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細菌外膜の生合成および維持機構

成田 新一郎

1. はじめに

細菌はグラム陽性とグラム陰性に大別される．グラム陽
性細菌が細胞質膜の外側に分厚いペプチドグリカン層から
なる細胞壁を持つのに対し，大腸菌などのグラム陰性細菌
は薄い細胞壁の外側にもう一つの膜構造，外膜を持つ．グ
ラム陰性細菌の細胞質膜（内膜）と外膜は親水的なペリプ
ラズム空間によって隔てられており，この点において，外
膜は細胞小器官のような独立した構造体と捉えることが
できる．外膜の構成は一般的な生体膜とは異なり，内側
にリン脂質，外側に複合脂質であるリポ多糖（lipopolysac-
charide：LPS）が配向した非対称な脂質二重層となってい
る．外膜は抗生物質や界面活性剤などの異物に対して効果
的な透過障壁として働き，グラム陰性細菌の生育に必須で
ある．このような外膜の透過障壁としての機能は，LPSの
性質に負うところが大きいと考えられている 1）．外膜に局
在しているタンパク質もまた，外膜の機能に重要であり，
これらも特徴的な構造を持っている．一般に，膜タンパク
質は疎水性のαヘリックスによって膜を貫通するが，グラ
ム陰性細菌の外膜に存在するタンパク質は，βバレル構造
をとって外膜を貫通している（これと同じ構造のタンパク
質はミトコンドリアや葉緑体の外膜にもみられる）か，ア
ミノ末端のシステインに付加した脂質を介して膜に結合し
ている．前者は外膜タンパク質，後者はリポタンパク質と
呼ばれる．以上述べたような外膜の主要構成因子（リン脂
質，LPS，外膜タンパク質，リポタンパク質）は，細胞質
または内膜で合成され，外膜まで運ばれる．疎水的な外膜
因子を親水的なペリプラズム空間を越えて輸送するという
熱力学的に不利な反応を実現するために，グラム陰性細菌
はそれぞれの外膜因子の輸送に特化した専用の装置を備え
ている（図1）．本稿では外膜構成因子の局在化と品質管
理に関する最近の知見に言及するとともに，外膜でLPSの
輸送に働くLptD/E複合体の新奇な生合成機構を紹介する．

2. 外膜構成因子の局在化機構

外膜の主要構成因子のうち，内膜から外膜への局在化機
構が最初に解明されたのがリポタンパク質である．リポ
タンパク質はSec膜透過装置の作用で内膜を透過した後，
内膜の外側で脂質修飾を受ける．その後，Lol因子と呼ば
れる5種類のタンパク質の働きで外膜まで輸送される 2）．
LolAはペリプラズム空間に存在する，リポタンパク質の
キャリアータンパク質であり，分子内の疎水性キャビティ
にリポタンパク質の脂質部分を収納してリポタンパク質と
1 : 1の親水性の複合体を形成し，リポタンパク質を内膜か
ら外膜へと輸送する．この親水性の輸送中間体を調製し，
それを用いて in vitroで輸送反応を再構成することが可能
である．この in vitro実験系は，リポタンパク質の輸送機
構を研究する上での推進力となっている 2）．
外膜タンパク質は両親媒性のβ構造をとることでペリプ
ラズム空間を通過し，外膜に組み込まれる．外膜タンパク
質の輸送にはDegP, SurA, Skpなどのペリプラズムシャペ
ロンと，外膜に存在するBAM複合体が関与する．大腸菌
のBAM複合体はOmp85ファミリーに属する外膜タンパク
質BamAと，4種のリポタンパク質BamB～Eからなる 3）．
Omp85ファミリーにはBamAホモログだけでなく，ミトコ
ンドリアのSam50や葉緑体のToc75も含まれており，βバ
レル型タンパク質の生合成機構が進化の過程で保存されて
いることを暗示している．

LPSは内膜の細胞質側で合成され，ABCトランスポー
ターMsbAの作用で内膜のペリプラズム側にフリップさ
れた後，一群のLpt因子の働きで外膜外葉まで運ばれる 2）．
リポタンパク質と異なり，LPSを含む親水的な輸送中間
体は観察されていないため，Lpt因子によって形成される
内膜‒外膜間の架橋を介してLPSが運ばれる輸送モデルが
有力である．実際，外膜タンパク質であるLptDのN末端
ドメイン，ペリプラズムタンパク質のLptA，および内膜
タンパク質のLptCは互いによく似たゼリーロール構造を
とっており，LPSを内膜から外膜まで運ぶための連続した
疎水性チャネルの存在が示唆されている 4, 5）．
リン脂質も外膜まで輸送されなければならないが，その
輸送機構については不明な点が多く，本稿では言及しな
い．
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3. σE依存的表層ストレス応答機構

細胞表層の重要性を反映するように，細菌は幾重もの表
層ストレス応答機構を備えている．大腸菌における主要
な表層ストレス応答経路として，σE，Cpx, Psp, Bae, Rcsの
5経路が知られている．これらはさまざまな表層ストレス
に応答して遺伝子の発現を制御し，外的環境の変化に順応
して細菌が生体内部の恒常性を維持することに貢献してい
る 6）．中でもσE経路は大腸菌の生育に必須の表層ストレス
応答経路であり，その重要性が注目されている．熱ストレ
スなどによって外膜タンパク質がミスフォールドしたり，
LPSや外膜タンパク質の外膜へのアセンブリーが阻害され
たりすると，DegS, RsePといった内膜プロテアーゼによる
アンチσタンパク質RseAの連続的な切断を介したシグナ
ル伝達を経てσEが活性化される 6, 7）．σEはRNAポリメラー
ゼの置換型サブユニットとして働き，ペリプラズム空間
で働くシャペロンやプロテアーゼ，BAM因子，LPS合成
酵素などをコードする遺伝子の転写を誘導する．また，σE

によって転写誘導されるノンコーディングRNAは，外膜
タンパク質やリポタンパク質の翻訳を抑制する．これらの
応答により，σEは外膜タンパク質がミスフォールディン
グする可能性を低減する 7）．余談ながら，σEは大腸菌の生
育に必須であるにも関わらず，hicB遺伝子を欠失する変異
株はσEがなくても生育できることが知られている 8）．hicB

はトキシン‒アンチトキシン（TA）システムのアンチトキ
シンをコードし，トキシンをコードするhicAとオペロン
を構成する 9）．TAシステムは原核生物に広く保存された
遺伝子対で，通常の生育条件ではアンチトキシンが結合す
ることでトキシンを不活化しているが，細胞が栄養飢餓
などストレスにさらされるとトキシンが活性化し，自身の
細胞機能を阻害する．筆者らは大腸菌がσEがなくても生
育できるようになるためにはトキシンのRNA切断活性が
必要であることを明らかにした 10）．この知見は表層スト
レス応答にTAシステムが関与していることを示唆してい
る．
大腸菌では114の遺伝子がσEレギュロンのメンバーとし

て同定されているが，中には機能が解明されていない遺
伝子も含まれる 11）．筆者らはこれらの一つ，ペリプラズ
ムのプロテアーゼをコードすると予想されるbepAに注目
して機能解析を進めてきた．BepAはメタロプロテアーゼ
の活性部位モチーフ（HEXXH）を含むN末端ドメインと，
TPR（tetratricopeptide repeat）モチーフを含むC末端ドメイ
ンからなる．通常，外膜はエリスロマイシンやバンコマ
イシンなどの分子量の大きな抗生物質を透過させないが，
bepAを欠失すると大腸菌がこれらの抗生物質に対して感
受性を示すようになることから，BepAは外膜の生合成や
品質管理に関与していることが示唆されていた．筆者ら
はbepA欠失株のエリスロマイシン感受性を抑制するマル

図1 グラム陰性細菌における外膜構成因子の局在化機構
外膜タンパク質，LPS, リポタンパク質は細胞質で合成され，内膜，ペリプラズム空間を越えて外膜まで輸送される．Sec膜透過装置
の働きで内膜を透過した外膜タンパク質はDegP, SurA, SkpなどのペリプラズムシャペロンとBAM複合体（BamA～E）の作用で外膜
に挿入される．LPSはLpt因子によって形成される疎水性チャネルを通ってペリプラズム空間をバイパスすると考えられるのに対し，
リポタンパク質の輸送では親水的なリポタンパク質-LolA複合体がペリプラズム空間を横断する．
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チコピーサプレッサーを探索し，LptEを過剰発現すると
bepA欠失株の抗生物質感受性が抑制されることを見いだ
した．この発見をきっかけに，以下に述べるLptD/E複合
体生合成におけるBepAの役割が明らかとなった．

4. LPSの輸送に働くLptD/E複合体の生合成機構

外膜タンパク質LptDとリポタンパク質LptEはともに大
腸菌の生育に必須であり，LPSを外膜外葉に局在化させ
るために必要である．LptDとLptEは外膜で複合体を形成
していることが知られていたが，興味深いことにLptEは
LptDのβバレルの中に存在していることが明らかになっ
た 12）．この複合体は，LptDとLptEがそれぞれ別個の経路
で外膜まで運ばれ，外膜上で相互作用することによって
アセンブリーが始まるという点でも特徴的である 13）．外
膜タンパク質の多くは膜を貫通するβバレルと比較的短い
膜外ループからなるが，LptDはN末端側に上述のゼリー
ロールドメインを持ち，この領域がペリプラズム空間に
露出している 4）．LptDのもう一つの構造的特徴として，N
末端ドメインとC末端のβバレルドメインの間に存在する
2組のジスルフィド結合があげられる．LptDはN末端ド
メインに二つ（C31, C173），βバレルドメインに二つ（C724，
C725）の合計四つのシステイン残基を持つが，ジスルフィ
ド結合は連続しない二つのシステイン残基間（C31～C724お
よびC173～C725）で形成される．Kahneのグループはこれら
2組の非連続なジスルフィド結合がはじめから形成される
のではなく，連続したシステイン残基間（C31～C173および
C724～C725）で形成されたジスルフィド結合が異性化され
て形成されること，およびこの過程にはLptEが必要であ
ることを示した 13）．

BepAを欠く株の抗生物質感受性がLptEの過剰発現に
よって抑制されるという筆者らの実験結果は，BepAが
LptD/E複合体の生合成に関与していることを暗示してい
た．イムノブロッティング解析では，LptDの量に対する
BepAの有無による差はみられなかった．しかし，非還元
的条件でSDS-PAGEを行うと，BepAを欠く株では，正常
なジスルフィド結合を持つLptD（これをLptDNCと記す）
よりも移動度の大きなバンドが蓄積していることがわかっ
た．LptDの四つのシステイン残基を一つずつセリン残基
に置換した変異体を発現させてSDS-PAGEでの移動度を
調べたところ，BepAを欠く株で蓄積する移動度の大きな
バンドは，連続したシステイン残基間で架橋された分子
種（LptDC）のものであることがわかった．パルスチェイ
ス実験を行うと，Kahneらの報告と同様，LptDにおいては
まず連続したジスルフィド結合が形成され，それが30°C
では40分程度をかけて正しいジスルフィド結合に組み換
わることがわかった．これに対して，BepAを欠く株では

このジスルフィド結合の組換えが遅く，チェイス後80分
を経過しても約半数がLptDCのままであった 14）．野生株
でBepAを過剰発現するとLptDCからLptDNCへの変換が促
進されることから，BepAによるLptDのジスルフィド結合
の異性化はLptD生合成の律速段階になっていると考えら
れる．また，このLptDCからLptDNCへの変換は，BepAの
プロテアーゼ活性部位の変異体によっても促進された 14）．
LptDがBAM複合体依存的に外膜に挿入されること 3），細
胞内のBepAの少なくとも一部がBAM複合体と近接して
いること 14）を考慮すると，BepAはシャペロン様の活性を
もってLptDのBAM複合体からの解離，あるいはLptEと
の相互作用を促進することにより，LptD/E複合体のアセ
ンブリーを促進していると考えられる（図2）．

LptDが外膜でアセンブルするにはLptEが必要であるが，
筆者らはLptEを枯渇させるとLptDCが分解されることを
見いだした．このLptDCの分解にはBepAが関与しており，
BepAのプロテアーゼ活性を欠損させると分解が抑制され
た 14）．したがってBepAは，LptDの生合成を促進するが，
LptDがフォールディングに失敗した場合はこれを分解除
去することにより，外膜の品質を保証していると考えられ
る．BepAを欠く株が薬剤感受性を示す原因としては，ミ
スフォールドしたLptDが外膜に蓄積することのほか，機
能的なLptD/E複合体の不足によりLPSの輸送が阻害され，
外膜脂質の配向性に異常が生じることによって，外膜の透
過障壁としての機能が低下することが考えられる．

BepAのシャペロン活性とプロテアーゼ活性が，LptDの
フォールディング状態に応じてどのように制御されている
かは不明である．BepAはプロテアーゼドメインとTPRド
メインからなるが，後者は一般にタンパク質間相互作用に
働くことが知られており，BepAもこの領域で基質と相互
作用する可能性がある．結合した基質が正常にアセンブル
することが見込めない状態であれば，BepAのプロテアー
ゼとしての機能が活性化されるのかもしれない．今後，そ

図2 LptD/E複合体の生合成
LptDは連続するシステイン残基間に形成されたジスルフィ
ド結合を持つ状態（LptDC）で外膜に挿入され，LptEと相互
作用することによりジスルフィド結合の組換えを行い成熟体
（LptDNC）となる．BepAはLptDのBAM複合体からの解離ある
いはLptEとの相互作用を促進することで，LptD/E複合体のア
センブリーに働いていると考えられる．コの字はジスルフィド
結合を表す．   
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の機構を解明するためには，生化学的解析だけでなく，
BepA全長あるいはTPRドメインの立体構造の決定が重要
であろう．

5. おわりに

LPSが外膜外葉まで正常に輸送されるためには，LptD/E
複合体が外膜で正常にアセンブルする必要があり，そのた
めにはLptDを輸送するBAM経路とLptEを輸送するLol経
路がともに正常に機能していることが前提となる．また，
BAM複合体を構成する因子のうち，外膜タンパク質であ
るBamAを除く四つのタンパク質がリポタンパク質であ
る．リポタンパク質の輸送活性はRcs表層ストレス応答経
路で働くリポタンパク質RcsFがモニターしており，RcsF
の外膜輸送が阻害されるとリン酸リレーシグナル伝達系が
活性化され，lolAの転写が誘導される 15）．さらにRcsFは
OmpAなどの外膜タンパク質のβバレル内腔に入って外膜
外葉に達することによって，BAM経路の活性もモニター
していることが報告されている 16）．これらの知見は，外
膜構成因子が協調して働くことによって外膜の頑健性を維
持していることを示している．今後は外膜構成因子の輸送
活性が統合的に制御される機構を解明することが重要にな
ると考えられる．
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