
3.結 果

3-1基 質結合型LolCDE複 合 体の単離お よび解析

外膜 リポ蛋 白質 を特異的 に結合 したLolCDHEの 精製お よびATPの 影響

c末 端側 にHisタ グを付加 したLolDを 含 むLolCDHEを 過剰発現 させた。1%ド デシルマル

トシ ド(DDM)存 在 下、 ±Arp条 件下で膜画分 を可溶化 して、Hisタ グア フィニテ ィー

(TALoN)カ ラムでLolCDHEを 精製 した。-ATP条 件下で精製 したLolCDHEに は、cDHE

のバ ン ド以外 に複数のマイナーバ ン ドが確認されたのに対 して、+ATP条 件下では、これ ら

のバ ン ドは確認 されなかった(図6-A)。

そ こで、-Arp条 件下で観察 されたマイナーバ ン ドを同定するため に、抗外膜 リポ蛋 白質

抗体(LolB、YcfM、Pal、NlpCお よびLpp)を 用いたイム ノブ ロッティングを行 った結果、

-AH)条 件のLolcDHE精 製標 品では外膜 リポ蛋 白質が検 出されたのに対 して、+ATP条 件の

LolCDHE精 製標品では検 出されなか った。一方で、抗内膜 リポ蛋白質(AcrA)、 抗外膜蛋白

質(OmpA)或 いは抗内膜蛋白質(SecG)抗 体を用 いたイム ノブロッティングを行 った結果 、

±Arpい ずれ の条件で精製 したLolCDHE標 品 において も、これ らの蛋 白質は観察 できなかっ

た(図6-B)。 また、LolCDHEの 発現誘導 を行わなかった大腸 菌か ら膜画分を調製 し、同様

の方法で 回収 したサ ンプル について蛋 白質定量を行 ったが、蛋 白質量が少なすぎて定量でき

なか った。さ らに、回収 したサ ンプルの全量を用 いて、図6-Bと 同様 にSDS-PAGEと 抗Pal

抗体 によるイム ノブロッティングで調べたが、±Arpい ずれの条件で もPalは 検 出されなか

った(図6-c)。 したが って、-ATP条 件でLolCDHEと 共精製 された外膜 リポ蛋 白質は、カ

ラムへ の非 特異的な吸着 によるのではな く、LolCDHEを 介 してカ ラム に結合 していた ことが

明 らか とな った。 また、1細 胞 あた りの分子数 を比較すると、LolB≒300(外 膜 リポ蛋白質)

(Matsuyama et al.,1997)に 対 して、AcrA≒5000-7000(内 膜 リポ蛋 白質)(Tikhonova and

Zgurskaya, 2004)お よびSecG≒1000(内 膜蛋白質)(Matsuyama et al., 1990; Matsuyama et al.,

1992;Nishiyamaetal.,1995)と かな り多 いのにもかかわ らず、AcrAお よびSecGとLolCDHE

の結合 は見出されなか った。以上の結果は、-ATp条 件で精製 したLolCDHEは 、基質である
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図6外 膜 リポ蛋白質を特異的に結合したLolCDHEの 精製およびATPの 影響

(A)LolCDHEを 過剰発現させた大腸薗から調製した膜画分を1%DDM・ ±ATP条 件下で可溶化
し、TALONカ ラムで精製した。5μgのLolCDHE精 製裸品を、SDS・PAGEで 分離してCBB染 色

を行った。(B)LolCDHEを 過剰発現した大腸薗から調製した5μgの 膜画分と±ATP条 件で糟製

した200ngのLOICDHEをSDS-PAGEで 分離して、図に示した抗体によるイムノブロッティングを

行った。(C)LolCDHEの 発環を勝導しなかった大腸苗の膜画分5μgと 、本大腸菌から(A)と同様

の方法で回収したサンプルの全量を、SDS-PAGEで 分離して抗Pal抗 体を用いたイムノブロッティ

ングを行った。図に示した30秒 および30分 は、発色時間を示している。
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外膜 リポ蛋 白質を特異的に結合 した複合体(基 質結合型LolCDHE)で あることを示 して いる。

なお、本実験 にお いて、1L培 養当た り1.6mgの 基質結合型LolCDHEを 精製する ことができ

た。一方で、フ リーのLolCDHEは 、1L培 養当た り3.6mgを 取得 した。

基質結合型LolCDHEに 含 まれ るPa且 の定量

基質結合 型LolCDHEに 含 まれ るPalの 量を、精製 したPalを 用いて、SDS-PAGEと 抗Pal

抗体 によるイム ノブロッティングで調べた(図7-A)。Pa1の バ ン ドを定量化 した後、検量線

を作成 して、基質結合型LolCDHEに 含 まれ るPalの 量を求めた(図7-B)。3回 の実験の平

均値 は、LolCDHE:Pal=1:0.15±0.036(mol)で あった。 リポ蛋 白質は細胞あた り約7×105

分子存在 すると考え られてお り、 この うちPalは およそ104分 子存在す ると考 えられている

(CascalesetaL,2002)。 したがって、全 リポ蛋白質に占めるPalの 割合 は1.4%程 度である。 と

ころが、全てのLolCDE分 子が リポ蛋白質分子 と1:1で 結合 して いる と仮定す ると、LolCDE

に結合 した全 リポ蛋 白質 に占めるPalの 割合は約15%に もな る。本実験では、他 の リポ蛋 白

質 を用いた詳細な解析は行 っていないため、 リポ蛋 白質の種類 によ りLolCDEと の親和性が

異なるのか、或いは、1分 子 のLolCDEが 何分子の リポ蛋 白質 と結合するのかは決定 されて

いな いが、今後 の興味ある研究課題 と考えている。

基質-LolCDHE複 合体の安定性

一度TALONカ ラムで精製 した基質結合型LolCDHEを 、再度TALONカ ラムに通 して基質

結合 型LolCDHEの 複合体 としての安定性を調べた(図8)。 その結果、カラムに供 したLolCDHE

複合体が溶出画分 に元 と同 じサ ブユニ ッ ト比(LolC: LolD: LolE)で 回収 されていた。 これ

は、凍結融解 を3回 繰 り返 したサ ンプル において も、同様であった。一方、LolCDHEに 結合

した一部のPalが 非 吸着画分 に回収されたが、Palを 単独でカ ラム に供 した場合 はすべて非 吸

着画分に回収 された。 これ らの結果は、LolCDHEが 凍結融解処理 に対 して安定で ある こと、

また基質-LolCDHE複 合体 も充分な安定性 をもっていることを示 している。
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図7基 質 結 合 型LolCDHEに 含 ま れ るPalの 量

(A)基 買 結 合 型LolCDHE(1560ng)と 精 製 したPal(0.1-6.4ng)をSDS-PAGEに て分 離 して抗

Pal抗 体 を用 い た イム ノブ ロッテ ィン グを 行 い 、ATTO Densitograph CS Analyzerに よ りバ ン ドの

濃 さを定 量 した 。(B)(A)よ りPalの 検 量 線 を作 成 して基 質 結 合 型 しolCDHEに 雷 ま れ るPalの 量

を定 量 した 。3回 の 実 験 の 平 均 値 は 、LolCDHE:Pal=1=0,15±0.036(mol)の 割 合 であ った 。
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図8基 質-LolCDHE複 合 体 の 安 定 性

精 製 した1μgの 基 質 結 合 型LolCDHE(Pal-LolCDHE(1))、 同 精 製 標 品 を3回 凍 結 融 解 した1μg

の サ ンプ ル(Pal-LolCDHE(2))お よび 精 製 した0.02μgのPal(1μgの 基 質 結 合 型LolCDHEに 含

ま れ るPalの 量)を50mM Tris-HCI(pH7.5)、5mM MgSO4、0.01% DDM、10% Glycerolに 加 え

て10μLと な るよ うに調 製 した 。以 降 は 、材 料 と実 験 方 法 の 「1[ALON樹 脂 を用 い た基 質 と

LolCDHEと の 相 互 作 用 解 析 」に した が って 、非 吸 着 、洗 浄 、溶 出 画 分 に 分 画 した 。各 画 分 をSDS-

PAGEに 供 し、図 に 示 した 抗 体 を用 いた イム ノブ ロッテ ィング を行 った 。インプ ットは 、TALON樹 脂

で 処 理 す る前 の 基 質-LolCDHE複 合 体(50ng)で あ る。
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基質結合型LolCDHEは 再構成系での基質遊離 活性 を もつ

LolcDHEに よる リポ蛋 白質遊離反応 にはLolAお よびATP加 水分解 が必須で ある。そ こで、

単離 した基質結合型LolCDHEが 、結合 した基質 を膜か ら遊離 させ る機能 を持つか どうか を調

べるために、基質結合型Lo1CDHEと 大腸 菌 リン脂質をプロテオ リポソームに再構成 し、LolA

およびATpに 依 存 した基質遊離反応(30℃ ・20分 間)を 解析 した(図9-A)。 その結果、

LolCDHEに 結合 した基質(LolB、YcfM、Pal、NlpCお よびLpp)は 、LolAお よびATPに 依

存 して プロテオ リポ ソームか ら遊離 した。この ことは、基質結合型LolCDHEが 機能的な複合

体で あることを示 して いる。

次 に、同様 に調製 した プロテオ リポソームを用いて、ATpの 代わ りに異なる7種 類の条件

下で基質遊離反応(30℃ ・20分 間)を 解析 した(図9-B)。ATPの 代わ りにADP、AMP、

お よびAMP-PNPを 添加 して もPalの 遊離活性 はみ られず、ArPase阻 害剤であるバナジン酸

を添加するとPalの 遊離 は阻害 された。また、Mg2+欠 損下ではATPを 加えて も基質の大部分

は遊離 しなか った(一 部の基質は遊離 しているが、これはプロテオ リポソーム調製時におい

て持ち込まれたMg2+の 影響 と考え られる)。 なお、AMP-PNPはArPの 非加水分解アナ ログ

で あ り、Mg2+はATP加 水分解 に必須のコファクターである。 また、バナジン酸(Vi)は 無

機 リン酸(Pi)ア ナ ログであ り、ATPの 加水分解 によ り生 じたPiと 置換 して、LolCDE-ADP

-Vi中 間体 を形成す ることによ り以降のArPase活 性を阻害すると考え られる。本実験結果

は、基質結合型LolCDHEか ら基質が遊離す るためには、Arp加 水分解 が要求され ることを示

して いる。

基質結合型LolCDHEは 基質遊離反応 の中間体であ る。

LolCDHEを 過剰 発現 させ た 大腸 菌 にお ける外 膜 リポ蛋 白質 の局在 を調べ た。 大腸 菌

(PBAD-lolCDH、Ptac-loZE)を30℃ でOD660=0.8に なるまで培養 した後、その まま30分 間培

養 を続けた もの と、0.1%ア ラビノースおよび0.lmMPTGで30分 間誘導 した ものにつ いて

各 々膜画分 を調製 し、ショ糖密度勾配遠心法 によ り外膜 と内膜 とに分画 した。LolCDHEを 過

剰発現 させた膜では、過剰発現 して いない膜に比べて分離は悪か ったが、Palは 外 膜に局在
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図9基 質結合型LolCDHEは 基質遊離反応の搬能的な複合体である

(A)「2.材 料と実験方法-LolCDHEに よるリポ蛋白質遊離活性 」にしたがってプロテオリポソーム
を調製し、しdAお よびArPを 加えて30。C・20分 間の遊離反応を行った。達心により分圃した沈殿(

ppt)お よび上清(sup)をSDS-PAGEで 分離し、図に示した抗外膜リポ蛋白質抗体を用いてイムノ
ブロッティングを行った。pptは 全体の1/100量 、supは 全体の1/3量 をアプライした。(B)

LdCDHEのPal遊 離反応におけるヌクレオチド、バナジン酸およびM92+の 効果を検討した。検出

は(A)と同様に行った。
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図10基 質結合型LolCDHEは 基質遊離反応の中間体である

(A)LolCDHEを 過剰発現していない大腸菌(E. coli(wt))お よび過剰発現 した大腸菌(E.coli

(++LolCDHE))を ショ糖密度勾配遠心法により内膜と外膜に分画した。SecGは 内膜マーカー、
OmpAは 外膜マーカー。(B)基 貫結合型LolCDHEは 実験途上で生成した人為的産物(i)か、或い

は内膜上で生成した遊離反応の中間体(ii)か?
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図10の 観 き

(C)E. coli(wt)よ り調 製 した 内 隈 お よび 外 膿 をSDS-PAGEで 分 離 してCBB染 色 、お よび 図

に 示 した 抗 体 を 用 い た イム ノブ ロッテ ィング を行 った 。(D)E.coli(++LolCDHE)或 い はE. coli

(△pal,++LolCDHE)よ り調 製 した膜 画 分(レ ー ン1、4).E. coli(△pal,++LolCDHE)よ り瞬 製 した膿

とE. coli(wt)よ り調 製 した 外 膜 を1:1の 質 量 比 で 混 ぜ た 混 成 膜 画 分(レ ー ン7)を 、土ATP条 件 下 で

可 溶 化 してLolCDHEを 精 製 した(レ ー ン2、3、5、6、8、9)。 各 膜 画 分 お よ びLolCDHE精 製 標 品 を

SDS-PAGE分 離 してCBB染 色 或 い は 図 に 示 した 抗 体 を用 い た イム ノブ ロッティング を行 った 。膜

画 分 は 全 て5μg、LolCDHE精 製 標 品 は 全 て200hgを アプ ライした 。
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した(図10-A)。

そ こで、基質結合型Lo1CDHEに 含 まれる外膜 リポ蛋 白質が、膜可溶化の際 に外膜か ら人為

的 に持 ち込 まれ た ものなのか(図10-B(i))、 或 いは遊離反応 の 中間体 として内 膜上で

LolcDHEと 結合 した ものが精製 されたのか(図10-B(ii))を 調べるため に、LolcDHEを 過

剰発現させた大腸菌変異株(Δpal)よ り膜画分 を調製 し(図10-D, lane4)、 ここに野生型

大腸菌よ り調製 した外 膜画分(図10-C,OM)を 質量比1:1の 割合で加えて混成膜系(図

10-D, lane7)を 調製 した。本混成膜系よ り、LolCDHEの 可溶化 ・精製 を行 った ところ、-ATP

条件で精製 されたLolCDHEに は、Palが 結合 して いなか ったのに対 して、他の外膜 リポ蛋 白

質につ いては、野生型大腸菌の場合 と同様にLolCDHEと の結合が観察 された(図10-D,lanθ

Z8)。 以 上の結果 は、本研究で可溶化 ・精製 された基質結合型LolCDHEは 、内膜上で形成さ

れた遊離反応 の中間体 であることを示 して いる。

ヌ ク レオチ ド、Viお よびMg2+の 影響

LolCDHEに よる リポ蛋 白質遊離 反応 にはLolAお よびATP加 水分解 が必須で あるが、

LolCDHEの 可溶化 ・精製 にお いて は、膜の可溶化 の際 にATPを 加 えるだ けで フ リーの

LolCDHEが 精製で きる。な お、膜画分 にはペ リプラズム蛋白質LolAは 含 まれな い。そ こで、

ここで観 られたATPの 役割 を明 らか とするために、LolCDHEの 可溶化 ・精製にお けるヌクレ

オチ ド、バナジ ン酸およびマ グネシウムの影響を解析 した(図11)。LolCDHEを 過剰発現 し

た大腸 菌か ら調製 した20mgの 膜画分 を、異なる5種 類の条件下(「2 .材 料 と実験方法一

LolCDHEの 精製(2)」に示 した可溶化溶液の±2mMArPの 代わ りに、2mMADP、2mMAMP

或いは2mMAMP-PNPを 加えた もの、2mMATPお よび20mMViを 加えた もの、Mg2+非 存

在下で2mMATPを 加えた もの)で 可溶化 した。通常の ±2mMATPに よる可溶化 も同時 に

行 いコン トロール とした。膜の可溶化以降の操作 はすべて、 「2.材 料 と実験方法 一Lo1CDHE

の精製(2)(解 析用の少量精製)」 に したがった。なおバ ッファー(バ ッファーA、Bお よび透

析バ ッフ ァー)はATPを 除いた ものを用いた。精製 したLolCDHEをSDS-PAGEで 分離 して

CBB染 色 と抗Pal抗 体 を用いたイムノブロッテ ィングで解析 した ところ、ヌクレオチ ドとし

てADP、AMP-PNPを 加える と、ATPを 加えた時 と同様にフ リーのLolCDHEが 精製 された。
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図11ヌ ク レオ チ ド、Viお よ びMg2+の 影 響

LdCDHEを 過 剰 発 現 した 大 腸 菌 より調 製 した 膜 を様 々 な 条 件 下 で 可 溶 化 した(2mMATP、ADP、

AMP、AMP-PNP、2mMATP-20mMVi(+)、2mMATP-Mg2+(-))。 膜 の 可 溶 化 以 降 の 操 作

は す べ て 、「2.材 料 と実 験 方 法 一LolCDHEの 精 製 ・(解析 用 の 少 量 精 製)」に した が った 。な お バ ッ

ファー(バ ッファーA、Bお よび 透 析 バ ッファー)はATPを 除 い たもの を用 いた 。回 収 したLolCDHE

糖 製 標 品 をSDS-PAGEで 分 離 してCBB染 色 と抗Pal杭 体 を 用 い た イム ノブ ロッテ ィング に よリ

検 出 した 。
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さ らに、Viを 添加 した場合 も、Mg2+を 除いた場合 も、フ リーのLolCDHEが 精製された。一

方で、AMPを 添加 した場合 は、基質-LolCDHE複 合体 として精製された。

AMP-PNPはATPの 非加水分解 アナログであ り、ViはArPase阻 害剤、またMg2+はATP

加水分解 に必須 のコフ ァクターである。 したが って これ らの結果 は、LolCDHEに よるATP

加水分解ではな く、ATPがLolCDHEに 結合す るだけで、基質 とLolcDHEと の相互作用が弱

め られる ことを示 して いる。一方で、ADPはATPと ほぼ同様の効果 を示 したが、AMPで は

ヌク レオチ ドを加えない場合 と同様の効果であった。この ことは、ADP結 合型LolCDHEは 、

Arp結 合 型 とほ ぼ同様 に基質 との親和 性が低 くな る ことを示唆 して お り、 またAMPは

LolCDHEに 結合で きな いので はないか と考え られ る。

ATPがLolCDHEに 結合す ると、基質 とLolCDHE間 の疎水 的結合が弱 くなる

基質-LolCDHE複 合体 に対す るArPお よびDDMの 効果 を調べ るために、本複合体 のin

vitro解析 を行 った。本複合体 を、ATPお よびDDM存 在下で氷上で30分 間静置 した後、TALON

樹脂 を用 いてスルー、洗浄および溶出画分 に分画 した。まず、本複合体に対するATPの 影響

を調べるため に、1%DDM存 在下でArpを 加えたもの加 えないものにつ いて各 フラクション

で検 出されたPalの 量をイムノブロッテ ィングによ り解析 した(図12-A)。 その結果、ATP

存在下で は大部分 のPalが スルーに検 出され、残 りの少量のPalがLolCDHEと 共に溶 出され

たの に対 し、ArP非 存在下で も一部のPalは スルーに検 出されたが、LolCDHEと 共に溶出さ

れたPalの 量はATP存 在下で溶 出されたPa1の 量よ りも多 くな って いた。 この ことは、ArP

に依存 してPalがLolCDHEか ら解離することを示 して いる。次 に、本複合体 に対す るDDM

の効果を調べ るためにDDM濃 度を変えて同様の実験を行 い、溶 出画分のみをイム ノブロッ

ティングによ り比較 した(図12-B)。 その結果、ATP非 存在下では、DDM濃 度 を変えて も

LolCDHEと 共 に溶 出されるPalの 量に変化 はなかったが、ATP存 在下ではDDMの 濃度 に依

存 して基質がLolCDEか ら解離 したために、LolCDHEと 共に溶出され るPalの 量が減少 した。

以上の実験か ら、Arpは 基質-LolCDHE間 の疎水的相互作用 を弱める作用 をもつ ことが示さ

れた。なお、デー タは示 して いないが、温度 を30℃ に上げて同様の実験 を行 うと、ATP非 存

在 下でも、DDM濃 度 に依存 した基質の解離が観 られるようにな り、±ATPに よる顕著な違
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図12基 質結合型LolCDHEのin vitro解析

(A)蓋 質結合型LolCDHEを ±ATPお よび1%
DDM存 在下で氷上で30分 闇インキュベートした。

反応後、各サンプルをTALONレ ジンに通して、非

吸着、洗浄および溶出画分に分画し、各画分を

SDS-PAGEで 分離して、図に示した抗体を用いた

イムノブロッティングを行った。(B)基質結合型

LolCDHEを ±ATP存 在下および0.01%,0-1%或

いは1%DDMの 濃度下で氷上で30分 間インキュ
ベートした。(A)と同様に分画し、溶 出画分のみを検

出した。(C)基 質結合型LolCDHEか らのPalの 解

離を図11と 同様の様々な条件下で解析した。但し、

基質解離反応は1%DDM条 件下で4℃ ・2時間で

行い、使用したヌクレオチド濃度は全て10mM、W

は20mMと した。(A)と同様に分画し、溶出画分の

みを検出した。インプットは、TALON樹 脂で処理す

る前の基質-LolCDHE複 合体(50ng)で ある。
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いは観 られな くな った。

基質結合型LolCDHEのinvitro解 析にお いて観 られたATPの 影響がATP加 水分解による も

のか どうかを調べるために、本複合体 に対 して1%DDM存 在下で10mMヌ ク レオチ ド、20

mM～ 弓および5mMMg2+を 用いてその効果 を調べた(図12-C)。 その結果、解離反応 を4℃ ・

2時 間行 った場合には、図11の 結果 と同様 に、ATP、ADP、AMP-PNPは 基質をLolCDHEか

ら解離 させ、さ らに、viを 添加 した場合で も、Mg2+を 除いた場合で も、基質がLolCDHEか

ら解離 した。一方で、AMPを 添加 した場合 は、基質はLolCDHEに 結合 した ままであ った。

なお、データは示 していな いが、図11と 同様 にヌクレオチ ドの濃度 を2mMに して反応 を

4℃ ・30分 間 しか行わな い場合には、ATP以 外のヌク レオチ ドの効果はほとん ど観 られなか

った。図11で 行 った実験 と本実験 との違 いは脂質の有無であるか ら、脂質が、LolCDEに よ

るヌク レオチ ドの結合やLolCDEか らの基質の解離 を促進するのか も しれな い。

walkerモ チー フ変異体LolCDH(K48M)Eお よびLolCDH(E171Q)Eの 解析

全てのABC蛋 白質 において、ArPの 結合、加水分解 に重要なWalkerモ チー フが保存され

ている。 これ までに、Walkerモ チーフA(GxGKST)で 保存されたLysをMetに 置換 した変

異体では、ATPを 結合で きな くな ることが、TAPト ランスポーターやMDRIな どで報告 され

ている(Lapinski etal., 2001; Muller et al., 1996)。 一方で、Walkerモ チー フB(Φ4DE)で 保存

されたGluをGhlに 置換 した変異体では、ArPの 結合は正常であるが、ArP加 水分解能 を失

うことが、数多 くのABC蛋 白質で報告 されている(Moody et al., 2002; Smith et al., 2002)。 特

に、大腸 菌LolDと43.7%の 相同性 を有する超高熱古細菌Methanococcus jannaschiiのMJ0796

蛋 白質で は、E171Q(WalkerB)変 異によ りNaATPに 依存 した二量体構造を とる ことが示 さ

れ てお り、その結晶構造 も取得されている(Smith et al., 2002)。そ こで、LolCDEの 機能 とATP

との関係 を明 らかにするた めに、2つ のWalkerモ チー フ変異体LolCDH(K48M)Eお よび

LolCDH(El71Q)Eを 構築 し(図13-A)、ArPaseサ ブユニ ッ トLo1Dに おけるArP結 合 ・加水

分解の各反応が、膜貫通サブユニ ッ トLolCお よびLolEの 基質結合部位 を介 した基質結合 ・

遊離の各反応 とどのよ うに共役 しているのかを解析 した。

PBAD-lolCDHお よび変異 を入れたPBAD-lolCDH(K48M)、PBAD-lolCDH(E171Q)を 、Ptac-lolEと
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一緒 にJM109に 導入 した株 を薬剤のみのプレー トおよび誘導 プレー ト上で30℃ 、一晩培養

した と ころ 、PBAD-lolCDH. Ptac-lolE/JM109は い ず れ の プ レー トで も生 育 した が 、

PBAD-lolCDH(K48M) , Ptac-lolE/JM109お よびPBAD-lolCDH(E171Q), Ptac-lolE/JM109は 、誘導 プ

レー トでは生育 しなかった(図13-B)。 一方、LolCDH(K48M)E或 いはLolCDH(E171Q)Eを

保有す る株を、液体 培地で対数増殖期の中～後期(OD660=0.6-0.8)ま で培養 した後 に発現誘

導 を行 った場合 は、野生型LolCDHEを 保有す る株 と同様 に生育 し、LolCDHE蛋 白質の発現

レベル も同程度で あった。

そ こで、変異型LolCDHEを 過剰発現 させた大腸菌よ り膜画分を調製 して、LolCDHEの 可

溶化 ・精製 を行 った ところ、LolCDHE複 合体 形成能は野生型の場合 と同程度であった(図14

-A)
。-ArP条 件で調製 した野生型および変異型LolCDHEに ついてArPase活 性 を測定 した

ところ(図14-B)、 野生型LolCDHEは 、少な くとも30℃ ・2時 間の安定な活性 を示 したの

に対 して、LolcDH(K48M)Eお よびLolCDH(E171Q)Eは 完全 に活性 を失 っていた。さ らに、

-ATp条 件で調製 した野生型および変異型LolCDHEに ついて リボ蛋 白質遊離活性 を調べた

ところ(図14-C)、LolCDH(K48M)Eお よびLolCDH(E171Q)Eは リボ蛋 白質遊離活性を示 さ

なかった。一方で、ATP存 在下で可溶化 ・精製 された野生型および変異型LolCDHEを 比較す

る と、ArPを 結合できな いLolCDH(K48M)Eは 基質 との複合体 として精製されたのに対 して、

AIPの 加水分解 はできないがATPを 結合できるLolCDH(E171Q)Eは 、野生型 と同様 にフリー

のLolCDEと して精製された(図14-A)。LolCDH(K48M)EがArP存 在下で も基質 と結合でき

ることは、LolCDHEはATPと 結合す る前 に(ATPと 結合 しな くとも)基 質 と結合 して、基質

一LolCDHE複 合体 を形成する ことを示 している。さ らに、LolCDH(E171Q)EがATP存 在下で

野生型 と同様 にフリーのLolCDEと して精製できる ことは、ArPaseサ ブユニ ッ トLolDに よ

るATPの 結合が、何 らかのシグナル として膜サブユニ ッ トLolCお よびLolEに 伝達 され、基

質 との相互作用 を緩めるのに必要なエネルギー を供給 して いる ことを示 している。
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図13 Walkerモ チ ー フ変 異 体LolCDH(K48M)Eお よびLolCDH(E171Q)Eの 構 築

(A)LolDサ ブ ユ ニ ットの ドメイン構 造 。(B)構 築 した 変 異 体 を藁 剤 の み(50μg/mL Ap、25μg/mL

Cm)の プレー トお よび 薬 剤 と誘 導 剤(0.2%ア ラビ ノー ス 、0,04mM IPTG)を 添 加 したプ レー トに て

30℃ で 一 晩 培 養 した(wt: PBAD-lolCDH, Ptac-lolE/JM109、K48M: PBAD-lolCDH(k48M), Ptac-

lolE/JM109、E171Q: PBAD-lolCOH(E177Q), Ptac-lolE/JM109)。
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図14 Walkerモ チー フ変 異 体LolCDH(K48M)Eお よびLolCDH(E171Q)Eの 解 析

(A)LolCDHE,LolCDH(K48M)Eお よびLolCDH(E171Q)Eを ±ATP条 件 下 で 同 様 に 精 製 し

て 、SDS-PAGEで 分 離 してCBB染 色 或 い は 、図 に 示 した 抗 体 を用 い た イム ノブ ロッテ ィング

を 行 った 。(B)LolCDHE,LolCDH(K48M)Eお よびLolCDH(E171Q)EのATPase活 性 。(C)

LolCDHE,LolCDH(K48M)Eお よびLolCDH(E171Q)Eの リポ 蛋 白 質 遊 離 活 性 。
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3-2LolDモ チー フの解析

LolDモ チー フの特徴

LolDに はABCト ランスポーターのArPaseサ ブユニ ッ トに共通 にみ られ るWalkerモ チー

フやABC signature配 列のほか に、 「LolDモ チー フ」 と呼ばれ る領域がある(図15-A)。 本

モチーフは、大腸菌ABCト ランスポーター問での保存 は低 いが、LolDホ モログ問では特異

的 に保存されているため、LolCDEの 機能 に重要な働 きを担って いると考え られる(図15-

B)。 但 し、LolDモ チー フ内のGhlは 広 く保存されてお り、Glnを 中心 としたフ レキシブルな

領域 はQル ープ と呼 ばれ る。Qル ー プ周辺の配列 は、LolDホ モログのみな らず、他のABC

蛋白質 において も各ホモ ログ間での特異的な保存が見出されてお り、ABC蛋 白質 を分類する

一つの指標 として用 いられて いる(図16)
。

2002年 に報告 されたBtuCDの 結晶構造 をみると、ATPaseサ ブユニ ッ トBtuDのQル ープ

は膜サ ブユニ ッ トBtuCと の境界面に位置 し、BtuCか らサイ トゾル に突 き出たLル ープと近

接 して いた(図5-B、 図17-A)。Reesら(2002)は 、BtuCD、MsbAの 結晶構造および他の

ABC蛋 白質の配列を基 に してLル ープ領域のアライメン トを作成 し、Lル ー プの折れ曲が り

点(L1とL2の 間)に あるGlyの 保存を見出 した(図17-B)。 一方、細 菌型取 り込み系の

ABC輸 送体で は、サ イ トゾル側 に向いた親水性のルー プ領域 にEAA-----Gの コンセ ンサ ス配

列(EAAル ー プと呼 ばれる)が 見出されてお り(図17-C)(Kelppola and Ames, 1992)、 本

領域の変異が輸送活性を損な うことが知 られている(Mourez et al.,1997)。 また、マル トース

トランスポーター(MalFGK2)に お いて、MalFのEAAル ー プに存在するS403、MalGのA192

とG196は 、MalKのQル ープに存在するA85と 近接 して いる結果が得 られ てお り、EAAル

ー プとQル ー プが相互作用することが示唆されている(Hunkeetal .,2000)。LolCお よびLolE

について も、ホモ ログ蛋 白質 問のコ ンセ ンサ ス配列 と してEAA-----Gが 見 出 されて いる

(Kurata et al., unpublished results)。ヒスチジンパー ミアーゼ(HisMQp2)のHisMお よびHisQ

のEAAル ープにおけるGlyとLル ー プにお けるGlyは 位置が異な っているものの(図17-

B、C)、 サイ トゾル側の親水性ループがNBDと の相互作用に重要な役割 を担 うことは否定

で きない。LolCDEに お いては、LolCお よびLolEの トポ ロジー構造の特徴(図17-D)か ら、
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(i)グラム陰性細菌のLolDホ モログ (ii)大腸 菌 のABCト ランスポーター

図15LolDモ チ ー フの 特 徴

(A)LolDサ ブ ユ ニットの ドメイン構 造 お よ びLolDモ チ ー フの 配 列 。(B)LolDモ チ ー フに お け る(i)

グ ラム 陰 性 細 菌LolDホ モ ログ 蛋 白 質 間 の アライメント(Eco; Escbherichia coli, Sfl; Shigella

flexneri, Sen; Salmonella enterica, Sty; Salmonella typhimurium, Ype; yersinia pestis, Pu;

Photorhabdus luminescens, Hin; Haemophllus influenzae, Pmu; Pasteurella multocida, Vch

; Vibrio cholerame, Vpa; Vibrio parahaemolyticus, Ppr; Photobacterium profundum, Pae;

Pseudomonas aeruginosa)お よび(ii)大 腸 菌 のABCト ランス ポ ー ター 間 の アライメン ト 。大 腸 菌

LolDモ チー フの 保 存 配 列 を 赤 色 で 示す 。
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図16Qル ープ周辺配列の重要性

LolDモ チーフに相当する領域 の各ホモログ蛋白質(LolD、MalK、BtuD、MsbA)に おけるアライメント

(Sme; Sinorhizobium meliloti, Atu; Agrobacterium tumefaciens, Bma; Burkholderia mallei, Vvu;
Vibrio vulnificus, それ以外は図11で 示した)。各ホモログ間で全てにおいて保存されたアミノ酸残基を

赤色で示す。黒矢 印で示したグルタミンは全てのABC蛋 白質で保存されている.
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図17NBDとMSDの インターフェイス

(A)BtuCDの 結晶構造からBtuD(NBD)とBtuC(MSD)と のインターフェイスにおけるLル ープ(赤
)とQル ープ(青)の 棺互作用を示した。左にあるボール&ス ティックは、サイクロテトラバナジン酸。

(B)MSDの アライメント(L. lac; Lactococcus lacts, H. sap; Homo sapiens, それ以外は図15で 示
した)。BtuDのLル ープ(二 次構造)を 上に示した。その下に、BtuDの 側鎖および主鎖と接触するア

ミノ酸の位置を、各々黒塗り■および白抜き□で示した。Lル ープの折れ曲がり点(L1とL2の 間)に

あるGly(自 抜き)は全てにおいて保存されている。灰色の網掛けは保存の高いアミノ酸。(c)EAA

ループのアライメント(EAA-----Gが コンセンサス配列(赤))。Glyは 全てにおいて保存されているが、

(B)のGly(HisQお よびHisMの 緑色部分)とは異なる。(D)LolCお よびLolE共 通のトポロジーモ
デル。ともにN末 端側とC末 端側を細胞質に向け、大きなペリプラズムループをもつ。膜貫通領域(

TM1-4)は4つ あり、EAAル ープ(水色)はTM2とTM3の 間にある。
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サイ トゾル側 のループはTM2とTM3の 間にある領域 しか ありえないため、TM2とTM3の

間 にある領域がQル ー プと相互作用 していると予想 している。

LolDモ チー フ変異体 の構築

LolDモ チー フの機能 を検討するために、LolDモ チー フ32ア ミノ酸残基すべてを部位特異

的変異導入法によ り任意のアミノ酸残基 に置換 して、変異体を作製 した。Ptacプ ロモーター

下流につな いだlolDH遺 伝子 内に変異の入 った プラス ミ ドをMC4100に 導入 し、±IPTGプ レ

ー トで 培養 して
、IPTGプ レー ト上で生育阻害 を示 す株 についてLolDH蛋 白質発現 および

lolDH遺 伝子を解析 した結果、変異を導入 した32ア ミノ酸残基の うち12種 類のアミノ酸残基

にお いて、合計26種 類の ドミナ ン トネガテ ィブ変異体 を取得 した(図18)。 取得できなかっ

た20種 類のアミノ酸残基すべてについては、それぞれ5個 の無作為 に拾 ったコロニーか らプ

ラスミ ドを抽出 してlolD遺 伝子 を解析 した。その結果、すべてに変異が入 っている ことを確

認 した。

LB液 体培地 にて30℃ で一晩培養 した野生型Ptac-lolDH或 いは変異型Ptac-lolDH(m)を 有す

る大腸菌の培養液 を、IPTGを 含む または含まな いLB液 体培地に100倍 希釈 とな るよ うに添

加 して、 引き続き30℃ 培養を続 けた。その結果、野生型LolDHをIPTGに よ り過剰発現 した

大腸菌は正常 に生育 したのに対 して、取得 した変異型LolDH(m)をIPTGに よ り過剰発現 した

大腸 菌は、26種類全ての変異体 にお いてIPTG誘 導 に伴 う生育阻害が観察 された(図19-A)。

特に、変異体LolDH(DlOlN)お よびLolDH(DlOlR)を 過剰発現 させた大腸菌の生育阻害が著 し

か った。以上の結果は、過剰発現 した変異LolD蛋 白質は、正常なLolD機 能 を欠いているこ

とを示 している。 また26種 類全ての変 異株が、変異LolD蛋 白質 を安定 に発現 していた(図

19-B)。

変異LolDを 過剰発現 させたLpp欠 損大腸菌の生育

JE5506株 、およびそのLppを 欠損 したJE5505株 で変異型Ptac-lolDH(m)を 発現させて生育

の違いを観察 した(図20)。 変異体LolDH(DlOlN)お よびLolDH(DlOlR)で は、JE5506株 お
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図18LolDHド ミナントネガティブ変異体の取得

(A)LolDHド ミナントネガティブ変異体の取得原理。変異を導入したLOIDH(mLOlDH)を プラスミド

から過剰発現させると、染色体由来の野生型LolDと 置換して変異LolCDHE複 合体を形成す

るために生育が阻害される。(B)取得したLolDHド ミナントネガティブ変異体。12個 のアミノ酸に

おいて、合計26個 のドミナントネガティブ変異体を取得した。
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図19LolDド ミナントネガティブ変異体の取得

(A)LolDモ チーフ32ア ミノ酸のうち12ア ミノ酸において、合計26種 類のドミナントネガティブ変異
体を取得した。取得した変異体を±IPTGを 含むLB液 体培地で30℃ 培養して、菌の生育を観察

した。(B)取 得した変異体を発現した細胞においてLolD変 異体の蛋白質発現 レベルを調べた。
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図20変 異LolDに よる生 育 阻 害 に 対 す るLppの 影 響

JE5506株 およびJE5505株(JE5506株 のLppを 欠 損 させ た株)で 変異Ptac-LolDHを 発 現 させ て生 育

の 違 い を観 察 した 。● お よび ▲ はJE5506株 、○ および △ はJE5505株 を示す 。

56



よびJE5505(Δlpp)株 いずれの株で もほとん ど生育 しなかったが、それ以外の変異体では、

JE5505(Δlpp)株 の方が、JE5506株 に比べて生育が良好であった。以前の研究によ り、外膜 リ

ポ蛋白質が内膜に蓄積す ると、菌は致死的影響 を受けることが知 られていた。 したがって、

JE5506株 で変異型LolDH(m)を 過剰発現 させ る と主要外 膜 リポ蛋 白質であるLpp(5×105

/cell)(Braun., 1975)が 大 量 に 内膜 に蓄 積 す るた め に菌 の 生 育 が 悪 くな り、 一方 で 、

JE5505(Δlpp)株 で は、他 の リポ蛋白質は内膜へ蓄積す るもののLppが 内膜に蓄積 しないので、

その分だけ菌の生育が回復するのではないか と考 えている。なお、Lppの 有無にかかわ らず、

Lolシ ステムによる リポ蛋 白質の局在化 は生育 に必須であ り、5種 類のLol因 子 のいずれの

遺伝子 を破壊 して も致死 的効果 を示す。

LolDHお よびLolCDHE複 合体のATPase活 性

野 生型Ptac-lolDH或 いは変異型Ptac-lolDH(m)を 発現 した大腸菌DLP79-36株(Δlpp)か ら細

胞質画分 を調製 し、TALONカ ラムおよびMonoQカ ラム を用 いて野生型LolDHお よび変 異型

LolDH(m)蛋 白質 を精製 した(図21-A)。 全ての変異株(26種 類)か ら蛋 白質の精製を試み

たが、可溶化蛋 白質 として十分量回収 されたのは6種 の変異蛋白質(Y93H、H96P、H97N、

DlOlR、DlOlN、PlllK)の みだ った。精製 した変異型LolDH(m)蛋 白質のATPase活 性を測定

したところ、LolDモ チー フの前半に位置する3つ の変異体(Y93H、H96P、H97N)で は野

生型LolDHと 同等のATPase活 性 を示 し、LolDモ チーフの後 半に位置する残 りの3つ の変異

体(DlOlR、DlOlN、PlllK)で は野生型LolDHの2分 の1程 度 の活性 を示 した(図21-B)。

野生型PBAD-lolCDH或 いは6種 の変異型PBAD-lolCDH(m)を 、Ptac-lolEと 共 に発現させた大

腸 菌JM83株 の膜画分 を、1%DDMお よびATP存 在下で可溶化 し、TALONカ ラムを用 いて

野 生型LolCDHEお よび変異型LolCDH(m)E蛋 白質 を精製 した(図22-A)。 各々の精製標品

をSDS-PAGEで 分離 して、CBB染 色で検出 した ところ、精製 した変異型LolCDH(m)E複 合体

は、野生型LolCDHE複 合体 と同様のサブユニ ッ ト構成比 を有 していた。このことは、変異型

LolCDH(m)E複 合体 は野生型 と同等 の複合体形成能 を持つ ことを示 している。野生型LolCDHE

複合体 および変異型LolCDH(m)E複 合体のArPase活 性 を測定 したところ、野生型に比べて変

異型では顕著 にArPase活 性が損なわれていた(図22-B)。
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図21野 生型LolDHお よび変異型LolDHの 精製およびATPase活 性

(A)野生型LolDHお よび変異型LolDHの 精製。(8)野生型LolDHお よび変異型LolDHのATPase
活性。
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図22野 生型および変異型LolCDHEの 精製およびATPase活 性

(A)野 生型および変異型LolCDHEの 精製。(B)野 生型LolCDHEお よび変異型LolCDHEの
ATPase活 性。
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興味深 いのは、3つ の変異体(Y93H、H96P、H97N)に おいて、単独LolDHのATPase活

性 は野生型 とほぼ同じであった(図21-B)の に対 し、複合体LolCDHEのATPase活 性で は

顕著な減少が観 られた(図22-B)こ とで ある。本実験結果は、本モチーフが膜サ ブユニ ッ

トとArPaseサ ブユニ ッ トとの相互作 用に重要な領域 であることを示唆 して いる。

ATP非 存在 下でのLolDモ チー フ変異体の複合体形成能

図22-Aで 示 したように、野生型および変異型LolCDHE複 合体 を1%DDMお よびATP

存在下で膜か ら可溶化 し、TALONカ ラム を用いて精製す ると、変異型は野生型 と同様に精

製 され た。一方で、野生型および変異型LolCDHE複 合体 を1%DDMお よびATP非 存在下で

膜か ら可溶化 して精製 した ところ、LolCDH(D101N)Eお よびLo1CDH(D101R)Eは 、LolCお

よびLolEの 大部分がLolDか ら解離 していた(図23-A)。LolCDHE、LolCDH(D101N)E或

いはLolCDH(D101R)Eを 過剰発現 させた大腸菌か ら調製 した膜画分 には、 いずれ も同程度

のLolCお よびLolEが 検出されたので、LolCDH(D101N)Eお よびLolCDH(D101R)EのLolC

およびLolEは 、ATP非 存在下での膜の可溶化、精製のステ ップでLolDか ら解離 したのであ

ろう。以 上の結果は、101番 目のアスパ ラギ ン酸の変異によ り、LolCDHEの 安定な複合体形

成にATPが 必要 となった ことを示 している。

また、 ±ATPで 精製 した各々の変異型LolcDHEは 野生型LolcDHEと 同様 に、-ATP条 件

では(D101Nお よびD101R変 異体 を除 く)基 質 と結合 してお り、+ATP条 件で は基質を解

離 して いた(図23-B)。 本結果は、LolDモ チー フが基質 との結合および解離には関与 して

いない ことを示唆 している。 しか しなが ら、本実験では、(1)基質 との結合、(2)基質 と結合 し

たLolCDEに おけるATPと の親和性、および(3)ATPと 結合 したLolCDEに お ける基質 との親

和性 をさらに詳細に決定 していな い。本モチー フが、 これ らの各反応 に全 く関与 していな い

か どうか は今後 の興味ある研究課題である。

LolCDH(H96P)Eの リポ蛋 白質遊離活性

取得 した変異体 の中で、H96Pは 、単独LolDHのATPase活 性 は野生型 とほぼ同 じであるの
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図23ATP非 存在でのLolDモ チーフ変異体の複合体形成能

(A)ATP非 存在下で精製したときの野生型および変異型LolCDHE複 合体形成能。(B)±ATP
条件で調 製した野生型および変異型LolCDHE精 製標品に対して、抗Pal抗 体を用いたイムノ

ブロッティングを行った。LolCDH(D101N)Eお よびLolCDH(D101R)Eに ついては、+ATPの 結

果のみを示した。
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に対 し(図21-B)、 複合体LolCDHEのATPase活 性は変異体 の中でもっとも低いという興味

ある性 質を有 して いた(図22-B)。 そ こで、LolCDH(H96P)Eに よる リポ蛋白質遊離活性 を

測定 し、野生型LolCDHEと 比較 した(図24)。 各々10秒 、10分 、20分 間の遊離反応 を行 っ

た ところ、両方 ともLolAに 依存 した リポ蛋白質遊離活性 は見出されたが、LolCDH(H96P)E

で は効 率が著 しく低下 していた。この ことは、LolCDH(H96P)Eが リポ蛋 白質 を膜か ら遊離す

る機能 を損な って いる ことを示 している。
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図24LolCDH(H96P)E変 異 体 の リポ 蛋 白 質 遊 離 活 性

野 生 型LolCDHEと 変 異 型LolCDH(H96P)Eを ±LolA条 件 下 に お い て30℃ で10秒 、10分 、

20分 間 の リポ 蛋 白 質 遊 離 反 応 を 行 い 、抗Pal抗 体 を 用 い た イム ノブロッティング を行 った 。
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