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略語表

ABC ATP binding cassette

ATP Adenosine 5'-triphosphate

ADP Adenosine 5'-diphosphate

AMP Adenosine 5'-monophosphate

AMP-PNP Adenylyl-imidodiphosphate

AP Alkaline phosphatase

Ap Ampicillin

BCIP 5-Bromo-4chloro-3-indolyl-phosphate

BSA Bovine serum albumin

CBB Coomassie brilliant blue R-250

Cm Chloramphenicol

DDMn-Dodecyl-β-D-maltoside

EDTA Etylenediamine tetraaceticacid

IPTG Isopropyl-β-D[-]-thiogalactopyranoside

Lol Localization of lipoprotein

MSD Membrane-spanning domain

NBD Nucleotide-binding domain

NBT Nitro blue tetrazolium chloride

OD Optical density

ORF Open reading frame 

PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis

PCR Polymerase chain reaction

PE Phosphatidylethanolamine

Pi Phosphate

PL Phopholipid

PVDF Polyvinylidene Fluoride

SAB Sample application buffer

SDS Sodium dodecyl sulfate

SM Sucrose monocaprate

TBS Tris buffered saline

TCA Trichloroacetic acid

Tris 2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol

Vi Vanadate
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1.序 論

細胞膜は、生物界の三大 ドメイン(古 細菌、真正細菌および真核生物)が 共通にもつ普遍

的なオルガネラである。細胞膜がなければ細胞は存在 し得ないし、生命体 としてのアイデン

ティティーが保てない。細胞膜の大部分を構成するリン脂質分子は、疎水性部分 と親水性部

分からなる両親媒性分子であり、こうした物理化学特性をもつことから、水中で自然に凝集

して脂質二重層を形成 し、閉じた小胞となる。地球上の生物は、無限にありうる化学物質の

中からDNA、RNA、 タンパク質を基礎に選び、めざましい成功を収めたが、自然に閉じる

性質をもつ脂質二重層を細胞の基本骨格として選択したこともまた、そうした成功をもた ら

す重要な要因だったのではないだろうか。

しか しながら、脂質二重層のみからなる閉鎖系では、変化に富む環境に適応できないため、

細胞はさまざまな工夫を凝らすようになった。 リン脂質でつくられた二重の層に蛋白質が埋

めこまれたのも、そうした工夫の一例であろう。これ らの蛋白質は、細胞外の情報を細胞内

へ伝えた り、栄養素の取 り込みや老廃物の排出(選 択的透過性)を 行ったりして、細胞内の

調和を維持している。また、真核細胞の細胞膜には、リン脂質分子1個 に対して1個 という

ほどの高い濃度でコレステロール分子が含まれており、温度低下による炭化水素鎖の凝集や

結晶化(相 転移)を 回避するとともに、細胞膜の構造的および機能的な安定性を高めている。

一方で、コレステロールを含まない細菌などでは、膜の相転移に関しては、環境温度に応 じ

て脂質の脂肪酸組成を調節することで膜の流動性を保っており、細胞表層の物理的安定性に

関しても、独自の巧妙なシステムを開発 してこれを補っている。

細菌細胞表層の構造

細菌(古 細菌および真正細菌)の 細胞表層には、ペプチ ドグリカンと呼ばれる糖の置換体

や数種類のアミノ酸か らなるヘテロポ リマーが存在 し、細胞を浸透圧から守っている。大腸

菌を始めとするグラム陰性細菌のペプチ ドグリカン層は、主に単層からな り、細胞壁重量の

5-10%を 占めるが、枯草菌などのグラム陽性細菌のペプチ ドグリカン層は、多層構造をとっ

ているためにかなり厚く、細胞壁重量の40-90%を 占めている。古細菌でもペプチ ドグリカ
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ン層が見出されているが、構成 アミノ糖やアミノ酸の種類が真正細菌 とは異な る。一方、グ

ラム陰性細菌は、細胞膜(内 膜)の 外側 にさ らに別の膜構造(外 膜)を もって いる。外膜は

内膜 と同様に リン脂質 とタ ンパ ク質か らなる脂質二重層であるが、それ に加えて独特 の脂 質

である リポ多糖(LPS)を 大量 に含んでいる。 リポ多糖 は、外膜の外葉にお いて、完全に リ

ン脂質 に取 って代わる(図1)。 グラム陰性細菌は、外膜構造 によ りさまざまな毒物に対する

抵抗性 を増す とともに、膜の外側 にある リポ多糖が ヒ トのLPSレ セ プター を介 してさまざま

な障害 を引き起 こす ことが知 られている。さ らに、外膜を貫通す る蛋 白質は、一般 の生体 膜

を貫通する蛋 白質 とは性質が異なる。一般的 に、生体膜蛋白質は、疎水性残基が連続 した膜

貫通セ グメン トが αヘ リックス を形成 して膜 を貫 通するのに対 して、外膜蛋 白質は、疎水性

残基が片側に配列する両親媒性の β構造で膜 を貫通する。 こうした構造の違いによ り、内膜

蛋白質は内膜に とどま り、外膜蛋 白質は内膜を越えて外 膜に運ばれ る(Tokuda,2004)。

N末 端 のシステイ ンが脂質で修飾 された リポ蛋白質 も、あらゆる細 菌細胞表層 に広 く存在

す る。脂質部分で膜にアンカー して蛋 白質部分を親水性 の領域 に露出 しているものが多い(図

1)。細菌全ゲ ノム解析 に基づいた リポ蛋 白質に関する情報を表1に 示す。大腸菌では、約100

種類の リポ蛋白質が存在す る(Juncker et al.,2003)。 その多 くは生育 に必須でな いものの、薬

剤排出や形態維持 に重要であることが知 られている(Bemadac et alo, 1998; Drummelsmith and

Whitfield, 2000; Lommatzsch et al., 1997; Tikhonova and Zgurskaya, 2004; Yakushetal., 1997)。ライ

ム病の病原細菌Borrelia burgdorferiは 、極めて豊富に リポ蛋白質をもつ(Fraser et al., 1997)。

これ らリポ蛋 白質の中には宿主細胞 に免疫応答 を引き起 こす原因物質 とな って いる ものもあ

り、医学的に重要な蛋 白質群 となって いる。枯草菌Bacillus subtilisには100種 類以上の リポ

蛋白質が存在 している。そ のうちの約3割 は栄養素の取 り込みに重要な機能をもつ と考え ら

れて いる(Tjalsma et al.,1999)。 古細菌 リポ蛋 白質の研究 は緒に就 いたばか りで あるが、古細

菌全ゲ ノムデータベースか ら分泌蛋 白質のシグナルペプチ ドを解析 した ところ、 リポ蛋 白質

に特異的な シグナル を有す るものが見出された(Albers and Driessen, 2002; Bardyetal., 2003)。

Nantronobactenum pharaonisで は、電子伝達鎖に関係する蛋 白質N末 端側の脂質修飾が示唆

された(Mattar et al., 1994)。 またHalobactrium salinarumで は、膜局在性の基質結合蛋白質が

栄養素の取 り込みに関与する リポ蛋白質である ことが示 された(Kokoeva et al.,2002)。

2



図1細 菌の細胞表層構造

(A)グ ラム陰性細菌の細胞表層は、細胞膜(内 膜)、ペリプラズム空間および外膜からなる。外膜と内
膜のペリブラズム側にリポ蛋白質があり、その大部分が外膜に局在する。外膜の外側にはリポ多糖が

あり、ペリプラズム空間には単層からなるペプチドグリカンが存在する。(B)グラム陽性細菌の細胞表

層は、細胞膜(内 膜)とペプチドグリカンの多層構造からなり、リポ蛋白質が細胞膜上にある。
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表1細 菌全ゲノム解析から得られたリポ蛋白質に関する情報

a結 核 菌
、黄 色 ブ ドウ 球 菌 、マ イコプ ラズ マ(M.genitaliun)の 蛋 白 質 遺 伝 子 数 お よび リポ 蛋 白 質 遺 伝 子 数

は 、DOLOP(A Database of Bacterial Lipoproteins)(http://Www.mrc-lmb.cam.ac.uk/genomes/dolop/)の サ イ

トか ら引 用 した;bラ イム 病 ボ レリア の ゲ ノム 解 析 は 、プラス ミドDNAも 含 め て 行 った 。
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細菌細胞表層の生合成

細 菌細 胞 表 層 に存在 す る蛋 白質 は全 て 細胞 質 で合 成 され 、細 胞 質 膜或 いは細胞 質 膜 と外 膜

の両 方 を越 え てそ れ ぞれ の場 所 に運 ばれ る。 ペ プチ ドグ リカ ンの場合 、細 胞 膜 の 内側 で5個

の ア ミ ノ酸 が結 合 したN-ア セ チル ム ラミ ン酸(MurNAc-penta AA)が ウ ンデ カ プ レノール

(Und)と 結合 し、続 いてN-ア セチ ル グル コサ ミン(GlcNAc)が 付加 され てLipid II前 駆

体(Und-ペ プチ ドグ リカ ン単 量体)と な る。Lipid II前 駆体 は細 胞膜 の外 側 に輸送 され(輸

送 機構 は不 明)、 架橋 によ り重合 してペ プチ ドグ リカ ン鎖 を形 成す る(Ha et al., 2000; Holtje,

1998; van den Brink-van der Laan et al., 2003)。 一 方 、細胞 膜の 内側 で 合成 されたLPSや リ ン脂

質 を細胞 膜 の外 側 へ 輸 送す る機 構 につ いて は 、LPSの 場 合、特定 の 輸 送体 と してMsbA(ABC

トラ ンス ポ ー ター)を 要 求 す る の に対 して 、 リン脂 質 にお いて は 、MsbAの よ うな 特定 の輸

送 体 で は な く 一 般 的 な 細 胞 膜 蛋 白質 の αヘ リ ッ ク ス 構 造 を 要 求 す る と考 え られ て い る

(Doerrler et al., 2004; Kol et al., 2003; Zhou et al., 1998)。 両 方 とも、ペ リプ ラズム 空 間 を横 断す る

機構 につ い て は不 明 で あ るが 、外 膜の 内側 に挿入 され たLPSを 外 膜の外 側 に運ぶ フ リッパ ー

ゼ の報 告 が な され た(Bos et al., 2004; Bosand Tommassen, 2004)。 外 膜 蛋 白質 は、シ グナル ペ プ

チ ドを も つ 前駆 体 と して 細 胞 質 で 合 成 され 、Sec膜 透 過 装 置 によ って 内 膜 を透 過 す る(de

Keyzer et al,2003)。 内膜 を透 過 した外 膜 蛋 白質 は 、水 溶性 のペ リプ ラズム 空 間 に ある シ ャペ

ロ ン蛋 白質 を介 して外 膜 に局在 化 す る経 路 が支 持 され て い る(Eppens et al., 1997; Hamis et al.,

2001; Kadokura et al., 2003; Rouviere and Gross, 1996; Voulhoux et al., 2003)。

外 膜 蛋 白質 と同様 に、 リポ 蛋 白質 は シ グナル ペ プチ ドを もつ 前駆 体 と して 細胞 質 で合 成 さ

れ 、Sec膜 透 過 装置 によ って 内 膜 を透 過す る(Hayashi and Wu, 1990; Pugsley, 1993)。 そ の後 、

内膜 上 で の連 続 的 な触 媒 反応 によ り成 熟体 リポ 蛋 白質 とな る(図2)(Sankaran and Wu, 1994)。

成 熟体 リポ 蛋 白質 の うち 、+2位 が アスパ ラギ ン酸 以外 の リポ蛋 白質 は、ABCト ラ ンス ポ ー

ター(LolCDE)のATP加 水 分解 エ ネ ル ギー を利用 して 内膜 か ら遊離 す る(Yakushi et al., 2000;

Yakushi et al., 1998)。 一方 で 、+2位 が ア スパ ラギ ン酸で ある リポ 蛋 白質 はLolCDEに よる認

識 を回避 して 内膜 に留 ま る(+2位 ル ー ル)(Masuda et al., 2002; Seydel et al., 1999; Teradaetal.,

2001; Yamaguchi et al., 1988)。 リポ 蛋 白質 は内 膜 に留 ま るか外 膜 に運 搬 され るか に かか わ らず 、

共 通 の経 路 を介 して成 熟 体 とな り、 そ の うち の 大部 分 が外 膜 のペ リプ ラズ ム側 に、一 部 が 内
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図2リ ポ蛋白質の生合成

(A)前 駆体 リポ蛋白質(上)お よび成熟体リポ蛋白質(下)の 構造。シグナルペプチドの切断領域には、リポボッ

クスと呼ばれる共通配列(L・A/S・GIA・C)が 存在する。(B)大腸 薗リポ蛋白質はシグナルペプチドをもつ前駆

体として細胞質で合成され、Sec膜 透過装置によって内膜を透過する。リボボックス配列を酵素Lgtが 認識して

ジアシルグリセロールを付加する。続いてリポ蛋白賃特異的シグナルペプチダーゼLspAが 、ジアシルグリセロ
ールで修飾されたリポ蛋白質前駆体を認識してシグナルペプチドを切断する。切断により新たにN末 端となった
システイン残基に酵素Lntに よって脂肪酸が付加されて成熟体リポ蛋白質となる
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図3Lolシ ステムによるリポ蛋白質の選別輸送

内膜上で成熟体となった外膜リポ蛋白質は、ABCト ランスポーターLolCDEのATP加 水分解エ

ネルギーを利用して内膜から遊離する。遊離した外膜リポ蛋白質はペリプラズムに局在するシャペ
ロン蛋白質LolAと 複 合体を形成した後、外膜に局在する受容体蛋白質LolBに 受け渡され、外膜

に挿入される。+2位 がアスパラギン酸である内膜リポ蛋白質はPEと の相互作用を介して内膜に

留まると考えられている。
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膜 のペ リプ ラズム側 に局在 す る(Fukuda et al., 2002)。 内 膜 リポ 蛋 白質 は大 腸 菌の 主要 な リン

脂 質で あ る ホス フ ァチ ジル エ タ ノール ア ミ ン(PE)と 強 く相 互作 用 して 内 膜 に留 ま る と考 え

られ て いる(Hara et al., 2003)。 また 、 内膜 リポ 蛋 白質 を外 膜 に輸送 す る変 異LolC(A40P)DE

の解 析 か ら、 基 質 の選 別 にはLolCDE複 合体 の安 定 な 構 造 が重 要 で あ る こ とが 示 唆 され た

(Nadta et aL, 2003)。LolCDEを 介 して 内膜か ら遊離 した外 膜 リポ蛋 白質 は、ペ リプ ラズム 蛋 白

質LolAと1:1の 水 溶 性 複 合 体 を形 成 して ペ リプ ラズ ム空 間 を通過 し(Matsuyama et al.,

1995)、 外 膜 に存在 す る受 容体 蛋 白質LolBに よ り外 膜 に組 み込 まれ る(図3)(Matsuyama et

al., 1997; Yokota et al., 1999)。 大腸 菌 にお ける リポ 蛋 白質 の 局在 はLolシ ス テ ム によ り厳 密 に制

御 され て お り、 リポ 蛋 白質 が 誤 った 場所 に局在 す る と、菌 は致 死 的な 影 響 を受 け る。 したが

って 、 当研 究 室 にお いて 同定 され た5種 類 のLol因 子(A、B、C、D、E)は 全 て 大腸 菌 にお

いて必 須 で あ る(Narita et al., 2002; Tajima et al., 1998; Tanaka et al., 2001)。LolAお よびLolBに

つ いて は、既 に結 晶構 造 が解 明 され て お り(Takeda et al., 2003)、 変異 体 に よ る機 能 解析 が行

われ た(Miyamoto et al., 2001; Miyamoto et al, 2002; Wada et al.,2004)。 一方 で 、LolCDEに つ い

て は 、LolCお よびLolEの 膜 内配 向 性が 解析 され た もの の(Iguchi et al., unpublished results)、

分子 機 構 につ いて は ほ とん ど不 明 で あ る。

細菌型ABCト ランスポー ター

細菌細胞膜上の主要な膜輸送蛋白質は、チ ャネル と トランスポーターの2つ に分類 され る。

チ ャネルは膜 を貫通する親水性の小孔 を形成 して、電荷をもった無機イオ ンの受動輸送(濃

度勾配 にしたが った物質輸送)を 行 う。一方、 トランスポーター は、膜に挿入 され た蛋 白質

の構造変化 を伴って、エネルギー源 と共役 した物質の能動輸送(濃 度勾配 に逆 らった物質輸

送)を 行 う。 トランスポー ターはさらに、エネルギー源 としてATP加 水分解エネルギー を利

用するもの(ABCト ランスポーターおよびP-type ATPase)と 、膜内外 に形成 されたプロ トン

駆動力を利用す るもの とに分類される。 膜輸送蛋 白質は、あ らゆる細胞 において膜蛋 白質の

15-30%を 占める重要な蛋 白質群で あり、基本的な分子構造が広 く保存 されて いる(Abramson

et al.,2003)。

ヒ トでは48個 、大腸菌では80個 ものABC輸 送体が存在す る(表2)。ABC輸 送体スーパ
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表2全 ゲノム解析から得られたABC蛋 白質に関する情報

a ABC Systems : functional and phylogenic studies

(http://www.pasteurfr/recherche/unites/pmtg/abc/index.html) より引用した。
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ー フ ァミ リー は 生物最 大 の蛋 白質 フ ァ ミ リー で あ り、細 胞 膜や オ ルガ ネ ラ膜 を介 した さ ま ざ

まな構 造 の 物 質輸 送 を触 媒 す る 。細 菌 型ABC輸 送体 の研 究 は、栄 養 分 を細 胞 内 に輸 送す る

マ ル トー ス輸 送体(MalFGK2)や ヒスチ ジ ンパ ー ミアーゼ(HisQMP2)の 研究 を 中心 と して

発 展 した(Ames, 1990; Dean et al, 1990; Gilson et al., 1982)。 これ らの輸 送体 は、基 質 との 高 い

親 和性 を もつ基 質 結 合 蛋 白質 を介 した 物 質輸 送 を行 う。 基 質結 合 蛋 白質 は 、 グ ラム 陰 性細 菌

で は ペ リプ ラズム の 可 溶性 蛋 白質で あ り(Sharff et al., 1992; Spurlino et al., 1991)、 グ ラム 陽性

細 菌 で は細 胞 膜 上 の リポ 蛋 白質 或 い は輸 送体 との 融合 蛋 白質が これ に代 わ る(Tjalsma et al.,

1999; van der Heide and Poolman, 2002)。 一 方で 、真 核 型ABC輸 送体 の研 究 は、 ヒ ト癌 細胞 の

多 剤 耐性 にか か わ る蛋 白質(P糖 蛋 白質)が 、細 菌 のMalFGK2等 とホモ ロジー を有 して いた

こと に端 を発 す る(Chen et al., 1986; Gros et al., 1986)。P糖 蛋 白質 は 、細胞 に投 与 され た化 学

療 法 剤 を細 胞外 へ 排 出 して しま うた め 、癌 治療 の問 題 とな って いる(Horio et al.,1988)。 癌 細

胞 の 多剤 耐 性以 外 に も、 ヒ トABC輸 送体 に関係 す る さ ま ざまな 疾病(タ ンジール 病 、 高脂

血 症 、糖 尿病 、嚢 胞 性繊 維 症 等)が 報 告 され てお り、ABCシ ステ ム の解 明 は、 臨床 医 学 との

関 連 か らも極 めて 重 要 で あ る(Allikrnets et al.,1997;Holland and Blight,1999; Rich et al., 1990;

Thomas et al., 1995)。 尚 、ABCフ ァ ミ リ ー の 分 類 デ ー タ ベ ー ス

(hmp://www-biology.ucsd.edu/～msaier/transport/)に よれ ば、 細 菌型 は 、取 り込 み 系 と して22

個 、排 出 系 と して24個 のサ ブ フ ァミ リー に分 類 され 、真 核 型 は、10個 のサ ブ フ ァミ リー

す べ て が排 出 系 に分類 され て いる 。

ABC輸 送 体 の基 本 的 な構 造 は 、 膜 を貫 通す る2つ の ドメイ ン(MSD)とArpを 結 合 ・加

水 分 解 す る2つ の ドメイ ン(NBD)か ら成 る 。真核 生 物で は1本 の ポ リペ プチ ドにす べ て の

ドメイ ンが含 まれて いる ものが 一般 的 で あ るの に対 して 、細 菌 では 、4つ の ドメイ ンが それ

ぞ れ のサ ブユ ニ ッ トに分 かれ て い る ことが多 い(Saurin et al.,1999)。 異な るサ ブ フ ァ ミ リー を

比 較 す る と、MSDの 保 存 は見 出せ な いが 、 あ らゆ るNBDに お いて 、Walkerモ チ ー フ(A、

B)とSignatureモ チー フが保 存 され て い る。Walkerモ チ ー フは 広 くArPaseで 重 要な 領 域 で

あ り、一 方 、Signatureモ チー フはABC蛋 白質 に特 徴 的な 配列 で あ る。NBDがArPと 結 合 す

る と、Walker Aモ チ ー フ とSignatureモ チ ー フが 対 にな ってArPを 挟み 込 み、NBDの サ ン ド

イ ッチ ダイ マ ー構 造 を形成 す る(図4)(Davidson and Chen, 2004)。NBDが ダイ マー にな る

と、ATPase活 性 が相 乗 的 に 高 ま る こ とが 知 られ て いる(Janas et al.,2003; Nikaido et al.,1997)。
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図4 ATP結 合 型MalK(大 腸 菌)のNBD(1-235aa)構 造(I)avidson and Chen,2004)

(A)NBDモ ノマ ー の 構 造 。RecA-likeド メインを 緑 、ヘ リカル サ ブ ドメインを水 色 で示 した 。重 要 な モチ
ー フ に つ い ても色 分 け した;Walker A(赤) 、LSGGQ(Signature)(紫)、Walker B(青)、Qル ー プ(黄

)。ATPは ポ ー ル&ス ティックモ デ ル で 表 した(酸 素 原 子(赤)、 窒 素 原 子(青))。(B)NBDホ モダ イ

マ ー の 構 造 。識 別 の た め 、ホ モダ イマ ー の 一 方 の 分 子 を 淡 色 で 示 した 。ホ モダ イマ-あ た り2分 子 の

ATPを 結 合 して サ ン ドイッチ ダ イマー 構 造 を 形 成 す る。(C)ATPを 介 したNBDど うしの 相 互 作 用 。

ホ モ ダ イマー の 各 々 を サ ブ ユ ニットA、Bと す る 。サ ブユ ニ ットAのWalker Aモ チ ー フとサ ブ ユ ニ ット

BのLSGGQ(Signature)モ チ ー フとが 対 に なってATPと 結 合 す る。
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NBDの 結晶構造解析 か ら、ArPを 介 したNBDど うしの相互作用が明 らか とな ったが、ABc

輸送 システムの全容 を解 明す るためには、NBDとMSDと の相互作用、並びにMSDど うし

の相互作用 を明 らか とする必要がある。そ こで、MSDを 含 めたABC蛋 白質全体 の構造 とし

て、 ビタミンB12を 輸送す るBtuCD、LPSを 輸送するMsbAの 構造が報告された(図5)。 と

ころが、BtuCD(大 腸菌)(Locher et al.,2002)、MsbA(大 腸菌)(Chang and Roth, 2001)、 お

よびMsbA(コ レラ菌)(Chang, 2003)の3つ 構造は全て異な り、現在 はBtuCDの みが生理的

な機能を反映 した構造であると考え られている。MsbA(大 腸菌)で は、NBDのSignatureモ

チー フが外側 に向いてお り、ダイマーのイ ンターフェイス側 を向 いていな い。MsbA(コ レ

ラ菌)で は、Signatureモ チーフは内側 に向いて いるものの、通常 きちんとパ ッキ ングされる

RecA-likeド メイン(図5-Dの 緑色部分)の 一部 を欠き、さらにRecA-likeド メイ ンとHelical

サ ブ ドメイ ン(図5-Dの 青色部分)と が著 しく離れた位置 にあるために、通常のNBDダ

イマー構造 をとって いない。MsbA(大 腸菌)お よびMsbA(コ レラ菌)の 構造を、異な る輸

送反応の中間体 とす る説 もあるが、外側に向いたSignatureモ チーフを内側 に向かせるために

は、ICD(図5-C,Dの 赤色部分)領 域を中心 として最 大120度 もの回転 を要するため、2

つのMsbA構 造を もとにした輸送反応モデルの構 築には無理が ある と言える。

BtuCDのATPaseサ ブユニ ッ ト(BtuD)と 膜サブユニ ッ ト(BtuC)と の境界面では、ArPase

サ ブユニ ッ トか ら突 き出たQル ー プと膜サ ブユニ ッ トか ら突き出たLル ー プが近接 して いる

(図5-B)。Qル ープは、ループ中央のグルタミン残基が保存 されて いる ことか らQル ープ

と呼 ばれる。一方、Lル ープは、ルー プ中央 にグリシン残基が保存 され ているが、ループの

形がL字 型にみえる ことか らLル ー プと呼 ばれる(Locher et al., 2002)。Qル ー プはMSDと 接

触 するだけでな く、中央 のグルタミン残基 はATP加 水分解 に必須のマグネシウム(ATPのP

(γ)に近接)に も結合す ることか ら(Davidson and Chen 2004)、NBDのATP結 合 ・加水分解

で生じるQル ープの構造変化 はす ぐにMSDに 伝わ る。ゆえに、Qル ープはATPの 結合 ・加

水分解 に共役 したMSD領 域 の構造変化 を引き起 こす重要な領域で ある と考え られる。すべ

てのNBD(BtuDを 除 く)立 体構造にお いて、柔 軟性 に富むQル ープは失われているが、本

欠損部分はいずれ もNBD分 子表面上にあ り、Qル ープを介 した物質輸送の機構 が広 くABC

輸送体で保 存されていることを示唆 して いる。一方で、Qル ープ周辺のアミノ酸配列 は保存

が極 めて低いが、この ことは、他の細菌型ABC輸 送体のMSDと の誤 った複合体形成 を防ぐ
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図5ABCト ランス ポ ー ター 全 体 の 構 造(Davidson and Chen, 2004)

(A)ビ タミンB12輸 送 体(BtuCD)の ダ イマ-構 造 。BtuCを 灰 色 、BtuCか らサ イトゾル に 突 き出 た ル
ー プ(Lル ー プ〉を橙 色

、BtuDに つ い て は 図4と 同 様 に 示 した 。(8)BtuCDモ ノマ ー の 構 造 。色 分 け

は(A)と 同 標 に 示 した 。BtuCの しル ー プ とBtUDのQル ー プ が 近 接 して いる 。(C)大 腸 菌MsbA

の ダ イマ ー 構 造 。MSDsを 灰 色 、ICD(ｌntraoellular domain)を 橙 色 で示 した 。NBDsに つ い て は 蛋

白質 二 次 構 造 に基 づ い て 図4と 同 様 に 示 した が 、立 体 構 造 は 図4と 著 しく貝 な る 。(D)コ レラ菌

MsbAの ダ イマー 構 造 。色 分 け は(C)と 同 様 に示 した 。
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効果がある と考え られ ている。

LolCDEは 、膜サ ブユニ ッ ト(LolC、LolE)お よびArPaseサ ブユニッ ト(LolD)が 、C:

D:E=1:2:1か ら成 る典型的な細菌型ABCト ランスポーターである。 これまで に明 らか

とされたNBD結 晶構造(細 菌型取 り込み系か ら5個(Chen et al., 2003; Diederichs et al.,2000;

Hung et al., 1998; Kalpowich et al., 2001; Verdon et al., 2003)、細菌型排 出系か ら2個(2つ のMsbA

を除 く)(Schmitt et al., 2003; Smith et al., 2002; Yuan et al., 2001)、 真核型か ら1個(Gaudet and

Wiley,2001))を み ると、異なるサ ブファミ リーであって も非常によく似 た構造をとってい

る。LolDの ホモ ログ蛋 白質MJO796(相 同性43.7%)の 結晶構造(Smith et al.,2002; Yuan et al.,

2001)も 、広 く知 られたNBD構 造 とほぼ同 じである ことか ら、LolDの 構造 的特徴 はこれま

でに報告されたABC蛋 白質 と共通 と考え られる。さ らにLolCDEに は、ArPase活 性 に重要

なwalkerモ チー フやSignatureモ チー フ、およびQル ープの グル タミン残基が保存されてい

るので、ATPの 結合 ・加水分解、並び に加水分解 と物質輸送の共役機構 も、 これまでに報告

されたABC蛋 白質 と共通であると考えて いる。一方で、これ まで に明 らか とされたMSDの

トポ ロジー構造 をみると、他のABC蛋 白質の膜貫通領域が平均 して10-16本 であるの

に対 して、LolCDEの 膜貫通領域は合計8本 と非常 に少ない。またLolCDEと 同じ排 出系に

分類 されるABC輸 送体 では、親水性の基質 を膜横断的に輸送す るものや、疎水性の基質を

細 胞 膜 内葉 か ら認識 して細 胞 膜外 葉或 いは細胞 の外 へ運 ぶ ものな どは知 られ て い るが

(Bolhuis et al., 1996; Shapiro and Ling, 1997)、LolCDEの よ うに細胞 膜外葉にアンカー した基質

を膜か ら遊離 させ る報告はな い。LolcDEは 、ABcシ ステムに共通 したATP加 水分解機構 を

利用するが、基質輸送 に関 して はABCシ ステムの多様な性質を特 に反映 している と考 えら

れ る。

本研究で は、Lolシ ステムの解 明を目指 して、LolCDEの 触媒機構 を分子 レベルで解析 した。

本論文の結果前半では、本実験過程にお いて、基質を特異的 に結合 したLolCDE複 合体(基

質結合型LolCDE)を 機能的な中間体 として単離 した こと(数 多 くのABC蛋 白質の中で、基

質 との複合体 として単離 された初めての例である。)、および単離 した基質結合型LolCDEと

ArPase活 性を損な ったLolCDE変 異体 を用 いて行 った解析 を中心に述べる。本論文の結果後

半で は、LolDの 機能 ドメイ ンの一つである 「LolDモ チーフ(Qル ー プ領域 を含 む)」 につい
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ての解析を中心 に述べ る。考察では、本実験 にもとつ いてLolCDEの 触媒機構モデルを構築

し、これ まで に報告 され たABC蛋 白質 との共通性および本モデルの意義について議論す る。

さらに 「LolDモ チー フ」の解析 を通 して、膜サブユニ ッ トとAIPaseサ ブユニッ トとの相互

作用および情報伝達 にお ける役割 について考察する。本論文は、膜サブユニ ッ トにおける基

質の結合 ・解離の各反応 と、ArPaseサ ブユニ ッ トにおけるATPの 結合 ・加水分解の各反応

とが、 いかな る順序で 、また どのよ うに連携 しあっているのかに関する重要な情報 を提 出す

る もので ある。
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2.材 料 と実験方法

菌株 ・培地

本研究 に使用 した大腸 菌 と遺伝子 型は表3に 示 した。

大腸菌の培養には、栄養培地(L-broth)[0.5%(w/v)酵 母エキス、1.0%(w/v)ト リプ トン、

0.5%(w/v)NaCl]を 用いた。培養は菌株 に応 じて30℃ もしくは37℃ で行 った。寒天培地 には

1.5%(w/v)寒 天を加えた もの を使用 した。液体培地は、特に記載がな い限 り5mLの ものを

使用 した。クロラム フェニ コールおよびア ンピシリンはそれぞれ25μg/mL、50μg/mLで 使用

した。

プラス ミ ド

pTTQ18(Amersham)はPtacプ ロモ ー タ ー、lacl遺 伝 子 、ア ン ピシ リ ン耐 性遺 伝子 な どを持

つ。pMAN885EH(Yakushi et al.,1997)はPBADプ ロモ ー ター 、araC遺 伝子 、 ク ロラム フェニ コ

ー ル 耐性 遺 伝 子 な どを持 つ。pKM203(Masuda et al., 2002)は 、pTTQ18のPtacプ ロモー ター

下流 にlolD-His(lolDH)遺 伝 子 が おか れ て いる 。pKM402(Masuda et al., 2002)は 、pMAN885EH

のPBADプ ロモ ー タ ー下 流 にlolCDH遺 伝子 が お かれ て いる。pKM301(Masuda et al.,2002)は 、

Ptacプ ロモー ター 下流 にlolE遺 伝 子 が おか れ て い る。pTAN21はPtacプ ロモー タ ー下 流 にpal

遺 伝 子 が 置 かれ て いる 。 大腸 菌 プ ラス ミ ドの抽 出 は、QIAprep(QIAGEN)を 使 用 した 。

コンピテン トセルの調製

大腸 菌 をL-broth液 体 培 地 に植 菌 して37℃ で 一 晩 培養 した。新 しいL-broth液 体 培地 に100

倍 希 釈 とな る よ うに植 菌 して、37℃ でOD660=0.4と な る まで培 養後 、9,000×g、5分 間、4℃

で 遠 心 し、ペ レ ッ トを2mLの0.1MMgCl2で 穏や か に懸 濁 した 。9,000×g、5分 間、4℃ で遠

心 後 、ペ レッ トを2mLの0.1MCaCl2で 穏 や か に懸濁 し、 氷上で30分 以 上静 置 した 。9,000

×g、5分 間、4℃ で遠 心後 、ペ レ ッ トを0.3mLの0.lMCaC12で 穏 や か に懸 濁 し、50μLず つ
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表3使 用した大腸菌
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分注 した。

形質転換

プラス ミ ドDNA溶 液 をコ ンピテ ン トセル溶液(50μL)の1/10量 注入 し氷上で30分 間静

置 した。42℃ 、40秒 間の熱処理を行 い、す ぐに氷上に戻 して2分 後 に、保温 したL-broth液

体 培地 を0.5mL加 えた。30℃ 或いは37℃ で1時 間培養後 、適 当量をプレー トに塗布 した。

DNAア ガロースゲル電気泳動

0.7%ア ガ ロースゲル/1×TAE(0.04M Tris-HCl、0.02M酢 酸、1mM EDTA、pH8.0)を 、

1×TAEの 入 った泳動槽にいれ、10× ローディングバ ッファー(TAKARA社)を 加えたDNA

サ ンプル液 をアプライ して100Vで 泳動 した。ゲル をエチジウムブ ロマイ ドで染色 して、UV

トランスイル ミネーターで検 出 した。

lolDH遺 伝子への部位特異的 ランダム変異の導入

lolDH遺 伝 子 へ の 部位 特 異 的 ラ ンダム変 異 の導 入 はQuikChange TM site-Directed Mutagenesis

Kit(STRArAGENE)を 用 い て以 下 の 方法 で 行 った。

変 異 を導 入 す る プ ラス ミ ドpKM203(Ptac-lolDH)と ラ ンダム 変 異 プ ライマ ー(表4)を 含 む

50μLのPCR反 応 液[pKM203(5-50ng)、forward primer(125ng)、reverse primer(125ng)、10

×reaction buffer、dNTP mix(2.5nmol each)、Pfu Turbo DNApolymerase(2.5U)]を 調 製 した。

PCR反 応 は 、95℃ 、30秒 間 の変 性後 、変 性95℃ ・30秒 、アニ ー リング55℃ ・1分 、伸 張68℃ ・

10分(1kbあ た り2分)を16回 繰 り返 し増 幅 を行 った。反応 液10μLに 対 してDNAア ガ ロ

ー ス電 気泳 動 を行 い
、増 幅 フ ラグ メ ン トが 一 本 で ある こと を確 認 した後 、残 りの 反応 液40μL

に、0.5μLのDpnI(20U/μL)を 用 いて37℃ ・1hの イ ンキ ュベ ー シ ョンを行 って、 メチル 化

され た鋳 型DNAを 切 断 し、変 異 の 入 った2本 鎖DNAの み を取得 した 。 この2本 鎖DNA溶

液4μLを 用 いて50μLXLI―Blueコ ンピテ ン トセ ル を形 質転 換 した 後 、LB(50μg/mLAp、12.5
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表4使 用 したプライマー
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mM MgSO4、0.4% Glucose)寒 天 培地 上で37℃ 培養 して、 コ ロニ ー を生 育 させ た 。 こ こで 生

育 したXL1-Blueは 、変 異pKM203*プ ラス ミ ドを持 つ が、 ア ミノ酸変 異個 所 が ヘ テ ロ重合 し

た プ ラス ミ ドを持 つ 可能 性 が あ った の で 、 生育 した 全 ての コ ロニ ー をL-broth(50μg/mL Ap、

125mM MgSO4、0.4% Glucose)液 体 培 地 に移 して37℃ で 培養 後 、変 異pKM203*プ ラス ミ ド

を 回収 して 、MC4100株 を形 質 転換 した。L-broth(50μg/mL Ap、0.4% Glucose)寒 天培 地 上で

30℃ 培 養 に よ りコ ロニ ー を生育 させ た。

変 異pKM203*プ ラス ミ ドを保 持 したMC4100の コ ロニ ー180個 を楊 枝 で つつ いて 、ア ン ピ

シ リン とIPTGを 含 む も しくは含 まな いL-broth寒 天 培地 に植 菌 して30℃ で 培養 した。IPTG

を含 むL-broth寒 天 培地 上で 生育 阻害 が み られ た コロニ ー の一 部 を50μLの ダイ レク トPCR

反応 液[forward primer(20 pmol)、reverse primer(20pmol)、10×Ex TaqTM buffer、dNIP mix(2.5

nmol each)、Ex TaqTM DNA polymerase(2.5U)]に 懸 濁 した。PCR反 応 は 、95℃ 、5分 間 の変性

後 、変性95℃ ・30秒 、 アニ ー リン グ55℃ ・30秒 、伸 張72℃ ・30秒 を35回 繰 り返 し増 幅 を

行 った 。ダ イ レク トPCRに よ り変 異Ptac-lolDH*遺 伝 子 フ ラグ メ ン トの 増幅 が確 認 され た もの

に つ いて は 、 これ をシー クエ ンス 反応 用templateと した 。DNA塩 基 配列 は、CEQ2000XLマ

ル チキ ャ ピ ラ リー塩 基 配列 解 析 装置(Beckman Coulter)お よびGENETYXプ ログ ラム を用 い

て解 析 した 。

LolCDH遺 伝子への部位特異的変異の導入

LolDH遺 伝子への部位特異的変異導入の場合 とほぼ同様 の方法で行 った。但 し、変異を導

入するプラス ミ ドと してpKM402(PBAD-lolCDH)を 使用 した。 また、変異体 によっては形質

転換効率が低かったので、その場合は、形質転換 に使用するDNA溶 液 をエタノール沈殿に

よ り濃縮 し、ホス ト大腸菌 をXL1-Blueよ りも高効率のDH5α とし、培養温度 を全て30℃ に

変更 した。

アライメ ン トの作成

データベース(DDBJ/EMBL/Gen Bank)解 析 には、DDBJ(DNA Data Bank of Japan)サ イ ト

23



上 のBLASTを 通 じて 、blastpプ ログ ラム を使 用 した 。 ア ライ メ ン トの作 成 には、GENETYX

プ ロ グ ラム を使 用 した 。

LolCDHEの 精 製

(1)膜画 分 の 調製

pKM402とpKM301を 保持 した 大腸 菌JM83株 を50μg/mLア ン ピシ リン、25μg/mLク

ロ ラム フェ ニ コー ル を含 む2LのL-broth培 地 にて30℃ で 浸透 培養 した 。培 養液 がOD660=0.8

にな った 段 階 で 、 ア ラ ビノー ス を終 濃 度0.2%に な るよ うに加 えてLolCDH蛋 白質の 発現 を誘

導 した。 ア ラ ビ ノー ス添 加2時 間後 、IPTGを 終 濃 度1mMと な るよ うに加 えてLolE蛋 白質

の 発 現 を誘 導 し、IPTGを 添 加 して1時 間後 に菌体 を集 菌 した(10,000×g、15min、4℃)。

菌体2gに 対 して10mLの20mM Tris-HCI(pH7.5)-300mMシ ョ糖 を加 え 、テ フ ロ ンホ モ ジ

ナ イザ ー によ って均 一 に懸 濁 した。菌体 懸 濁 溶液 を氷 上で 撹拌 しな が ら、終 濃 度0.05mg/mL

DNase I、2.5mM EDTA(pH8.0)、0.5mg/mL Lysozymeと な るよ うに各試 薬 を順 次 滴 下 して 、

そ の ま ま氷 上で15分 間撹 拌 した 。そ の後 、 菌体懸 濁 溶液 を フ レ ンチ プ レス(10,000psi)に

1回 通 して 菌体 を破砕 後 、この菌体 破 砕溶 液 に対 して1.5倍 量 の50mM K-Pi(pH7.5)を 加 えて 、

テ フ ロ ンホ モ ジナ イ ザ ー に よ り均 一 に懸濁 した 。 遠心(10,000×g、10min、4℃)に て 菌 体

未 破 砕 画分 を除 き 、 上清 を さ らに遠 心(100,000×g、60min、4℃)し て 回収 され た沈 殿 を膜

画分 と した。2gの 菌体 よ り得 られ た 膜 画分 を0.5mLの50mM K-Pi(pH7.5)に 懸 濁 し、テ フ

ロ ンホモ ジナ イザ ー を用 いて均 一 に懸 濁 した 。 膜画 分 は 、-80℃ で 保 存 した 。

(2)膜 の可 溶 化 お よ びTALONカ ラム ーFPLCシ ステ ム(Amersham Biosciences)に よ る精 製

大量 精 製 の た め の条 件 を以 下 に示 す 。な お 、()に は解 析 用 の 少量 精 製条 件 を示 す。

300mg(20mg)の 膜 画 分 を2.5mg/mLと な る よ うに可 溶化 溶 液[50mM Tris-HCI(pH7.5)、

5mM MgCl2、1%DDM、 ±2mM ATP、10%Glycerol]に 懸 濁 して 、時 折 撹拌 しな が ら氷上で

30分 間イ ンキ ュベ ー シ ョン した。遠 心(100,000×g、30min、4℃)し て得 られ た上 清 を 、バ

ッ フ ァー-A[50mM Tris-HCI(pH7.5)、300mM NaCl、0.01%DDM、 ±2mM ATP、10%

Glycerol]で 平衡化 した6mL(0.4mL)のTALON superflow resin(BD Biosciences Clontech)に
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流 速1mL/min(0.5mL/min)で 吸着 させ た。 続 いて 、60mL(4mL)の 終 濃 度10mMイ ミ

ダ ゾー ル/バ ッ フ ァーAを 流 速2mL/min(0.5mL/min)で 送 液 して 、非 特 異 的 に吸着 した

蛋 白質 を洗 浄 除去 した。LolCDHE蛋 白質 の溶 出 は 、10-250mMの イ ミ ダ ゾール 濃度 勾 配/

バ ッ フ ァーA、 流 速2mL/min(05mL/min)で80mL(12mL)を 送 液 す る ことによ り行 っ

た 。約60mMイ ミ ダ ゾー ル濃 度 の画 分 に確 認 され るLolCDHE蛋 白質 を回 収 して 、50mM

Tris-HCl(pH7.5)、0.01%DDM、10%Glycerol、 ±2mM ATPで 一 晩透析 した 。 透析 によ り析

出 した 不 溶 性 蛋 白質 は遠 心(100,000×g、30min、4℃)に よ り除去 した 。 上清 を 回収 して 、

蛋 白質 定 量 を行 い、 少量 ず つ分 注 して-80℃ で保 存 した。 す べ ての精 製 過 程 か らATPを 除 く

こ とに よ り、基 質 結合 型 のLolCDHEを 取 得 した。 一 方で 、 フ リー のLolCDHEは 、 全 て の精

製 過 程 にATPを 加 え る こ とに よ り得 た 。

LolDHの 精 製

pKM203を 保 持 した 大腸 菌DLP79-36株(△lpp)を50μg/mLア ン ピシ リンを含 む2Lの

L-broth培 地 にて30℃ で振 と う培養 した。OD660=0.8と な った 時点 で 、終 濃度1mMと な るよ

うにIPTGを 加 え て30℃ で2時 間培 養 して 菌体 を集 菌 した(10,000×g、15min、4℃)。 菌体

を400mLの50mM Tris-HCl(pH7.5)で 洗浄 し、回収 した 菌体2gに 対 して15mLの バ ッフ ァ

ーB[50mM Tris-HCI(pH7 .5)、100mM NaCl、10% Glycerol]を 加 えて 、テ フ ロンホ モ ジナ イ

ザ ー によ り懸濁 した 。菌 体懸 濁 溶 液 を フ レンチ プ レス(10,000psi)に2回 通 して 菌体 を破砕

後 、 テ フロ ンホ モ ジ ナイ ザ ー に よ り均 一 に懸 濁 した 。 遠心(10,000×g、15min、4℃)に よ

り菌体 未破 砕 画 分 を除 き、 さ らに遠心(100,000×g、60min、4℃)し て 、 上清 を回 収 した 。

上清画 分40mLに 対 して 、バ ッ ファーBで 平衡 化 した3mLのTALON resinを 加 え、4℃ で45

分 間振 と う した 。 遠 心(8,000×g、5min、4℃)に よ り上清 を除 き 、終 濃 度10mMの イ ミダ

ゾール を含 む40mLの バ ッフ ァーBを 添 加 して 、4℃ で30分 間振 と う した後 、 遠 心(8,000

×g、5min、4℃)に よ り上清 を除 き、非 特 異的 に吸着 した蛋 白質 を除去 した 。洗浄 を3回 繰

り返 した後 、TALON resinを セ パ コール ・ミニ カ ラム(生 化 学 工業 株 式 会社)に 充 填 して 、

終 濃 度250mMの イ ミダ ゾー ル を含 む5mLの バ ッフ ァーBで 溶 出 した 。0.5mL×10フ ラク

シ ョン を回収 して 、LolDHを 含 む画 分 を ま とめ 、50mM Tris-HCI(pH75)、10%グ リセ ロー ル
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で 一 晩 透 析 して 、-80℃ で 保 存 した 。 さ らな る 精 製 を 必 要 とす る 場 合 に は 、Smalt System

(Amersham Biosciences)に て 、あ らか じめ50mM Tris-HCI(pH7.5)、10%グ リセ ロー ル で平衡 化

したMonoQカ ラム(1.6/5 Amersham Biosciences)を 用 いて サ ンプル を0.1mL/minの 流速 で 通 し

た。 素 通 り画 分 を回 収 して 、-80℃ で 保 存 した。

Palの 精 製

Palの 精 製 はMizmoら(1979)の 精製 方 法 を参 考 に した 。pTAN21を 保持 した 大腸 菌JC7752

を50μg/mLア ンピ シ リン を含 む2LのL-brothを 用 いて 、37℃ で 培 養 した 。OD660=0.6に な

った 段 階 で終 濃 度1mMと な る よ うにIPTGを 添 加 して、2時 間、37℃ で 培養 して集 菌 した

(10,000×g、15min、4℃)。 菌体 に100mLの バ ッ フ ァーC[10mM Tris-HCI(pH7.5)、150mM

NaCl]を 加 え よ く懸 濁 し、遠 心(10,000×g、15min、4℃)し て 菌体 を回収 した。 菌体10gに

対 して 、100mLの バ ッ フ ァーCを 加 えて 、テ フ ロ ンホ モ ジナ イザ ー にて均 一 に懸 濁 した 。そ

の後 、10,000psiで フ レンチ プ レス に1回 通 して 、テ フ ロ ンホ モ ジナ イザ ー にて懸 濁 し、 これ

を2回 行 った 。遠 心(10,000×g、15min、4℃)に よ り菌体 未 破 砕画 分 を除去 した後 、 上清

か ら、遠心(100,000×g、30min、4℃)に よ り沈殿 を回 収 した 。2Lの 培 養液 か ら回収 され た

膜 画 分 を 、5mLの バ ッフ ァーCに 懸 濁 し、さ らに テ フ ロンホ モ ジナ イザ ー によ り均一 に懸 濁

した 。得 られ た サ ンプル を膜 画 分 と して-80℃ で 凍結 保 存 した。

膜 画分5mLに45mLの バ ッ フ ァーD[2%SDS、10mM Tris-HCI(pH75)、150mM NaCl]

を添 加 して 、25℃ ・10分 間 の イ ンキ ュ ベー シ ョン を行 い、遠 心 にて(100,000×g、30min、

25℃)回 収 した沈 殿 画分 に、25mLの バ ッフ ァーDを 加 えた。 これ をテ フ ロンホ モ ジナ イザ

ー で懸 濁 し、50℃ ・1hの イ ンキ ュベー シ ョ ンを行 った後 、遠心(100,000×g、30min、4℃)

によ り回収 した 上清 に5倍 量 の ア セ トン を添 加 して 、―20℃で 一 晩 静置 した 。溶 液 を50mL

の フ ァル コ ンチ ュー ブ に移 して 、析 出 した 沈殿 を超 音波 処 理 によ り均 一 に懸 濁 し、遠 心(8,000

1pm、30min、4℃)に よ り析 出物 を沈 殿 と して 回収 した。 ここに5mLの アセ トンを添 加 し

て 、超 音 波処 理 を行 い 、遠 心(8000rpm、10min、4℃)に て沈 殿 を回収 した 。ペ レ ッ トを乾

燥 して 、3mLの バ ッ フ ァーE[2%SC、10mM Tris-HCl(pH7.5)]を 加 えて 超 音波 処 理 に よ り均

一 に懸 濁 した
。サ ンプル を フィル ター に通 して 、不溶 物 を除去 し、2Lの バ ッ フ ァーEに 対 し
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て 一 晩 透 析 した 。 遠 心(100,000×g、30min、4℃)に て 上 清 画 分 を 回 収 して 、VS0601

(VIVASCIENCE)を 用 いて約2mLに まで 限外 濾 過濃 縮 した サ ンプル を、バ ッフ ァーEで 平

衡 化 したMonoQカ ラム(5/5、Amresham Biosciences)を 用 いて 、サ ンプル を1mL/minの 流 速

で通 した 。蛋 白質 はカ ラム容 量(1mL)の20倍 のNaCl濃 度勾 配(0M-0.5M)で 分 離 した 。

NaCl0.15M前 後 の 画分 にPalが 回収 され 、蛋 白質 量 をLowlyら(1951)の 方 法 に従 って定 量

して-80℃ で 保 存 した 。

大 腸 菌 リン脂 質 の調 製

大腸 菌 リ ン脂 質 はVlitanenら(1986)の 方 法 に従 い抽 出 した。大 腸 菌全 脂 質抽 出物(Avanti

Polar Lipids, Inc.)を ク ロ ロホル ム/メ タ ノー ル(9:1)に 溶 解 し、 アセ トン ・エー テ ル を用

い て抽 出 した もの を2mMβ-メ ル カ プ トエ タ ノー ル溶 液 に100mg/mLの 濃 度 で溶 解 して、

-80℃ で保 存 した 。

大腸 菌 内膜 と外 膜 の分 画

大腸 菌JM83株 を2LのL-brothに てOD660=0.8ま で30℃ 培 養 して 、遠心(10,000×g、15

min、4℃)に よ り菌体 を回収 した 。800mLの バ ッ フ ァーF[10mM Tris-HCl(pH7.5)、750mM

シ ョ糖]で 菌体 を洗 浄 して遠 心(10,000×g、15min、4℃)し 、菌体 質 重 量 を計測 した 。500mL

の バ ッフ ァーFを 加 え て テ フ ロ ンホモ ジ ナイ ザー にて懸 濁 して、0.5mLの75mg/mLの

Lysozyme(終 濃 度75μg/mL)を 滴 下 して 、4℃ で10分 間撹 拌 した。1.5mLの0.5MEDTA(pH

8.0)(終 濃度15mM)を 加 えて4℃ で5分 間撹 拌 して、 遠 心(10,000×g、15min、4℃)に よ

り沈 殿(ス フェ ロ プ ラス ト)と 上清 に分 け、 ス フ ェ ロプ ラス ト画 分 に50μg/mLのDNase

を含 む40mLの50mM KPi(pH7.5)を 加 え て、テ フ ロ ンホ モ ジナ イザ ー によ り懸濁 した 。フ レ

ンチ プ レス(8,000psi)に2回 通 して ス フェ ロプ ラス トを破砕 し、テ フ ロンホ モ ジナ イザ ー によ

り懸 濁 した 。 遠 心(10,000×g、15min、4℃)に よ り菌体 未 破砕 画 分 を除去 して 、 さ らに遠

心(100,000×g、40min、4℃)し て沈 殿(膜 画分)と 上清 に分 けた 。2gの 菌体 か ら得 た 膜

画 分 に対 して 、0.5mLの50mM KPi(pH7.5)、1mM EDTAを 加 え、テ フ ロ ンホモ ジ ナイ ザ ー
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にて均 一 に懸 濁 し、-80℃ で保 存 した 。

50.2 Tiロ ー ター(Beckman Coulter)に 対 応 した25mL超 遠心 チ ュー ブ に各 濃 度 の シ ョ糖 を

下 か ら順 に重 層 した(55%/5mL-50%/3mL-45%/6mL-40%/3mL-35%/3mL-30%/

3mL)。 最 上層 に0.5mLの 膜画 分 を のせ て遠 心(100,000×g、2h、4℃)し 、55-50%の 境界

面 に 白色 の 外 膜 、40-35%の 境 界 面 に赤 色 の内 膜 を得 た。そ れぞ れ の 膜画 分 を先 を折 り曲 げ た

パ ス ツ ール ピペ ッ トで 静 か に吸 い取 って 回収 し、50mM KPi(pH7.5)を 加 えて25mLに した 。

遠 心(100,000×g、30min、4℃)に よ り回収 した ペ レッ トを0.2mLの50mM KPi(pH7.5)に

懸 濁 し、 テ フ ロ ンホ モ ジナイ ザ ー にて さ らに均 一 に懸濁 した 後 、-80℃ で保 存 した。

SDS-PAGE

SDS-PAGEは 、Hussainら(1980)或 い はLaemmli(1970)の 方 法 に した が って 、用 途 に よ

り使 用 す るゲ ル の 種類 を使 い分 けた 。以 後 、Hussainら のゲ ル をHIゲ ル と呼 び 、Laemmliら

の ゲル をLaemmliゲ ル と呼ぶ 。 本実 験 で は 、特 に断 りの な い場合 はLaemmliゲ ノレを使 用 し、

Lpp等 の 低 分子 量 リボ 蛋 白質分 離 の 際 に は、田 ゲ ル を使 用 した。

イ ム ノブ ロ ツテ イ ン グ

PVDF膜(MILLIPORE)は メタ ノー ル に浸 してか ら、プ ロ ッテ ィ ングバ ッ フ ァー で 平衡 化

した。Laemmliゲ ル か ら蛋 白質 を転 写す る場合 に は、 プ ロ ッテ ィ ングバ ッ フ ァーA[50mM

Tris-HCl、1.44%グ リシ ン、20%メ タ ノー ル]を 使用 し、平 衡 化 したPVDF膜 へ3mA/cm2で

30分 間か けて転 写 した。 一 方 で、HIゲ ル か ら蛋 白質 を転写 す る場 合 には 、 プ ロ ッテ ィ ング

バ ッフ ァーB[100mM Na-Pi、20%メ タ ノール 】を使 用 し、平衡 化 したPVDF膜 へ500mA(一

定)で1時 間 か けて 転 写 した 。

(1)アル カ リフ ォス フ ァター ゼ(AP)標 識 抗体 法 によ る検 出

プ ロ ッテ ィ ング した 膜 を、10%(v/v)馬 血清(Invitrogen)/TBS[50mM Tris-HCI(pH8.0)、

150mMNaCl]に 浸 し1時 間 振 と うした。 膜 を一 次 抗体/TBSに 移 して1時 間 振 と う後 、

28



T-TBS[0.05%(v/v)Tween20/TBS]で 洗 浄(10分 間 ×2)し て 、 さ らにTBSで10分 間洗

浄 した 。膜 をanti-Rabit IgG-APconjugate(KPL)/TBSに 浸 し1時 間振 とう後 、T-TBS[0.05%(v

/v)Tween20/TBS]で 洗浄(10分 間 ×2)し て、さ らにTBSで10分 間洗 浄 した 。BCIP(0.0625

mg/mL)、NBT(0.125mg/mL)を 含 むAPバ ッ フ ァー[100mM Tris-HCl、100mM NaCl、5

mM MgCl2(pH9.5)]に 膜 を浸 し、発 色検 出 を行 った。

(2)ECL Plusウ エ ス タ ンブ ロ ッテ ィ ング検 出試 薬(Amersham Biosciences)に よ る検 出

プ ロ ッテ ィ ング した 膜 を、3%BSA/T-TBSに 浸 して1時 間振 と う した。膜 を一次 抗体/1%

BSA/T-TBSに 移 して1時 間 振 とう後 、T-TBS[0.05%(v/v)Tween20/TBS]で 洗浄(10分

間 ×2)し て 、 さ らにTBSで10分 間洗 浄 した8膜 をanti-rabit Ig, Horseradish Peroxidase linked

whole antibody(from donky)(Amersham Biosciences)/1%BSA/T-TBSに 移 して1時 間振 と う後 、

T-TBS[0.05%(v/v)Tween20/TBS]で 洗 浄(10分 間 ×2)し て 、さ らにTBSで10分 間 洗浄

した。 膜 を ラ ップ 」二に置 き、検 出試 薬(0.1mL/1cm2)を か けて5分 間静 置 した後 に、 イ メ

ー ジ アナ ライザ ーLAS-1000(富 士 フ イル ム)を 用 い て発 光検 出 を行 った。

(1)およ び(2)で 検 出 され たバ ン ドの定 量 は、AITO DensitogTaph CS Anayzerを 用 いて 解析 した 。

本 研 究 で使 用 した 一次 抗 体

ウサ ギ 抗LolC、LolDお よびLolE抗 体 は 、各 々 の合 成ペ プチ ド(LolCのK239-E255、LolD

のP111-Rl25、LolEのP176-R186)を 抗 原 と して 調製 され た(Narita et al.,2003)。 ウサ ギ抗

Lpp(Hussain et al.,1980)、OmpA(Tani et al.,1990)、Pal(Tajima et al.,1998)、SecG(Nishiyama

et aL,1993)、LolA(MatSuyama et al.,1995)お よびLolB(Matsuyama et al.,1997)抗 体 は、 各 々

の 精製 蛋 白質 を抗 原 と して調 製 され た 。 ウサ ギ抗AcrA抗 体 は、 山 口明人教 授(大 阪大 学産

業 科 学研 究 所)に 提 供 して 頂 いた。 ウサ ギ抗NlpCお よび 抗YcfM抗 体 は 、各 々 のSecA融 合

蛋 白質 を抗 原 と して 調製 され た(Miyadai et aL,unpublished results)。

LolCI)HEに よる リポ 蛋 白質 遊 離 活性
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大腸菌 リン脂質800μg、LolCDHE8μgを 、終濃度で1.2%SMを 含 むバ ッファーG[50mM

Ths-HCI(pH7.5)、5mMMgSO4、100mMNaC1]に 懸濁 して、100μLと なるよ うに調製 した。

氷上で10分 間静置 した後、0.9mLの 透析バ ッファーで10倍 に希釈 して、バ ッファーGに 対

して4℃ で一晩透析 した。透析後、遠心(100,000×g、2h、4℃)に よ り沈殿 を回収 した。沈

殿 を100μLの 透析バ ッファーで懸濁 して、凍結 ・融解 ・超音波処理 を行 いプロテオ リポ ソー

ム を調製 した。45μLの プロテオ リポ ソーム、 ±4μgLolA、 ±2mMヌ クレオチ ドをバ ッフ

ァーGに 加 えて300μLに 調製 した。プロテオ リポ ソーム添加前の反応液 を30℃ で10分 間プ

レイ ンキ ュベー ションした後、 プロテオ リポ ソーム を加えることで反応 を開始 した。30℃ ・

20分 間の遊離反応後、終濃度でlmMのViを 添加 してす ぐにチューブを氷上に移 した。遠

心(100,000×g、2h、4℃)に よ り、プロテオ リポ ソーム(沈 殿)と 可溶性画分(上 清)に 分

画 し、TCA沈 殿を行 った。沈殿 を1×SABに 懸濁 してSDS処 理を した後、沈殿画分の1/100

および 上清画分 の1/3をSDS-PAGEに て分離 し、イム ノブロッティ ングによ り検出 した。

LolDHのATPase活 性

ArPase活 性 の測定はChimetら(1988)の 方法 を参考 にした。5μgLolDHを50mM Ths-HCl

(pH7.5)、100mMNaCl、10%Glycerol溶 液で90μLと な るよ うに調製 した。50mMのMgSO4

を10μLお よび02M ArPlμLを 加えて30℃ で反応 を開始 した。一定時間(0、5、10、20、

40、80、120分 間)が 経過 した ら順次反応液 よ り15μLを 回収 し15μLの12%SDSが 入 った

チ ューブに移 して、反応を停止 させた。このチューブに30叫 の発色溶液[3%ア スコル ビン

酸、0.5N塩 酸 、0.5%モ リブデ ン酸 アンモニ ウム、6%SDS]を 加え室温で反応 させて3分 が

経過 した ら、45μLの 反応停止溶液[2%ク エ ン酸3ナ トリウム2水 和物、2%酢 酸]を 加え

室温で20分 以上放置 した。 これ らの溶液 の850nmの 吸光度をDU800spectrophotometer

(Beckman Coulter)に て測定 して、反応溶液 中の遊離 リン酸の量 を損掟 した。

LolCDHEのATPase活 性
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大腸菌 リン脂 質800μg、LolCDHE8μgか ら、 「LolCDHEに よる リポ蛋白質遊離活性」 と同

様 の方法でプロテオ リポ ソーム を調製 した。終濃度2mMArpを 含むバ ッファーG20μLを

30℃ ・10分 間プ レイ ンキュベーシ ョンして、ここに90μLの プロテオ リポ ソーム を加 えて反

応 を開始 した。反応後、一定時間が経過 した ら順次反応液よ り15μLを 回収 し15μLの12%

SDSが 入 ったチュー ブに移 して反応を停止 させた。反応溶液中の遊離 リン酸量の量は、LolD

のArPase活 性測定 と同様の方法で行 った。

TALON樹 脂 を用いた基質 とLo1CDHEと の相互作用解析

1μg基 質結合型LolCDHEを50mMTm-HCI(pH7.5)、 ±2mMArP、5mMMgSO4、0.Ol～1%

DDM、10% Glycerolに 加えて10μLと なるように調製 し、30分 間氷上で静置 した(詳 細な反

応条件 について は、結果お よび 図の各部分で示 した)。0.45mLの バ ッファーH[50mM

Ths-HCI(pH7.5)、300mMNaCl、0.01%DDM、10% Glycerol]を 加えて反応を停止 し、バ ッフ

ァーHで 平衡化 した50μLのTALONresmを 添加 した。4℃で50分 間、回転板にて撹拌 して、

遠心(10,000×g、10mm、4℃)に よ り上清 を 回収 して非吸着画分 とした。沈殿 に0.4mL

のバ ッファーHを 添加 して、4℃ で30分 間、回転板にて撹拌 して、遠心(10,000×g、10min、

4℃)に よ り上清を回収 して洗浄画分 とした。沈殿 に終濃度で250mMの イ ミダゾール を含む

バ ッファーHを 添加 して、4℃ で30分 間、回転板 にて撹拌 して、遠心(10,000×g、10mm、

4℃)に よ り上清を回収 して溶 出画分 とした。回収 したそれぞれ の画分 についてTCA沈 殿 を

行 い、沈殿に40μLの1×SABを 加えて、100℃ ・10分 間のSDS処 理を行 った。2匹 のサ ン

プル をSDS-PAGEに よ り分離 して、イム ノブロッティングを行 い、ECL PIusウ エスタンブロ

ッテ ィング検 出試薬 を用いて検出 した。
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