜脂質の流動性を上昇

させるために膜脂質中の不飽和脂肪酸が大幅に増加する (76)。ウンデカプレノールはイソ

プレンが重合して生合成されるため、多くの二重結合をもつ。低温下ではウンデカプレノー

ルを増加させることで膜脂質の流動性を上昇させているのかもしれない。 

 

3-4. 材料と方法 

(1) 材料 

制限酵素、DNA Ligation Kit <Mighty Mix>、PrimeSTAR® HS DNA Polymerase 、

BcaBEST RNA PCR system はタカラバイオ株式会社より購入した。オリゴ DNA は Integrate 

DNA Technologies より購入した。QIAprep Spin Miniprep Kit は QIAGEN より購入した。

Wizard® SV Gel PCR Clean-Up System、RNase free DNase は Promega より購入した。抗

MPIase 抗体 (27)、抗 SecB 抗体 (58) はウサギを免疫して得られた抗体である。アルカリ

フォスファターゼ標識ウサギ抗体 (Reserve APTM Phosphate Labeled Goat anti-Rabbit IgG 

(H+L)) は Vector Laboratories より購入した。ウエスタン・ブロッティング発色試薬
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NBT/BCIP は Promega より購入した。アラビノース、リファンピシン、5,5’-ジチオビス 2-

ニトロ安息香酸 (DNTB) は Sigma より購入した。アセチル CoA は Roche より購入した。

第 3 章で使用した菌株、およびプラスミドを Table 7 に示した。第 3 章で使用したオリゴヌ

クレオチドを Table 8 に示した。 

 

Table 7. 第 3 章で使用した大腸菌株、およびプラスミド 

Strains and plasmids Relevant genotype and description Reference 

EK413 MC4100 ara+ (66) 

PS259 phoA∆PvuII lac∆X74 galE galK rpsL pcnB80 zad1::Tn10 (60) 

KS22 EK413 ∆cdsA::cat 第 1 章 

KS23 EK413 ∆ynbB ∆cdsA::cat 第 1 章 

YS23 EK413 ∆ynbB ∆cdsA::cat pcnB80 zad1::Tn10 This study 

pAra-CdsA cdsA was cloned into pKQ2 under control of arabinose 

promoter, spectinomycin-resistant 

第 1 章 

pCD1 5.8 kb fragment containing 2.6 kb upstream and 2.2 kb 

downstream of cdsA was cloned into BamHI/HindIII site of 

pUC19 in opposite direction to lac promoter, ampicillin-

resistant 

第 1 章 

pCD1-∆3’ Derivative of pCD1 with 2.2 kb downstream of the cdsA gene 

deletion 

This study 

C1-pCD1-∆3’ Derivative of pCD1-∆3’ with upstream of P1 promoter deletion This study 

C2-pCD1-∆3’ Derivative of pCD1-∆3’ with upstream of P2 promoter deletion This study 

C3-pCD1-∆3’ Derivative of pCD1-∆3’ with promoter P3, P4, and P5 deletion This study 

C4-pCD1-∆3’ Derivative of pCD1-∆3’ with promoter P4 and P5 deletion This study 

C5-pCD1-∆3’ Derivative of pCD1-∆3’ with upstream of promoter P4 

deletion’ 

This study 

C6-pCD1-∆3’ Derivative of pCD1-∆3’ with promoter P5 deletion This study 

C3-pCD2-∆3’ Open reading frame of cdsA in C3-pCD1-∆3’ was replaced 

with that of cat  

This study 

C4-pCD2-∆3’ Open reading frame of cdsA in C4-pCD1-∆3’ was replaced 

with that of cat 

This study 
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Table 8. 第 3 章で使用したオリゴヌクレオチド 

Name Sequence (5’->3’) Purpose 

F1 TTGCTGAAGTATCGCCTGAT RT-PCR 

F2 CAAGACTTTGAAGGGGCG RT-PCR 

F3 GGGGAGCATCGCATTA G RT-PCR 

F4 AGTTGGCTTTATAAGGTCAG RT-PCR 

F5 CCGGCTACAGAGAGTCG RT-PCR 

F6 GCGATGGAGGCGTTCG RT-PCR 

F7 GGCGTGAAGCCGCTCG RT-PCR 

F8 TCTGGGCTCGACCGGCTCGA RT-PCR 

F9 CAGTACGTAACGTGCGTCG RT-PCR 

R1 TTAAAGCGTCCTGAATACCA RT-PCR 

tufA-5’ ACGTACAAAACCGCACGTTA RT-PCR 

tufA-3’comp TTAGCCCAGAACTTTAGCAA RT-PCR 

cdsA HindIII-5’ AAAAAAGCTTTTAAAGCGTCCTGAATAC

C 

Construction of pCD1-∆3’ 

pUC19 HindIII-

3’comp 

AAAAAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATA

G 

Construction of pCD1-∆3’ 

pUC19 BglII-5’ AAAAAGATCTCCGGGTACCGAGCTCGTG

GTG 

Construction of C1- ~C6-

pCD1-∆3’ 

C1-BglII-3’comp AAAAAGATCTCAAGACTTTGAAGGGGCG

TT 

Construction of C1-pCD1-

∆3’ 

C2-BglII-3’comp AAAAAGATCTGGGGAGCATCGCATTAGT

AA 

Construction of C2-pCD1-

∆3’ 

C3-BglII-3’comp AAAA 

AGATCTAGTTGGCTTTATAAGGTCAG 

Construction of C3-pCD1-

∆3’ 

C4-BglII-3’comp AAAAAGATCTCCGGCTACAGAGAGTCGC

GC 

Construction of C4-pCD1-

∆3’ 

C5-BglII-3’comp AAAAAGATCTGGCGTGAAGCCGCTCGAT

TT 

Construction of C5-pCD1-

∆3’ 

C6-BglII-3’comp AAAAAGATCTTCTGGGCTCGACCGGCTC

GA 

Construction of C6-pCD1-

∆3’ 

pCD1 up AAAAGCAGATATCAGGCGATACTTCAGC

ATATGCGACCCCCATCAGGCTG 

Construction of C3- and C4-

pCD2-∆3’ 

cat-5´ NdeI ACTTAAGGGTTTTCTACATATGGAGAAA

AAAATCACTGG 

Construction of C3- and C4-

pCD2-∆3’ 
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cat-3´ comp HindIII TGAAGCTTACGTTGGTTCATTAGGCGC

CGCCCTGCCACTCATCGCAGTA 

Construction of C3- and C4-

pCD2-∆3’ 

cat-5´  ATCACTGGATATACCACCGT RT-PCR 

cat-3´ comp CTGAATCGCCAGCGGCATCA RT-PCR 

 

(2) プラスミドの構築 

C1- ~ C6-pCD1-∆3’は以下の手順で構築した。pCD1 を鋳型として cdsA 遺伝子の下流 2.2 

kb を除く領域を pUC19 HindIII-3’comp/cdsA HindIII-5’プライマーを用いて PCR により

増幅した。PCR 産物を HindIII で制限酵素処理後、環状化した (pCD1-∆3’)。pCD1-∆3’を

鋳型として、pUC19 BglII-5’/ cdsA C1、C2、C3、C4、C5、C6 BglII-3’comp プライマーを用い

て増幅し cdsA 遺伝子上流のプロモーターと予想される配列を削除した。これらの PCR 産

物を BglII 制限酵素処理後、環状化した (C1- ~ C6-pCD1-∆3’)。 

 C3-、C4-pCD2-∆3’は以下の手順で構築した。C3-、C4-pCD1-∆3’を鋳型として pCD1 

up/pUC19 HindIII-3’comp プライマーを用いて開始コドンに NdeI 部位、終始コドンの直後

に HindIII 部位を付加し、cdsA 遺伝子の開始コドンから終始コドンまでを除いた領域を

PCR により増幅した。この PCR 断片の NdeI/HindIII 部位に、cat-5’NdeI/cat-3’comp HindIII

プライマーを用いて増幅した cat 遺伝子を連結した (C3-、C4-pCD2-∆3’)。 

 

(2) RT-PCR 

RNA 画分は大腸菌培養液とフェノール/クロロホルム混合溶液を 1:1 で混合後、水層をエ

タノール沈殿し調製した。RNA 画分を 1 u/µL の RNase free DNase で 37℃ 30 分間処理し

た。65℃で 10 分加熱し DNase を失活させた後、RNA 画分 (50 ng) を BcaBEST RNA PCR 

system により RT-PCR を行った。R1 プライマー、tufA-3’comp プライマー、cat-3’comp プ

ライマーを RNA にアニール後、BcaBEST polymerase を用いて cDNA を合成した。その

後、Taq polymerase を加え、94℃-30 秒、50℃-30 秒、72℃-60 秒～300 秒の温度サイクルを

30 回繰り返し、cDNA を増幅した。cdsA を含む mRNA を増幅する際は、F1 ~ F9/R1 プラ
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イマーを用いた。tufA mRNA を増幅する際は tufA-5’/tufA-3’comp プライマーを用いた。cat 

mRNA を増幅する際は cat-5’/cat-3’comp プライマーを用いた。 

 

(3) cat レポーターアッセイ 

大腸菌を 10 mM Tris-HCl (pH 7.5)/10% glycerol に懸濁後、超音波破砕機により細胞を破

壊した。16,000 x g, 5 分間の遠心により未破砕の細胞を除去後、上清を 4℃で 160,000 x g 

で 60 分間遠心し、膜画分を除いた。上清を細胞質画分として使用した。細胞質画分を

100 mM Tris-HCl (pH 7.5)、0.08 mM DTNB、0.2 mM アセチル CoA、0.005% (w/v) クロラム

フェニコールに加え、25℃で 10 分保温した。保温後、412 nm の吸光度を測定した。 

 

(4) リファンピシン・チェイス実験 

大腸菌を 37℃で OD660 ~ 0.8 まで培養後、培養液を 20℃に移した。20℃で 1 時間培養し

た後、150 µg/mL のリファンピシンを添加した。各時間における RNA 画分を調製し、材

料と方法にあるように RT-PCR を行った。 

 

(5) その他 

MPIase、SecB は 12.5% acrylamide-0.27% N,N’-bismethyleneacrylamide ゲルを用いて

SDS-PAGE により解析した (71)。ウエスタン・ブロットのバンドは CS analyzer (ATTO) 

により定量した。タンパク質濃度は BSA を標準としてローリー法により定量した (73)。 
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総合考察 

Blobel らによる「シグナル仮説」が提唱されてから約 50 年が経過し、タンパク質膜挿入

反応・膜透過反応の分子機構の理解は大きく進展した。Sec トランスロコンや SRP/SR など

の膜挿入・膜透過反応に関与する因子が次々と発見され、それらの機能が詳細に解析されて

きた。これらの因子はすべての生物種に存在することから、タンパク質膜挿入反応・膜透過

反応の分子機構は基本的なレベルではすべての生物種間で保存されていると考えられてい

る (8, 9, 14)。MPIase は大腸菌の細胞質膜から同定された。MPIase は糖脂質でありながら、

タンパク質膜挿入反応を触媒する機能をもつことから、「糖脂質酵素 (Glycolipozyme)」と

いう新たな概念が提唱されている (27)。本研究では MPIase 生合成反応における律速段階

を触媒する酵素として CdsA、およびそのパラログである YnbB を同定した。CdsA のホモ

ログは生物種間に広く保存されている。酵母やヒトの CdsA ホモログである Cds1p は、大

腸菌内で MPIase を生合成することができた。すなわち、他の生物種の CdsA ホモログにも

MPIase 生合成能が備わっていることが示された。これらのことから、真核細胞にも MPIase

様物質が存在する可能性が示唆される。当研究室、関谷らはシロイヌナズナの葉緑体に発現

する Cds4p、Cds5p も大腸菌内で MPIase 生合成反応を行うことを明らかにした (論文準

備中)。葉緑体のチラコイド膜のタンパク質膜挿入・膜透過反応の分子機構は、バクテリア

の膜挿入・膜透過反応の分子機構と特に類似性が高い。チラコイド膜における膜挿入・膜透

過反応は 4 つの経路により進行する (99, 100)。1 つ目は、Sec トランロコンを介した膜透

過反応である(101)。この反応は ATPase 活性をもつ SecA により駆動される(102)。真核細

胞内で SecA が駆動する膜透過反応はチラコイド膜でのみ観察される。2 つ目は、TAT (Twin 

Arginine Translocation) 膜透過経路である。TAT 膜透過反応では、折り畳みが終了したタ

ンパク質が TAT 膜透過装置を介して膜透過される (103)。TAT 膜透過経路で膜透過する

タンパク質のシグナル配列には 2 つの連続したアルギニン残基が保存されていることが、

この経路の名前の由来である。TAT 膜透過反応は葉緑体とバクテリアに保存されている。
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3 つ目は SRP/SR に依存した膜挿入反応である。この膜挿入反応では、SRP/SR によりチラ

コイド膜上に輸送されたポリペプチドが、YidC ホモログである Alb3 を介して膜挿入され

る (104)。4 つ目は、タンパク質性因子を必要としない膜挿入反応である。この経路では、

膜タンパク質は自発的に膜挿入されると考えられている (100)。細胞内において無秩序な

膜挿入反応は起こりえないと考えられるため、チラコイド膜における自発的膜挿入反応も

DAG のような膜脂質により抑制されているはずである。チラコイド膜における膜挿入・膜

透過反応の分子機構がバクテリアものと類似していること、タンパク質性の因子に依存し

ない膜挿入経路が知られていること、また、シロイヌナズナの Cds4p や Cds5p は大腸菌内

で MPIase 生合成活性をもっていたことより、チラコイド膜内には MPIase 様物質が存在す

る可能性が特に高いと考えられる。この場合、チラコイド膜における Sec トランスロコンを

介した膜透過反応や、YidC ホモログである Alb3 による膜挿入反応にも MPIase 様物質が

関与することが予想される。葉緑体のタンパク質膜挿入・膜透過反応も低温に感受性の反応

である。大腸菌では、低温下での効率の良い膜透過反応には MPIase の増加が必要であった。

葉緑体の MPIase 様物質の発現量を増加させれば、膜透過反応の低温感受性を抑制できるか

もしれない。一方、MPIaseの増加は低温下での効率的な膜挿入反応には必要ではなかった。

葉緑体の膜挿入反応の低温感受性を抑制するためには、MPIase 様物質の量を増加させるだ

けでなく、化学構造を低温での膜挿入反応に適したものに変えるなどの工夫が必要なのか

もしれない。植物のタンパク質膜挿入・膜透過反応の低温感受性を改善することができれば、

低温耐性植物の作出が期待できる。MPIase の三糖ユニットを形成する GlcNAc は真核細胞

にも豊富に存在するが、ManNAcA や FucNAc はバクテリア特有の糖である。そのため、真

核細胞の MPIase 様物質は大腸菌 MPIase と同じような機能は果たすものの、構造は異なっ

ている可能性が高い。また、真核細胞と原核細胞では膜脂質の組成も異なるため、真核細胞

の MPIase 様物質は真核細胞の膜脂質に適応した構造をしているかもしれない。今後の研究

の進展が待たれる。 
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MPIase 生合成中間体 Compound I は CDP-DAG が CdsA 内部に保持された状態で

GlcNAc-P と反応することにより生合成される。しかしながら、CdsA が単独で Compound 

I 生合成反応を触媒するのかについては疑問が持たれる。実際に、試験管内無細胞タンパク

質合成系で CdsA を合成した場合、CDP-DAG は生合成されるものの、Compound I 生合成

反応は進行しなかった。当研究室、亀本により大腸菌内膜画分には CdsA の Compound I 生

合成反応を促進する因子が含まれていることが明らかにさている (論文準備中)。この因子

が GlcNAc-P のキャリアーとなり CdsA に直接 GlcNAc-P を取り込ませる、あるいは CdsA

を GlcNAc-P が取り込みやすい構造に変化させることで Compound I の生合成反応を促進

すると考えられる。低温下での MPIase の増加には、CdsA の増加に加え、Compound I 生

合成促進因子も増加する可能性も考えられる。この因子の同定により、低温下での MPIase

の増加や、CdsA の Compound I 生合成反応のさらに詳細な分子機構の解明が期待できる。 

 

YidC の発見から約 20 年間、Sec 非依存の膜挿入反応は YidC により触媒されると考えら

れてきた。これに対して本研究では、MPIase が in vivo においても Sec 非依存の膜挿入反

応に必須であることを示した。本研究の結果は、これまでの 20 年間の YidC の研究、さら

には約 40 年間におよぶ Sec 非依存の膜挿入反応についての研究の結果と相いれないもので

あった。Dalbey らにより、YidC が枯渇した条件であっても、膜挿入反応の初期段階は進行

していることが示された (29)。そのため、MPIase は膜挿入反応の初期段階を担うと考えら

れる。前述のように、F0c の膜挿入反応には MPIase が必須であり、YidC により促進され

る。これらのことから、YidC は膜挿入反応の後期段階を担うと考えられる。したがって、

MPIase、YidC のどちらかが”insertase”として機能するのではなく、MPIase/YidC が 1 つ

の”insertase”として機能すると考えられる。MPIase の糖鎖部分は膜タンパクと直接相互作

用し、膜タンパク質の凝集を防ぐシャペロン様の機能を果たすことが知られている (27, 

28)。すなわち、MPIase は膜表面で基質膜タンパク質を受け取り、膜挿入可能な状態を保持



119 
 

する。その後、MPIase と YidC の協調作業により膜挿入反応が進行する。一方、MPIase が

Sec依存の膜挿入反応を触媒する分子機構については不明な点が多く残されている。MPIase

は SecYEG と相互作用し、二量体構造を大きく変化させる。この SecYEG の二量体構造の

変化は効率の良い膜透過反応に必要であるが、Sec 依存の膜挿入反応に必要であるかどうか

は不明である。低温下での MPIase の増加が抑制された株では、タンパク質膜透過反応は著

しく阻害されたのに対して、Sec 非依存の膜挿入反応や菌の生育の著しい阻害は観察されな

かった。そのため、この株では Sec 依存の膜挿入反応は効率良く進行していると予想され

る。したがって、SecYEG の構造変化は Sec 依存の膜挿入反応には必ずしも必要ではないと

考えられる。MPIase は SecYEG と相互作用するとされているが、SecY/E/G のどのサブユ

ニットと、どのように相互作用するのかは不明である。また、SRP/SR によって膜上まで輸

送された新生鎖膜タンパク質は SecYEG により膜挿入が触媒されるのか、それとも Sec 非

依 存 の 膜 挿 入 反 応 の よ う に MPIase に よ り 膜 挿 入 さ れ る の か は 不 明 で あ る 。

SecYEG/MPIase による膜挿入反応の分子機構の解明が待たれる。 
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