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はじめに
　リポ多糖（LPS）の構造，とくに脂肪酸の炭素鎖と結
合位置が，LPS が示す免疫活性に重要であることは，
1980 年代の芝，楠本らによるリピド A の化学合成研究1）

で明らかになっており，化学合成の手法を用いれば，多
様なリピド A 誘導体の合成が可能となっている。一方，
大腸菌にさまざまな構造のリピド A を合成させること
ができれば，免疫刺激物質を作り出すうえで，化学合成
とは異なる有用な手法となると思われる。活性にかかわ
る構造の改変という観点からは，大腸菌リピド A 生合成
の後半に付加され分岐鎖構造を形成するラウリン酸

（C12：0）とミリスチン酸（C14：0）を他の脂肪酸に置き換
える，あるいは結合位置を変化させるという方法が最も
容易である。われわれは構造を改変する目的で，他の研
究2）を参考に，C12：0転移酵素遺伝子，あるいは C14：0転移

酵素遺伝子の破壊変異株を作製し，この株にサルモネラ
の C16：0転移酵素遺伝子を導入し，通常大腸菌が持たな
い構造のリピドAを合成させることに成功した3,4）。同様
の手法を使って，さまざまなグラム陰性細菌から脂肪酸
転移酵素遺伝子を上記変異株に導入することで，多様な
脂肪酸の分岐鎖構造を持つリピド A を作製できると考
えられる。脂肪酸転移酵素について調べていく中で，最
近，Klebsiella pneumoniae が大腸菌リピド A の C12：0の
位置に C14：0を転移する酵素遺伝子を持つことが報告さ
れた5）。そこで，われわれもこの研究を参考に，同遺伝
子をクローニングして変異株に導入し，上記研究の一環
として，リピド A の構造と免疫活性の変化について調べ
た6）。ここでは，その研究内容について解説する。
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1． ミリスチン酸転移酵素遺伝子の導入によ
るリピド A脂肪酸組成の変化

　われわれのこれまでの研究で，大腸菌 BL21 由来の野
生 株（KGU0107 株 ），C14：0転 移 酵 素 遺 伝 子 破 壊 株

（KGU0221 株），および C12：0転移酵素遺伝子と C16：0転
移酵素遺伝子を破壊した二重変異株（KGU0377 株）が作
製されている3）。KGU0221 株は単純に C14：0を欠く株で
あるが，KGU0377 株は C12：0を欠くことにより C14：0も
ほとんど持たない株である。C14：0は C12：0の後に転移さ
れるため，このような構造のリピド A が得られると考え
られている。
　K. pneumoniae は大腸菌リピド A の C12：0の位置に，
C12：0あるいは C14：0を転移するため，C12：0転移酵素とは
別に，C14：0転移酵素遺伝子（lpxL2）を有していること
が報告された5）。そこでこの論文に従い，C14：0転移酵素
遺伝子を PCR で増幅し，ベクタープラスミド pUC119 を
用いてクローニングした。作製されたプラスミド，
pUC119—lpxL2 を形質転換で上記の変異株 KGU0377 あ
るいは KGU0221 に導入し，LPS の脂肪酸組成をガスク
ロマトグラフィーを用いて調べた。その結果，KGU0377
株から得られた形質転換体 KGU0485 株のリピド A，1 分
子中の C14：0量は，約 0.2 分子から 2 分子以上へと増加し
た。われわれはこの極端な増加は，導入した lpxL2 の働
きだけではなく，C12：0の位置に C14：0が転移されること
により，大腸菌本来の C14：0転移酵素も働いた結果では
ないかと推論した。KGU0221 株については，プラスミド
の導入によりリピド A の C12：0がほとんど消失し，その

代わり C14：0がリピド A あたり約 1 分子に増加した。そ
こで，この形質転換体を KGU0496 株とした。KGU0496
株において，C12：0がほとんど C14：0に置き換わった原因
としては，ベクタープラスミドのコピー数（pUC 系プラ
スミドは高コピー数），すなわち遺伝子の量的効果で
C14：0の転移が優先的に起こったと考えられた。

2．質量分析によるリピド A構造の解析
　リピド A 分子中の脂肪酸の数を正確に分析するには，
質量分析が適している。われわれの研究室ではこれまで
に，LPS を弱酸で加水分解し（0.1 M HCl，100℃，30 
min），得られた C1 位脱リン酸化リピド A を MALDI—
TOF マススペクトロメトリー（MS）で分析する手法が
用いられ，分析データが蓄積されてきた。KGU0496 株お
よび KGU0485 株のリピド A についてもこの方法で分析
したところ，最も質量数が大きいピークとしては，
KGU0485 株では m／z 1745 が検出され，KGU0496 株で
はm／z 1534が検出された。これらのピークはそれぞれ，
リピド A 中に C14：0が 2 分子，あるいは 1 分子含まれる
ことを示している。
　C14：0の結合位置については，通常の C12：0の位置に
C14：0が転移されたと考えるのが妥当であるが，これを
確かめるため，上記の分析に使用した脱リン酸化リピド
A をさらに弱アルカリ条件下（150 倍希釈トリエチルア
ミン，100℃，2h）で加水分解し，MALDI—TOF MS 分
析を行った。その結果，図 1 に示したように，KGU0485
株リピド A については C14：0を 2 分子持つピークと 1 分
子持つピークが検出され，最も強度が強いピークは 3—ヒ

図　1　 KGU0485株 LPSから弱酸加水分解および弱アルカリ加水分解により得られたリピド A分
解物のMALDI‒TOFマススペクトル

　　　Negative mode で陰イオン［M—H］－を検出
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ドロキシミリスチン酸（3—OH—C14：0）を 2 分子，C14：0

を 1 分子含むものであった。すなわち，1 分子の C14：0は
グルコサミンのC3位の水酸基に結合した3—OH—C14：0に
結合しているため弱アルカリ処理で遊離し易く，もう 1
分子はC2位のアミノ基に結合した3—OH—C14：0に結合し
ていて比較的安定であることを示す結果が得られた。一
方，KGU0496 株リピド A については，図 2 に示したよ
うに，すべてのピークがC14：0を1分子含んでおり，C14：0

はこの弱アルカリ分解により遊離しなかったことがわ
かった。したがって，この C14：0はアミノ基に結合した
3—OH—C14：0に結合していることが示された。なお，これ
らの C14：0が還元末端側のグルコサミンに結合した 3—

OH—C14：0に結合しているのではないことも，非還元末
端グルコサミン由来のオキソニウムイオンの検出と，他
の化学的分解と質量分析の組合せで確認されているが，
詳細については省略する。
　以上の情報から，KGU0485 株と KGU0496 株のリピド
A を図 3A，3B のように推定した。いずれの構造も，本
来の C12：0の位置に C14：0が置換した構造をとっていると
考えられた。

3．改変されたリピドAを持つLPSの免疫活性
　C14：0転移酵素遺伝子の導入により得られた KGU0485
株と KGU0496 株の LPS について，免疫活性の指標とし

図　2　 KGU0496株 LPSから弱酸加水分解および弱アルカリ加水分解により得られたリピド A分
解物のMALDI‒TOFマススペクトル

　　　Negative mode で陰イオン［M—H］－を検出

図　3　ミリスチン酸転移酵素遺伝子導入株リピド Aの推定化学構造
　　　A：KGU0485 株リピド A の化学構造。B：KGU0496 株リピド A の化学構造

A B



52 エンドトキシン・自然免疫研究 22

て IL—6 産生誘導活性を調べ，元株の活性と比較した。
アッセイにはヒト由来単芽球様細胞株 U937 細胞を用
い，ホルボールミリステートアセテート（PMA）を 100 
nM になるように加えて 3 日間培養した後，各菌株の
LPS で刺激し，6 時間培養した後に培養液中に産生され
る IL—6 をサンドイッチ ELISA 法を用いて定量した。
　図 4A には，野生株（KGU0107 株）と 2 種類の遺伝子
破壊変異株である KGU0377 株と KGU0221 株 LPS の活
性を比較した（以前の論文3）から抜粋）。KGU0377 株 LPS
は C12：0，C14：0いずれも欠いているため，野生株 LPS と
比べて活性が極めて弱いことがわかる。これに対して
KGU0221 株の LPS の活性は KGU0377 株よりは強く，高
濃度では KGU0107 株 LPS と同等の活性を示した。この
データを基に KGU0485 株，KGU0496 株 LPS について測
定 し た 結 果，KGU0485 株 の LPS は 野 生 株 で あ る
KGU0107 株の LPS と同等の活性を示し，KGU0496 株の
LPS は KGU0221 株 LPS と同等の活性を示すという興味
ある結果が得られた（図 4B）。前述の通り，KGU0485 株
LPS 中のリピド A は野生株リピド A の C12：0が C14：0に
置き換わっており，KGU0496 株 LPS 中のリピド A につ
いても KGU0221 株リピド A の C12：0が C14：0に置き換
わった構造をとっている。したがってこの結果から，
C14：0は免疫活性の面からも C12：0を代替することができ
ることが明らかになった。これをレセプターの面から考
えると，LPS のレセプターである TLR4 は非還元末端グ
ルコサミンの 2 位に結合した 3—OH—C14：0と分岐鎖を形
成する脂肪酸の，炭素鎖 2 個の違いを識別しないものと
推定された。

おわりに
　リピド A の脂肪酸分岐鎖構造の改変に関して，化学合
成の場合は脂肪酸の炭素鎖を変えるのは比較的容易であ
り，結合位置についても変化させることが可能であると
思われる。これに対して，脂肪酸転移酵素の導入により
リピド A 構造を改変する方法は，作製し得る構造が酵素
の種類や性質に規定されるという難点がある。しかし，
作出できる構造の意外性という面では面白味があるので
はないかと思われる。さらに，菌の培養により大量の
LPS を容易に得ることができるので，この面では応用の
範囲が広がると期待される。今後もさらに他菌種の脂肪
酸転移酵素を用いた大腸菌リピド A の改変を行ってい
く予定である。
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