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序論

生体膜の機能

全ての細胞は生体膜に覆われている。生体膜は細胞内と細胞外とを隔てる障壁であ

るだけではなく、 細胞の構造の維持、情報伝達、エ ネルギ ー 物質の生産といった代謝

反応の場としても機能する。 真核生物においては、 細胞内小器官も生体膜に覆われて

いて、 細胞内で明確に区分けされている。 生体膜を構成する成分は生物種や細胞内小

器官によって異なるが、 主要な成分は脂質とタンパク質である点で共通している。 生

体膜を構成する脂質は主にグリセロリン脂質であるが、スフィンゴリン脂質やコレス

テロー ルも重要な構成要素である[ 1-3]。 グリセロリン脂質は、 親水性頭部と疎水性尾

部をその構造に持つ。 疎水性尾部は親水的環境で会合し、 親水性頭部を外側、 疎水性

尾部を内側に向けた脂質二重層を構成する。 生体膜においては、 脂質二重層を貫通し

て、 あるいはその表面にタンパク質が局在している。 脂質二重層は構成する脂質分子

同士が非共有結合で会合した集合体である。 膜垂直方向の移動は制限されているが、

平面方向には比較的自由に移動することができ、 これに伴って、 膜に埋め込まれたタ

ンパク質も流動的に動くことができる[ 4]。真核生物は膜に覆われた細胞内小器官をも

ち、 細胞内が複雑に区分けされている。 これに対して、 細胞内小器官をもたない原核

生物の細胞内の区分けは、 比較的単純である。 真正細菌の細胞は、大まかに細胞質と

細胞表層構造に分けられる。 細胞表層の機能として、 細胞の防御、補強、情報伝達が

4
 



挙げられる。 細胞表層の構造より、 真正細菌はグラム陽性菌とグラム陰性菌の 2種類

に分けられる[ 5]。グラム陽性菌の細胞表層は、細胞質膜およびペ プチドグリカンと呼

ばれる糖鎖とペ プチドの複合体より構成されている[6]。これに対し、グラム陰性苗の

細胞表層は、 細胞質膜（内膜）、ペ リプラズム、ペ プチドグリカン、 外膜に分けられる

[6]。細胞質を内膜が覆い、その外側に親水的環境であるペ リプラズム領域が存在する。

ペ リプラズムの外側にペ プチドグリカンが存在するが、 その厚さはグラム陽性細菌の

ものの 1 0分の 1 程度である。ペ リプラズムの外側は外膜に覆われている。 グラム陰

性細薗の持つ構造のうち、 生体膜として機能するのは内膜と外膜である。 内膜はリン

脂質二重層によって構成される対称的な構造を持つのに対し、外膜は細胞の内側の層

がリン脂質、外側の層がリポ多糖で構成された非対称的な二重層構造を持つ[7 ]。細胞

表層には多くのタンパク質が存在する。グラム陽性細菌においては細胞質膜に局在す

るタンパク質を膜タンパク質、細胞質膜を透過するタンパク質を分泌タンパク質と呼

ぶ。 グラム陰性細菌においても同様に内膜に局在するタンパク質を膜タンパク質、 内

膜を透過するタンパク質を分認タンパク質と呼ぶ。外膜タンパク質も内膜タンパク質

同様に生体膜中に局在するが、内膜を透過した後に外膜に組み込まれることより分泌

タンパク質に分類される。 膜タンパク質は、 膜内在性タンパク質と膜表在性タンパク

質に分けられる。 このうち、 膜内在性タンパク質は、 脂質□璽層からなる膜を貰通す

る膜貰通領域と呼ばれる疎水性の高い領域を持つ。 この膜貫通領域はa ーヘ リックス
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構造を形成する。 膜表在性タンパク質は、 膜内在性タンパク質や膜脂質と相互作用し

ている。大腸菌においては、全てのゲノムのうち、約4分の 1 が膜タンパク質をコー

ドする。 膜貰通領域の数や分子量、ペ リプラズム領域や細胞質領域の性質といった膜

タンパク質の性質は多岐にわたる[ 8-1 0]。 膜タンパク質の多くは、他のタンパク質や

補酵素及び 脂質と相互作用し、 複合体を形成して機能する[ 1 1 ]。 生体膜は多くの童要

な生命現象を担っている。生体膜で行われる反応の多くは膜タンパク質が触媒してい

る。

膜を介したタンパク質の局在化、 膜輸送

タンパク質が機能するためには、 細胞内において正しく局在する必要がある。 タン

パク質輸送の分子 機構は長らく不明であったが、 その分子 機構を解明するための大き

な転機となるシグナル仮説が提唱された[ 1 2, 1 3]。 小胞体膜を透過する分泌タンパク

質をコー ドする mRNAを翻訳すると、 N末端に 20~40アミノ酸からなる疎水性の高

い延長配列を持つ前駆体タンパク質が合成される[ 1 4]。 この延長配列はシグナル配列

と呼 ばれ、 分泌タンパク質を小胞体膜へ導く機能がある。 シグナル配列は、 小胞体膜

を透過する過程で膜中に存在するシグナルペ プチダー ゼによって切断され、 それ以降

の配列が成熟体として小胞体膜を透過する。 シグナル仮説の提唱以降、 タンパク質の

膜透過機構の詳細な解析を目的とした研究が著しく発展した。
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タンパク質膜透過機構

生体膜は物質の移動を制限する物理障壁として機能し、低分子 量の化合物の移動す

ら厳密に制限する。 それにもかかわらず分子 量が数千から数十万に及ぶ巨大分子 であ

るタンパク質が生体膜を透過するという現象は、生体内にタンパク質膜透過に特化し

た装置が存在することを示唆するものであった。小胞体におけるタンパク質膜透過反

応は分泌タンパク質の合成と同時に進行することはシグナル仮説の提唱以前より明

らかとなっていたものの、 その詳細な分子機構は不明であった[ 1 5]。 シグナル仮説の

提唱以降、 タンパク質膜透過反応に関与する囚子の探索が行われた。 その結果、 分泌

タンパク質のシグナル配列を認識する囚子 が小胞体を用いた実験において同定され、

シグナル認識粒子(SRP)と命名された[ 1 6-1 8]。哺乳類のSRPはSRP9, 1 4, 1 9, 54, 

68, 72の 6種類のタンパク質と 7S RNAより構成されるRNA— タンパク質複合体で

ある[ 1 9, 20]。 分泌タンパク質のシグナル配列がリボソ ームより露出すると、SRPが

これを認識して結合し、SRP/RNC( ribosome -associate d nasce nt chain)複合体が形

成される[21 ]。このとき、SRP54とシグナル配列が結合することが明らかとなってい

る[22, 23]。SRP/RNC複合体が小胞体膜上に存在するSRP受容体(SR)と結合して

分泌タンパク質が膜にター ゲッティングされる[21 ]。哺乳類の SR は膜表在性の SR

a および 膜内在性のSRけの 2つのサブユニットより構成される[24]。哺乳類のもの

と比較すると単純な構造ではあるが、SRP,SRは真正細菌や古細菌においても保存さ
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れている[25]。 分泌タンパク質の新生鎖はタンパク質膜透過チャネルS ec61 複合体に

受け渡され、 リボソ ームにおける翻訳と共役して膜透過反応が淮行する[21 ]。S ec61

複合体は、 a 、 B、 yの 3つのサブユニットより構成される[21 ]。 その機能は、大腸

苗内膜に存在するS ecYEG 複合体のものと類似している。このうち、孔を形成し膜透

過チャネルの核として機能するa サブユニットが大腸菌のS ecYに、 チャネルの安定

化を担うyサブユニットがS ecEに、BサブユニットがS ecG に相当する[26, 27 ]。 膜

を介したタンパク質輸送に関する研究は、 真核生物の小胞体だけではなく、 真正細薗

の内膜を用いても盛んに行われてきた。特に、遺伝学的知見や生化学的知見が多く蓄

積されている大腸薗を用いた研究により、膜を介したタンパク質輸送に関する研究は

著しく発展した。真核生物の小胞体の膜透過反応においてはS ec61 膜透過チャネルが

機能すると述べたが、大腸菌においても、分泌タンパク質はS ecYEG 膜透過チャネル

を介して内膜を透過することが明らかとなっている[28]。 しかし、大腸菌においては

翻訳が終了した後でも膜透過反応が進行し得る点が小胞体の場合とは異なる。大腸菌

の産生する分泌タンパク質の多くは、SRP に依存せず膜透過する。 この場合、S ecA

と S ecB に依存して膜透過が進行する。S ecA は膜表面および 細胞質に存在する

ATPase、S ecBは細胞質に存在する分子 シャペロンである[29, 30]。 翻訳が終了した

分泌タンパク質前駆体の成熟体部分にS ecBが結合する[31 ]。 このときS ecBが認識

する領域は芳香族アミノ酸および 塩基性アミノ酸にとんでおり、高次構造を形成した
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成熟体においてはその内側に埋もれている領域である[32, 33]。S ecBが分泌タンパク

質前駆体と可溶性の複合体を形成して、凝集することなく膜へのター ゲッティングが

行われる。 しかし、 アルカリホスファター ゼ、 リボー ス結合タンパク質、B— ラクタマ

ー ゼのように、S ecBに依存せず膜透過が進行するものも存在する[34]。この場合、細

胞質に存在する熱ショックタンパク質であるDnaK/DnaJ/GrpEや GroEL/GroES が

機能すると考えられている[35-37 ]。これらの因子 も分子 シャペロンとして機能し、分

泌タンパク質前駆体の凝集を妨げる[37 , 38]。S ecB依存のタンパク質膜透過反応は、

S ecB欠損株においても完全には阻害されないが、S ecBとともにDnaKおよび DnaJ

を欠損させると、 その活性は著しく低下する[35]。 さらに、DnaK/DnaJを過剰発現

させると、S ecB 依存の膜透過反応の阻古が部分的に抑制されることが報告されてい

る[35, 39]。 このことより、S ecBとDnaK /DnaJ/GrpEは、 その機能が一 部重複して

いる可能性が示唆されている。細胞質中の分子 シャペロンによって可溶性の複合体を

形成した分泌タンパク質前駆体は、 膜上のS ecAに受け渡される。 分泌タンパク質前

駆体は、内膜細胞質側表面でS ecYと相互作用しているS ecAに受け渡され、S ecYEG

チャネル上で膜透過反応が開始する[28, 40-42]。S ecAはATPと結合して分泌タンパ

ク質前駆体を伴って膜挿入し、ATPの加水分解に伴って脱離する[ 43]。 このサイクル

を繰り返すことで、段階的に膜透過反応が進行する[ 44, 45]。 これらの因子 のうち、

S ecA, S ec Y, S ecEが膜透過反応に必須である[ 46]。

，

 



タンパク質膜挿入機構

膜内在性タンパク質はリン脂質により構成される生体膜中に存在するため、 その疎

水性は極めて島い。これに対し、タンパク質が合成される細胞質は親水的環境である。

したがって、 膜内在性タンパク質が細胞質中にとどまることは、 不可逆的な凝集を引

き起こす。 そのため、朦内在性タンパク質を正しく生体膜に糾み込む因子 の存在が示

唆されている。 その分子機構の詳細に迫る多くの研究は、哺乳類や酵母を用いた研究

が先駆けてきた。近年では、遺伝学および 生化学的知見の蓄積した大腸菌を用いた研

究も数多く行われている。 これまでに、 タンパク質膜挿入の分子 機構は大まかではあ

るが解明されつつあり、 2種類の経路の存在が明らかとなっている[ 47 ]  (図1)。1つ目

は、S ec /SRPに依存する経路である[ 48, 49]。 この経路における反応は、 リボソ ーム

ペリプラズム Sec依存

細胞質膜

゜仙

ペリプラズム

細胞質膜

細胞質

図 1 大腸菌におけるタンパク質膜挿入経路。上段はSec/SRP依存の膜挿入経路を示す。
リボソームで膜タンパク質が合成され始めると、SRPが疎水的な膜貫通領域を認識して
結合する。その後、膜上のSRを介して膜へ輸送され、翻訳と同時にSecYEG上で膜挿入
反応が進行する。下段はSec/SRP 非依存の膜挿入機構を示す。Mで示された糖脂質酵
素MP laseはいずれの経路においても必須の因子である。YidCは膜挿入後の高次構造
形成及び膜挿入反応のサイクルを早める効果がある。
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における翻訳と同時に進行する。 その分子機構は、 SRP/SRを介して膜タンパク質が

膜ヘター ゲッティングされる点と、S ecYE G 膜透過チャネル上で膜挿入反応が淮行す

る点で小胞体における膜透過反応と類似している。 しかし、 大腸菌の膜タンパク質は

小胞体分泌タンパク質でみられるようなシグナル配列はもたない。 このとき SRP が

結合するのは、 疎水性に富んだ膜貰通領域である[47]。 翻訳途中の膜タンパク質の膜

貰通領域がリボソ ー ムから露出すると、SRPがこれを認識して結合し、SRP/RNC複

合体を形成する[49, 50]。大腸菌のSRPは 4 .5S RNAとF伍というタンパク質からな

る複合体であり、F伍は真核生物のSRP5 4 と アミノ酸配列の相同性が高い[49]。 4 .58

RNAとF化が形成する疎水性の溝が膜タンパク質の膜貫通領域を包み込むことによ

り、 親水的環境である細胞質において膜タンパク質の凝集を防いでいる。 SRP/RNC

複合体は膜上に存在するSRとの相互作用を介して膜ヘター ゲッティングされる。 大

腸菌においては、 FtsYがSR として機能する[51]。 FtsYは、 膜上でS ecYと相互作

用している[5 2]。 S ecYは、 S ecE およびS ecGと共にS ecYE Gタンパク質膜透過チャ

ネルを形成している[53]。 したがって、 膜タンパク質の新生鎖はSRP/SRを介してタ

ンパク質膜透過チャネル近傍にター ゲッティングされることになる。その後、S ecYE G

複合体に膜タンパク質新生鎖が受け渡され、 リボソ ー ムにおける翻訳と同時に膜挿入

反応が進行する[47, 5 4]。 膜挿入反応の後期においては、 内膜に存在するYi dCが機能

する。 基質膜タンパク質と化学架橋が効率よく形成されることと、 Yi dC の欠損によ
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り膜タンパク質の高次構造形成が阻害されることより、 膜挿入反応後期においてシャ

ペ ロンとして機能すると考えられている[ 5 5 -57]。ペ リプラズム側に大きな領域を持つ

膜タンパク質の場合、 これらの因子に加えてS ecAが必要になる[ 58]。S ecAは、 ATP

加水分解に伴って膜タンパク質のペ リプラズム領域を分認タンパク質同様に膜透過

させる[47]。

2つ目の経路は、S ec/SRPに依存しない経路である[ 5 9 -61]。全ての生物において 50

アミノ酸以下の比較的小型のタンパク質が発現している。 大腸薗においては、 このよ

うな分子量の小さいタンパク質が少なくとも60種類は発現していて、 このうち6 5%

が膜タンパク質であることが明らかとなっている[6 2]。 これらのタンパク質の膜挿入

反応は、 S ec/SRPに依存せず進行する[63, 6 4]。 その理由は、 SRPと膜タンパク質の

膜貫通領域との相互作用機構にある。 SRP はリボソ ー ムとの相互作用を介して膜タ

ンパク質の膜貫通領域と結合するため、 SRP は翻訳途中の膜タンパク質にしか結合

できない[ 50]。 したがって、 分子量の小さい膜タンパク質や、 膜貫通領域がC末端側

のみにある膜タンパク質の場合、 SRPが結合する前に翻訳が終了する[61, 6 5 ]。 この

場合、SRPやS ecYE Gを介さずに膜挿入反応が進行する。この経路における反応は、

膜タンパク質の膜貰通領域とリン脂質との疎水的相互作用によって自発的に進行す

ると考えられていた[63, 64, 66]。 Yi dCの欠損によりこの経路の膜挿入反応が阻害さ

れることより、 この経路においては Yi dCが膜挿入反応を触媒している可能性が示唆
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された[67]。 しかし、 Yi dC欠損株においても膜挿入への影響がないタンパク質も報告

されていることから、 この経路における膜挿入反応の詳細な分子機構の解析が求めら

れていた[48, 5 9, 6 4]。

自発的膜挿入とその抑制因子

タンパク質膜挿入反応に関与する因子群は、 変異体を用いたin vivoにおける解析

や、 再構成系を用いたin vitroにおける解析により同定されてきた経緯がある。 再構

成系を用いた解析では、 リン脂質より構成された人工膜小胞（リポソ ー ム）や、 これに

タンパク質を組み込んだプロテオリポソ ー ムが用いられてきた。 変異体を用いた実験

の場合、 その致死性による薗の生育阻害や、 変異による間接的な影聾を排除すること

ができない。再構成系を用いて実験を行う場合、これらの閤題を考慮する必要がない。

しかし、 細胞内での反応を再現できている保証はなく、 得られる結果は生体内の反応

を反映していない可能性がある。 In vitroでの解析の一つに、 S ecYE G, SRP, SRをリ

ポソ ー ムヘ組み込み、 S ec/SRP 依存の膜挿入経路の再構成を試みたものがある[68 ]。

その過程で、 リン脂質のみから構成されたリポソ ー ムに、S ec/SRP依存で膜挿入する

マンニト ー ルパー ミアー ゼ(M tl A)が自発的に膜挿入する様子が観察された[68 ]。 大

腸菌より調製した反転内膜小胞( I nv erted and i nner membrane v esicles : I NV)に対

しては、M tlAは自発的膜挿入せず、S ecYE G依存で膜挿入される[68 ]。 したがって、
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リン脂質のみで構成されたリポソ ー ムにおいて観察された自発的膜挿入は生体内で

の反応を再現していない人為的なものであることが明らかとなった[68]。 この結果よ

り、 自発的膜挿入を抑制 する因子の存在が示唆 され、 その同定および、 再構成系にお

ける膜挿入反応への影聾が解析された。 その結果、 自発的膜挿入を抑制 する因子とし

てジアシルグリセロー ル(DAG)が同定された[68]。 大腸菌の生体膜にはDAG が 1%

程度含まれている[6 9, 70]。 DAGを生理的濃度でリポソ ー ムに加えると、 S ecYE G、

SRP、 SR、 Y i dC を再構成した場合も M tl A は全く膜挿入しない[68]。 M tl A に加え

て、 S ec/SRP非依存の経路で膜挿入するM13 プロコ ー ト タンパク質の自発的膜挿入

もDAG によって完全に抑制 される[68]。 これらの結果より、 新規膜挿入因子の存在

が示唆 され、 その同定が行われた。

新規タンパク質膜挿入因子 MPiase(Membrane�rotein Integr臨9の同定

DAG を含むリポソ ー ムヘの膜挿入活性を指標として新規膜挿入因子の精製が進め

られた[68, 71, 72]。 その結果、 大腸菌内膜に存在する因子が膜挿入反応に必須である

ことが明らかとなり、 その機能より、Membranefr ote i n l ntegrase を略 してMPiase

と命名された[72]。 S ec/SRP非依存で膜挿入するタンパク質は、 DAG により自発的

膜挿入が抑制 された条件ではMPiaseに依存して膜挿入される[68, 71, 72]。 これに加

えて、 DAGを含むリポソ ー ムに、 S ecYE G、 SRP、 SRとMPiase を共に再構成する

14 



と、S ec/SRP依存の膜挿入反応もMPiaseに依存して進行することが明らかとなった

[68]。MPiase をDAGと共にリポソ ー ムに再構成した場合、MPiase の分子数を上回

る量の基質膜タンパク質の膜挿入が観察されるため、 MPiase は酵素のように膜挿入

反応を触媒していると考えられている[72]。 また、 MPiase は、 タンパク質膜挿入反

応を触媒するだけではなく、 膜透過反応を著しく促進することも明らかとなっている

[68, 73]。

MPiaseの構造

MPiase の構造解析が行われた。 酵素のようにタンパク質膜挿入反応を触媒するこ

とと、 プロテアー ゼ処理で失活することより、 MPiase はタンパク質であると予想さ

れた[68]。 しかし、 エ ドマン分解でペプチ ドが検出されないこと、 TLC上で脂質の染

色試薬で検出されることと、 糖の検出試薬で検出されることより、 MPiase は脂質と

糖鎖をその構造の一部に持つ可能性が示唆 された[68]。 質量分析(MS )や核磁気共鳴

分光法( NMR)を用いた構造解析によりMPiase の構造が決定され、 MPiase は糖脂

質であることが明らかとなった（図2 )[74]。 その糖鎖は、 N— アセチルグルコ サミン

( GlcNAc )、N— アセチルマンヌロン酸(ManNAcA)、4— デオキシ-4-アセト アミ ドフコ ー

ス(Fuc4 NAc)がそれぞれ 1-4 グリコ シ ド結合した三糖ユニット より構成される[74]。

三糖ユニット は、 1 分子あたり約 10 回繰り返されている。 この構造はグラ ム陰性細
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図2 MPlaseとその中間体およびECAの構造。R lは大腸菌リン脂質一 般にみられる脂肪
酸によるアシル基、配は水素またはアセチル基を示している。 MPlaseにおいては、分子
全体で約3分の1の酎がアセチル基になっている。nは三糖ユニットの数を示しており、
MPlaseにおいては分子全体で約10、ECAにおいては13~55となっている。糖鎖とDAGのリ
ンカーは、MPlaseおよびその中間体においてはピロリン酸、ECAにおいてはモノリン酸と
なっている。 DGP-disaccharideは、ECA生合成変異株より同定された因子である。 MPlase

生合成反応は、リン脂質にGlcNAcが付加される反応より始まると予想し、この反応にお
ける中間体をCompound I と命名した。

菌の産生する外膜因子 Enter obacter ial comm on ant igen ( ECA)のものと類似してい

る（図2 )[74-77]。 ECA もMPiase と同じ二糖ユニット より構成された糖鎖とDAG

をその構造の一部に持つ。 しかし、 三糖ユニット の数が18~5 5個と分子によって不均

ーである点と、 糖鎖とDAGのリンカ ー がモノリン酸であるという点でMPiase と異

なる[75 -77]。MPiaseの脂質部分は内膜との相互作用、 糖鎖は合成された膜タンパク

質との相互作用に関与していると考えられている。 しかし、 MPiase と同じ三糖ユニ

ット を持つ ECA はタンパク質膜挿入活性をまったくもたない[74]。 したがって、 糖

鎖がもたらす親水性だけではなく、 その長さも膜挿入活性に重要な要素であると予想
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されている。 また、 糖鎖のアセチル韮の切断によって活性を失うことが明らかとなっ

ている[74]。 糖脂質でありながらタンパク質膜挿入反応を触媒するため、 糖脂質酵素

( G  lyc ol i pozyme)という慨念が提唱されている[74]。

MPiase がタンパク質膜挿入反応に必須であることは、 in vitroでの再構成系を用

いた実験で証明された[68, 71, 72, 7 4]。 しかし、 上述した通り、 再構成系を用いた実

験系は生体内での反応を完全に再現できている保証はない。 したがって、 これまでに

得られた知見のみから MPiase が生体内においてもタンパク質膜挿入因子として機

能しているかを結論することはできない。 生体内におけるMPiase の役割を明らかに

するためには、 MPiase 欠損株を構築し、 この株におけるタンパク質膜挿入反応への

影聾を調べる必要があった。 生体内での膜挿入反応におけるMPiase の機能を解析す

ることによりタンパク質膜挿入反応機構の詳細を明らかにできると考えた。 糖脂質で

あるMPiase を欠損させるためには、 その生合成遺伝子を破壊する必要がある。 しか

し、 MPiaseが同定された当時、 その生合成に関する知見は全くなかったため、 その

生合成遺伝子の同定が望まれていた。 構造が類似していることより、 その生合成経路

は ECAと一部重複していることが予想されたが、ECA生合成遺伝子変異株において

もMPiase 生合成に影響はほとんどないため、 MPiase と ECAの生合成経路は独立

して存在していると考えられている[74]。 そこで、 MPiase 生合成経路の解明を目的

とし、 その生合成因子の同定を目的として研究を行った。 MPiase の生合成経路を予
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想し、 その反応を触媒する因子を同定するという逆遺伝学的手法で研究を進めた。 そ

の結果、MPiase 生合成酵素の一部として内膜タンパク質 YnbBおよびCdsAを同定

し、 これらのタンパク質の機能解析を行った。 YnbB/CdsA の同定に至るまでの経緯

を第1章、 その機能解析を行った結果を第2章に記載する。
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第1章 MPiaseの生合成酵素の同定

序論

In vivoでのタンパク質膜挿入反応におけるMPiaseの必須性を明らかにするため、

その生合成遣伝子の同定が求められていた。 構造が類似していることより、 MPiase

の生合成経路は ECAのものと一部重複していると予想された。ECAの生合成経路は

一連 のwee遺伝子にコ ー ドされている（図3 )[78]。 ECA の生合成反応は内膜上で進
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図 3 ECA生合成経路。 ECA生合成反応は、内膜上で進行し、一連のwee遺伝子にコ ー ドさ
れている。細胞質側で三糖ユニットの生合成が進行し、中間体Lipid illがペリプラズム側
へ転移する。その後、三糖ユニット単位で糖鎖が伸長し、成熟体ECAとなったのち、外膜
へ輸送される。

行し、脂質運搬体であるウンデカ プレノー ル(Und )上で糖鎖の合成、伸長が行われる。

この反応は、内膜細胞質側においてUnd に GlcNAcが付加される反応より始まる[79]。

その後ManNAcA、 Fuc4 NAcが付加され、 三糖ユニット が完成する[79, 80]。 三糖ユ

ニット が完成するとペリプラズム側に反転し、口糖ユニット 単位で糖鎖の伸長が起こ

る[81-83]。 十分に伸長した糖鎖はリン脂質に転移し、 成熟体 ECAになったのち、 外
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膜へ輸送される[78 ]。 ECAの生合成変異体wecA欠損株およびwecF欠損株で ECA

は全く検出されないが、 MPiase の合成量にはほとんど影轡がないことが明らかとな

っている[74]。 したがって、MPiase の生合成経路は ECAのものとは独立して存在し

ていると考えられる。 また、 ECAの生合成に関する研究過程において、 ECA中間体

とは考えられない化合物が同定されている（図2)[84]。 この化合物は、 GlcNAc と

ManNAcAが1-4 グリコ シ ド結合した糖鎖とDAGを構造の一部に持 ち、糖鎖とDAG

がピロリン酸を介して結合している[84]。 この化合物が同定された当時は、 ECA生合

成とは関係がないことは明らかであるものの、 その生体内における意義は不明であっ

たが、 MPiase の構造が明らかとなった今では、 この化合物はMPiase 生合成中間体

である可能性が高いと考えられる。 以上のことより、 MPiase の生合成経路において

はUnd を介さず、 リン脂質上で糖鎖の合成が行われ、 その生合成第一段階の反応は

Compound Iと命名した中間体が合成される反応であると予想した（図2、 4)。 この

反応を触媒する酵素を探索した結果、 機能不明の内膜タンパク質 YnbBおよびそのホ

モログCdsAを同定した。YnbB/CdsAの発現とMPiaseの発現が一 致することより、

これらのタンパク質がMPiase 生合成酵素であると結論した。
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方法

1. 材料

INVは報告 [85]に記載され ている方法で調製した。 1, 2-Dioleoy 1-sn-glycerol 3-

phosphate (PA) 、 U ridine 5' -diphospho-Nacetylglucosarnine (UDP-GlcNAc) 、

Uridine 5'-diphospho-glucosarnine (UDP-GlcN) 、 Nacetyl-a-D-glucosarnine 1-

phosphate (GlcNAc-P)はSI GMAより購入した。 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-cytidine 

diphosphate (CDP-DAG)は 、Avantiより購入した。ト リプシンは Promegaより購入

した。 PCR 用オ リゴDNAは IntegratedDNA technologiesより購入した。 制限酵素

は TaKaRa よ り 購 入 し た 。 Isopropyl-�-D-thiogalactopyranoside (IPTG) は

CARBOSYNTH より 購入した。 化学合成標品の Compound IおよびCytidine 5' ­

di phospho-N acetylglucosamine (CD P-G lcNAc)は 、 サント リ ー生命科学財団の島本

啓子先生および藤川絋樹先生に合成していただいたものを用いた [86]。 抗MPiase抗

体は報告 [74]に記載され ているものを用いた。抗CdsA抗体は CdsAの 75~92番目の

アミノ酸に相当す る EYHRNI HQPLV EISLWA Sという18アミノ酸からなるペプチ

ドを認識す るものの調製をユ ー ロフィンジェノミクス株式会社に依頼し購入した。抗

SecG抗体は報告 [87]に記載され ているものを用いた。
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2. Compound I生合成活性測定

50 mM HEPES-KO H (pH7.5)、 1.5% オクチルグルコシド ( O G)、5mM硫酸マグ

ネシウム、 1.5または2.5mg/mL INVを20µL調製した。 INVのタンパク質 濃度は

BSA を基準としてロ ー リ ー 法により定量した [88]。 これに脂質部分の供与体として

PA、 DAGまたは CDP- DAGを、糖部分の供与体として UDP- GlcNAc、UDP-GlcN、

CDP-GlcNAc、 GlcNAc - Pまたは GlcNAc をそれぞれ 6 または2mMになるよう加え

た。 調製直後または 37℃ で 20時間保温後、アセトンを200µL加えた。 7,200Xg、

20 分間遠心分離をし、 上清を分取した。 凍結乾燥機を用いて 上清を乾燥し、 溶媒 A

（クロロ ホル ム ：メタノ ール ：水= 9 : 5 : 1) 20µLに懸濁した。 TLCプ レ ートに5µL

を滴下し、 溶媒 A で TLC展開した。 アニ スアル デヒド ・硫酸 試薬(p -アニ スアル デ

ヒド 9.23 mL, 酢酸 3. 76 mL, 工タノ ール 337. 6 mL, 硫酸 12.5mL)に浸した後、

200℃ で 10分間加熱した。

3. Compound I合成酵素の同定

50 mM HEPES-KO H (pH7.5)、 4M尿素，1mM dithio threio l にINVを2m g/mL 

になるよう懸濁し、 30分間氷上においた。 11,000Xg、 1時間遠心分離を行い、 沈殿

を分取した。 これを 50mM Bistris- HCI (pH6.5)、 1.5% O Gに懸濁し、 11,000Xg、

1時間遠心分離して 上清（可溶化膜 ）を分取した。 可溶化膜 中の成分を、陰イオ ン交換
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カラ ムを用いて分画した。 カラ ムの 平衡化は、50mM HEPES-KO H  (pH6.5)、 1.5%

O Gを用いて行った。 可溶化膜をカラ ムに添加後、 0~500mMの 範囲で塩化ナ ト リウ

ムの 濃度勾配により溶出した。

各画分の Comp ound I合成活性を調べた。 最も強い活性を示した画分を 20µL分

取し、ト リクロロ 酢酸(TCA)を 10%になるように加え、 11,000Xg、 10分間遠心分離

して 沈殿を分取した。 アセトン200µL に懸濁し、 11,000Xg、 20分間遠心分離して

沈殿を洗浄した。 洗浄後、 SDS- PAGE[89]を行った。 タンパク質が 濃縮ゲルから分離

ゲルに移行した直後に電気泳動を終了し、 CBB染色液( 0.5% CBB R-250、 30%メタ

ノ ール、 10% 酢酸）で 染色した。 10%酢酸で脱色し、 報告[90]に記載されている方法

でタンパク質を同定した。 ゲル上で 濃縮されたバンド部分を全て切り取り、ト リプシ

ンを用いたゲル内消化を行った。 2% アセトニト リル、 0. 1%ト リフ ルオロ酢酸を 30

µL 加え、ト リプシ ン消化断片を抽出した。 抽出したペプチド断片を 4% アセトニト

リル、0.5%ト リフ ルオロ 酢酸 15µLに溶解し、LC-MSを用いて構造解析を行った。

得られたシ グナ ルに対して MASCOT SEARCHを用いて デ ータベー ス検索を行い、

タンパク質を同定した。

4. YnbBおよび CdsA過剰発現株の構築

YnbBおよび CdsA の 過剰発現ベ クタ ーpTac -YnbBおよび pTac - CdsA をそれぞれ
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構築した。プラスミ ドベクタ ー pUSI 2[91]の tacプロモ ータ ーおよびlacオペレ ータ

一支配下にynbBおよびcdsAの 読み枠を 含む DNA配列を それぞれ連結した。JM109

株[92]より調製した染色体 DNAを 鋳型にし、 それぞれ次に示すプライマ ーを用いて

PCRを行った。 pTac-YnbBは 、 フォワ ー ドプライマ ー ： 5' -TTT TGG ATC CTA GGA 

GGT TTAAAT TTA TGC ATC ACC ACC ATC ACC ACC TGG AAAAAT CTC TGG 

CAA CAC TTT TCG CG-3'およびリバ ースプライマ ー ： 5' -AAA AGT CGA CTT AGT 

AAC AGC AGT AGC GTA TAA AAT AAAAAA-3'を、 pTac-CdsAは フォワ ー ドプラ

イマ ー ： 5'-TTT TGG ATC CTA GGA GGT TTAAAT TTA TGC ATC ACC ACC ATC 

ACC ACC TGA AGT ATC GCC TGA TAT CTG CTT TTG TG-3'およびリバ ースプラ

イマ ー ： 5'-AAA AGT CGA CTT AAA GCG TCC TGAATA CCA GTAACA AC-3'を用

いた。 PCR産物およびpUSI 2[91]をBamH I /Sal I処理し、ライゲー ションした。 こ

れをJM109株[92]に導入し、 I PTGをlmMになるよう加えて 発現を 誘導した。

別の YnbBおよびCdsA過剰発現ベクタ ーpET-15b-YnbBおよびpET-15b-CdsA

を それぞれ以下の 様に構築した。プラスミ ドベクタ ー pET-15b (Novagen)の T7プロ

モ ータ ーおよびlac オペレ ータ ー支配下に ynbB およびcdsAの 読み枠を 含む DNA

配列をそれぞれ連結した。 JM109株[92]より調製した染色体 DNAを 鋳型にし、 それ

ぞれ次に示すプライマ ーを用いて PCRを 行った。 pET-15b-YnbBは 、 フォワ ー ドプ

ライマ ー ： 5'-CTA GTA TGC ATA TGC TGG AAA AAT CTC TGG C-3'およびリバ ー
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スプライマ ー ： 5'-AAA AGT C GA CTT AGT AAC AGC AGT AGC GTA TAA AAT 

AAA AAA -3'を、 pET-15b-CdsA はフォワ ード プライマ ー ： 5'-CTA GTA TGC ATA 

TGC TGAAGT ATC GCC TGA T-3'およびリバー スプライマ ー ： 5'-AAA AGT C GA 

CTT AAA GC G TCC TGAATA CCA GTAACAAC -3'を用いた。 PC R産物およびプラ

スミドベクタ ー pIVEX 2.4b Nde (Roche)をNde I /Sal I で処理後にライゲー ション

し、 pIVEX 2.4b Nde-YnbBおよびpIVEX 2.4b Nde-CdsAを構築した。 これらのプ

ラスミドを pET-15bと共に Nde I /Xho I処理後にライゲ ー ションして pET-15b­

YnbBおよびpET-15b-CdsAを構築した。 その後 、 BL21 (DE3)/pLysS株[93]に導入

し、 IPTG をlmM になるよう加えて発現を誘導した。

5. YnbBおよびCdsA過剰発現株のMPiase合成量の測定

BL21 (DE3)/pLysS/pET-15b株 、BL21 (DE3)/pLysS/pET-15b-YnbB株および BL21

(DE3)/pLysS/pET-15b-CdsA 株を LB培地で対数増殖期まで培養した。 1 mM IPTG 

で プラスミド上のYnbBあるいはCdsA の発現を誘導し、 2時間後に培養を終えた。

報告[85]に記載されている方法で INV を調製し、SDS-PAGE[89 ]を行った。PV DF膜

に転写し、 報告[74]に記載されている方法で抗MPiase抗体を用いてイムノブロッテ

ィングを行った。 CSAnalyzer4 (ATTO)でバンドの濃さを定量し、 その輝度値を算出

した。野生株におけるMPiaseの輝度値を1.0としてYnbBおよびCdsA過剰発現 株
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のものと比較した。

6. シチジン枯渇条件におけるMPiase合成量の測定

最小培地 (M9培地 ）に2 mM 硫酸マグネシウム、2 % グ リ セ ロ ール、 0. 1 mM塩

化カルシウム、 0. 1 mM 各種アミノ 酸、 20µg/mL チアミン塩酸塩、 0.5mg/mLシ

チジンになるよう添加し、JF618株[94]を対数増殖期ま で 培養した。l ,800Xg、 10分

間遠心分離して集薗し、 M9 培地に2 mM 硫酸マグネシウム、2 % グ リ セ ロ ール、

O.lmM塩化カルシウムになるよう添加したもので 3回洗浄した。 これを前培養で用

いたものと同じ培地またはシチジンを抜いたものでそれぞれ 1 時間培養した。 1,800

Xg、 10分間遠心分離して集薗し、 報告[74]に記載されている方法で 、TCA 沈殿後に

抗MPiase抗体を用いたイ ムノ ブ ロッティン グを行った。
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結果

1. MPiase生合成第一段階の反応系の構築

MPiase生合成第一段階の反応を触媒する酵素を同定するため、 その反応条件と酵

素の局在を調べた。 Comp ound I生合成反応の基質を想定し、 大腸菌画分と混合し

た際に反応が進行 するかを調べた。 この反応における基質は、 糖供与体として

UDP-GlcNAc またはUDP- GlcNを、 脂質部分の供与体としてPAを想定した。 大腸

菌画分は、 内膜、 外膜および細胞質画分を用いた。 基質として想定した物質と大腸

菌画分を混合し、 37℃ で保温後にTLC で特異的反応生成物を検出した。 その結果、

糖供与体としてUDP-GlcNAc を、 脂質部分の供与体としてPAを、 大腸菌画分とし

て反転内膜小胞 (INV)を用いた場合のみ特異的な反応生成物が検出された（図5)。
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図 5 TLCで検出された反応生成物のスポット。左の 2枚のプレートは反応液のアセトン抽
出物をTLC展開した結果を示している。このうち左側は基質と INVを混合した直後、中央
は 37℃で20 時間保温した後の結果を示している。右のプレ ー トは化学合成標品の
Compound Iによるスポットを示している。反応後の溶液および合成標品をTLC展開した
時のみ茶色のスポットが検出され、その Rf値はほとんど一 致していた。

この生成物のTLCにおけるスポッ トの色 と Rf値は、 化学合成標品の Comp ound I 
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のものとほとんど 一致した。

2. MPiase生合成第一段階の反応を触媒する酵素の同定

TLC で検出された特異的反応生成物の出現を活性の指標とし、 反応を触媒する酵素

の同定を行った。 INVを尿素で洗浄し、 O Gで可溶化した。 可溶化膜 中の成分を、

陰イオ ン交換カラ ムを用いて分画し、 各画分の Comp ound I生合成活性をTLC で調

べた（図6 )。 最も強い活性を示した 13番の画分に含まれる全タンパク質を SDS-
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 図 6 精製画分の Compound I 生合成活性。 INVを可溶化し、陰イオン交換クロマトグラ

フィを用いて分画した。各画分と、 PAおよび UDP-GlcNAcを混合し、 37℃で保温後にTLC展
開した。左側のプレートは精製画分の活性を示している。プレートの下の数字はクロマト
グラフィにおける溶出画分の番号を示している。このうち最も強い活性を示した 13番目
の画分に対して LC-MSを用いた構造解析を行った。右側のプレートは精製画分の代わり
にINV、尿素洗浄膜、尿素洗浄後の上清を用いた際の結果を示している。

PAGE後にト リプシ ンを用いてゲル内消化を行った。 ト リプシ ン消化断片をゲルよ

り抽出し、 LC-MSを用いて構造解析を行った。 デ ータベ ース 上で ホモロ ジ ー検索を

行い、 同定されたタンパク質を リストアッ プした（表 1)。
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表1 LC-MSで検出された大腸菌由来のタンパク質

タンパク質名 機能 局在

GlpD グ リ セ ロ ール- 3- リ ン酸デヒドロ ゲ ナ ー ゼ 細胞質

Omp A 外膜ポ リ ン 外膜

MdtE 薬剤排出トランスポ ータ ー 内膜

AspG2 L—アスパラギナ ー ゼ ペ リプラズム

Dc rB ファ ージ吸着タンパク質 ペ リプラズム

MetQ D—メチオニ ントランスポ ータ ー ペ リプラズム

Agp グルコース —1ー リ ン酸ホスファタ ー ゼ ペ リプラズム

U shA UDP— グルコースヒドロラー ゼ ペ リプラズム

Ac rB 薬剤排出ポンプ 内膜

GadC グルタミン酸ジカルボキシラー ゼ 内膜

DedD 細胞分裂に関与 ペ リプラズム

TatB タンパク質トランスロケ ース 内膜

Mal E  マルトーストランスポ ー ター ペ リプラズム

YdgA 運動に関与 細胞質

YjiY トランスポー ター 内膜

WzzB L PS糖鎖長調節因子 内膜

Lp oB MrcBのトランスペプチダー ゼ 外膜

Rlp A 細胞膜合成 ペ リプラズム

SdhD コハク 酸デヒドロ ゲ ナ ー ゼ 内膜

El aB リ ボソ ー ム結合タンパク質 内膜

YggE 抗酸化ストレス因子 内膜
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Bam D B —バレルタンパク質 外膜挿入因子 外膜

Pa l ペ プ チドグリカンメンテナンス 因子 外膜

YdjY フェレドキ シン ペリ プラズム

YggG プロテ ア ー ゼ ペリ プラズム

YhiI 排出ポンプ 内膜

HemY プロトヘム合成酵素 内膜

RidA エナミン／ イミンデ アミナ ー ゼ 細胞 質

Os mY 抗高浸透圧 因子 ペリ プラズム

L nt アポリポ タンパク質 N— ア シルトランスフェラ 内膜

ー ゼ

YnbB CDP-DAG ホモログ 内膜

D acC D— アラニル -D-アラニンカルボキシペ プ チダ ー ペリ プラズム

ゼ

C ydA シトクロム dユビキ ノールオキ シダー ゼ 内膜

WzzE L PS 糖鎖長調節囚子 内膜

Cs tA APCペ プ チドトランスポ ータ ー 内膜

N ikA ニッケル／ヘムABCトランスポ ータ ー ペリ プラズム

このうち、細胞 内での局在や、すでに同定されている機能を考慮してCompoundI 

生合成に関与する可能性の低いものを除外した。 その結果、CompoundI生合成酵素

の候補として考えられるものは、 機能不明の内膜タンパク質 YnbB のみであった。

BLAST Searchを用いて YnbB のアミ ノ酸配列 に対して ホモロジー検索を行うと、
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CDP-DAG 生合成酵素 である CdsA のものと 相同性が高いことが分かった（図7)。

CdsAも YnbB同様に内膜タンパク質である。 CdsA は、CT P と PAよりCDP-DAG

を合成する反応を触媒する[95, 96] (図8)。 YnbBは生 育に必須の因子ではないのに対

し、CdsA は生 育に必須で、CdsA 欠損株ではPAの蓄積と 生 育阻害が観察される。

YnbBとのアミ ノ酸配列 の相同性が裔いことに加え、CDP-DAG 合成反応においてピ

リミジン塩基とPAを基質として 認識することより、CdsAもCompoundI 合成反応

を触媒する可能性が高いと考え、 YnbBおよび CdsA 過側発現株を構築した。
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TMl TM2 
YnbB 1 MLEKSLATLFALLILATLINRFLLWRLPERK---------------GGEVTLRIRT卿GI

* * * * 
CdsA 1 MLKYRlil;$AfVli'J.1'WJ;MLfµLPPVGFAIVTLWCt,1L紅�WEWGQLSGFTTRSQRVWLI>iV 

TMl TM2 TM3 

TM3 TM4 TMS 
YnbB 46 VICFSMVISGPRWMTLTFFALISFLALKEYCTLISVHFPRWLYWGIPLNYLLIGFNCFEb 

＊ ＊  ＊ 

CdsA 61 LCGLLLALMLFLLPEYHR----------------NIHQPLVEISLWASLG卯IVAL---L
TM4 

TM6 TM7 
YnbB 106 FLLFIPLAGFLIL1\TGOVLVGDPSGFLHTV$AIFWGWIMTVFAiiSHMWLLMLPrTl'JlOG 

＊＊ ＊ ＊ 
CdsA 102 tVl,f':{PG$紐，:CWRNSKTLRLlfGV!.,TJ;VPffWGMLAiRAWHYDE----------—→出廷

TMS TM6 
TM8 

YnbB 166 GALLVLFLLALTESNDIAQYLWGKSCGRRKWPKVSPGKTLEGLMGGVITI--------M 
** . .  * * ．．． * * ** * * ******** * ** * . . . . . . . ＊ 

CdsA 150 GAIWLLYVMIL四GADSGAYMFGKLFGKHKLAPKVSPGKTWQGFIGGLATAAVISWGYGM
TM7 

TM9 
YnbB 218 If,.S:J.,I ;r(ifJ.itTl;'I.iNTLQf,.L:J.,.7>+G+-iI.iIGl$GF<;GDVVMSAIKRDIGVKDSGKLLPGHGGLLD 

＊．＊ ＊ * ** ·* ** * **· * **** *·*****·** 
CdsA 210平DVAPVTJ..LIC$lVMLA$VL-------GDLTESMFKREAGIKDSGHLIPGHGGILD

TM8 
TMlO 

YnbB 278 RIDSLIFTAPVFFYFIRYCCY 
＊＊＊＊＊ ＊＊＊ 

CdsA 263 RIDSLTAAVPVFACLLLLVFRTL 
TM9 

図7 YnbBとCdsAの膜内配向性およびアミノ酸配列。 (A)YnbBとCdsAの膜貫通領域および
その配向性を示す。好熱菌CdsA (TmCdsA)の結晶構造、ハイドロパシ ープロットおよび
ポジティブインサイドル ールを基に予想した。YnbBは、 1-6番目の膜貫通領域をN末端側、
7-10番目の膜貫通領域をC末端側とした。CdsAは、TmCdsAの結晶構造より、1番目の膜
貫通領域をNドメイン、 2-5番目の膜貫通領域を Mドメイン、6-9番目の膜貫通領域をCドメ
インとし、Nドメインおよび MドメインをN末端側、CドメインをC末端側とした。 (B)YnbBと
CdsAのアライメントを示す。BLAST SEARCH (NCBI)を用いて相同性を検索した。"*"は共通
のアミノ酸、"."は性質の似ているアミノ酸を示す。下線は膜貫通領域を示す。
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図 8 CDP-DAG合成反応。 CTP より CMP部分がPAに転移し、CDP-DAGが合成される。 CdsA

がこの反応を触媒することが知られていたが、そのホモログであるYnbBもこの反応を触
媒することを本研究で明らかとした。 R は大腸菌リン脂質 一 般にみられる脂肪酸アシル
基を示している。

3. YnbBおよびCdsA過剰発現株におけるMPiase生合成活性の測定

YnbBおよび CdsA 過剰発現株を構築し、MPiase生合成活性を調べた。 野生株と

共に対数増殖期まで培餐し、 I PT Gを加えてプラスミド 上のYnbBあるいはCdsA

の発現を誘導した。 それぞれの株より I NVを調製し、 抗MPiase抗体を用いたイム

ノブロッティング を行った。 MPiaseのバンド の濃さを定量し、 野生株のものと比較

した。 その結果、 YnbB、CdsAいずれの 過剰発現株においても、MPiaseの 合成量

は野生株の3倍以上増加していることが明 らかと なった（図9)。 同様に抗CdsA抗

体を用いてイムノブロッティング を行い、 バンド の濃さを定量し、 野生株のものと

比較した。 その結果、 YnbB 過剰発現株では野生株のものとCdsAの発現量にほと

んど差はなかったが、CdsA 過剰発現株では、MPiaseの増加量と同程度CdsAの発

現量が増加していることが明 らかと なった。 また、 当研究室の別プロジェクト にお
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いて、ynbB/cdsA二軍欠損株が構築された。 この株においては、MPiaseが完全に

枯渇することが明 らかと なっている[86]。 以上の結果より、 YnbBおよび CdsAが

MPiase生合成酵素 であると結論した。

wt cdsA++ ynbBサ

a-MPlase 

1.0 3.6 3.6 

a-CdsA 

1.0 3.2 0.9 

a-SecG 

1.0 1.1 1.2 

図 9 野生株、YnbB過剰発現株およびCdsA過剰発現株のMPlase生合成活性。 INVを調
製し、上からそれぞれ抗MPlase抗体、抗CdsA抗体および抗SecG抗体を用いてイムノブ
ロッティングを行った。バンドの濃さを定量し、野生株のものを1.0とした。SecGの定呈値
をローディングコントロールとして用いた。

4. MPiase生合成第一段階の反応における基質特異性

T LC で観察された反応生成物が予想した通り CompoundIであるかどうかを調べ

た。 反応溶液を T LC 展開後、 反応生成物によるスポッ ト周辺のシリカゲル をかきと

った。 これに展開溶媒を加えて反応生成物を抽出した。 抽出物に対して LC-M S を用

いた構造解析をした結果、 CompoundIによるピ ーク は全く検出されず、 代わり に

Gl cNAc によるピ ーク が検出された（データ省略）。 YnbB /CdsAの発現とMPiaseの

発現が一 致していることより、これらの因子 がMPiase生合成に関与していることは
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明 らかである。 そこで、 予想した反応 条件に誤りがあると考えて反応 条件を再検討し

た。 CdsAはCDP-DAG生合成反応において、CT P およびデオキ シ CT P に対する基

質特異性が極めて島いという報告がある[95]。 このことより、CompoundI生合成反

応においてもシチジン 誇導体が基質として利用される可能性が高いと考え、シチジン

枯渇 条件下における MPiase 生合成活性を調べた。 大腸菌においては、CT P 生合成

酵素 である P yrGの変異体においては、全てのシチジン 誘導体が枯渇する[97](図10)。

喜P こ：�
U

1:
dk

CDP UDP 

Cmk ! ! PyrH 

CMP UMP 

Udk ↑ ↓ UshA Udp UshA 

Cytidine�u!idiie 
↓ RihB Udk 

Cytosine 三 ulcil
図 10 大腸菌におけるピリミジン塩基の代謝経路。 CTP合成酵素であるPyrGを欠損させ
ると全てのシチジン誘導体が枯渇する。

P yrG変異株であるJF618株[94]はシチジン 要求性を示す。 JF618株を最小培地で培

義し、シチジン の添加の有無でMPiaseの 生合成量に影聾が出 るかを調べた。 その結

果、シチジン を添加しなかった場合のみ、MPiaseの枯渇が観察された（図11)。 この

結果より、MPiase生合成反応においてもシチジン 語導体が基質として利用されるこ

とが明 らかと なった。 この結果と、CdsAがCDP-DAG生合成酵素 であることを考慮
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して、CDP-DAG が CompoundI生合成反応の基質として利用されるのではないか

と考えた。

MPlase —| 
Cytidine + 

図11 PyrG欠損株(」F618株）のMPlase生合成活性。 左のレーンはシチジンを含む培地で
培養した際の結果を、右のレーンはシチジンを枯渇させた際の結果をそれぞれ示してい
る。

5. MPiase生合成第一段階の反応の再解析

CDP-DAGを 脂質部分の供与体と想定し、 これに Gl cNAc供与体を加えることで

Compound I生合成反応が進行するかを調べた。 CDP-DAGと Gl cNAc-P にCdsA

過剰発現株より 調製したINVを加え、 37℃で保温後に反応溶液を T LC展開した。

その結果、CompoundIによるものと考えられるスポット は検出されなかった（図

12)。 また、 当研究室の別プロジェクト において、 酵母ミト コンドリ ア のCDP-DAG

生合成酵素 T arn41pを用いた解析が行われた。 T arn41pはCdsA同様にCT P とPA

よりCDP-DAGを生合成する反応を触媒する酵素 である[98]。 ynbB/cdA二重欠損株

に T arn41pを過剰発現させた場合、二重欠損株で観察されたCDP-DAG生合成阻害

は解消されるが、MPiase生合成は回復しないことが明らかと なっている[86]。 した
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CDP-DAG 
Compound I 

GlcNAc -P 

CDP-DAG + — + + ...... 
� 

GlcNAc -P + + — ＋翌m
コを

〗 g
INV + + + -

図 12 CDP-DAG、 GlcNAc-PおよびINVを混合した際にTLCで検出されたスポット。 右の
レ ーンには化学合成標品のCompound Iのスポットを示している。 いずれの条件におい
ても、Compound I生合成反応の進行は観察されなかった。

がって、MPiase生合成反応においてはCDP-DAGが利用される可能性はあるもの

の、CDP-DAGが反応系中に存在するだけでは不十分であることが明 らかと なっ

た。

また、 糖部分の供与体としてシチジン 誘導体が利用される可能性を考えた。 大腸薗

においては、 Gl mU というタンパク質がUT P、 Gl cN-P およびアセチル —CoA より

UDP-Gl cNAcを生合成する[99]。 In vitroでの実験において、 Gl mUの活性部位に変

異を 導入 すると、UT P の代わり にCT P を用いてCDP-Gl cNAcを生合成するという

報告がある[100]。 生体内におけるCDP-Gl cNAcの存在は証明されていないが、CDP-

Gl cNAc を糖供与体として CompoundI生 合成反応が進行するかを調べた。 I NV を

PAとCDP-Gl cNAcと共に混 合し、 反応溶液をT LC展開した。 T LC上で特異的反応

生成物が観察されたが、 そのRf値はCompoundIではなく、 Gl cNAcのものと一 致
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していた（図13)。
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図13様々な糖および脂質部分の供与体を用いた際のCompound I生合成活性。糖供
与体としてCDP-GlcNAc、 UDP-GlcNAc、GlcNAc-P およびGlcNAcを、脂質部分の供与体とし
てPA、CDP-DAGおよびDAGを用いた。基質と想定した物質と INVを混合し、37

゜C、 3時間保
温した。保温後、反応溶液の 一部をTLC展開し、アニスアルデヒド／硫酸試薬で染色した。
CGは CDP-GlcNAc、 UGは UDP-GlcNAc、GPはGlcNAc-P、GはGlcNAcを それぞれ示す。左側
のレーンは、合成標品によるスポットを示す。
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考察

MPiase 生合成第一段階の反応はCompoundIを生合成する反応であると予想し、

これを触媒する酵素 の同定を行った。 その結果、内膜タンパク質YnbBおよびその ホ

モログ CdsA を同定した（表1)。 YnbB /CdsA の変異株を構築し、MPiase 生合成へ

の影聾を調べた結果、 YnbB /CdsAの発現とMPiaseの発現が一致していた。 このこ

とより、 YnbB /CdsA の両タンパク質が MPiase 生合成酵素 であると結論した（図9)

[86]。

しかし、CompoundI生合成活性の指標とした反応 生成物の構造解析を行った結果、

Compound Iによる ピ ーク は検出 されな かった。 このことより、 当初予想した

Compound I生合成反応モデル に誤りがあると考え、反応モデル を再検討した。 CdsA

の基質特異性 に着目し、CompoundI生合成反応においてもシチジン の誘導体が見質

として利用される可能性を考えた。 シチジン 枯渇株においてMPiaseの枯渇が観察さ

れたことと、CdsA が CDP-DAG 生合成酵素 であることを考慮して、CDP-DAG が

Compound I生合成反応の基質として利用される可能性を考えた（図 11)。 当研究室

の別プロジェクト において行われた T am 41pを用いた解析より、 反応溶液中にCDP­

DAGが存在するだけではCompoundI生合成には不十分であることが明らかと なっ

ている[86]。 このプロジェクト において、CDP-DAG生合成反応と同時に Gl cNAc供

与体を加えることでCompoundI生合成反応が進行するかが 調べられた。 その結果、
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CdsAの高pH 感受「生変異株である GNSO株[101]より調製したINVを、 pH S.5で

CTP、PAおよび GlcNAc-Pと混合した場合のみ、Compound IとRf値が 一致する生

成 物が TLC 上で検出された[86]。 この生成物に対して LC -M Sを用いて構造解析を行

った結果 、カラムからの溶出時間および 分子量のいずれも化学合成標品のCompound

lのものと 一致するピ ー クが 検出された[86]。本研究の結果と 以上の結果を総合して、

Compound I生合成反応は 以下のようなモデルで進行することが判明している（図

14)。 まず、CTPとPAよりCDP-DAGが生合成される。 その後、 GlcNAc-PがCDP­

DAG の CMP と置換されることで、 Compound Iが生合成される。 これらの 一連の

反応は、 YnbB/CdsA J:. で行われる。 GlcNAc-Pが取り込まれる前にCDP-DAGと酵

素が解離した場合、 CDP-DAGがリン脂質合成の前駆体として利用される。
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図14 Compond I生合成反応のモデル。CTPとPAより、CDP-DAGが合成される。CMPと
GlcNAc-Pが置換されることでCompound Iが合成される。これらの 一 連の 反応は
YnbB/CdsA上で進行する。GlcNAcが付加される前にCDP-DAGが解離した場合、CDP-DAG
はリン脂質合成の基質として利用される。CdsA8は高pH感受性のCdsA変異体であり、
CDP-DAGとの解離を抑制する。
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第2章 YnbB/CdsAの機能解析

序論

これまでに、 MPiase生合成に関与する因子として内膜タンパク質 YnbBおよびそ

のホモログCdsAを同定した。 いずれのタンパ ク質もCDP-DAG 生合成 反応および

Compound I生合成 反応を触媒することが明らかとな っている[86]。 CTPと PAより

CDP-DAGが生合成され、続いて GlcNAc-PがCDP-DAGのCMP部 分と憤換される

ことでCompound Iが生合成されることを明らかとした（図 14)。 これらの 一連の 反

応は YnbB/CdsA上でのみ進行する。 これらの 反応を触媒する囚子のうち、 必須遺伝

子であるcdsA欠損株においては、 生育阻害、 リン脂質生合成阻古およびMPiase生

合成阻害が観察される[86, 101]。 これに対し、 ynbB欠損株においては そのいずれも

観察されない。 YnbB過剰発現株においてMPiase生合成活性の上昇が観察されたが、

染色体上のynbB遺伝子の発現はcdsA欠損株における MPiase生合成阻害を相補す

ることはできない。 ynbB遣伝子はynbA-Dオペロン上に 位置する。 このオペロンの

発現は転写因子である BglJ-R csB により活性化されるという報告があるが、 通常の

培餐条件におけるynbB遺伝子の発現制御機構は不明である[102, 103 ]。 同じ 反応を

触媒するにも関わらず 、 CdsAが生育に必須である 一方、 YnbBは必須でない理由と

して、 両者の酵素としての性質に着目した。 好熱菌Thermotoga maritimaの産生す

るCdsA (Trn CdsA)の結晶構造を明らかにした報告によると、 CDP-DAG生合成反応
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における基質との結合部位は TmCdsAのC末端側に集中している[104]。 これに加え

て、 YnbBとCdsAのC末端側の相同性が特に高いことと、 YnbBおよびCdsA過剰

発現株のMPiase生合成活性の上昇の程度が同程度であること[86]より 、 YnbB/CdsA

のC末端側がCDP-DAG生合成およびCompound I生合成を行い、 CdsAの N末端

側がCDP-DAG生合成活性を著しく促進している可能性を考えた。 すな わち、 YnbB

はMPiase生合成に特化した因子であるという可能性である。 本研究では、 この可能

性について検証した。
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方法

1. 材料

Cytidine triphosphate (CTP)は Roche Dia gnostics より購入した。L-(+) -a ra binose

はSIGMA より購入した。抗M13抗体、 過剰発現プラスミド pTet-CdsA、pTac-Ta rn41p

およびpTac-M13は報告[86]に記載されているものを用いた。

2. YnbB、 キメラタンパク質およびCdsA8過剰発現株の構築

YnbB、キメラタン パク質およびCdsASの 過剰発現プラスミドを構築した。キメラ

タン パク質は、YnbBのN末端側1-150 アミノ酸 にCdsAのC末端側144-285 アミ

ノ酸を連結したもの(YnbB-N-CdsA-C)とCdsAのN末端側1-143 アミノ酸 にYnbB

の C末端側151-298 アミノ酸を運結したもの(CdsA-N-YnbB-C)の 2種類を構築し

た。 プラスミドベクタ ーpACYC-Km [86]のtetプロモ ータ ー支配下 にynbB、キメラ

タン パク質およびcdsABの読み枠を含むDNA をそれぞれ 連結した(pTet-YnbB、

pTet-YnbB-N-CdsA-C、pTet-CdsA-N-YnbB-C、pTet-CdsAS) 。

pTet-YnbB は以下 のよう にして構築した。 pTac-YnbB および pACYC-Km を

Bam HI/Sa lI処理し、ライゲー ションした。

pTet-YnbB-N-CdsA-Cは以下のように構築した。 pTac-YnbBを鋳型 にし、 それぞ

れ次に示すプライマ ーを用いてPCRを行い、 YnbB の 1-150 アミノ酸 に CdsA の
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144-150アミノ酸を運結したペプチドをコ ー ドするDNAを増幅した。 フォワ ー ドプ

ライマ ー ： 5' -GGA TCC TAG GAG GTT TAA ATT TAT GCT GGA AAAATC TCT G-

3'およびリバ ー スプライマ ー ：5'-GCC ACT GTA ATG ATT CTC GTC ACT CAA GGC 

GAA AAC GGT CAT-3'を用いた。 pTac-CdsAを鋳型にし、 それぞれ次に示すプライ

マ ーを用いてpUSI2ベクタ ーに CdsAの144-285アミノ酸をコ ー ドするDNAを連

結したものを増幅した。 フォワ ー ドプライマ ー ： 5'-AAA TTT AAA CCT CCT AGG 

ATC C-3'およびリバ ー スプライマ ー ： 5'-GAC GAG AAT CAT TAC AGT GGC-3'を用

いた。 P CR産物をME9783株(NBRP )に導入した。 ME9783株細胞内にお いて、 末

端の重複した~20塩基対で組換えが起こり、 pTet-YnbB-N-CdsA-Cを構築した。

pTet-CdsA-N-YnbB-Cは以下のようにして構築した。 pTac-CdsA を鋳型にし、 そ

れぞれ次に示すプライマ ーを用いてP CRを行い、 CdsAの1-14 3アミノ酸に YnbB

の151-157アミノ酸を運結したペプチドをコ ー ドするDNAを増幅した。 フォワ ー ド

プライマ ー ： 5' -GGA TCC TAG GAG GTT TAA ATT TTT GCT GAA GTA TCG CCT 

G-3'および、 リバ ー スプライマ ー ： 5'-CAT TAA TAA CCA GGC GGC ATG ATA GTG 

CCA GGC CCG TAA CGC-3'を用いた。 pTac-YnbBを鋳型にし、 それぞれ次に示す

プライマ ーを用いてpUSI2ベクタ ーに YnbBの151-298アミノ酸をコ ー ドするDNA

を連結したものを増幅した。 フォワ ー ドプライマ ー ： 5'-AAA TTT AAA CCT CCT 

AGG ATC C-3'およびリバ ー スプライマ ー ： 5'-CAT GCC GCC TGG TTA TTA ATG-

46 



3'を用いた。 PCR産物をME9783株に導入し、 璽複した~20塩基対での組換えを利

用してpTet-CdsA-N-YnbB-C を構築した。

pTet-CdsASは以下の様に構築した。 pTac-CdsA8[86]および pACYC184-Krn を

BarnHI/SalI処理し、 ライゲ ー ションした。

上記のプラスミドDNA および、必要があればpTac-Tarn41p、 pTac-M13のいずれ

かをEK413/」cdsA株(KS22株[86])および EK413/ Ll ynbBI」cdsA株(KS23株[86])

に導入した。

3. YnbBおよびキメラタンパク質の過剰発現によるynbBlcdsA二重欠損株の生育相

補実験

KS23株、 KS23/pTet-YnbB/pTac-Tam 41 p株、 KS23/pTet-YnbB-N-CdsA-C/pTac­

Tam41p株および KS23/pTet-CdsA-N-YnbB-C/pTac-Tam41p株をそれぞれアガロ ー

スプレ ー ト培地に植菌した。培地は、LB培地 および 0.2%アラビノ ースまたはlmM

IPTGになるよう加えたものを用いた。 植菌後のプレ ー ト を37℃、17時間保温した。

4. リン脂質の定量

EK413株[87]、 EK413/ Ll ynbB株(KS21株[86])、 KS22株[86]、 KS23株、

KS23/pTet-Y nbB株、 KS23/pTac-Tam41株、 KS23/pTet-YnbB/pTac-Tam41株、
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KS23/pTet-YnbB-N-CdsA-C株、 KS23/pTet-YnbB-N-CdsA-C/pTac-Tam41p株、

KS23/pTet-CdsA-N-YnbB-C株、 KS23/pTet-CdsA-N-YnbB-C/pTac-Tam41p株、

KS22/pTet-CdsA8株およびKS23/pTet-CdsA8株を0.2 %アラビノースを添加 した

培地で一 晩培養 した。 集苗、 洗浄後にアラビノースを含まない培地に植え次 いで対

数増殖期まで培養 した。 1mM IPTG になるよう 加えて2時間培養 し、 Tam41pの発

現を誘導 した。 l,800Xg、10分間遠心分離 して集菌 し、クロロホルム／メタノール

(2: 1)を加えてリン脂質を抽出 した。 これをTLCプレ ー ト に滴下 し、 溶媒Aを用い

て展開 した。 展開後のプレ ー トを報告[105]に記載されているものを改艮 したリンモ

リブデン酸試薬(2.3 % 12 molybdo (VI) phosphoric acid n-hydrate、 1.2 %無機リ

ン酸、4.7%硫酸）に浸 し、180℃に加熱 した。

5. MPiase生合成活性測定

EK413株、KS21株、KS22株、KS23株、KS23/pTet-YnbB株、KS23/pTac-Tam41

株、KS23/pTet-YnbB/pTac-Tam 41株、KS23/pTet-YnbB-N-CdsA-C株、KS23/pTet­

YnbB-N-CdsA-C/pTac-Tam41p 株 、 KS23/pTet-CdsA-N-YnbB-C 株 、 KS23/pTet­

CdsA-N-YnbB-C/pTac-Tam41p 株、 KS22/pTet-CdsA8 株および KS23/pTet-CdsA8

株を0.006%アラビノースを添加 した培地で一 晩培養 した。 集菌、洗浄後にアラビノ

ースを含まない培地に植え次 いで対数増殖期まで培養 した。 1 mM IPTGを加えて2
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時間培養し、 Tam4 1 pの発現を誘導した。 l,800Xg、10分間遠心分離して集菌し、 報

告[74 ]に記載され ている方法で抗 Rp mJ抗体を用いてイムノブロッティングを行っ

た。 これをロ ー ディング コントロ ールとし、 同様にして抗MPiase抗体を用いてイム

ノブロッティングを行っ た。

6.M13プロコ ー トタンパク質の膜挿入活性測定

EK4 13/pTac-M13株 、 KS21 /pTac-M13株 、 KS22/pTac-M13株 、 KS23/pTac -M13

株 、 KS23/pTet-YnbB/pTac-M13 株 、 KS23/pTet-YnbB-N-CdsA-C/pTac -M13 、

KS23/pTet-CdsA-N-YnbB-C/pTac-M13株 、 KS22/pTet-CdsA8/pTac-M13株および

KS23/pTet-CdsA8/pTac-M13株を0.006%アラビノー スを添加した培地で一 晩培養

した。 集菌 、 洗浄後にアラビノー スを含まない培地に植え次 いで対数増殖期まで培養

した。 1 mM IPTGを加え て2時間培養し、 M13 コ ー トタンパク質の発現を誘導し

た。 l,800Xg 、 10分間遠心分離して集菌し、 報告[74 ]に記載され ている方法で抗M13

抗体を用いてイムノブロッティングを行っ た。

7. in vitroにおけるCDP-DAG生合成活性測定

KS23/pTet-Y nbB株 、 KS23/pTet-CdsA株 、 KS23/pTet-YnbB-N-CdsA-C株および

KS23/pTet-CdsA-N-YnbB-C株 よりINV を調製した。 2 mg/mLINV 、 1 mM CTP、
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lmMPA、 1.5% O G、 5mM硫酸マグネシウム、 75mM塩化カリウム、 50mM Tris ­

HCI pH (7.0)になるよう調製し、 37℃で保温した。 2時間後および5時間後に反応溶

液の 一部を TLCプレ ー トに滴下し、 溶媒Aを用いて TLC展開した。 紫外線を照射

し、 その吸収よりCDP-DAGを検出した。
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結果

1. ynb.BI cdsA二重欠損株におけるYnbBおよびTam41pの過剰発現による生育への

影響

cdsAを欠損させると 生育が阻害される ことが知られている[ 101]。 その理由は、

CDP -DAG生合成反応が阻害されることに加えて、 MPiase生合成反応が阻害される

ためであることをこれ までに明らかにした[86, 96]。また、CdsAホモログである YnbB

も CDP -DAGおよびMPiase生合成反応という、 生育に必須の 2 つの反応に関与し

ていることを明らかとした[86]。cdsA欠損株において観察される 生育の阻害は、YnbB

を過剰発現させるだけでは 抑制されない[86]。これは YnbBのCDP-DAG生合成活性

は CdsA より著しく低いためであると仮定し、 これを検証しようと考えた。 YnbB過

剰発現プラスミドおよび酵母ミトコンドリ ア CDP-DAG生合成酵素 Tam41p 過剰発

現プラスミドを KS23株に導入し、 生育相補実験を行った。 YnbB は恒常的に発現す

る p ACYC-Kmに、 Tam41p はIPTGにより発現が誘導される p USI2 に 連結した。

LB 寒天培地に植菌し、 アラビノ ー スあるいはIPTGの添加による 生育への影響を調

べた。その結果、 IPTGを添加して YnbBと Tam41p の両方を過側発現させた場合の

み、 生育の回復が観察された（図 15)。 Tam41p を大腸菌に発現させた場合、 CDP ­

DAG 生合成活性は示すものの、 MPiase 生合成活性は全く 示さないことが明らかと

なっている[86]。したがって、YnbB は生育に十分な量のMPiaseを生合成する一方、
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CDP -DAG生合成活性 は不十分である可能性 が示唆された。

Ara 

IPTG 

KS23 /pTet-empty/pTac-Tam41p 

KS23/pTet-YnbB/pTac-Tam41p 

図 15 ynbB/cdsA 二重欠損株においてYnbBの過剰発現が生育に及ぼす影響。寒天培地
に KS23/pTet-empty /pTac-Ta m41p 株および KS23/pTet-YnbB/pTac-Tam41p 株を植菌し、
37℃、一晩培養した。培地は、0.02%アラビノースまたは1 mM IPTGを添加したものを用
いた。

2. YnbBによるMPiaseおよびCDP-DAG生合成活性の測定

YnbBによるMPiase生合成活性を調べた。 KS23/pTet-YnbB株を、 アラビノ ー ス

を含まない培地で培餐し、 抗 MPiase抗体を用いてイムノブロッティングを行った。

ynbB/ cdsA二重欠損株 にお いては MPiase の枯渇が観察され る[86] (図 16 ) 。

ynbB/ cdsA二重欠損株にYnbBを過側発現させた場合、MPiase生合成量は野生株と

同程度まで回復する様子が観察された（図 16 )。 この結果より、 YnbB の過側発現に

よって cdsA欠損株の生育阻害を 抑制できないのは、 MPiase生合成活性が低いため

ではないことが明らかとなった。
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Tam41p - - -
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EK413 KS21 KS22 

＋＋ ＋＋ 
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図16 YnbBのMPlase生合成活性。EK413株、KS21株、KS22株、KS23株、KS23/pTac-
Tam41p株およびKS23/pTet-YnbB/pTac-Tam41p株をそれぞれ0.006%アラビノース存在下
で培養し、洗浄後にアラビノースを含まない培地で対数増殖期まで培養した。IPTGを1
mMになるよう加え、Tam41pの発現を誘導した。集菌後にTCA沈殿を行い、イムノブロッ
ティングを行った。上の段は抗MPlase抗体を、下の段は抗RpmJ抗体を用 いた結果を示
す。リボソームタンパク質 Rpm」をローディングコントロールとした。

続いて、 YnbBのCDP-DAG生合成活性を調べた。 CDP-DAG生合成反応が阻害さ

れると、前駆体であるPAが蓄積することが知られている[96, 101]。KS23/pTet-YnbB

株を、 アラビノ ー スを含まない培地で培義し、 リン脂質を抽出した。 これをTLC展

開し、 リンモリブデン酸試薬で染色して PA が蓄積しているかを調べた。 その結果、

KS23株で観察されたPAの替積は YnbBを過剰発現させても 抑制されなかった（図

17)。 この株にTam41p を同時に過剰発現させた場合のみ P A の蓄積が観察された。

この結果と YnbBがMPiase生合成活性を示したことより、 YnbBはMPiase生合成

に特化した因子であり、 CDP-DAG生合成活性は CdsA のものと比較すると著しく低

いことが明らかとなった。
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図17 YnbBのCDP-DAG生合成活性。CDP-DAGの前駆体であるPAの蓄積をCDP-DAG生合
成阻害の指標とした。 EK413株、KS21株、KS22株、KS23株、KS23/pTac-Tam41株および
KS23/pTet-YnbB/pTac-Tam41p株をそれぞれ0.006%アラビノース存在下で培養し、洗浄後
にアラビノースを含まない培地で対数増殖期まで培養した。IPTGをlmMになるよう加え、
Tam41pの発現を誘導した。集菌後にクロロホルム／メタノール (2: 1)でリン脂質を抽出し、
一部をTLC展開して改良リンモリブデン酸試薬で染色した。660 nmにおける濁度より菌数
を定呈し、等量になるよう試料を添加した。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それぞれ示す。

3. YnbBにより生合成された MPiase のタンパク質膜挿入活性の測定

YnbBにより生合成されたMPiase がタンパク質膜挿入因子として機能している

かを調べた。 基質膜タンパク質として、 M13 ファ ー ジ由来のM13 コ ートタンパク

質を用いた。M13 コ ートタンパク質は、 シグナル配列を持つ前駆体 (M13 procoat) 

として合成され、 膜挿入後 にシグナル配列が切断されて成熟体 (M13 coat) となる

[106] 。 その膜挿入反応は、 Sec/SRP 非依存の経路で淮行し、 MPiase に依存して膜

挿入される[68, 86]。 膜挿入後 にシグナル配列が切断されるため、 ポリ アクリル アミ

ドゲル上での成熟体と前駆体の分子量の遵いよりその膜挿入活性を調べることがで

きる。 cdsA 欠損株においては、 MPiase が枯渇するために前駆体の替積が観察され
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る[86]。 KS23 株にYnbB を過剰発現させ、 M13 前駆体の蓄積が抑制されるかを調

べた。 その結果、 cdsA 欠損株で観察されたM13 の膜挿入阻害は、 YnbB の過剰発

現によって部 分的に 抑制されることが明らかとなった（図18 )。 この結果より、

YnbB によって生合成されたMPiase は生体内においてタンパク質膜挿入因子とし

て機能していることが明らかとなった。

p 
m 

Arabi nose 
pTet-YnbB 

YnbB ＋
 

＋
 

＋
 

＋ 

＋＋ 

CdsA + 
I I I I I I 
EK413 KS21 KS22 KS23 

図18 YnbBの生合成したMPlaseによるM13コートタンパク質の膜挿入活性。EK413/pTac­
M13株、KS21/pTac-M13株、KS22/pTac-M13株、KS23/pTac-M13株およびKS23/pTet-
YnbB/pTac-M13株をそれぞれ0.006%アラビノース存在下で培養し、洗浄後、アラビノ ース
を含まない培地で対数増殖期まで培養した。IPTGをlmMになるよう加え、M13コートタン
パク質の発現を誘導した。集菌後、TCA沈殿を行い、SOS-PAG E 後に抗M13抗体を用 いて
イムノブロッティングを行った。シグナル配列の切断による分子量の減少を膜挿入活性
の指標とした。"p"は前駆体、"m"は成熟体を示す。

4. ynbB/cdsA 二重欠損株におけるキメラタンパク質および Tam41p の過剰発現によ

る生育への影響

これ までに、 YnbB のMPiase 生合成活性はCdsA と同程度であるが、 CDP-DAG

生合成活性 は著しく低いことを示した（図9 、17) 。YnbB とCdsA のCDP-DAG 生合

成活性の違いは、 両者のアミノ 酸配列の違いに起因するのではないかと予想した。

YnbB とCdsA のアミノ 酸配列はC 末端側で相同性が特に高く、N 末端側の相同性は
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低い（図7)。 このことより、 YnbBおよびCdsA のN末端側の 領域が CDP -DAG生

合成活性 の調節 に関与していると考え、 両者の N末端側と C末端側を入れ替えた キ

メラタンパク質を用いてこれを検証した。 キメラタンパク質は、 YnbBの1 -150 アミ

ノ 酸 に CdsA の1 4 4 -28 5アミノ 酸 を 連結したもの(YnbB-N-CdsA-C)と、 CdsA の1 -

1 4 3アミノ 酸 にYnbBの151 -298 アミノ 酸 を 連結したもの(CdsA-N-YnbB-C)の2種

類 を 構築 した （図 19)。 これらのキメラタンパク質をコ ー ドする読み枠DNA を

CdsA-N-YnbB-C YnbB-N-CdsA-C 

図19 キメラタンパク質の構造。YnbBおよびCdsA両者のNー末端側とC末端側を入れ替え
たキメラタンパク質を構築した。CdsAのN末端側(1-143アミノ酸、TMl-5)にYnbBのC末端
側(151-298アミノ酸、TM7-10)を連結したもの(CdsA-N-YnbB-C)および、YnbBのN末端側

(1-150アミノ酸、TMl-6)にCdsAのC末端側 (144-285アミノ酸、TM6-9)を連結したもの
(YnbB-N-CdsA-C)をそれぞれ構築した。膜貫通領域および配向性は、図7に示したYnbBお

よびCdsAのものを参考にした。

p ACYC-Kmの tetプロモ ー タ ー 支配下 に 連結し、pTac-Tam41p と共 に KS23株に 導

入した。 これらの株をLB寒天培地に 植菌し、 アラビノ ー スおよびI PTGの有無 によ

る 生育への影馨 を調べた。 その結果、 CdsA-N-YnbB-C を発現させた場合、 Tam41p

の発現の有無 にかか わらず ynbB/cdsA二重欠損株の生育阻害の抑制が観察された

（図20)。一方、 YnbB-N-CdsA-C を発現させた場合、 Tarn41p と共 に発現させた場合

のみ生育阻害の抑制が観察された。 この結果より、 YnbB/CdsA いずれのC末端側も

生育に十分な量のMPiase生合成活性を 有する可能性が示唆された。 また、 生育に ＋
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分な量の CDP -DAGを生合成するためには、 CdsA のC末端側が必要である可能性

が示唆された。 これを検証するため、 キメラタンパク質のMPiase 生合成活性及び

CDP -DAG生合成活性 を調べた。

Ara + 

IPTG - — + 

KS23/pTet-YnbB-N-CdsA-C/pTac-Tam41p 

KS23/pTet-CdsA-N-YnbB-C/pTac-Tam41p 

図20 ynbB/cdsA二重欠損株においてキメラタンパク質の過剰発現が生育に及ぼす影響。
寒天培地にKS23/pTet-YnbB-N-CdsA-C/pTac-Tam41p株およびKS23/pTet-CdsA-N-YnbB-
C/pTac-Tam41p株を植菌し、37℃、一晩培養した。培地は、0.02%アラビノ ースまたは1
mM IPTGを添加したものを用いた。

5. キメラタンパク質によるMPiaseおよびCDP-DAG生合成活性測定

キメラタンパク質によるMPiase生合成活性を調べた。 KS23/pT et-YnbB-N-CdsA-

C 株および KS23/pTet-CdsA-N-YnbB-C 株を、 アラビノ ー スを含まない培地で培養

し、 抗MPiase抗体を用いてイムノブロッティングを行った。その結果、 いずれのキ

メラタンパク質も、MPiase生合成活性を 有していることが明らかとなった（図21)。
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図21 キメラタンパク質のMPlase生合成活性。 EK413株、KS23株、KS23/pTet-YnbB-N­
CdsA-C/pTac-Tam41p株およびKS23/pTet-CdsA-N-YnbB-C/pTac-Tam41p株をそれぞれ
0.006%アラビノース存在下で培養し、洗浄後にアラビノースを含まない培地で対数増殖
期まで培養した。IPTGをlmM になるよう加え、Tam41pの発現を誘導した。集菌後にTCA

沈殿を行い、SOS-PAGE後にイムノブロッティングを行った。上の段は抗MPlase抗体を、下
の段は抗Rpm」抗体を用 いた結果を示す。リボソームタンパク質Rpm」をローディングコン
トロールとした。

続いて、 キメラタンパク質過剰発現株のCDP-DAG生合成活性を調べた。 YnbB過

剰発現株の時と同様に、KS23株で観察されるPAの 誓積の抑制を活性の指標とした。

KS23/p-Tet-YnbB-N-CdsA-C 株およびKS23/pT et-CddsA-N-YnbB-C 株を、アラビノ

ースを含まない培地で培養し、リン脂質を抽出して TLC展 開した。その結果、 YnbB­

N-CdsA-C 過剰発現株においては、 KS23株で観察されたPAの蓄積は全く抑制され

ず、 Tam41pを共 に過剰発現させた場合のみ抑制された（図22)。 これに対し、 CdsA­

N-YnbB-C を過剰発現させた場合、 Tam41pを過剰発現させなくても P A の 醤積は 抑

制された。 この結果より、 生育に十分な量のCDP-DAGを生合成するためには、 CdsA

のN末端側の 領域が必要であることが明らかとなった。
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図22 キメラタンパク質のCDP-DAG生合成活性。 CDP-DAGの前駆体であるPAの蓄積を
CDP-DAG生合成阻害の指標とした。 EK413株、 KS23株、 KS23/pTet-YnbB-N-CdsA-C/pTac­

Tam41p株およびKS23/pTet-CdsA-N-YnbB-C/pTac-Tam41p株をそれぞれ0.006%アラビノー

ス存在下で培蓑し、洗浄後にアラビノースを含まない培地で対数増殖期まで培蓑した。
IPTGをlmMになるよう加え、 Tam41pの発現を誘蕊した。集菌後にクロロホルム／メタノー

ル (2: 1)でリン脂質を抽出し、一部をTLC展開して改良リンモリブデン酸試薬で染色した。

660 nmにおける濁度より菌数を定呈し、等呈になるよう試料を添加した。 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
ファチジン酸をそれぞれ示す。

＋
 

＋
 

6. キメラタンパク質により生合成された MPiaseのタンパク質膜挿入活性

キメラタンパク質により生合成されたMPiaseが、 生体内においてタンパク質膜挿

入因子として機能しているかを調べた。 基質膜タンパク質としてM1 3 コ ートタンパ

ク質を用い、 シグナル配列の切断による分子量の変化を膜挿入活性 の指標とした。

KS23/pTet-YnbB-N-CdsA-C /pTac-M1 3株およびKS23/pT et-CdsA-N-Y nbB-C /pTac-

M1 3株を、 アラビノ ー スを含まない培地で培養 し、 IPTGを加えてM1 3の発現を誘

導した。集菌後 に TC A沈殿を行い、 抗M1 3抗体を用いてイムノブロッティングを行

った。その結果、 cdsA欠損株で観察されたタンパク質膜挿入阻害は、 YnbB-N-CdsA-

C を過剰発現させた場合部 分的に、 CdsA-N-YnbB-C を過剰発現させた場合ほぼ完全

に 抑制された（図23)。
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図23 キメラタンパク質が発現した株におけるM13コートタンパク質の膜挿入活性。
EK413/pTac-M13株、KS23/pTac-M13株、KS23/pTet-CdsA-N-YnbB-C/pTacc-M13および
KS23/pTet-YnbB-N-CdsA-C/pTac-M 13株をそれぞれ0.006%アラビノース存在下で培養し、
洗浄後、アラビノースを含まない培地で対数増殖期まで培養した。IPTGをlmMになるよ
う加え、M13コートタンパク質の発現を誘導した。集菌後、TCA沈殿を行い、抗M13抗体
を用いてイムノブロッティングを行った。"p"は前駆体、"m"は成熟体を示す。

7. in vitroにおけるYnbB、 CdsAおよびキメラタンパク質のCDP-DAG生合成活性

測定

試験管内に おける YnbBおよびキメラタンパク質の CDP-DAG 生合成活性を調べ

た。KS23/pTet-YnbB株、 KS23/pTet-YnbB-N-CdsA-C 株およびKS23/pT et-CdsA-N-

YnbB-C 株より調製したINV を、CT P と P A と共に混合した。これを 37℃ で 保温し、

反応溶液の一 部 を TLC展 開した。 反応開始から 2時間後および5 時間後に 反応溶液

の一 部を分取し、 TLC展 開した。その結果、 CdsAおよびCdsA-N-YnbB-C 過剰発現

株より調製したINV を用いた 場合、 反応開始から 2時間後に は CDP-DAG生合成活

性 は 飽和していた（図 24)。 これに 対し、 YnbBおよびYnbB-N-CdsA-C を過剰発現

させた 場合は、 反応開始から 2時間後 では CDP-DAG 生合成活性はほ とんど検出さ

れず、 5時間後 で CdsAおよびCdsA-N-YnbB-C と同程度の活性が検出された。 この

結果と生体内 でのPAの藍積を観察した 結果より、 CDP-DAG生合成活性を著しく促
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進するためには、CdsAの N末端側の領域が必要であることがin vitroとin vivoの

両方の実験系で明らかにされた。

CDP-DAG—I こ; <:; I 2h 

CDP-DAG -I �-
YnbB ++ 

CdsA 
YnbB-N-CdsA-C 

CdsA-N-YnbB-C 

＋＋ 

- I Sh 

＋＋ 

＋＋ 

KS23 

図24 in vitroにおけるYnbB、 CdsAおよびキメラタンパク質のCDP-DAG 生合成活性。
KS23/pTet-YnbB株、 KS23/pTet-CdsA株、 KS23/pTet-YnbB-N-CdsA-C株およびKS23/pTet-

CdsA-N-YnbB-C株をそれぞれ0.006%アラビノースを含む培地で培養した。洗浄後、アラビ
ノースを含まない培地で対数増殖期まで培養し、 INVを調製した。 INVをCTPおよびPAと共
に混合し、 37℃で保温した。2 時間後、 5時間後に反応溶液の一 部をTLC展開した。紫外
線を照射し、その吸収よりCDP-DAGを検出した。

8. CdsA変異株におけるYnbBの機能

プラスミドより発現したYnbBはMPiase生合成活性を示した。 しかし、 cdsA欠

損株においてMPiase生合成阻害が観察されたことより、 通常の培義条件において、

染色体上のynbB遺伝子が発現しているかどうか不明である[86](図 16 )。 そこで、

CdsA の機能が一部阻害された変異株における ynbB 遺伝子破壊の影響を調べた。

CdsAの 207番目のチロシンがヒスチジンに置換された変異 株( CdsAS)は、pHS.5以

上で生育が阻害される[101]。 KS22株およびKS23株にpTet-CdsASを導入し、 その

生育、 MPiase 生合成活性および CDP-DAG 生合成活性を調べた。 その結果、

KS22 /pTet-CdsA8 株の生育は阻害されなかったが、KS23/pTet-CdsA8 株の生育は阻
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害された（図25)。 この結果より、CdsA機能が一部阻害された場合、ynbB遺伝子が

生育に必須になることが示された。

△ cdsA △ ynbB/. △ cdsA 

3
 

1 3 ー

1: pACYC-Km 
2: pTet-CdsA 
3: pTet-CdsA8 

2 2 

図25 CdsA変異株においてYnbBが生育に及ぼす影響。KS22株およびKS23株にpACYC-Km、
pTet-CdsAおよびpTet-CdsA8を導入した。LB寒天培地に植菌し、 37℃、 一晩保温した。

続いて、 これらの株のCDP-DAG生合成活性を調べた。 アラビノ ースを含まない培

地で培餐し、 集菌後にリン脂質を抽出した。 これをTL C展開し、 アニスアルデヒド／

硫酸試薬で染色した。 その結果、KS22 /pTet-CdsA8 株ではPAの蓄積は観察されなか

った一方、 KS23/pTet-CdsA8 株ではPAの蓄積が観察された（図26 )。
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YnbB ＋ 

CdsA ＋ 

Cds8 
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＋ ＋ ＋ 

＋ ＋ ＋ 

＋ ＋ 

＋ ＋ ＋ ＋ 
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e. V. wt Y207H e. v. wt Y207H 

KS22  KS23 

図 26 CdsA変異株におけるYnbBのCDP-DAG生合成活性。KS22株およびKS23株にpACYA、
pTet-CdsAおよびpTet-CdsA8を導入した。それぞれ0.006%アラビノース存在下で培養し、
洗浄後にアラビノースを含まない培地で対数増殖期まで培養した。集菌後にクロロホル
ム／メタノール (2: l}でリン脂質を抽出し、 一部をTLC展開してアニスアルデヒド／硫酸試薬
で染色した。660 nmにおける濁度より菌数を定量し、 等量になるよう試料を添加した。PE
はホスホエタノールアミン、 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それぞれ示す。

これらの株のMPiase生合成活性を調べた。 アラビノ ースを含まない培地で培養し、

抗 MPiase抗体を用いてイムノ ブロッティングを行った。 その結果、 KS22 /pTet-

CdsAS株はMPiase生合成活性を示した一方、 KS23/pTet-CdsA8 株はMPiase生合

成活性を示さなかった（図2 7 )。 これらの株におけるM13コ ー トタンパク質の膜挿入

活性を調べた。 pTac-M13 を導入し、 抗M13 抗体を用いてイムノ ブロッティングを

行った。 その結果、 KS22 /pTet-CdsA8 株においては成熟体M13コ ー トタンパク質の

み検出されたが、KS23/pTet-CdsA8株においては前駆体の蓄積が観察された（図2 8 )。
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以上の結果より、 染色体上のynbB遣伝子は、 CdsAの機能が一部阻害されたとき

に必須となることが明らかとなった。

MP lase—[ 
YnbB ＋ ＋ ＋ ＋ 

CdsA ＋ ＋ ＋ 

Cds8 ＋ 

Growth ＋ ＋ ＋ ＋ 

＋
 

＋
 

＋ 

Ara I + - I l..-=-....J l..-=-....J I + - ILニ_J L二」
pTet-CdsA e. V. wt Y207H e. V. wt Y207H 

KS22  KS23  

図 27 CdsA 変 異 株 に お け るYnbBのMPlase生合成活 性 。KS22 株 お よ び KS23 株 に
pACYC184-Km 、pTet-CdsAおよびpTet-CdsA8を選入した。それぞれ0.006% アラビノー ス存
在下で培養し、洗浄後にアラビノー スを含まない培地で対数増殖期まで培養した。集菌
後にTCA沈殿を行い、抗MPlase 抗体を用いてイムノブロッティングを行った。e. V. は
pACYC184-Kmを、wtはpTet-CdsAを、Y207H はpTet-CdsA8を示す。

1 2 3 4 5 6 7 8 
p 
m 

YnbB ＋ ＋ ＋ ＋ 

CdsA ＋ ＋ ＋ ＋ 

Cds8 ＋ ＋ 

Growth ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

Ara ＋ ＋ I 11 I I 11 I 
pTet-CdsA e. V. wt Y207H e. V. wt Y207H 

KS22  KS23  

図28 CdsA変異株におけるタンパク質膜挿入活性。KS2 2株およびKS23株にpACYC-Km、
pTet-CdsAおよびpTet-CdsA8をそれぞれ導入した。pTac-M13を導入し、それぞれ0.006%
アラビノース存在下で培養し、洗浄後にアラビノースを含まない培地で対数増殖期まで
培養した。IPTGをlm M加え、M13コ ー トタンパク質の発現を誘導した。集菌後にTCA沈殿
を行い、抗M13抗体を用いてイムノブロッティングを行った。 e. V. はpACYC184-Kmを、wt
はpTet-CdsAを、Y207H はpTet-CdsA8を示す。
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考察

第2章においては、YnbBの機能解析を行った。 ynbBは必須遣伝子ではない。 さ

らに、YnbBを過剰発現させても、 そのホモログである cdsA欠損株で観察される生

育阻害を抑制することはできない[86]。 しかし、YnbBをTarn41p と共に過剰発現さ

せた場合、 cdsA欠損株の生育が回復することが明らかとなった。 Tarn41p は CDP ­

DAG生合成活性は持つ 一方、MPiase生合成活性は全くもたない[86]。 したがって、

YnbB は MPiase 生合成に特化した囚子である可能性が示唆された。 実際に、

ynbB/ cdsA二重欠損株にYnbB を過側発現させた場合、 リン脂質生合成が阻古され

ているにもかかわらず、M13 コ ー トタンパク質の膜挿入反応の進行が部分的に観察

された。 この株においてMPiaseが生合成される様子が観察されたことも踏まえて、

YnbBはMPiase生合成に特化した因子であると結論した。 YnbBは真正細菌におい

て広く保存されていることと、MPiaseがタンパク質膜挿入に必須の因子であること

より、YnbBは、MPiase生合成に不備が生じた際、 これを補完するために存在して

いる可能性が強く示唆された。

MPiase生合成第一段階の反応は、C omp oundI生合成反応である（図4)。 第1章

において、YnbBおよびCdsAがこの反応を触媒することを明らかにした。 この反応

は、CDP-DAGのCMP 部分が GlcNAc- P と置換される反応である。 Tarn41p を発現

させてもynbB/ cdsA二重欠損株において観察されるMPiase生合成反応の阻害は抑
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制されない。 したがって、CDP-DAG が存在するだけでは不十分であり、 GlcNAc- P

の取り込みがYnbB/CdsA上で淮行すると考えられる。 キメラタンパク質を用いた実

験より、YnbB/CdsAのC 末端側の領域がCDP-DAG生合成およびMPiase生合成を

触媒しているのに対し、 N末端側の領域がCDP-DAG 生合成活性を調節しているこ

とを明らかとした。 好熱苗Thermotoga maritimaのCdsAの結晶構造より、CdsA

は、 1番日の膜貰通領域からなる Nドメイン、2-5番日の膜貰通領域からなるMドメ

イン、6 - 9番目の膜貫通領域からなるC ドメインの 3つのドメインに分けられること

が明らかとなっている[104](図 7 )。 Mドメインは二量体の境界面に位置し、C ドメイ

ンは活性部位を含む。 NドメインはC ドメイン近傍に位置し、CDP-DAGを脂質ニ

重層に放出するゲ ー トを形成している。 このことより、 N ドメインは、 生合成後の

CDP-DAGの放出に関与していることが予想される。 今回構築したキメラタンパク質

は、CdsAの N末端を持つもののみ高いCDP-DAG 生合成活性を示した。 したがっ

て、YnbBとCdsAの N末端側のアミノ 酸配列の違いによってCDP-DAGの放出速

度が変化し、CDP-DAG生合成速度に影響を与えていると考えられる。

プラスミドより発現したYnbBは、ynbB/ cdsA二重欠損株においてもMPiase生

合成反応を触媒した。 しかし、 cdsA欠損株においてもMPiaseは完全に枯渇してい

たことより、 染色体上のynbB 遣伝子が発現しているかどうか不明であった[86](図

16 )。 しかし、KS23株にCdsAの変異 体であるCdsASを発現させた場合、生育阻害、
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MPiase生合成阻害、CDP-DAG生合成阻害およびタンパク質膜挿入阻害が観察され、

この条件では染色体上のynbB遣伝子が必須であることが明らかとなった（図25 -2 8 )。

染色体上のynbB遺伝子の詳細な発現制御機構は不明であるが、 染色体上のynbB遣

伝子は通常の培養条件でも発現していることが判明した。
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総合考察

本研究において、タンパク質膜挿入に必須の糖脂質酵素MPiaseの生合成因子の同

定およびその機能解析を行った。 その結果、 機能不明の内膜タンパク質YnbBおよび

そのホモログCdsAを同定した。 CdsAは内膜に存在するCDP-DAG生合成酵素であ

り、 大腸苗においては全てのリン脂質の前駆体として利用される CDP-DAG の生合

成反応を触媒する[95, 96]。 CdsAに加えてYnbBもCDP-DAG生合成反応を触媒す

ることを明らかにした。 MPiaseとCDP-DAGはともに生育に必須の因子である[86,

101]。 したがって、YnbBおよびCdsAはMPiase生合成とリン脂質生合成という 2

つの重要な生命現象に関与していることが明らかとなった。 CdsAは全ての生物に保

存されている。 これに加えて、 タンパク質膜挿入機構が全ての生物において保存され

ていることより、MPiase様物質が生物種を超えて普遍的に存在している可能性が示

唆された。 一方、YnbBは真正細菌のみに保存されている。 真核生物や古細菌におけ

るYnbBに相当する因子は進化の過程で失われ、真正細菌においてのみCdsA機能が

一部阻害された場合のバックアップ因子として保存されている可能性が示唆された。

YnbBおよびCdsAが生合成したCDP-DAGがMPiase生合成に利用されるのか、

リン脂質生合成に利用されるのかを切り替える機構に関する知見は、当研究では得ら

れなかった。 しかし、 当研究室の別プロジェク トにおいて、CDP-DAGへ GlcNAc- P

を取り込む反応を促進する因子の存在が示唆されている。 GNSO株より調製したINV

68 



にEK413株の内膜より調製した粗精製画分を加えると、C omp oundI生合成量が増

加することが明らかとなっている。 この因子を同 定し、 変異株を構築してMPiase生

合成への影聾を調べることにより、MPiase生合成反応の詳細な分子機構を明らかに

することができると期待されている。

膜タンパク質はすべての細胞において発現し、 生命現象において童要な機能を担う

ものが多い。 ヒ ト・ゲノ ムプロジェク トにおいて膜タンパク質であることは分かって

いるものの、 その機能が解明されていないものも多く、 新規薬剤開発のターゲッ トと

しても注目されている。 このような理由で、 膜タンパク質を対象とした研究が多く行

われている。 しかし、 その取扱いは容易ではなく、 大量生産や精製が困難である場合

が多い。 したがって、 膜タンパク質を大量生産するための汎用的なシステムの開発が

望まれている。 これまでに、 S ecYE GやS R P/ S R の過剰発現株を用いた膜タンパク質

の大量生産システムの構築を目的とした研究が数多く行われてきたが、 いずれも膜夕

ンパク質の大量生産には至っていない。 その原因は、 従来のシステムにはMPiaseが

欠如していたためであると考えられる。 S ecYE G、 S R P、 S R、 YidC に加え、MPiase

を同 時に過側発現させることにより膜タンパク質を大量生産するための汎用的なシ

ステムを構築できると期待されている。 糖脂質であるMPiaseを過剰発現させるため

には、 その生合成遺伝子の同 定が必要である。 当研究においてMPiase生合成酵素と

してYnbBおよびCdsAを同 定し、その過乗り発現株においてMPiase生合成量が増加
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することを明らかとした[86](図 9 )。 タンパク質性の膜挿入因子群に加え、MPiaseを

同時に過剰発現させることにより、 膜タンパク質大量生産システムを構築できると期

待されている。
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