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L oIC D E によるリボ蛋白質選別機構

大腸菌 をは じめ とす るグ ラム 陰性細 菌の 細胞 表層 は ,
外 膜

,

ペ リプラ ズ ム , 内膜お よび 細胞

質 の 4 つ の コ ン パ
ー トメ ン トで形成されて い る . 細菌に広く 存在す る リボ蛋白質は ,

N 末端 の

シ ス テ イ ン残 基 が脂質修 飾を受け , そ の 脂 質部分で外 膜また は 内膜に ア ン カ
ー

す る膜表 在性 の

蛋白質で ある . 大腸菌に は約 9 0 種類の リボ蛋 白質が存在 し, 形態維持 , 薬剤排出 , 細胞分裂 ,

物質輸送な ど多く の 重要 な細胞機能を担 っ て い る ･

リボ蛋 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 ,
内膜 を通過する過程

で シ グナ ル ペ プ チ ドの 切断 と脂 質修飾 を受け成熟体となる . そ の 後の リ ボ蛋白質の 膜局在は N

末端 の シ ス テ イ ン 残基 の 次 の ア ミ ノ酸残 基 ( 十2 位) で決 定され ,
十2 位が A sp の も の は内膜

に
,
A sp 以外 の も の は外膜に局在す る ( + 2 位ル

ー

ル) ･ 外膜局在化シ グナル をも つ リボ蛋白質

は A B C トラ ン ス ポ
ー タ ー L oIC D E の働きにより内膜か ら遊 離し ,

ペ リプラ ズ ム で リボ蛋白質特

異的シ ャ ペ ロ ン L oI A と水溶性複合体を形成する , そ の後 , 受容体蛋 白質 L oIB に受け渡され外

膜に組み込まれる . 一方
,
+ 2 位が A s p で あるリボ蛋白質は L oI C D E に よ る認識 を回避 するた

め内膜 に 留まる . リ ボ蛋 白質の 内膜残 留 には + 2 位 の A s p の 側鎖の 負電荷と主鎖と の 距離が重

要 で あり ,
A sp の 側鎖と膜 の 構 成成分で ある ホ ス フ ァ チ ジ ル

エ タ ノ
ー

ル ア ミ ン( P E) の 正 電荷と



の 静電 的相 互作用 に よ り形 成す る リボ 蛋白

質-p E 複合体が L oIC D E の 認識 を回避す ると

考えられて い る ( 図 i) . こ の よう に
,
リボ

蛋 白質の 選別 は 1 ア ミ ノ 酸残基 に よ り決定

され
,
そ の 選別 にリ ン 脂 質が 関与 して い る

非常に興味深 い シ ス テ ム で ある

野生型大腸菌の リ ン 脂質は P E (7 0 % ) , ホ

ス フ ァ チ ジ ル グリセ ロ
-

ル ( P G , 2 5 % ) , そ
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し て カ ル ジオ リ ピ ン ( C L , 5 % ) か ら構成 さ p E lip o p r o t ei n

れ る ( 図 2) . こ の う ち p G と C L は分子全 図1 内膜リボ蛋白質とPE の 相互作用 モ デ ル

体と して 負電荷を持 っ 酸性 リ ン 脂質で あり
,
また生理的条件下 で脂 質二 重層を形成で き る ため

bil ay e r lipid と呼ばれ る . 一方 ,
p E は リ ン 酸基 に 正 電荷を有す る エ タ ノ ー ル ア ミ ン が結合 して

おり
,
また

,
極性基 が 小 さ い コ ー

ン 型 の 構 造をと る た め , 単独 で は 脂質二重 層を形 成で きず

n o n -b il ay e r lipid と呼ばれる ･ さらに , C L は 2 価 の カ チオ ンが高濃度に存在す る と bila y e r か ら

n o n-b il a y e r に 構造変化 す る こ とが知 られて い る .

本研 究で は ,
L oIC D E に よ るリボ蛋白質の選別輸送 の 反応機構 を解明す る こ とを目的と して ,

L oi C D E とリ ン脂質と の相互作用 に着目 し解析 を行 っ た .
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図2 大腸菌リ ン脂質 の構造
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c L - プ ロ テオリ ポ ソ
ー ム か らの リボ蛋 白質の 遊離の解析

それぞれ 精製 した L oIC D E , 外 膜リボ蛋白質で ある P al , も しく は P al の + 2 位 の S e r を A sp

に 置換 した変異体 p al( D) を , 大腸菌リ ン脂 質お よ び C L を用 い て プ ロ テ オリ ポ ソ ー

ム に 再構 成

し
, リ ン 脂質と局在化 シ グナ ル の 関係 を調 べ た . 大腸菌リ ン 脂質を用 い た場合 , 外膜局 在化 シ



グナ ル をも つ P al の みが L oIA 依存的な遊離を示 した .

一

九 正電荷を持た ない C L を用 い て プ

ロ テ オ リ ポ ソ
ー

ム を作製 した場合 ,
p al に 加 え p al( D ) も遊 離を示 し , 選別 シ グナ ル に非依存の

遊離が観察された ･ 特に C L- リポ ソ ー ム か らの リボ蛋白質の 遊離効率は M g 濃度 の 増加 に伴い

著 しく上昇 し, 且O m M M g
2 '

で は P al( D) は P al と同程度の 遊離を示 した . c L は 高 M g 濃度条件下

にお い て n o n-bii ay e r 構 造
- と変化す るた め L oI C D E の リボ蛋白質遊離活性 は n o n-bila y e r lipid に

よ っ て 促進され る可能性 が示唆され た .

L oI C D E の År P as e 活性 は基質となるリボ蛋 白質の 添加 に より促進 される ことが知 られ て い る .

L oIC D E を c L - リポ ソ
ー

ム に再構成 した場合 ,
A Ⅳ as e 活性 は P al の み ならず p al( D ) の 添加 でも

促進された ･ これ らの 結果は C L- リポ ソ
ー ム で は + 2 位 の A sp は L ol 回避 シ グナ ル と して機能

せず ,
L o I C D E に 正 常に認識され るこ と を示 して い る . また

,
C L- リポ ソ

ー ム か ら遊離 した p a】

と p al( D ) は いずれ も L oI A と複合 体を形成 し, L oIB 依存的に 膜に挿入 され る ことも こ の 遊離が

L ol シ ス テ ム に依存した機能的な反応 で ある こと を示 して い る .

P E は 選別 シ グナ ル依存の リボ蛋 白質の 遊離に重 要で ある

C L- リボ ソ
-ーム を用 い た解析 より ,

L o IC D E の リボ蛋白質遊離活性 は n o n-bila y e r lipid に より促

進され る可能性 が 示唆された . そ こで , 生理的条件下で n o n-bil ay er 構造 をとる ジア シ ル グリセ

ロ
-

ル お よび P E が L oIC D E の 活性 に 与え る影響に つ い て検討 した . そ の 結果 , 大腸 菌リ ン脂

質に 5 % の ジア シ ル グリセ ロ -

ル を添加 したプ ロ テ オ リポ ソ ー ム で は 選別 シ グナ ル に依存 した

遊離を示 し, P a重 の 遊離の み 約 2 倍 に増加 した . 次 に ,
P E が L oIC D E の リボ蛋白質遊離活性お

よ びリボ蛋白質の選別 に 与える影響を検討す る ため , 低 M g 濃度条件下 C L- リポ ソ
ー

ム 中 の P E

含量 をさま ざま に変化 させ P al および p al( D ) の 遊離実験を行 っ た . そ の 結果 , リ ポ ソ
ー

ム か ら

の P al の 遊離は P E 含量 の増加 に伴 い用量依存的に増加 した . これ らの 結果か ら ,
n o n- bila y e r lipid

は L oI C D E の リボ蛋 白質遊離活性 を促進す る ことが 明らか とな っ た . N o n-bila y e r lipid は ア シ ル

基 に 比 べ 極性基 が小 さ い構 造 をとる た め ,
リポ ソ ー ム 中 の 含量 が増加す る と膜 の 水平方 向 の 圧

力 を変化さ せ る ことが知 られて い る . N o n-bila y e r lipid は膜 の 圧力 を変化さ せ ,
L oI C D E の 膜 中

で の 構造 を最適な状態 - と保 つ こ とで 活性 を調節 して い ると推察で きる . 一方 p al( D ) の 遊離は

2 5 % ･ P E で は促進 され たが , それ以上 p E を増加す る と逆 に抑制 され た . これは 25 % 以上 で は

n o n-bila y e r lipid に よ る促進 効果 より ,
P E と + 2 位 の As p と の相互作用 に よ る抑制効果が 強く現

れ たため と考えられ る . 以上 の 結果 より ,
P E は極性基 の 正 電荷と内膜リボ蛋 白質との 相 互作用

に より L oI 回避 メ カ ニ ズ ム に 関与 して い る だけで なく ,
n o n-bila y er lipi d と して の 性質 に より

L oIC D E の 構造 を調節 し, 活性 を維 持す る役割を担 っ て い る と考えられ る .



P E 欠 損株を用い た解析

P E の 生合成前駆体で あるホ ス フ ァ チジルセ リ ン の合成酵素
, p ss A 破壊株で は P E が完全 に欠

失するが , 培地中に二価 の カ チオ ン を添加する ことで 生育可能で ある . こ の P E 欠損株 の リ ン

脂質は約 5 0 % ず つ の C L と p G か ら構成され る . 再構成遊離実験 の 結果 か ら
,
P E 欠損株 で は内

膜 リボ蛋白質が 誤 っ て外膜 に局在 して い る 可能性 が 考え られた . そ こ で
,
P E 欠損株 の 全膜画分

をシ ョ 糖密度勾配に より外膜 と内膜 に分 画 しリボ蛋白質の 膜局在を調 べ た . そ の結果 ,
p E 欠損

株にお い て も野生型大腸菌と同様 の 局在を示 し
,
十2 位に A s p をも つ も の は 内膜に 局在 して い

た ｡ こ の原 因と して ,
P E 欠 損株で は loI C D E 遺伝子 に変異が起 きて リボ蛋白質の選 別 を制御 し

て い る可能性 や , 野生株と比較 して 大幅に増加 した p G が L oI C D E の 選別機構 に影響 して い る

可能性 などが考えられ る .

P G は L oI C D E の A T P a s e 活性を抑制する

p G が L oI C D E に よ るリボ蛋白質の輸送お よび選別機構 に与 える影響に つ い て検討す る目的で ,

C L と P G か らな るプ ロ テ オリ ポソ
ー

ム 作製 し ,
p al お よ び p al( D ) の 遊離実験 を行 っ た . 1 0 m M M g

存在下 ､
C L- リポ ソ

ー ム 中 の P G 含量 を増加 した場合 ,
p G の 増加 に伴 い リボ蛋白質の 遊離が減

少 した . こ の 遊離の 抑制効果 は P al( D) に 対 して よ り顕著で あり ,
5 0 % 以 上 p G を含むリポ ソ ー

ム か ら の P aI( D ) の 遊離は観察され なか っ た . 次 に 7 0 % P E
,
3 0 % C L を含むリポ ソ

ー ム の C L を p G

に順次置換 し, L o IC D E の ÅⅠ? a s e 活性 を測定 した . そ の結果 ,
p G 含量 の増加 に伴い ÅT P a s e 活

性 は低下 し, 2 5 %
- 3 0 % で は大腸菌リ ン脂 質と同程度の 活性 を示 した . こ れ ら の 結果 か ら, p G は

L o I C D E の A T P a s e 活 性 を抑制す る ことでリ ボ蛋白質 の選別機構 に 寄与 して い る と考えられ る .

p E 欠損株 で は , 通常より過剰 の P G が L oIC D E の 活性 を抑 制 し, 誤 っ て 内膜リボ蛋白質が遊離

され る の を妨 げて い ると考えられる .

まと め

本研 究に より ,
L o IC D E は リ ン脂 質組成の 影響を強く受け ,

リボ蛋白質の選別 には P E と P G

が重要 な役 割を果 た して い る こ とが示 唆され た . リ ン 脂質は リ ボ蛋 白質を介 した間接的作用と

L oiC D E の A T P as e に対 する直接作用 の 両方に よりリ ボ蛋白質選別機構に 関与 して い ると考えら

れ る ｡ 膜蛋 白質 の 機能解析で はリ ン脂 質の 影響 を考慮す る こ とは必 要不可欠 で あり ,
本研 究結

果 は
,
L oI C D E に よ るリ ボ蛋 白質選別機構 の 解明 の み な らず ,

多く の 膜蛋白質 の機能解析 を行

う上で 重要な知見 を与えると考えて い る.




