
Bussei Kenkyu

NII-Electronic Library Service

Bussel 　 Kenkyu

研究会報告

　　大腸菌走化 性シ グナル 伝達機 構

〜タン パ ク質局在 と相互 作用 を中心 に 〜

名 占屋大学大 学院理学研 究科 生命理 学 専攻

　　　 川 岸 郁 朗 ， 入 枝 泰樹 ，坂 野 聡美

概 要

　大腸 菌走化性 シ グナ ル 伝 達系 は 、 全 て の 構成 タ ン パ ク質が同 定 され て お り，生 化学 的性

質 や立 体構 造 に 関する情報 も蓄積 し て い る こ と か ら ，

一
つ の シ ス テ ム 全体 を分子 レ ベ ル で

理 解する と い う課題 を追 求す る うえで 秀れ た モ デル 系 で あ る．細胞膜に 局在す る走化性受

容体は ，お もに膜 の 外側 の ドメ イ ン で 刺 激 を受 容 し，細胞 質側 ドメ イン で ヒ ス チ ジ ン キナ

ーゼ CheA と相互 作用 して そ の 活 性 を制御す る ．刺激の 有無 に関 わ らずホ モ ダイ マ
ーを形

成 し ， ア ダプ タ
ー

タ ン パ ク質 CheW を介 し て CheA と複 合 体を形成する ．近年 ，
こ の 受容

体 ・キナーゼ複合体が 大腸 菌の 細胞膜中に ラン ダ ム に 存在する の で は な く， ク ラ ス ターを

形成 し て 桿状 細胞 の 極 に局 在 する こ とが わか っ て きた．そ こ で ，こ の ク ラ ス ター形成 に よ

り，シ グナ ル の 増幅や
一

定 の 刺 激に 対する 適応 が 起 こ る の で は ない か と考え られ て い る ．

私 た ち は ，現在 まで に ， 受容体の ク ラス ター形 成や 下流 因子 と の 相 互 作用 に関 して ，緑色

蛍光 タ ン パ ク質（GFP ）との 融合 タ ン パ ク 質 を用い た 解析 を行 っ て い る．ま た ， 部位特異的 ジ

ス ル フ ィ ド架橋 を用 い た解析 に よ り，受 容体 ダイ マ
ー

問相互 作用 を検 出 し，そ れ がシ グナ

ル 伝達に 関与す る こ とを示 唆する知見 を得 た． これ らの 成果 を紹 介 し
， 走化性 シ グナ ル 伝

達系 にお け る タ ン パ ク 質 の 局 在 と相 互作用 ネ ッ トワ ーク の 動態 に っ い て議 論す る．

は じめ に

　大腸菌 は ，ア ミ ノ酸 や糖な どの 栄養物質 に 向 か っ て 近 づ き．金属イ オ ン や イ ン ド
ー

ル な

どの 有害物質か ら遠 ざか るとい う性 質 （走化性）を も っ て い る ．遺伝 学的 に解析 しやす い

こ とか ら ， 大腸 菌走化 性 は ，感覚応 答の モ デル 系 と して 1960年代 以来精 力的 に研 究 され て

きた．今で は ，シ グナ ル 伝 達 に働 く全 て の 構成 タ ン パ ク質 が 同定 され，立体構造もほ ぼ わ

か っ て い る ．こ の こ とか ら，生物 の シ ス テ ム 全体の 働 きを分子 レ ベ ル で理 解す る と い う観

点か らも新 た な注 目を集め て い る ．また ， 走化 性 シ グナ ル 伝 達の 中心 とな る His−Asp リン 酸

リ レー系は ，原核生物や高等植物 な どの 環境応 答に 普遍 的に 用い られて い る． さら に ， ヒ

ス チ ジ ン キ ナ
ーゼ の 活性 を制御する 走化 性受容体の 作動原 理 は，ホル モ ン 受容体な ど と本
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質的に同 じ とされ て い る ．こ こ で は ，受容体や受容体修飾 酵素の 細胞 内局在や相 互 作用 を

中心 に ，シ グナ ル 伝 達の 分子機構に っ い て 議論 した い ．

1．大腸 菌走化 性 シ ス テ ム に つ い て

　大腸菌は ，外 環境の 刺激 を受 容 し，応 答す る．例 え ば ， 大腸 菌の 懸 濁液 に セ リン を含む

キ ャ ピ ラ リを差 し込 み ， しば らくお くと ， 菌 は 口 の 周 りに集 ま っ て くる ．こ の 性 質は 走化

性 と呼 ばれ 、感覚受容 応答 系 の な かで も最 も詳 しく研 究が な され て い る もの の
一

つ で あ る

（Falke　et　aL ， 1997；　Stock＆ Levit，2000；Bourret＆ Stock，2002 ；Sou　rj　ik，2004）．菌 を 引 き寄せ

る物 質 を誘 引物 質 ，遠 ざけ る物質 を忌避物質 と呼ぶ ．また，大腸菌は 温 度 （走熱性）や pH

変化 な どの 刺激 に 対 し て も走性 を示 す．

もの もあ る．

　大腸 菌は 数本 の らせ ん 状 の べ ん 毛

を もち，直線的 な泳 ぎ （ス ム
ーズ ・

ス イ ミ ン グ） と方向転換 （タン ブ リ

ン グ） と い う 2 種 類 の 泳 ぎを使 い 分

けて 移動す る （図 1 ）．べ ん 毛 が反 時

計回 り （CCW ）す る と束 ね られ て ス

ク リ ュ
ーの よ うに推進力 を発 生 し直

線的な泳 ぎを，時計 回 り （CW ）す る

とほ ど けて 推進 力 が失 われ 方 向転 換

をす る．周 囲 の 誘 引物 質濃 度 の 上 昇

や，忌避 物 質濃 度 の 低 下 に よ り方 向

転換頻 度が 減少 し ， 逆 に 誘引物質濃

度の 低 下や ，忌避 物質 濃度 の 上昇に

よ り方 向転 換頻度 が増加 す る ．そ の

結 果 ，よ り好 ま し い 環境 へ と進 む こ

とがで き るわけで あ る．

　大腸 菌 走化性 シ グナル 伝達 に は 多

くの タン パ ク 質が 関 与 し て い る．刺

激 を受 容す る受容 体 ， 運動 器 官で あ

る べ ん 毛モ ー ター，

他 の 細菌に は，光 に対 して 走性 （走光性 ） を示 す
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　　　　　　　　　 お よび 各種 Che タ ン パ ク質で あ る．

識 され ，自己 リン 酸化 型 ヒ ス チ ジ ン キナ
ーゼ CheA か ら応答 調節 因子 CheY へ の His−Asp リ

ン 酸 リレー系 を介 して べ ん毛 モ
ー

タ
ー

ま で伝わ る．こ の リ ン 酸 基 転移 系 と相 同 な タ ン パ ク

反 時計lniり （CCW ）　　　　 時計 回 り （CW ）

＝ ス ム ーズ ・ス イ ミン グ　 　 ＝ タン ブ リン グ

図 1　 大D 窟の 走化性 　菌体あ た り数本生 え

て い るべ ん 毛が反 時計 回 り （CCW ） に 回転 す る

と，束ね られ て 推進力 が発 生 し，菌は直線的に泳
ぐ （ス ム ーズ ・ス イ ミ ン グ）．

一
方，べ ん 毛 が 時

計回 り （CW ）に 回転す る と，束が ほ どけ て 方 向
転換する （タ ン ブ リン グ〉．こ の 二 種類の 泳 ぎ方

の バ ラ ン ス を，外 界 か らの 刺 激に 応 じ て 調節す る

こ とで ，菌は よ りよい 環境へ と移 動す る．

　　　　　　 外 界か ら の シ グナ ル は 受容体で 認
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質を含む シ グナ ル 伝達系は ，
二 成分制御系 two −cornponent 　regu 且atory 　systems と も呼ばれ ，

細菌 の み な らず ， 古細 菌や真 菌類 の 環境応答，高等植物の ホ ル モ ン応答 な ど に 普遍 的 に用

い られ て い る （Stock　et　at ．，1989；Falke　et　al．
，
1997；Mizuno ，

1998；Stock　et　al ．
，
　2000；West ＆

Stock
，
2001） （図 2 ）．こ の よ うに ， 走化 性に は 個々 の タ ン パ ク質の 機 能 だ け で な く，各 タ

ン パ ク 質問の 相互 作用 が い く つ も統 合 された 高次 の ネ ッ トワ ー ク が重要 で あ る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　べ ん 毛 は ， 菌 体外

　　　　　轡
＿ ＿

・黜 ・た ・せ ん

忌 避 物質

　　　
　 Ch巳A 活

だ
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図 2　 大D 費の 走化性シ グナ ル 伝違経路　誘 引 物 質 と結 合 して い

な い （ある い は忌避物質 と結合 した） 受容体 は， ヒ ス チ ジ ン キナ
ーゼ

CheA を活性化 させ る．自己 リ ン 酸化 し た CheA の リン 酸基は，応答 調

節因子 CheY に 転移 され ，リ ン酸化型 CheY は べ ん 毛 モ
ーターの ス イ

ッ チ複 合体に 結合 し，べ ん 毛 を時計回 りに 回転 させ る ．リ ン 酸 化型

CheY は CheZ の 存在下 で 速や か に 脱 リン 酸化す る ．受 容体が誘引物 質
と結 合す る と ， CheA が不活性化 され ，リン 酸化型 CheY の 細胞 内濃度
が 低 下す る た め，べ ん毛 は 反 時 計回 り に 回 転する ．リ ン 酸化 型 CheA
は ，脱 メチ ル 化酵素 CheB に も リ ン 酸基 を転移 し，活性 化させ る。そ

の た め，誘引物質 が結合 した受 容体の メチ ル 化 レ ベ ル は上昇 し，忌避

物 質が 結合 し た 受 容体 の メ チ ル 化 レ ベ ル は 低 下す る． こ の メ チ ル 化 レ

ベ ル の 上 昇 ・低下に よ っ て ，誘引応答 ・忌避応答 がそれぞれ打ち消さ
れ ， 適応 が 起 こ る （詳 しくは本文 参照）．

状の 線維 ， 細胞 表層

に 埋 め込 まれ た 基

部体 ， お よび 両者 を

っ な ぐフ ッ ク か ら

な る ．線維 とフ ッ ク

は，それ ぞれ 単
一

の

構 成 タ ン パ ク 質 が

重 合 し て 出 来 た 管

状 の 構 造物 で あ り ，

こ の 部 分 は 力 を発

生 せ ず ， 受 動 的に 回

転 す る．回転 力 を生

み 出す の は ，細胞 表

層 に 埋 め 込 ま れ た

べ ん 毛 モ
ー

タ
ー

（基

部体はその
一

部 ）で

あ る．こ の モ
ー

タ
ー

は ， 細 胞膜の 外 か ら

内 へ の イ オ ン の 流

れ と共役 し て 回 転力 を生 み 出す ユ ニ
ー

ク な分子 機械で あ る．回 転力発 生 の メ カ ニ ズ ム は ま

だ よくわか っ て い ない が ， 魅力的 な生体 ナ ノ マ シ ン の
一

つ として 精力的に解析 され て い る．

べ ん 毛 モ
ーターは ， 通常，反 時計 回 り （CCW ）に 回 転す る が， リ ン 酸化 型 CheY が 結合す

る と時 計回 り （CW ）に 回 転す る （図 2 ）．回 転 方 向 を瞬 時 に切 り替えで き る こ と も ，
べ ん

毛 モ
ーターの 大 きな特徴 で あ る．

2．受容体 の 構 造 と機 能
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　受容 体 は 二 回膜 貫通 型 サブ ユ ニ ッ トが 二 っ 会 合 したホ モ ダイ マ ーを形成 し ，
ペ リプ ラ ズ

ム 側 の リガ ン ド結 合領域，膜 貫通領域 （TM ），細胞 質側の リ ン カ
ー

領域，メ チ ル 化領域 （MH ），

シ グ ナ ル 産 生領域 か ら構成 され て い る （図 3 ）．受 容体 の 各 サブ ユ ニ
ッ トの リガ ン ド結合領

域 は 4 つ α ヘ リ ッ ク ス の 束 （α 1，α 2，α 3，α 4）か ら成 っ て い る ．大腸菌の もつ 二 回膜 貫通

型 受容 体 （MCP ） は 4 種類 で ，セ リ ン 受容 体 （Tsr），
ア ス パ ラギ ン 酸受容体 （Tar）， リボ

ー
ス ／ ガラ ク ト

ー
ス 受容体 （Trg），ジペ プチ ド受容体 （Tap）で あ る．こ れ らの うち菌体あ

た りの 存在量 が多 い の は Tsr と Tar で あ る が ，その 絶対値 （合計）は 菌株 や培 養条件に よ

っ て約 3
，
eOO −−40，000 分 子 と大 き くば らつ き，　 Trg は常 にその 20 分 の 1 以 下で あ る （Li ＆

Hazelbauer
，
2004 ）．た だ し

， 受容体 と各 Che タ ン パ ク質の モ ル 比 は ， 条件に よ らずほ ぼ
一

定で ある （第 4 節 参照）．どの 受容

体 も単
一

の 刺 激 を受 容す る の で は 　
　　　　　　　　　　　　　　　　
な く ， 複数 の 刺激 を受容で き る t

例 えば ，Tar は 通 常ア ス パ ラ ギン 酸

受容体 と呼 ばれ るが ， 温度，pH ，

ニ ッ ケル イオ ン （Ni2
＋

結合タ ン パ ク

質 を介す る とされ て い る），
マ ル ト

ース とマ ル トース 結 合 タン パ ク質

の 複 合体 も認 識 す る多機 能セ ン サ

ー
で あ る． こ の よ うな多刺激 受 容

性 は ，哺乳動 物 の 受 容体 チ ャ ネル

VRI （Caterina＆ Julius，2001）な ど

で もみ られ ， 受容 体 が比較的普遍

的 に もつ 性質 と考 え られ る．

　 リガ ン ドは受 容 体 の 片方 の サ ブ

ユ ニ ッ トの ル ープ 1−2 （α 1一α 2 間）

と，も う片 方 の サ ブ ユ ニ ッ トの ル

ープ 3
’−4

’
（α3 ’一

α4
’
間）の 間 に挟 み

込 まれ るよ うに して 結 合す る （図

3 ）．ホ モ ダイ マ
ーを形成 して い る

の で リガ ン ド結 合 部位 は 二 箇 所存

在 し
， 両者 は 重 な らない が

， 結合

す る リガ ン ド分子 は
一

分子 の み で

ある　（Milbuem 　et　al．，1991； Yeh　et

α乙
，
1993；Jeffery＆ Koshland

，
1993；

国 3　大膳費ア ス パ ラギン 曦夊寡体 Tar の 構造 Tar

（お よび そ の 他 の 走化性 受容体）は 二 回膜貫通型サ ブ ユ

ニ ッ トニ つ か らな る ホ モ ダイ マ ーで ，ペ リプ ラ ズ ム の リ

ガ ン ド結合 ドメ イ ン ，可逆的メ チ ル 化 を受 け る適応 ドメ

イ ン ， ヒ ス チ ジ ン キナーゼ CheA や ア ダプ ターCheW と

相彑作用す る シ グナ ル 産生 ドメイ ン か らな る ．詳 しくは

本文参照．上右の 挿入 図は ，ア ス パ ラギ ン 酸結合部位 を

模式的に表 した もの ．
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Biemann ＆ Koshland
，
1994；Lin・et・at ．，1994）．刺激物 質が 受容 体 の リガ ン ド結合領域に 結合す

る と，それ に応 じて シ グナ ル 産生領域が キナ
ーゼ （CheA ）の 活性 を調節す る （Borkovich ＆

Simon
，
1991；Ninfa　8 ∫ 砿 ，1991 ）．

一
般 的 に ，真核 生物 の チ ロ シ ン キナ

ーゼ型 受容 体 な どは ，

リガ ン ド結合 に よる ダイ マ
ー

化が 引き金 とな る と され て い る ． しか し ， 大腸 菌走化性受容

体 は ， リガ ン ド結合 の 有 無 にか か わ らず 常 に ダイ マ ー
で存在す る （MiHigan ＆ Koshland，

1988） こ とか ら，そ の シ グナ ル 伝達 に は ．モ ノ マ
ー 一ダイ マ

ー
変換で は な くダイ マ ー内構

造 変化 が重要 で あ る と され て い る ．実 際 に ， 架橋形 成実験 ，結晶構造解析 ，電子 ス ピ ン 共

鳴測定 の 結果 か ら，「ピ ス トン モ デル 」 と よく
一

致す る構造変化 （誘 引物 質結合 に よ り α 4

が細胞 質側 へ わ ずか に 沈 み 込む ）が 示 され て い る （Milburn　et　al ，，　1991；　Chervitz　et　al．，1995；

Chervitz＆ Falke ，1995；Chervitz＆ Falke
，
1996；Hughson 　et　al．，1996；Lee　et　al ．，1994 ；Lee　et 　al ．，

1995；Ottemann 　et　al ．
，
1999）．Tar の 全長 サブ ユ ニ ッ トと細胞質を欠 失 した サ ブ ユ ニ ッ トの ヘ

テ ロ ダイ マ ーが受容 体機能 を保持 して い る こ と も，片方 の サ ブ ユ ニ ッ ト内構 造 変化 が とく

に重要 で あ る こ とを示 して い る（Tatsuno　et　al．
．
1996；Gardina　et　al ．，1996）．なお ，　 TM 領 域 内

の 変異 とそ の 抑圧 変 異 の 解析 か ら ， こ の ダイ マ ー内構 造変化 は わず か な もの で あ る と推 定

され ， これ も 「ピ ス トン モ デル 亅 とよ く合 う （Umemura 　et　al．，1998 ）．

　走化 性応 答に お い て ， 大腸菌は 刺激物 質 の 絶対 的濃 度で はな く濃度変 化 に 対応す る ．す

なわち空 間的 濃度 勾配 の 中を 自ら動 き回 る こ と によ り，時 間的変化 として 感知 し て い る の

で あ る ．こ の た め に は
一

定の 刺激が持続 す る と応 答 を減衰 させ る適応 とい う能 力が 必 須 で ，

適 応 に よ り広 い ダイ ナ ミ ッ ク レ ン ジ を確 保す る こ とがで きる の で あ る ．適 応 は 受容体の メ

チル 化 によ り達 成 され る ．メチ ル 化 を受 け る の は 細胞 質領 域 の 4 〜5 個 の グル タ ミ ン 酸残 基

で ， メ チ ル 化 と脱メ チ ル 化 を行 うの はそ れ ぞれ メ チル 基転 移酵 素 CheR と脱 メ チ ル 化酵 素

CheB で あ る．こ れまで に受容体が メ チル 化 して も リガ ン ド親和性 が数倍 しか 低 下 しない こ

とやキ ナ ーゼ活 性が 数倍 しか 上昇 しない こ とがわ か っ てお り，ど ち らも適応 を説明す る に

は 不 十分で あ る （Dunten ＆ Koshland
，
1991 ；Borkovich　et　al．，1992；Lin　et　al ．，1994；Iwama ・et ・al ．

，

1997；Levit＆ Stock，2002）．現在 ，受 容 体の メ チル 化は シ グナ ル 増幅率 （ゲイ ン ）を制御 す

る と考 えられ て い る （Levit＆ Stock，　2002 ；Sourjik＆ Berg
，
2002b ）．

3．極クラ ス ター内で の ダイ マ ー間相 互作 用 とシ グナ ル 増幅 ・ゲイ ン 制御

　大腸菌は わず か な刺激 に対 して も走 化性応答 を起 こす．た とえば，in・vtro で 測定 した Tar

の ア ス パ ラ ギ ン 酸に 対す る解離 定tw　K ，
の 値は 約 lxIO6M で あ るが ，菌はわず か〜3xlO ’a

M の ア ス パ ラギ ン 酸 に応 答 し （Clarke ＆ Koshland，1979；Hedblom ＆ Adler，1983；　Segal1　et 　al ．，

1986），受容体の リガ ン ドに よ る 占有 率の わず か な変化 （1％以 下）に も応 答 で きる （Jasuja

et・al．，1999）．す なわ ち，シ グナル の 伝 達過 程 におい て 何 らか の 増幅が起 こ っ て い るはずで
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あ る．しか し ， CheA か ら CheY へ の シ グナ ル 伝 達 は 単純 な リン 酸基 の 転 移で ，実 際 どの 段

階 で シ グナ ル の 増 幅が起 こ っ て い る の か 謎 で あ っ た．近年 こ の 点 に つ い て の 解析が 進み ，

モ ーター
レ ベ ル と受容体 レ ベ ル の それ

ぞ れで シ グナル 増幅 が起 こ る と考 え ら　
S

　 許

れ て い る t モ
ー

タ
ー

レ ベ ル の 増幅機構

として ，べ ん 毛 モ
ー

タ
ー

の ス イ ッ チ複

合 体 タ ン パ ク 質 FliM に リン 酸 化 型

CheY が 協同的 に 作用 す る とい うこ と

が わ か っ て い る （Cluzel　et　al．，2000；

Sourj　ik＆ Berg，2002a）．しか し，こ れだ

け で は 十分 に シ グナル 増幅 を説明 で き

ず ， 増幅は お もに 受容体 レ ベ ル で 起 こ

る と さ れ て い る 　（Sou茆k ＆ Berg，

2002b ）．免 疫電子 顕微鏡や 蛍光 顕微 鏡
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 h

で の 観察な どか ら，受容体は ，CheA や

ア ダプ タータン パ ク 質 CheW と複合体

を形成 し，菌体 の 極 に局 在 し巨 大 ク ラ

ス タ
ー

を形 成 して い る こ とがわ か っ て

き た　（MaddQck　＆　Shapiro， 1993；

Lybarger ＆ Maddock ，1999；Skidmore　et

al ．．2000）．こ の 事 実 を踏 ま えて ，ク ラ

ス ター内で の 受容体ダイ マ ー間 の 相 互

作 用 （協同性 など） に よ りシ グ ナル 増

轟
図 4　　　受轡体の   imer ・f　dimers’

（六 蠱体）構
造　Tsr 細 胞 質 フ ラグ メ ン トの 六量 体結 晶ユ ニ ッ

ト （ス テ レ オ図）．三 つ の ダイ マ
ー

が シ グナ ル 産生

ドメ イ ン の 先端で 接触 し，六 量体 を形成 し て い る．
下 図は 接触部位 を拡大 し た も の ．Kim 　et　aL ，（1999）
よ り引用．

幅 が 起 こ る とい うモ デル が提 唱 され て い る （Bray　et　al ．，1998）．実際，化 学合成 した 多価 の

リガ ン ドの 方 が 一
価の リガ ン ドよ りも応 答 の 閾値が低い こ とや ，CheY −YFP と CheZ −CFP

の 間 の 蛍光 エ ネル ギ
ー

共鳴（FRET ）を 出力 シ グナ ル に した 解析 な どか ら受 容 体 ダイ マ ー間

の 協同 性が示唆 されて い る （Gestwicki　et　al．，2000 ；Gestwicki＆ Kissling，2002 二Souljik＆ Berg，

2004）．さ らに 近年，結晶構 造解析 によ っ て Tsr ダイ マ ーが細胞 質側 で 特異 的に 相 互 作用 し

て トライ マ ーを形成 し，
“
trimer　of 　dimers

”

（六 量体）構 造 を と っ て い る とい うモ デル が提 唱

され て い る （Kim 　et 　al．
，
1999；　Shimizu　et　al．

，
2000；Kim 　et　at ．

，
2002）（図 4 ）．こ の ト

』
ラ イ マ ー

接触領域の 変異 が ，受容 体の シ グナ ル 産生能 や ク ラス ター形成 能 ，キナ ーゼ 調節 能 に影 響

を及 ぼす こ と も，ク ラス ター内で の 受容 体ダイ マ
ー

間相 互 作 用 が シ グナ ル の 伝 達や増 幅 に

重要 な役割 を果た し て い る可 能性 を示 唆 し て い る （Ames 　 et 　 al ．
，
2002）．

　上述 した よ うに ， 走化 性 にお ける極 クラ ス ター内 に お ける受容体ダイ マ
ー

間相互 作用 の
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図 5 　 1n　 vive 　S−S 梨霤 に よる Tar ダイマ ー両
相互 作用 の 解析　 A．ダ イ マ

ー
内 サ ブ ユ ニ ッ ト

界面 に Cys を導入す ると架 橋 ダイ マ
ー

が得 られ

る ．そ こ で ，ダ イ マ
ー外 表 面 に も う

一
っ Cys を

導 入 す る と架橋オ リ ゴ マ
ー

が得 られ る の で は な

い か と考 えた．B．　Tarペ リプ ラ ズ ム ドメ イ ン の 立

体構 造 （上 ，側 面 図 ；下 ，外 膜 側 か ら 見 た 図〉 と

Cvs 置換 し た 残 基 の 位 置 ．

重要性 が 示 唆 され て い る が，直接的 な

相 互 作 用 は こ れ まで 検出 され て い な か

っ た ．そ こ で ， 当研 究室 で は ，ア ス パ

ラギ ン 酸 受容 体 Tar が シ ス テ イ ン 残 基

を もた な い 点 に 着 目 し て ，特 定 の ア ミ

ノ酸 残 基 を シ ス テ イ ン 置 換 した 変 異体

Tar を構 築 し，∫η 卿 o で 架橋形成 を調 べ

る こ と に よ り，受容 体 ダイ マ ー間相 互

作用 に つ い て 検討 した （Homma 　et　al ．，

2004）．Tar ダイ マ ー内の サ ブ ユ ニ ッ ト

界 面 （S36） に シ ス テ イ ン を導入 す る

と S−S 架橋 が形成 され る こ とはすで に

わか っ て い た ．そ こ で ， リガ ン ド結合

ドメ イ ン の 結 晶構 造 を参 考 に ，ダイ マ

ー
外 表 面 で ，S36 か らは 充分遠 い 位置

（D142，Y143，G144）に シ ス テ イ ン を導

入 した （図 5 ）．そ の 結果 ダイ マ
ー

問で

S−S 架橋 が形成 され る こ とが わ か っ た ．

こ の 結 果 は Tar ダイ マ
ー

問で の 相互 作

用 を初 め て 示 した も の で あ る．ま た ，

ダイ マ
ー内架橋 は CheA ・CheW の 有無

に よ らず効率 よ く形成 され たの に対 し

て ，ダイ マ
ー

問架橋形 成 は CheA ・CheW

非 存在 下 で 著 し く低 下 し た ．こ れ は 受

容 体が あ る程度 CheA ・CheW 依存 的 に

菌体の 極 に 局在す る と い う観 察結 果 と

一
致 し，ダイ マ

ー
間架橋 が 自然 な受容

体の ク ラ ス タ
ー

状態 を反 映 し て い る こ

とを 示 唆す る もの で あ る．ダイ マ ー内

サ ブ ユ ニ ッ ト界 面 と ダイ マ ー外 表 面 の

二 箇所 に シ ス テ イ ン 残 基 を 導入 した 二

重変 異体 Tar（S36C ＆ Dl42C ）で は，　S −S

架橋オ リ ゴ マ
ー

が 検出 され た （図 6 ）．

なか で も，推 定六 量体 は四 量体 や八 量体 に 比 べ て 多 く形成 され た ．こ れ は ，Tsr 細胞 質側 の
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結品構 造解析で 得 られ た
“

trimer　ofdimers
”
構 造 （Kim 　et 　al．，1999）とよ く

一
致す る．また ，

Tar ダイ マ
ー内架橋 形 成が リガ ン ドで あ る ア ス パ ラ ギ ン 酸 の 影 響を受 けない の に 対 して ， ダ

イ マ
ー

間架橋形成 は ア ス パ ラ ギ ン 酸 の 添加 に よ り低下 した （図 6 ）．こ の リガ ン ドの 影響は ，

部位特異的置換に よ っ て ア ス パ ラギ ン 酸結 合能 をな く した変 異 Tar で は 検 1’t．tされ なか っ た ．

ま た，Tar の C 末 端 に GFP を融合 させ た Tar−GFP の 局在は ，リガ ン ドの 有無 に よ らず変化

し なか っ た ．こ れ らの 結果 か ら，極 ク ラ ス タ
ー

は
“

trimer　of　dimers
”

を構成単位 と して ，受

容体が規 則 正 し く配列 した 高次 な構造で あ るこ とが強 く示 唆され， ク ラ ス タ
ー

内に お け る

受 容体 ダイ マ
ー間の 相 互 作用 の 変化 が シ グナ ル 伝達に 重要 な役割 を して い る と考え られ た ．

　 さらに ， 当研 究室で は ，結 晶構造 的に Tar ダイ マ ーか ら突 出 して い るル ープ 2−3 領域 の

系統的 な シ ス テ イ ン 置換を行 い ，各変 異体 の 架橋効 率の 違 い か ら極 ク ラス ター内で の 受容

体 ダイ マ
ー

の お お よそ の 配

向 を推定 した （未発 表）．ま

た ，シ ス テ イ ン 置 換 とメ チ

ル 化 変異 を組 み合 わせ る こ

と で ，受容 体 の メ チ ル 化 が

ペ リプ ラ ズ ム の ダイ マ ー
間

架 橋 形 成 に影 響す る こ と，

メ チル 化 が リガ ン ドの 影 響

を緩 和 させ る こ とが わか っ

た （未 発 表 ）． し た が っ て ，

受 容体 ダイ マ
ー間相 互 作 用

が ゲイ ン ・コ ン ト ロ
ー

ル に

関 与 し て い る 可 能 性 は 高い ．

し か し ，メ チ ル 化 が 細 胞 質

の ダイ マ
ー間架橋 に 影 響 し

な い と の 報告が あ る こ とか

ら （Studdert ＆ Parkinson，

2004），よ り詳細な研究が 必

要 で あ る、

Tar S36C＆Dl42C

〔C ・
2＋

亅 0 10　　　50　　　100　　　200

Asp
、
一 ＋ 一 ＋ 一 ＋ 一 十　 呷　 十

灘
蕪 擁轍ぎ鷹搬i訂響難；…

〈 Dimer （inter）
＜ D重mer （intra）

　 　 　 　 　 　 　 　
’
　 ほき　き　　 ま　　 −t　 ’　ttt・t・t

　　　　− 　 一、 ＿ 難 　蠶il釀 く M 。nomer

図 6　 騰引駒質紬合が受響体ダイ マ
ー聞梨栃 に与え る

影警　誘 引物質 で あ る ア ス パ ラ ギ ン 酸 （Asp ）の 添加 は ，二

重 cys 変異体 （s36c＆D142c ）の 架 橋 オ リゴ マ
ー

（推 定六 量

体）形 成を低 下させ た．図 は，大腸 菌全抽 出液を SDS −PAGE
で 分離後，ウエ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り Tar を検 出 し た

もの ．ダイ マ
ー内 （intra） で 架橋 した ダイ マ

ーとダイ マ
ー間

（inter） で 架橋 し たダイ マ ーは移動度が異なる こ とに 注意．

［Cu2
＋
1 は酸化 触媒 と して 加 えた銅 フ ェ ナ ン ス ロ リ ン の 濃度

（M ）を表 す．

4．シ グナ ル 伝 達 タ ン パ ク質の 受容体 ク ラ ス ター へ の ターゲ ッ テ ィ ン グ

　こ れ まで 述 べ た よ うに ，受容体の メ チ ル 化 は ，ク ラ ス ター内で の 受容体 ダイ マ ーを変化

させ ，シ グナル ゲイ ン （入 出力 の 関係 ） を調節する と示 唆 され た ．で は，受 容体の 可逆 的
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な メ チル 化 を引き起 こ す CheR や CheB は どの よ うに調節 され て い る の だ ろ うか ．

　メ チル 化酵素 CheR は ，S一ア デ ノシ ル メ チ オ ニ ン か ら受容 体 メ チ ル 化部位 で あ るグル タ ミ

ン 酸残 基 へ の メ チ ル 基 転移反 応 を触媒 し （式 1 ），脱 メ チ ル 化酵 素 CheB は ，グル タ ミン 酸

メ チル エ ス テ ル の 加水 分解反 応 を触 媒する （式 2 ）．

　　　 R −COOH ＋ SAM → R −COOCH
，

＋ SAH 　　　　　　　　　　　　　　　（1 ）

　　　R −COOCH3 ＋ H20 → R −COOH ＋ CH30H 　　　　　　　　　　　　　　　　　（2 ）

（R は受容体 ， SAM は S一ア デ ノ シ ル メチオ ニ ン
，
　 SAH は S一ア デ ノ シ ル ホ モ セ リン の 略）

cccloniaiR

丶

vtl　c　ce 萋顎

in

N ．terminaltoryn

歪

図 7　 メチル化噂棄 CheR （左）と鹿 メチル 化 薄素 CheB （右）の 立体構造　丸 で

囲ん だ部分は 活性中心 ．Djordjevic　and 　Stock，（1997）；Djordjevic　et　al ．（1998）よ り引用．

　こ の よ うに ，い ずれ の 酵素 も受容体 の 同 じ部位 に 作用す る もの の
， 触 媒す る反応 は 逆反

応 で はな く ， タ ン パ ク質構 造や活性 制御 も全 く異 なっ て い る．CheR は ，
　 N 末 端 ・C 末 端 の

二 つ の ドメイ ン と ， C 末 端 ドメ イ ン 内 に 存在す る β
一サ ブ ドメ イ ン か ら構成 され て い る

（Djordjevic＆ Stock，1997）．一
方，　 CheB も N 末 端 ・C 末端 ドメイ ン を もっ が，そ れ らは 20

残 基程度の リシカー
領域に よ っ て つ ながれ て い ．る （Djordjcvic　et　al ．，1998）（図 7 ）． どち ら

の 酵 素 も活 性 部位は C 末端 ドメ イ ン に あ る が ， CheB は，ヒ ス チ ジ ン キナーゼ CheA の レ ス

ポ ン ス レ ギ ュ レー ター
で あ り，N 末端 ドメ イ ン ー調 節 ドメイ ン が触 媒 ドメイ ン の 活性 を制

御 す る ．す な わ ち ， 非 リ ン 酸化型 の N 末 端 ドメ イ ン は C 末端 ドメ イ ン と相互 作用 して そ の

活性 を抑制 す るが ， N 末 端 ドメ イ ン が リ ン 酸化 され る と，抑 制 が はずれ て CheB が 活性化

され るの で あ る．しか し，CheR は リン 酸化に よ る 制御 を受 けない ．っ ま り ， 適応 は ， お も

に ChcB の リン 酸 化 レ ベ ル に よ り制御 され て い る．

　最近 ，菌体内 にお ける受容 体 な どの 数が 正確 に 測定され た （Li ＆ Hazelbauer
，
2004）．それ
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に よ る と ， 各 タ ン パ ク 質の 発 現量 は菌株や培 養条件に よ っ て 大 き くば ら つ くが ，互 い の モ

ル 比 は ほ ぼ一定 で あ る ．CheA ダイ マ
ー

を 1 とす る と，受容体ダイ マ
ー

は 3．4 ± O．8，　CheW

は 1．6 ± 0，5 ，CheY は 2，4 ± 0．4，CheZ ダイ マ ーは 0．5 ± 0．09 とほ ぼ同程度で あ る の に 対 し，

CheR は 0．05 ± O、Ol，　 CheB は O．08 ± 0．01 と ，圧倒 的に 少 ない ．したが っ て ，適応 が ス ム

ーズ に行われ るため には，CheR や CheB が効率 よ く受容 体 クラ ス ターに標 的化す るこ とが

重要 で は ない か と推測 され る 一

　 先に も述べ た よ うに ，受容体 ・CheA ・CheW 三 者複合体は菌 の 極 に局在す るが ，こ の 三

者複合体は 同時に ．下流 の 走化性 関連 因子 の 標 的 に もな っ て い る．例 え ば，べ ん 毛 モ
ー

タ

ー
の 回転 方 向 を変換す る レ ス ポ ン ス レ ギ ュ レー

タ
ーCheY や ， リン 酸化型 CheY の 自己 脱

リン 酸化 を促 進す る CheZ は ，
　 CheA を標的 と して 菌極 に 局 在す る （Sourjic＆ Berg，2000 ；

Cantwell・et ・al ．
，
2003）．で は ，

　 CheR と CheB は ， どこ を標 的 として に， どの よ うに局在 し て

い る の だ ろ うか ．

　 CheR は ，受容体側 の メ チ ル 化部位 とは異な る ，　 C 末端 NWETF 配列 と相互 作用する こ と

が示 され （Wu 　et 　al．，1996），
　 CheR と NWETF ペ プ チ ドの 共 結晶 の 構造解析 も行われ て い る

（Djordjevic＆ Stock，1998）．また，当研 究室 にお け る in・vivo 解析か ら，こ の 相互 作用が適

応 に 重 要で あ る こ とも示 され て い る （Okumura　et　al．， 1998；Shiomiε’砥 2000）． さ らに，蛍

光 タ ン パ ク質 GFP を用 い た 解析 よ り，CheR が 受容 体依存 的 に菌 の 極 に 局在す る こ と， こ

の 局在に は CheR

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　爨の β一サブ ドメ イ ン

と受容体の

NWETF 配列 との

結合が重要 で あ る

こ とを示 した

（Shiomi　et　at ．，

2002） ECheR は メ

チ ル 化 酵素 な の で ，

受 容体 の メチル 化

部位 と も相 互 作用

し て い る はずで あ

るが ，こ の 相 互 作用

は 弱 く一時 的な た

め ， 生化学的に は 検

出 され て こ なか っ

た．そ こ で ， 様 々 な

Chemoreceptor
　 （MCP ）

1鬟1

ド
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図 8 　CheR に よる受婁 体の 二 1 翼臓楯 構 CheR （左 ） の β一サブ

ドメ イ ン が受容体 （右） の C 末 端 NWETF 配列 と，　 CheR の N 末端 ド

メイ ン （の α 2 ヘ リッ ク ス ）が 受容 体 の メチ ル 化ヘリ ッ ク ス と相互

作用す る．こ れ らの 相互 作用 は ，それぞ れ CheR の 極ク ラ ス ターへ の

標的化 と受容 体 メチ ル 化部位 の 認識 に重 要 で ある．
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種 の CheR の 配 列 を比 較解析 し，高度 に保 存 され て い る残基 を置換 した変異体を作製 ・解

析 した結果 ，機能未知で あ っ た CheR の N 端 ドメ イ ン 内に あ る α 2 ヘ リ ッ ク ス が 受 容体 メチ

ル 化ヘ リ ソ ク ス と相 互 作 用す る と推 定 され た ．実際，CheR の α 2 ヘ リ ッ ク ス と Tar メ チ ル

化ヘ リ ッ ク ス の 間 の in　vitro 架橋 実験 に よ り，こ れ が証 明 され た ．こ の よ うに，メ チル 化 酵

A
　 　 　 　 N

’

GFP ．（’hcB 　
nv

域ズ ／ 。

撫難 藝＿躑 鰯

N’1・［1−1s3
’
］ 驤靆灘蠶靆蘿覊 疇

L ［B ↓ 1剄 　 　 翻

LCL134 −3斗91

B

GFP GFP −CheB GFP −NL GFP −LC

図 9 　CheB の 鎖胞 内局在 　A．脱 メ チ ル 化酵素 CheB の 全長 ま た は各 領域 を緑色 蛍光

タ ン パ ク 質 GFP と融 合 させ た．　 B．構 築 し た 各 種 GFP −CheB を cheB 遺伝 子欠 失株 （△

cheB ） で 発現 させ ，蛍 光顕微 鏡に よ り観 察 した ．全長 GFP −CheB の み で な く，GFP −NL や
GFP −LC 融合 タ ン パ ク 質 も，菌 体 の 極 に 局在 した．図 に デ

ー
タ は 示 さない が，こ れ らの 局

在に は受容 体 の 存在が必須 で あ っ た．

素 CheR は ，触媒 ドメイ ン 以外 の （他 の メ チル 基転 移酵 素 には 見 られな い が，全 て の CheR

に特 異的 に 保存 され て い る）二 つ の 領域で 受容体の 別 々 の 部分 と特異 的 に相 互 作用 す る と

い う 「二 重認識機 構」 を もつ の で あ る （図 8 ）．

　で は ，脱 メ チ ル 化 酵素 CheB に つ い て は ど うだ ろ うか 、　GFP を CheB の 全長 ま た は 各領 域

（N 端 調節 ドメ イ ン ［NJ，　 C 端触媒 ドメイ ン ［q ，お よび リン カー
［L］） と融合 させ ，細胞 内

局在 を観察 した （Banno 　et　al．，　2004）．その 結果 ，　 GFP −CheB （全長 ）お よび GFP −NL 融合 タ

ン パ ク質 は極 に局在 し，GFP −LC もわず か で は あ るが極 局 在 を示 した （図 9 ）．そ こ で ，　CheB

の 局 在 タ
ーゲ ッ トを調 べ るた め ，も う

一
つ の レ ス ポ ン ス レ ギ ュ レ

ーターCheY の 標的で あ る

CheA の P2 ドメイ ン を欠 失 させ る と，GFP −CheB （全長）お よび GFP −NL の 局 在 は失 われ た ．

そ の
一方 で ，Tar−GFP や GFP −LC の 局在 は変化 しなか っ た ．　 ln　vitro 結合実験 の 結果 も考え

併せ る と，CheB の NL ドメ イ ン と CheA の P2 ドメイ ン が 結合する こ とに よ っ て CheB が 極

の 受容 体 ・キナ
ーゼ複合体 と共 局在す る と示 唆 され る 一こ の よ うに，同 じ受 容体修飾酵素
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で あ る CheR と CheB で も，局 在機構 が全 く異 な る こ とが 明 らか とな っ た ．　 CheB に 関 し て

は ， 2 つ の ドメ イ ン か ら構成 され て い る構 造 と，GFP −LC の 局 在パ ターン を考慮す る と，

図 10 の よ うな ， 極 ク ラ ス ター内で の 作用 機構 が推 測 され る．

　　　 　　　　　　 　　　　　　　 　　　　　　 　　　　　　 　　 以 上述 べ た よ うに ，シ

タ inner
　 membrane

adaptation

compartment

＝ second 　target
　 of 　CheB

CheA −CheW

＝ first　targct
　of　ChcB

　　　　　　 　　　 CheB

図 10 　 走化性受婁体ク ラス ターにお ける r遼応 コ ン パ tS ト

メ ン ト」 モ デル 　大腸 菌細胞 極に は受容体 ・ヒ ス チ ジ ン キ ナ ー

ゼ CheA ・ア ダプ タ
ーCheW が 巨大複合体 を形成 して い る ．そ の 構

造 は は っ き り し て い な い が ，現在 の 知見 を総合 す ると，受容体 メ

チ ル 化部位 を含む ヘ リ ッ ク ス 領域は ，CheA と CheW に よ っ て 、
バ ル ク の 細胞 質領城 とは あ る程度 区切 られて い る と推測 され る．
こ の 区画は 「適応 コ ン パ ー

トメ ン ト」 と呼ばれ て い る （Shimizu　et
aL ，2000），メチ ル 化酵 素 CheR は，受容体 C 末端配列 と直接結
合する こ と に よ り，こ の 区画に留 まる の だ ろ う．　 ・

方，脱 メチ ル

化 酵素 CheB は，　 CheA の P2 ドメイ ン を標 的 と して 局在す る．
し か し，CheB は リ ン 酸 化 され る と CheA か ら解 離 し て 適応 コ ン

パ ー トメ ン トに 移 り，第二 の標的で あ る受容体メ チ ル 化 ヘ リ ソ ク

ス と相互 作用 する の で は ない か と推測 され る．

グナ ル 伝達 に 関わ る タ

ン パ ク質は す べ て ， 細胞

の 極に 局 在 する こ とが

明 らか とな っ た ．そ れ で

は，極 へ の 局 在は静 的な

もの な の か ，そ れ とも，

何 らか の 制 御 が 働 い て

い る の だ ろ うか ．そ こ で

まず，GFP 融合 した受

容体 の 局在を解析 ソ フ

トに よ っ て 定量 化 した

と こ ろ，受容体の メ チ ル

化 レ ベ ル が 高い 方 が ，極

局在の 程度が わずか で

あ るが 有意 に高 い こ と

が 明 らか に な っ た （未発

表）．また ，CheR
，
　CheB

局在 に対す る受 容体 メ

チル 化 の 影 響 も調べ た．

そ の 結 果 ，CheR ，　CheB どち らも ， メチル 化 され た状 態の 受容 体 と共発 現 させ た 方 が よ り極

局在 し た ．CheR 局 在の 変化 は わずか で
， 受容体の 局在変化 を反 映す る もの と推 定され た

が ，CheB の 場 合 は 局 在程度 の 変化が顕 著で あ っ た （未発 表）　 ．した が っ て ，
　 CheB の 極

局 在 は 性 的な もの で は な く ， 何 らか の 制御 を受け て い る と推測 され る ．

おわ りに

　以上 の よ うに，大腸 菌走化性 シ グナル 伝 達系 にお い て ， 個 々 の コ ン ポ ーネ ン トは 細胞 の

中で ば らば らに存 在す る の で は な く ， 秩 序 だ っ た配 置を とっ て い る． とくに ，細胞 の 極 に

局 在す る巨大 な受 容体 ・キナ ーゼ 複合 体 は ，そ れ 自身の 立体 構 造 （四次構 造） の 制御 が膜

の 外か ら内 へ の シ グナ ル 伝達や 適応 に お け る ゲイ ン 制御の 鍵 とな る も の で あ る．ま た ，受
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容体・キ ナ ーゼ 複合体は ，他 の シ グナ ル 伝 達タ ン パ ク質 の 局 在 ターゲ ッ トに もな っ て お り，

そ れ らの 因 子 の 局所 的な濃度を高 め るこ とに よ り，効 率 よい シ グナ ル 伝達 を 実現 して い る ．

シ グナ ル 伝 達 シ ス テ ム 全 体 の 働 きを 正 し く理 解す る た め に は ， こ の よ うな タ ン パ ク 質局在

と高次複合 体形 成に よ る相互 作用 に つ い て ．さ らに詳細 な知見 を得る こ とが 必 須 で あ る ．
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