
4.考 察

tolCDEの 触媒モデル

本実験結果を もとにして、LolCDEに よる リポ蛋白質遊離反応の触媒機構 を図25に 示す。

反応(i);単 離 した基質結合型LolCDEは 内膜上で生成 した基質 一LolCDE複 合体が可溶化 ・

精製 された ものであ り、 またATPと 結合で きないLolCD(K48M)E変 異体はATP存 在下で基

質 と結合 した。 したが って、LolCDEは 内膜上で成熟体 とな った外膜 リポ蛋白質を、ATPよ

りも先に結合する と考え られる。一方で、外膜 リポ蛋白質はLolCDEのArPase活 性 を促進す

る ことか ら(Masuda et al., 2002)、LolCDEの 触媒サイクルは、基質 との結合か ら始まると考

え られる。反応(ii);基 質結合型LolCDEは 、界面活性剤存在下でATP依 存的に基質 を解離

し、ATPの 結合のみを誘導す る(ATPの 加水分解 が起 こらな い)条 件下で も同様に基質 を解

離 した。 さ らに、ATPと 結合できて も加水分解できないLolCD(El71Q)E変 異体 においても、

界 面活性剤存在下でArp依 存的 に基質を解離 した。 したがって、LolDに よるATPの 加水分

解で はな くATPと の結合が、LolCお よびLolEと 基質 との疎水 的相互作用 を弱める と考え ら

れ る。反応(iii);基 質結合型LolCDEと 大腸菌 リン脂質か らプロテオ リポ ソームを調製 して、

LolCDEに よる リポ蛋白質遊離反応 を解析 したところ、 リポ蛋白質の遊離には、LolAとATP

加水分解 を要求 した。 したが って、LolCDEに よる触媒サイ クル を廻すためには、ATP加 水

分解 に共役 したLolAへ の リポ蛋 白質受け渡 しが必要であることが示唆 された。本実験 によ

り明 らか とな ったLolCDEの 触媒機構 は、最近HigginsとLintonら(2004)に よ り提唱 され

た“The ATP switch model” とよ く一致 している。本モデルは、一般の排 出系ABCシ ステムで

見 出された知見 をまとめた ものであ り、ATPの 結合 と加水分解 に伴 うNBD二 量体構造の変

化(二 量体 の形成および解離)が 、膜 ドメイ ンの構造変化 を引き起 こすスイ ッチ となって基

質が輸送され てい く機構 を示 した もので ある。

「1.序 論」で も述べたよ うに、LolCDEはABCシ ステム に共通 したATP加 水分解機構 を

利用する と考え られ るので、LolDの 触媒機構 については、“The ATP switch model”(Higgins and

Linton, 2004)と 、LolDと43.7%の 相 同性 を有するMJ0796(E171Q)変 異体の結 晶構造(smith

et al., 2002)を 参考 に して図25-Bに 示す。反応(i);基 質存在 下で は、ATPaseサ ブユニッ ト

64



図25LolCDEに よるリポ蛋白質遊離反応モデル

(A)本 実験により明らかとなったLolCDEの 触媒機構。LolCDEは 内膜上で成熟体となった外膜リ

ポ蛋 白質と結合する(i)。LolDに よるATPの 結合が、基質と膜サブユニットLolCお よびLolEと の

相互作用を弱める(ii)。LolCDEの 触媒サイクルを廻すためには、LolAへ のリポ蛋白質の受け渡し

とLolDに よるATP加 水分解が要求される(iii)。LolCDH(K48M)Eお よびLolCDH(E171Q)Eは そ

れぞれ(i)お よび(iii)のステップの進行を阻害する。(B)一 般のABCシ ステムにおけるNBD触

媒機構を参考にしたLolDの 反応モデル。ATPaseサ ブユニットLolDは 、膜サブユニットLolC/E

が基質と結合すると、ATPと の親和性が高まる(i)。LolDは 、ATPと の結合に伴い二量体を形成す

る。片方のWalkerモ チーフ(緑 矢印)ともう片方のABC signatureモ チーフ(赤矢印)とが対になっ

てATPと 結合する(ii)。ATPの 加水分解により生じたADPと 無搬 リン酸のうち、無機リン酸が先に

遊離し、その後ADPが 遊離してモノマーになる(iii)。
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の コ ン フ ォメー シ ョンが変 化 して 、NBDとATPと の 親和 性 が増 し(Mannering et al., 2001; Qu

et al., 2003)、 基 質 がATPase活 性 を 促 進 す る(Bishop et al., 1989; Davidson et al., 1992;

Scarborough, 1995; van der Heide et al., 2001; van Veen et al., 2000)。 反応(ii); ATP存 在 下で は 、

片側 のATPaseモ ノマー にお け るWalkerモ チー フ とも う片側 のATPaseモ ノマ ー にお ける

Signatureモ チ ー フ とが 対 にな って1分 子 のATPを 挟 み込 み 、 ダイ マ ー あた り2分 子 のATP

と結 合 した サ ン ドイ ッチ ダイ マ ー構 造 を とる(Smith et al., 2002)。 この とき、MSDの コ ン フ

ォ メー シ ョンが変 化 して(Kreimer et al., 2000; Rosenberg et al., 2003; Rosenberg et al., 2001;

Sonveaux et al., 1999; Vigano et al., 2000)、ABC蛋 白質 と基 質 との親 和性 が 低下 す る(Martin et

al., 2001; Rosenberg et al., 2001)。 反応(iii); 無機 リン酸 アナ ロ グで あ るバ ナ ジ ン酸(Vi)は 、

ATPの 加 水分 解 によ り生 じた無 機 リン酸(Pi)と 置 換 して、ABC蛋 白質-ADP-Viの 安 定 な

複 合体 を形成 す る こ とか ら、Piが 遊 離 した後 にADPが 遊 離す る(Janas et al., 2003;Senior et a1.,

1995; Shamla and Davidson, 2000)。 なお 、基 質 がMSDか ら外 れ る こ とによ りATPの 加 水分 解

が 始 まる のか 、ATP加 水分 解 が 自発 的 な 反応 で あ るのか は不 明で あ る。ATP加 水 分解 エ ネル

ギー は、 基質 を解 離 した あ との コ ン フ ォメー シ ョン を も とに戻す の に必 要 と考 え られ て い る

(Higgins and Linton, 2004)。

ATP加 水 分解 エ ネル ギー の利 用

本 実 験 で は、ATPの 結 合 エネ ル ギー によ り、LolCDEと 基 質 との疎 水 的相 互作 用 を弱 め る

こ とが 示 され た もの の、ATP加 水 分解 エ ネル ギ ー が何 に使 われ て い るの か は明 らか と して い

な い。 竹 田 ら(2003)の 示 した モ デル によれ ば、LolDに よ るATP加 水分 解 エ ネル ギ ー は、

LolC/Eを 介 してLolAに まで伝 わ り、LolAの 基 質結 合 ポ ケ ッ トを覆 う蓋 を 開け るの に使 わ

れ て い る。現 在 、LolA(R43L)変 異体 を用 いて 、 この モデ ル の検 証 を進 め て い る。通 常 のLolA

は 、43番 目の アル ギ ニ ン とlid-helix部 分 との水 素結 合 によ り蓋 を閉 じて安 定 な構 造 を とるが 、

LolA(R43L)で は こ の 水 素 結 合 が 破 壊 さ れ て い る た め に 蓋 を 閉 じ る こ とが で き な い 。

LolA(R43L)は 、 通 常 のLolAと 同様 にLolCDEか らリポ 蛋 白質 を受 け取 るが 、 リポ蛋 白質 と

の 安 定 な複 合体 を形 成 して しま うた め にペ リプラズ ム に蓄積 す る(Miyamoto et al., 2001)。 通

常 は、 リポ蛋 白質 とLolAの 複合 体 は エネ ル ギー 的 に不 安 定な 中間体 で あるた め 、LolAに 結
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合 した リポ蛋白質 は速やか にLolBに 渡 される。

竹 田らのモデルが正 しければ、基質結合型LolCDEと 大腸菌 リン脂質か らプロテオ リポソ

ーム を調製 して、LolA(R43L)に 依存 した リポ蛋 白質遊離反応を解析 した場合 、LolA(R43L)は

蓋 が開口 しているためにATP加 水分解エネルギー を利用 しな くても基質が膜か ら遊離する

はずである。ただ、図25-(i)、(ii)はLolA非 依存の反応であるか ら、ATP結 合エネルギーに

よ りLolC/Eと 基質 との親和性 が低下 した際に、LolA(R43L)は リポ蛋 白質 を受 け取れ るよ う

にな る と考 え られ る。 したが って 、ATP非 加水 分解 アナ ログ或 いは本 実験 で作 成 した

LolCD(E171Q)E変 異体(ATPを 結合す るが加水分解ができな い)を 用いた解析 は大変 に興味

深 い。本実験 を通 して、図25-(iii)の 反応に関す る重要な情報 が得 られる と考えて いる。

in vitroに お ける基質-LolCDE複 合体形成

本実験 において調製 された 「基質結合型LolCDE」 は、基質遊離反応の機能的な 中間体で

あ り、既 に報告された数多 くのABC蛋 白質の中で、基質 との複合体 として精製 された初め

ての例 となる。 しか しなが ら、本複合体 にはさまざまな外膜 リポ蛋白質が含 まれ るため、基

質 とLolCDEと のス トイキオメ トリーを正確 に定量す ることが困難で ある。そ こで、一種類

の基質のみ を結合 したLolCDE複 合体の調製 を試みた。

精製 したLolCDHEと 精製 したPalを 、0.Ol%DDMお よび±ATP条 件下で混ぜてTALONカ

ラムに吸着 させ 、洗浄後 、イ ミダゾールで溶出す ると、±ATPい ずれ の条件において もPal

の一部はLolCDHEと 共 に溶 出された。PalがLolCDHEと 機能的な複合体 を形成 しているのな

らば、+ATP条 件下で は基質との複合体 を作 り得な いはずで あるか ら、ここで観察 されたPal

とLolCDEと の相互作用 は、生理的な機能を反映 したものではな いと考 えられ る。LolCDE

による基質輸送の方向 を考慮する と、外膜 リポ蛋白質が細胞膜の外側でLolCDEに 対 して水

平方向か ら接触する ことによ り、LolCDEと 機能的な複合体 ができるのではな いか と考え ら

れ る。つま り、本実験 において機能的な複合体が形成されなかったのは、外膜 リポ蛋白質が

ランダムな方向か らLolCDEと 接触 したため と思われ た。

そ こで、大腸菌 リン脂質、フ リーのLolCDHEお よびPalか らプロテオ リポソームを調製 し

た後、1%DDM、 ±ATP条 件下で膜を可溶化 してTALONカ ラム を用いてLolCDHEを 精製 し
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た。 ところが、理 由は不明であるがLolCDHEの サブユニ ッ ト構造が崩れて しまい、基質 と

LolCDEと の相互作用についての正確な解析 を行 うことができなかった。したが って、in vitro

における基質 とLolCDEと の複合体形成の試みは、まだ成功 していな い。

LolCDEと 基質 との相互作用

(1)LolCDEに よ り認識 され る リポ蛋 白質の部分

本実験でLolCDEと の結合が見出された5種 類の外膜 リポ蛋白質(LolB、YcfM、Pal、NlpC

およびLpp)を 比べると、蛋 白質部分についての相同性はN末 端側の システイ ン以外にない。

一方で
、 リポ蛋白質の3つ の脂肪酸部分の組成は均一ではないが、主に2分 子のパルミチ ン

酸(16:0)と1分 子 のバクセ ン酸(18:1)か らなる と考え られている。この ことか ら、LolCDE

によ り認識 され るのは、リポ蛋白質のN末 端側 システイ ンとアシル基部分か らな るユニッ ト

(Cys-ア シル基)で ある と考え られる。また、Lntに よるアシル基 の付加 を受けて いないア

ポ リポ蛋 白質は、プロテオ リポソーム膜に再構成 したLolCDEか ら遊離 しない(Fukuda et al.,

2002)こ とか ら、リポ蛋 白質 に3本 のアシル基が付加 されて いる ことが、LolCDEに よる認識

に重要で ある と考え られ る。なお、Palの+2位 付近までは膜内にあることか ら(Hara et a1.,

unpublished results)、LolCDEに よ り認識されるCys-ア シル基ユニ ッ トは全て膜内にある こ

とになる。

(2)リポ蛋 白質を認識す るLolCDEの 部分

LolCDEが 、 リポ蛋白質のCys-ア シル基部分(膜 内に存在)を 認識 しているとすれば

リポ蛋 白質を認識す るLolCDE側 の部分は、膜貫通領域 にお いて脂質二重層のアシル鎖 と向

き合 った α-ヘ リックス部分である と考え られ る。 これ まで に報告 され たABC蛋 白質 にお

いて、数多 くの変異体解析や フォ トアフィニテ ィーラベル実験が行われたにもかかわ らず、

基質結合サイ トについて明 らか にされた例はまだない(Higgins and Linton, 2004)。 今後 は、

LolCお よびLolEの 機能 に欠陥がある変異体 を構築 し、本実験で見出 した基質 との複合体 と

してLolCDEを 精製する方法 と合わせて、LolCDEに お ける基質結合サイ トを明 らかに して

いきたい と考えている。
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LolCDEとLolAと の相互作用

無機 リン酸 アナ ログで あるバナ ジン酸(Vi)は 、ATPの 加水分解 によ り生 じた無機 リン酸

(Pi)と 置換 して、ABC蛋 白質-ADP-Viの 安定な中間体 を形成す ることによ りATP加 水

分解を阻害する。最近、大腸菌のマル トース輸送体 において、バナジン酸がATP加 水分解の

みな らず物質輸送の遷移状態(ABC蛋 白質(MalFGK2)と 基質結合蛋 白質(MalE)と の安

定な複合体)を も トラップできる ことが報告 された(Chen et al., 2001)。 しか し、LolCDEに 関

しては、バナジ ン酸 によるLolAと の安定な複合体形成は観 られな い(unpublishedresults)。 ま

た、MalFGK2を 始 めとする細菌型取 り込み系のABC輸 送体は、ABC蛋 白質 をコー ドする遺

伝子の 上流、下流 或いは中流に基質結合蛋 白質 をコー ドする遺伝子が存在するが、LolCDE

について は、LolA遺 伝子 とLolCDE遺 伝子の位置 は20万 塩基以上離れている。さ らにLolCDE

は リポ蛋白質の遊離にLolAを 要求す るものの、基質およびLolAの 非存在下で もATPを 加

水分解で きる点でMalFGK2等 と異な って いる。以上の理 由か ら、LolCDEとLolAに よる基

質輸送のシステム は、基質結合蛋白質依存型のABC輸 送体 とは異なって いる可能性がある。

これまで に、LolCDEがLolAと 安定な複合体 を形成する条件は見 い出せて いない。本実験 に

お いて も、精製 した変異LolCDE蛋 白質はいずれ もLolAを 含んでお らず、再構成実験で も

変異LolCDEとLolAと の結合 は観 られなか った。

LolDモ チー フの役割

LolDH(D101N)お よびLolDH(D101R)プ ラス ミ ドを野生型大腸菌で過剰発現 させた場合の菌

の生育 は、他のLolDモ チー フ変異体 の場合に比べて著 しく損なわれて いた。 また、LolDモ

チー フ変異プ ラスミ ドをLpp欠 損大腸菌株で過剰発現 させた場合、D101Nお よびD101Rを

除 く他 の変異体で はほぼ正常な生育が観察 された。 さらに、D101Nお よびD101Rを 含む変

異LolCDHE蛋 白質は、ATP非 存在下 においてLolCDHE複 合体形成能 を失っていた。一方で、

ATP存 在 下で精製 した場合、LolCDHE複 合体形成は正常であったが、ATPase活 性 を顕著 に

失 っていた。以 上の ことか ら、LolDモ チー フを構成するアミノ酸の中で、101番 目のアスパ

69



ラギン酸はLolDの 機能、特 にATP非 存在下におけるLolCDE複 合体 の安定性 を維持するの

に重要である ことが示 された。一方、D101Nお よびD101Rを 比較する と、わずかな違 いで

はあるが、本変異プラス ミ ドを過剰発現させた野生型大腸菌の生育およびLpp欠 損株の生育、

LolCDE複 合体 形成能 、LolCDE複 合体のATPase活 性のいずれ においても、D101Rの 方が変

異体 としての性質が強い ことか ら、アスパ ラギ ン酸の負電荷が重要で あるのか もしれない。

なお、データは示 していないが、LolCDHEを 精製する際 に、DDMの 代わ りにSMを 使用す

るとATP非 存在下 におけるLolCDE複 合体形成能が著 しく不安定 になった。 この ことか ら、

ATP依 存的 にLolCDE複 合体 としての安定性が高 まる と考え られる。D101Nお よびD101R

変 異体では、 この性質が増幅 していると解釈 され る。

一方
、H96P変 異体は、単独LolDHのATPase活 性 は野生型 と同程度であったにもかかわ ら

ず、LolCDE複 合体 のATPase活 性お よび リポ蛋 白質遊離活性 は著 しく損 なわれていた。

LolCDH (H96P)Eの 複合体 形成能は±ATPい ずれの条件下で も正常であった ことか ら、H96P

変異体 の結果は、LolDモ チー フが膜サ ブユニ ッ トとATPaseサ ブユニ ッ トとの 「機能的な相

互作用」に重要な領域で あることを示唆 している。 「機能的な相互作用」については、以下2

つの仮説を考 えている。

(1) LolDとLolC/Eと の情報伝達を媒介;ATPの 加水分解 に共役 した物質輸送 を行 うABC

蛋 白質では、AIPaseサ ブユニ ッ トと膜サ ブユニ ッ ト間の情報 のや りとりが要求され る(こ れ

までの知見 にもとづ けば 情報は構造変化を介 して伝達され る)。この1青報のや りとりを仲介

するのが、本モチー フで あるとす る説で ある。この仮説に基づ くと、LolDモ チー フの重要な

残基 に変異が導入 される と、 「ATPの 結合 ・加水分解」 および 「基質の結合 ・解離」 の各ス

テ ップにおいて、 一方のサブユニ ッ トの構造変化が、 もう一方のサ ブユニ ッ トの構造変化 を

効 率よ く誘導できな いために、ATPase活 性 の効率が低 くなる と考え られ る。

(2) LolDの 位置関係 を調整;一 般 的なABC蛋 白質のATPaseと 同様に、LolDはATPと の結

合によ りサ ン ドイ ッチ ダイマー構造をとると考え られ る。 したがって、 もしもこうしたダイ

マー構造で観 られるWalkerモ チーフ とSignatureモ チー フとのかみ合わせが うまくいかな け

れば、ATPase活 性の効 率は下がるであろ う。反対 に、LolDモ ノマー どうしの位置関係が正

確 に調整で きれば、LolDの ダイマーユニ ッ トが安定 に維持され、ATPase活 性効率が保たれ

る。本仮説では、LolDモ チー フの重要な残基に変異が入 ると、本モチー フを介 したLolDと
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LolC/Eと の結合が うまくいかず、結果 と してLolDモ ノマー どうしのかみ合わせが悪 くな り、

ATPase活 性の効率が低 くなる と解釈され る。

本研究では、外膜 リポ蛋白質を特異的に結合 したLolCDE複 合体 を機能的な中間体 として

単離する ことに成功 した。 これは、数 あるABC蛋 白質の中で、基質との複合体 として初め

て単離された初めての例である。なお、バナジ ン酸 によ り トラップされたマル トース輸送中

間体 には基質が結合 して いないので、本研究 によ り見出された基質結合型LolCDEと は異な

る中間体である。 また、単離 した基質結合型LolCDEを 基軸 とした解析 によ り、LolCDEの

主要な触媒機構 を明 らか とした。本触媒モデルで示 された3つ のステ ップは、一般の排出系

ABCシ ステムで観 られる特徴 を反映 してお り、それ らの特徴 を統 一する上で本モデル は重要

と考 えて いる。一方で、LolDモ チー フ変 異体の解析か ら、LolDの101番 目のアスパ ラギ ン

酸 はATP非 存在下 におけるLolCDE複 合体の安定性 に重要であることが示 された。また、LolD

の96番 目の ヒスチ ジンは、LolDとLolC/Eと の機能的な相互作用に重要で ある ことが示唆

された。本研究 によ り、膜サブユニ ッ トにおける基質の結合 ・解離の各反応 と、ATPase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知見 が得 られた と考えている。
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