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大腸菌ア ミノ酸感覚受容体 の 構造 と機能
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1 ．は じめ に

　最近 の DNA 関連技術の 発展 と共 に 、大腸菌を扱

う研究者の数は 飛躍的に 増加 した 。 しか し、こ の
一

見単純な原核生物が、栄養物 に 富ん だ好 ま し い 環境

に集ま っ た り 、 老廃物や毒物を含む 好ま し くな い 環

境 か ら逃避 す る 能力 （走化性） を もつ こ と は意外 に

知 られ て い な い 。大腸菌走化性に お い て、「刺激の 受

容 （入 力）→ 情報伝 達 → 運 動制 御 （出力） → 適 応

（フ ィ
ードバ ッ ク制御）」 に 関与す るタ ン パ ク質 は、

す べ て 同定さ れ て い る 。 本稿 で は、プ リミ テ ィ ブ な

「味覚」セ ン サ ーと もい え る走化性 レ セ プタ
ー

に 関

す る 当研究室 で の研究を 中心 に、大腸菌 の 化学感覚

情報処理系 に つ い て の 現在 ま で の 知見 を紹介し、高

等生物 の 複雑 な知覚系 の 「分子 ロ ジ ッ ク」を考え る

上 で の 参考に 供 した い 。なお、こ の 分野 の最近 の総

説 を文献 リ ス トに あげて お い だ 〕
−3）。

2 ，大腸菌走化性情報処理 シ ス テム

　大腸菌は菌体外 に 突出した螺旋状 の べ ん 毛 （真核

生物の鞭毛 と は構造 も運動機構 も全 く異 なる）線維

を、各 々 の べ ん 毛 の根元 に あ る モ ータ ー
に よ っ て ス

ク リ ュ ・一一の よう に 回転させ て液体中を泳ぎ回 る 。 そ

の 様子 を顕微鏡 で 観察 す る と、し ば ら く ま っ す ぐ に

泳 い で は 立 ち 止 ま り、また別 の 方向へ 泳 ぎ出す とい

う動 き を繰 り返 し て い る （三 次元的ラ ン ダム ・ウ ォ
ー

ク）。 通常 の 光学顕微鏡 で は 見 えない が 、泳 ぎの モ ー

ドの 違 い は べ ん 毛 の 回 転方向 の 違 い に 対応 し て い る

（図 ユA ）。
べ ん毛が左回転す る と、左巻 き螺旋の べ

ん 毛線維が 束ね ら れ て、菌体 は推進力 を得て直進す

る （ス ム ーズ ス イ ミ ン グ）。 逆 に右 回転す る と、べ ん

毛 の 束 が ほどけて 推進力が失 わ れ 、菌 は 方向転換す

る （タ ン ブ リン グ）。

　 こ の よう に 活発 に 泳 ぎ回 っ て い る大腸菌 の 懸濁液

に 、セ リ ン や ア ス パ ラ ギ ン 酸 （誘 引物質） を含む 毛

細管を差入 れ る と、管の 口 の ま わ りに た くさ ん の 菌

が集 ま っ て く る 。 酢酸 や グ リセ ロ ール （忌 避 物質）

を入れ る と、菌は遠ざか っ て い く。 詳し く観察す る

と 、 大腸菌 は誘引物質の あ る方へ （ある い は 忌避物

質 の な い 方 へ ）
一

直線 に 泳 ぐの で は な く、ラ ン ダム ・

ウ ォ
ーク に バ イ ア ス が か か っ た泳ぎを示す こ と が わ

か る （図 1A ）。例えば、誘 引物質濃度 の 高 い 方 へ 泳

い で い る と き に は タ ン ブ リ ン グ頻度が 低 下 して ス

ムーズ ・
ス イ ミ ン グ の 持続時間が （統計的 に 〉長 く

な り、結果と し て そ の 方向へ の 正 味 の 移動 が 起 こ る。

こ の とき、菌 は刺激物質の 絶対的濃度で は な く、濃

度勾配 を感知 す る 。 しか し、体長 2−5μm 程度 の 大腸

菌が菌体 の 前端 と後端 で刺激物質 の 濃度差 を検 出す

る こ とは不可能 で あ る 。 実際に は、感知し た刺激物

質濃度 をしば らくの 間 「記憶」 し て お き、移動 した

先の 濃度が それよ り高い か低 い か 「判断」 して 泳 ぎ

の パ ター
ン を 変化 さ せ て い る。す なわ ち 空間的濃度

勾配を時間的濃度変化 と し て感 じ と っ て い るの で あ

る 。 実際、菌の懸濁液に一定濃度の 刺激物質 を加 え

る と、初め は ス ム ーズ （べ ん毛は左 回転） ま た は タ

ン ブ ル （べ ん 毛 は右回転）の応答を示すが、し ば ら

“
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図 1　 大腸菌 の 走化性 。 A 　菌 は方向転換頻 度 を調節す る こ と に よ っ て 、誘引物質濃

　　　度の高 い （ま た は 忌避物 質濃度 の 低 い ）方へ 移動す る 。 泳ぎ の パ ターン は べ ん

　　　毛 の 回転 方向 と対応 し て い る。B 　菌は誘引刺激 に 対 しす ばや く応答 し て ス

　　　ム
ーズ な 泳 ぎ を 示 す が 、だ ん だ ん 元 の 泳 ぎに も ど っ て し ま う。こ れ が適応 で あ

　　　り、菌が刺激物質 の 濃度勾配 を感 じ る 上 で 必須の能力で あ る。
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図 2　走 化性 シ グナ ル 伝達経路。忌避物質 と誘引物質 は、そ れ ぞ れ CheA キ ナ ーゼ の 活

　　　性化 と不活性化、ひ い て は リ ン酸化型 CheYの増加 と減少 を引 き起 こ す。リン 酸

　　　化型 CheYが結合す る とべ ん毛 モ
ー

タ
ー

は右 回転す る が 、結合 し て い な い と き

　　　 は 左回転す る。

くす る と元 の ラ ン ダ ム な 泳 ぎに 戻 っ て しまう （図 1

B ）。こ の 現象 は適応 と呼 ばれ る。

　 こ の よ うに 巧妙 な走化性 に つ い て は、19J「o年代に

ウ ィ ス コ ン シ ン 大学の Julius　AdIer が 本格的 に解

析 を 始 め て 以 来、少な か らぬ 数 の 研究者 が 魅 せ られ

て き た。現在で は、そ の シ グナ ル 伝達経路 の 全容が

分か っ て い る （図 2 ）。誘引物質や忌避物質 は、細胞

膜貰 通型 タ ン パ ク質 で ある化学感覚 レ セ プ タ ー
に

よ っ て 受容さ れ る 。 大腸菌に は Tsr，　Tar，　Trg，　Tap

と い う 4種の レ セ プ タ
ー

が あ り、い ずれ も複数 の 化

学物質 の み な らず pH 変化 ・温度変化 の 受容 に も関

与す る、ユ ニ
ー

ク な多機能型 セ ン サ ー
で あ る。分子

量約 6 万 の 二 回膜 貫通型 モ ノ マ ー
タ ン パ ク質が 二 分

子会合 し て ホ モ ダ イ マ ーを 形成 し、ペ リ プ ラ ズ ム （大

（158）
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α千
「
　 ψ　 α2

　 　 　 　 　 　 　 　 ny 　　　　 　　　　 　編

　　　　　　　シグナ ル 産生 ドメ イ ン

　　　　　　 （CheA キ ナー
ゼ 活性調 節〉

図 3　 Tar ペ リプ ラ ズ ム 側お よ び膜貫 通 ドメ イ

　　　ン の 模式図。円柱 （α 1 一
α 4 ）は α ヘ リ ッ ク

　　　ス を 示 す 。 N は N 末端、　 TM は膜貫通領域 。

　　　Tarは ホ モ ダ イ マ ーを形成す る の で、一
方

　　　の サ ブユ ニ ッ トの 各領域 に は 「
’
」を付 して

　　　区別 して あ る。

酸

腸菌 の 内膜 と外膜 の 問 の 領域）側で刺激物質 と相互

作用 す る （図 3 ）。 ただ し、セ リ ン や ア ス パ ラ ギ ン 酸

は直接 レ セ プ ター
に 結合す る が、糖 や ジペ プチ ドの

場合 は
、 特異的結合タ ン パ ク質が ペ リプ ラ ズム 中に

存在 し、刺激物質と結合タ ン パ ク 質 の 複合体 が レ セ

プ タ
ー

に 結合す る 。

　 レ セ プ タ
ー

は 、細胞質側で は ヒ ス チ ジ ン キ ナーゼ

CheA お よ び カ ッ プ リン グ タ ン パ ク 質 CheW と相

互作用 す る 。 実際 に は 、レ セ プ ターダ イ マ ーと CheA

ダ イ マ ーを 2 分子 の CheW が橋渡 し す る形 で 安 定

な複合体 を形 成 して い る。レ セ プ ターに 忌避物質 が

結合す る と、CheA キ ナーゼ が 活性化 され、　CheA 自

身 の 48 番 目の ヒ ス チ ジ ン 残基 が リ ン 酸化 さ れ る 。次

に 、そ の リン 酸基が CheY の 57番目 の ア ス パ ラ ギ

ン 酸残基 に 移 さ れ る 。 リ ン 酸化 され た CheY は べ ん

毛 モ ータ ーの 回転方向 を制御 して い る ス イ ッ チ複合

体 と相互作用 し て、モ
ーターを右回転 させ る 。

つ ま

り菌 は タ ン ブ ル す る。リ ン 酸化 型 CheY は特異的

フ ォ ス フ ァ ターゼ CheZ に よ っ て 脱 リ ン 酸 化 さ れ

る 。

一方、誘引物質が レ セ プ ター
に 結合した場合 は、

CheA の リ ン 酸化 が 抑制 さ れ て リ ン 酸化型 CheY の

量 が 減 り、モ ーターは左回転する。つ ま り菌は直進

す る。

　 こ の よ う に 、ヒ ス チ ジ ン 残基 か ら ア ス パ ラ ギ ン 酸

残基 へ の リ ン 酸基転移 を中心 とす る シ グナ ル 伝達系

は 、
二 成分調節系 4｝

とよばれ、原核生物の 環境応答 シ

ス テム （浸透圧応答、窒素代 謝、胞子 形成な ど） に

普遍的に み られ る 。 自己 リン 酸化能 を もつ タ ン パ ク

質 （多 くは膜 タ ン パ ク質）は、環境 の 変 化 に 応 じ て

活性 が 変化す るの で 、 セ ン サ ーと呼ばれ る。また 、

リ ン 酸基を 受取 る 側 の タ ン パ ク 質 （多 くは 転写因子 ）

は、応答の 調節 を司 るた め レ ギ ュ レ ー
タ
ー

と呼ばれ

る 。 最近 で は、酵母や高等植物に も相同 な 系 が 見 つ

か っ て い る 。

　 さ て 、す で に 述 べ た よ う に 走化性 に は適応が 必須

で あるが 、こ れ に は レ セ プ ター
の メ チル 化 が関わ っ

て い る。レ セ プ ターの 細胞質側 ドメ イ ン に は 、 可逆

的な メ チ ル 化 を受 け る 4 − 6 個の グ ル タ ミ ン 酸残 基

が含 ま れ て い る。 レ セ プ ターに 誘引物質 が 結合す る

と左回転シ グナ ル の 発生 に 伴 v て ゆ っ く り と メ チ ル

化 が 進 み 、最終 的 に は シ グ ナ ル が 出 な くな る 。 反対

に 、忌避物質が結合す る と、右回転 シ グナ ル の発生

に 伴 っ て 脱 メ チ ル 化が進み、シ グナ ル をオ フ に す る 。

図 2 で は 省略 したが、適 応 に 関わ る メ チ ル 化 酵素

CheR 、脱 メ チ ル 化酵素 CheB も 同定 さ れ て お り、

CheB が CheA に よ っ て リン 酸化 さ れ て 活性化す る

こ と が わ か っ て い る 。 すなわ ち、CheB も二 成分制御

系 の レ ギ ュ レ ーター
の
一
種 で あ る。

3 ．レセ プ ター に よる ア ミノ 酸 リガ ン ド

　　の 特異的認識機構

　さ て こ こ で 、レ セ プ タ ーに よ る リガ ン ド認識機構

に注目す る 。 互 い に
…

次構造上 の相同性が 高い ア ス

パ ラ ギ ン 酸 レ セ プ ターTar と セ リ ン レ セ プ ターTsr

は、それぞれ 、マ イ ク ロ モ ル の オ
ー

ダーの ア ス パ ラ

ギ ン 酸 と セ リン を検出で き る が、お 互 い に 間違 っ た

ア ミノ 酸 を認識 す る ような こ と は な い 。 つ ま り こ れ

ら の レ セ プ ターは感度 も信頼性も高い 生体 セ ン サ ー

で あ る 。 こ の 正確 な分子識別は、どの 様 な メ カ ニ ズ

ム に よ る の だ ろ うか 〜

　Tsr や Tar の 特異的 リガ ン ド認 識に関与 す る 残

基 の 同定 は 、当研究室 を 含 め た い くっ か の グ ル ープ

に よ る変異 レ セ プ ターの解析に よ っ て 進 められ て き

た 。 最 近 、Tar の リガ ン ド結合 ドメ イ ン の 結晶構造

解析が行わ れ 、ホ モ ダイマ ーの 二 つ の サ プ ユ ニ ッ ト
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Tar Tsr

図 4　 Tar お よ びTsr の リガ ン ド結合部位の模式図 。
　Tsr の もの はTar の 結晶構造 よ り

　　　推定 さ れ た もの 。リガ ン ド は 二 つ の サ ブユ ニ ッ トの 界面に 結合す る 。 W は水分

　　　子 を、点線は推定さ れ る水素結合 を表す 。 ア ス パ ラ ギ ン 酸 と水素結合す る こ と

　　　が推定さ れ る Tar の 残基 の う ち 、
　 Tsrで保存 さ れ て い な い の はY149 （Tsr で は

　　　F151） の みで ある。

　 　 　 　 　 　 　 Tar−Y149F
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Tar と Tsr の リガ ン ド識別 に 必 要な領域の

決定 。 Tar とTsr の 間 で Y149 とF151を入れ

替 え て も、リガ ン ド特異性は 変化 しな か っ

た。一方、Tsrの 61番 目か ら90番 目の 問 の 残

基 を Tar の 対 応す る領域 （61番 目 か ら89番

目） と入れ替 え る と （Tsasr）、セ リン を認

識せ ずア ス パ ラ ギ ン 酸 を認 識 す る よ う に

な っ た。た だ し、Tar の 61番目 か ら89番 目 の

領域をTsr と入 れ 替 え る と （Tasar）、セ リ

ン もア ス パ ラ ギ ン酸 も認識で き な くな っ

た。

が ア ス パ ラギ ン 酸
一

分子 を挟 み こ む こ と （図 3）、そ

し て そ の 結合 に 直接関わ る残基 に つ い て の これ ま で

の 推 定 が 基本的に 正 し い こ と （図 4）が 実証 さ れ

た
5，一η

。

　と こ ろ が 、こ れ ら の残基 は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 を全

く認 識で き な い Tsr に お い て もほ と ん ど保 存 さ れ

て い る （図 4）。異な っ て い るの は、唯
一 149番 目の

チ ロ シ ン 残基 （Tyrl49）の み で あ る （Tsr で は対応

す る残基 は Phe151）。 した が っ て、この
一

残基の違

い が リ ガ ン ド特 異性 を 決 定 し て い る 可 能性が あ

る
8＞。

　そ こ で 、当研究室 で は、Tar の Tyr149 を Phe で 、

Tsr の Phel51 を Tyr で 置換した変異 レ セ プ タ
ー

を

作成し た （図 5 ；未発表）。具体 的 に は、レ セ プ ター

を もたな い 大腸 菌 に 変異 レ セ プ タ
ー

を発 現 さ せ て 、

様々 なア ミ ノ 酸 に 対 する菌 の 走化性応答 、お よ び適

応 に 際 し て の レ セ プ タ ータ ン パ ク質の メ チ ル 化を調

べ た。そ の 結果、りガ ン ド特異性は い ずれ も野生型

と変 わ ら な か っ た。したが っ て 、Tar の Tyr149 と

Tsr の Phel51 の 違 い に よ っ て リガ ン ド特異性 が 決

定さ れ る訳 で はない 。

　次 に、Tar と Tsr の 間 で 様 々 な キメラ を作 成 し

て 、同様 の 解析を行 っ た。そ の 結果、注目す べ き こ

と に 、Tsr の全ア ミ ノ酸配列（551残基）の うち 61−90

番目の間の わ ずか 30残基 か らな る領域 を Tar の 配

列で置き換 えたキ メ ラ レ セ プ ター （Tsasr＞が、セ リ

ン を全 く認識 せ ず、ア ス パ ラ ギ ン 酸 を 認識し た 〔図

（16e） 一 72 一
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5 ；未発表）。したが っ て、こ の 領域が リガ ン ド特異

性を決定 して い るわけ で ある。Tar の こ の 領域 は、

ア ス パ ラ ギン 酸 と相互作用す る 3 つ の 残基 （Arg 　64，

Arg　69，　Arg　69）を含ん で い る が 、これ ら は す べ て

Tsr に お い て も保存 さ れ て い る （図 4）。したが っ て、

リガ ン ド特異性は リガ ン ド と直接結合 し な い 残基の

違 い に よ っ て 決 ま る こ とが 示 唆 さ れ る。そ の よ う な

残基 の 違 い は、リガ ン ドと直接結合す る残基 の配置

に 影響す る の で は な い だ ろ うか
。

こ の興味深い 仮説

を さ ら に 検証す る こ と は、将来任意 の ア ミ ノ 酸や そ

の 類似物質 を認識で き る レ セ プ ター分子 を デ ザ イ ン

す る た め に も役立 っ で あ ろ う。

4 ．レ セ プター に よる 膜の 外か ら内 へ の

　　情報変換機構

　次 に、リガ ン ドが結合した後の レ セ プターの 構造

変化に着 目す る 。

一
般に 、 膜貫通型 レ セ プ ターは 、

リガ ン ド結合 と い う形 で 細胞外 か ら入力 され た 情報

を、キナ
ーゼ 活性 の 変化 な どの 形 で 細胞 内 に 出力す

る。真核生物 の 上皮成長因子 レ セ プ タ ーな ど チ ロ シ

ン キ ナ ーゼ活性を もつ レ セ プ ターの 多 くで は、リガ

ン ド結合 に よ っ て ホ モ ダイマ ー
形成が 誘導 さ れ、レ

セ プタ ー細胞質側で サ ブ ユ ニ ッ ト間 リ ン酸化が 起こ

る と い うモ デ ル が 広 く受 け 入 れ ら れ て い る
9
  し か

し、同 じチ ロ シ ン キナ
ーぜ 型 レ セ プタ

ー
で あ る イ ン

ス リン レ セ プ タ
ー

（α 2β2テ トラ マ
ー

）の 場合は、サ ブ

ユ ニ ッ トどう しが S−S結合 で 繋 が っ て い る こ とか

ら、 こ の よ うなモ デル は成 り立 た ない 。大腸菌 ア ス

パ ラ ギ ン 酸 レ セ プタ
ーTar は S −S 結合 を作 らな い

が 、リガ ン ドの 有無 に 関わ らずホ モ ダイ マ ー
を形成

す る
10 ）

。 した が っ て、これ ら の レ セ プ ターで は、リガ

ン ド結合に よっ て ダイマ ー（ま た は オ リゴ マ ー）「内」

に 生 じ る構造変化が、膜 の外か ら内へ の情報変換の

本質 と考 えられる 。 Tar に関して は 、
こ れ まで に 、

細胞 質側 シ グナ ル 産生 ドメ イ ン の   サ ブ ユ ニ ッ ト

「間」相互作用 また は  サ ブ ユ ニ ッ ト 「内」構造変

化を重要視す る モ デル が提唱 され て い る。  を 示唆

す る もの と し て、細胞質側 ドメ イ ン を一
つ し か もた

な い ヘ テ ロ ダ イ マ ー （S−S 結合に よ っ て ク ロ ス リ ン

ク さ せ た もの 〉 は、ア ス パ ラ ギ ン 酸 に よっ て メ チ ル

化が 進行す る と い う in　vitro の 結果 が 報告 さ れ て い

る m
。 し か し、細胞質側フ ラ グ メ ン トの ダ イ マ ー形成

と シ グ ナ ル 産生状態 の 相関が 報告 さ れ て い る
12 ｝
−13 〕

こ と や ペ リ プ ラ ズ ム 側 ド メ イ ン の 結晶解析の 結

果
5）
”7）

な どか ら  の モ デル が 優勢で あ っ た。

　当研究室 で は、こ の 点 を明 らか に す る た め 、ダイ

マ ー当た り
一

つ し か細胞質側 シ グ ナ ル 産生 ドメ イ ン

を も た な い Tar の機能を in　vivo で検討 した 。 具体

的 に は、以下 の ような二 つ の 変異 Tar の 同時発現 に

よ り 、 走化性 レ セ プ タ ー欠損株の ア ス パ ラ ギ ン 酸応

答能 が 回 復 す る こ と が 分 か っ て い る の で 、こ れ を利

用す る。Tar の
一

番目 の 膜貫通領域 TM1 に A19K

変異 （Ala　19　一 　Lys） を導入す る と、ア ス パ ラ ギ ン

酸結合能 に 関 して は正 常だ が 情報伝達能を失 う
14 ｝

。

そ の AIgK 変異 か ら 抑圧 変異 が 単離 さ れ て い た
1の

が 、そ れ ら の な か で 二 番 目 の 膜 貫通 領域 TM2 の

A198E （Ala198 → Glu）抑圧変異 が サ ブ ユ ニ ッ ト間

で A19K 変異を抑圧す る こ と を見 い だ して い る （図

6A ；未発表）。
こ の結果 は、　AlgK の A198E に よ る

抑圧がサブ ユ ニ ッ ト 「内」で はな く、サブ ユ ニ ッ ト

「間」で 起 こ る こ と を示 し、 同時 に Tar が生体 内で

確か に ダイ マ
ー

と し て 機能 し て い る こ と を示唆す る

もの で ある。

　 こ の 系を使え ばヘ テ ロ ダ イ マ
ーを形成し た と き の

レ セ プ ターの活性を検出で き る 。 す な わ ち、細胞質

側 ド メ イ ン に 欠失 を も つ Tar −A198E △ C を Tar
−A19K と同時発現 さ せ れ ば、各々 の ホ モ ダ イ マ ーは

レ セ プ ターと し て機能し な い の で、完全な細胞質側

ドメ イ ン を唯
一

つ だ けもつ ようなヘ テ ロ ダイ マ
ー

の

機能 を調 べ る こ とが 可能 に な る（図 6A ）
Is ）。実際 に 、

シ グナル 産生 ドメ イ ン の 全 て とリン カ
ー

領域 （TM2

と細胞質側 シ グナル 産生 ドメ イ ン を つ なぐ領域 ） の

75％ま で を 欠 失 さ せ た Tar ・−A198E △ C と Tar
−A19K の 間で 抑圧 が起 こ っ た

15）
。 すなわち、両者を

発現す る薗は ア ス パ ラ ギ ン 酸 に 対 し て走化性応答を

示 し、そ れ に伴 っ て レ セ プタ
ーの メ チル 化状態 も上

昇 した 。 こ の 結果は、Tar ダ イ マ ーあた り
一

つ の 細

胞質側 ドメ イ ン があれ ば 、 膜の外か ら内へ の シ グナ

ル 伝達 が 起 こ る こ と を示唆 して い る。別 の グ ル
ープ

も同様 の 結果 を得て い る （実験系 の デザイ ン はやや

異 な る）
16 ｝。

　 こ の 結果 を、細胞質側 ドメ イ ン の 相 互作用 の 重要

性を 示 す 報 告
12 ）
−13 ＞ と考 え 合 わ せ る と、 レ セ プ タ ー

ダ イ マ ー 「間」相互作用 に よ る シ グ ナ リ ン グ の可能

性 が 考 え ら れ る。そ の よ うな 相互作用 を示 す 直接 の

証拠は な い が 、レ セ プタ
ーは CheA 、CheW と と もに

大腸菌細胞 の 極 の 部分 に ク ラ ス ターを 形成す る こ と

が報告さ れ て い る
17 ｝

。

一
方、  の モ デ ル の 正 し い 可能
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  シ グナ ・ 産生 ドメ イ ン

図 6　ダ イ マ ーあ た り
一

っ の 細胞質側 ドメ イ ン を も つ Tar の シ グナ ル 伝達能 。　A

　　　Tar −A19K また は Tar −A198E ／T154P を単独 で 発現 す る 菌は ア ス パ ラ ギ ン 酸応

　　　答を 示 さ な い （
一

）。し か し、両者 を発現 す る 菌 は ア ス パ ラ ギ ン 酸 に 応答す る

　　　 （＋ ）。こ れは両者の ヘ テ ロ ダイマ
ーが 機能す る こ と を示 して い る 。 同様 に し て、

　　　細胞質側 を欠 失 さ せ た Tar −A ユ98E △ C （
一
）をTar 　A19K と同時発現さ せ れば、

　　　…つ の 細胞質側 ドメ イ ン しか もた な い ヘ テ ロ ダイマ
ー

の 機能を調 べ る こ とが で

　　　き る。その 結果、実際に ア ス パ ラ ギ ン 酸応答 が 見 ら れ た （＋ ）。
B　ア ス パ ラ ギ

　　　ン 酸 は ：…つ の 結合部位 の うちの
一

つ に 結合す る 。
こ の と きTar ホ モ ダ イ マ ーの

　　　対 称性 は 破 れ る。 こ の と き、二 つ の サ ブ ユ ニ ッ トに は機能的 な非対称性 が 生 じ

　　　る。すなわ ち、ア ス パ ラ ギ ン 酸が 図中で 下 の 方 の部位 に結合 し た と き、点線で

　　　囲 ん だ 方 の サ ブユ ニ ッ トの 細 胞質側 ドメ イ ン は シ グナ ル 産 生 に 必須で あ る が、

　　　 も う
一

方 は 必要 な い こ とが 示 さ れ た。

性 もある （こ の 二 つ の 可能性 は互 い に 矛盾す る もの

で はない こ とに 注意）。C 末端領域 （レ セ プ タ
ー

と相

互作用す る ） を
一

っ しか もた な い CheA ダイマ
ー

の

活性 が 、レ セ プ ター
に よ っ て 制御 さ れ る と い う報告

が ある
’8 〕

。 し た が っ て 、
一

つ の 細胞質側 ドメ イ ン の み

で CheA の 活性を調節 で き る の か も知 れ な い 。

　 と こ ろ で 、レ セ プ タ
ー ・ダイマ

ーは 二 つ の 等価 な

リガ ン ド結合部位 をもつ が、その うち の
一

つ に リガ

ン ドが 結合す る と全体の 対称性は破れ る。こ の と き

特定の サ ブユ ニ ッ トの み か ら シ グナ ル が産生 さ れ る

こ と、つ ま り機能的 に も非対称性が 生 じ る こ と が、

（162） 74

同 じ 系 を 用 い た 解 析 か ら 示 さ れ て い る （図 6

B）
Is］・16）。こ れ も、レ セ プ タ

ー
の シ グナル 変換機構を

理解す る kで 興味深 い 性質 で あ る 。

5 ． レ セ プ ター
の メ チル 化 お よび温度が

　　 リガ ン ド結合能 に与 える 影響

　最後 に 、前節 と は 逆 に 、膜 の 内側 で の レ セ プ タ
ー

構造変化が 膜 の 外側の構造 に どの ように 影響 するの

か に つ い て検討す る 。 上 述 の よ う に 、走化性 レ セ プ

ターは、細胞質側の グル タ ミ ン酸残基が可逆 的に メ

チ ル 化 ・脱 メ チル 化 さ れ る こ と に よ っ て 負 の フ ィ
ー
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ドバ ッ ク制御を 受 け る。 こ の 分 子機構に つ い て は、

  メ チ ル 化に よ リレ セ プターの誘引物質に対す る親

和性 が 低下す る、ま た は  親和性 は変化 せ ず シ グナ

ル 産生能 が 変化す る とい う二 つ の モ デ ル が 提唱 さ れ

て い る 。 以前 に 膜分画 を用 い た 実験 に よ っ て  の モ

デル を支持す る結果 が 報告 さ れ て い た
19 ） が 、 最近 の

可 溶化 レ セ プ タ ーな ど を 用 い た 実験 で は  の モ デル

と
一

致す る結果が得 られ て い る
2°）
−22）。

　わ れ わ れ は 、
こ の点 に つ い て

、
セ リン レ セ プ ター

Tsr の 部位特異的化学修飾法 を用 い て 検討 した 。 セ

リ ン 認識 に 関わ る 156 番 目の ス レ オ ニ ン 残基 （Thr
−156）を シ ス テ イ ン に 置 換 し た 変 異 Tsr （Tsr
−Tl56C ）が 、　SH 基特異的試薬N 一

エ チ ル マ レ イ ミ ド

（NEM ）に よ っ て強 く修飾 さ れ、セ リン の 存在下 で

修飾量が 減少す る こ と を す で に報告し て い る
23）

。
こ

の セ リン に よ る保護効果が レ セ プ ターの セ リン に 対

す る 親和 性を反 映 し て い る こ と を利 用 し、レ セ プ

タ
ー

の メ チ ル 化 と リガ ン ド結合能 の 関係 を in　 v ｛tro

と in　vivO の 両方で 調 べ た （投稿中）。まず、様 々 な

メ チ ル 化状態 に あ る レ セ プ ターを得る た め、メ チ ル

化酵素ま た は脱メ チ ル 化酵素を欠損し た菌に レ セ プ

ターを発現 させ た 。 こ れ ら の 菌 に 予 め様々 な濃度の

セ リン を与 え て か ら ［
3H

］NEM で 処理 した と こ ろ、

50％保護 に必要 な セ リン 濃度 に ほ とん ど差 は見られ

なか っ た。次 に、それ ぞれ の 菌 か ら膜 画分 を調製 し、

オ ク チル グ ル コ シ ドを加 え て レ セ プ タ
ーを 抽 出 し

た 。 こ の 試料を用 い た実験で も、50％保護に 必要な

セ リ ン 濃度は、レ セ プ ター
の メ チ ル 化状態 に 関わ ら

ずほ ぼ
一

定で あ っ た 。 こ れ らの結果は、レ セ プ ター

の リガ ン ド に対す る親和性が メ チ ル 化に よ っ て変化

しな い こ と を示 して い る。

　 また 、 温度変化 も レ セ プ ターの シ グナ ル 産生状態

を変化 さ せ る
24）
一．26）

の で 、こ の と き リガ ン ド結合能

も変化す る か ど うか に つ い て 、同 じ系を 用 い て 調 べ

た （投稿中）。20℃ か ら 30℃ で、様々 な濃度の セ リ ン

存在下 で の NEM 処理 を行 っ た と こ ろ、セ リ ン に よ

る保護効果は ど の温度で も変 わ らな か っ た 。 した

が っ て 、 菌が温度走性を示 す温度範囲で は 、
レ セ プ

タ
ー

の リガ ン ド結合能 に 温度 は 影響 し な い こ と が 示

唆 さ れ た。

　 当然、リ ガ ン ドが ペ リ プ ラ ズム側 に 結合 した と き

に は細胞質側 ドメ イ ン の構造 も変化 す る は ず で あ

る。し か し、上述 の 結果 は、レ セ プ タ
ー

の 細胞質側

ドメ イ ン の 構造変化 は、必ず し もペ リプ ラ ズ ム 側 ド

メ イ ン の 構造変化 を伴わ ずに 起 こ り う る こ と を 示 唆

して い る 。 こ の こ と は、レ セ プ タ
ーの構造、と くに

そ の 動的側面 を理 解す る上 で大変興味深 い 。

6 ．終わ りに

　こ の よ うに 大腸菌 の 走化性 レ セ プ ターは、リガ ン

ド結合、膜 を介 し た 情報変換、フ ィ
ードバ ッ ク制御

な ど の 分子機構 を理解す る 上 で 、よ い モ デル 系で あ

る。今後は、さ ら に レ セ プ ター
分子 の 内部 に 立 ち入

る と と もに 、レ セ プ ターCheW −CheA 複合体の構造

や 各因子間 の 相 互作用 の 実態 も明 ら か に して い か な

け れ ば な ら な い
。 実際 こ の分野 の 研究 は すで に 「ナ

ノ バ イ オ ロ ジー」の 領域 に 突入 し つ つ あ る 。上 述 の

よう に、リガ ン ド結合 ドメ イ ン の 結晶構造解析 は す

で に成功 して い る。膜貫通領域 に つ い て も、 シ ス テ

マ テ ィ ッ ク に シ ス テイ ン 残基 を導入 し て S−S 結合

の つ くられや す さ を調 べ る と い う巧妙 な方法 に よ っ

て 、各ヘ リ ッ ク ス の 相対的な 配置や リガ ン ド結合 に

際 し て の動 き が 調 べ ら れ て い る
2η
一29 ）

。 そ の 結果、

TM1 −TMI ’
の ペ ア は常に 安定 で 、それ に 対 し TM2

が リ ガ ン ド結 合 に 伴 っ て 動 く と考 え られ て い

る
30 ）”31 ）

o 現在の と こ ろ、シ グ ナ ル 産生 ドメ イ ン の 構

造 に つ い て の 知 見は乏 しい が、シ グナル 産生活性 を

もつ フ ラ グ メ ン トが 精製 さ れ て い る
L2 ｝・1！，・12 〕・2 −1）

こ と

な どか ら、今後の進展 が 期待され る。 この よ うな in

vitro で の 構 造・機能解析 の た め に も、本稿で 中心 的

に紹介 した よ うな遺伝学的手法を用 い た解析 は有用

で あ ろ う 。

　最後に な りましたが 、本稿執筆 の 機会 を与 えて い

た だ い た栗原堅 三先生 、
ニ ノ 宮裕三 先生 に 感謝 い た

します。

引用文献

ユ）Manson 　MD ； ．4dv ，　Micro ろial　Phy ∫iol．33 ，277

　
−346　（1992）

2）Parkinson 　JS： C 召〃 7JS，857
−871 （1993）

3）Stock　JB　and 　 Surette　 MG ： In 」甌 碗 癖 6伽

　 coli　and 　Sagmonella： Cellular　and 　Molecular

　 Biology．　 2nd　Ed．（Neidhardt　FC ．　editor −in

　 chief ）．　 American 　Society　for　Microbiology，

　 Washington，　DC ，　pp．1ユ03−1129（1996）

4） Hoch 　JA　and 　S｛lhavy 　TJ （eds ．）： Two ．．Com −

　 ponent 　Signal　Transduction．　 American 　Soci−

　 ety 　for　Microbiology，　Washington ，　DC ．（1996）

一．− 75 ・ （163）

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Association for the Study of Taste and Smell

NII-Electronic Library Service

The  JapaneseAssociation  for  the  Study  of  Taste  and  Smell

 H7panyttr\k:v, VoL3  No.2  1996tP8n

                                     )[l

  5) Milburn MV,  Prive GG, Milligan DL, Scott

    WG,  Yeh  J, Jancarik J, Koshland  DE  Jr and

    Kim  S-H  : Science as4, 1342-1347 (1991)
  6) Scott WG,  MMigan  DL, Milburn MV,  Pri6

    GG,  Yeh  J, Koshland DE  Jr and  Kim  S-H  i !
    jTdol. Biol. es2, 555-573 (1993)

  7) Yeh, JI, Biemann H-P,  Pandit J, Koshland

    DE  Jr and  Kim  S-H:f  Biol. Chem. 268,

    9787-9792 (1993)
  8) Jefiery CJ and  Koshland  DE  Jr : P7'otein Sci.

    2, 559-566 (1993)

  9) Biswas R, Basin M,  Sen-Majumdar  A  and

    Das  M  : Biochemist,), U,  3795-3800 (1985)

 10) Mi]ligan DL  and  Koshland  DE  Jr: 1 Biog.

    Chem. 2ew,6268-6275(1988)

 11) Milligan DL  and  Koshland  DE  Jr: Science

    254, 1651-1654 (1991)
 12) Long DG  and  Weis RM:  Biochemistis, .?1,

    9904-9911 (1992)
 13) Cochran AG  and  Kim  PS : Science 271, 1113

    
-1116

 (1996)

 14) Oosawa  K  and  Simon  MI  : P>'oc. IVtztL Acad.

    Sci. USA  83, 6930-6934 (1986)
 15) Tatsuno I, Hemma  M, Oosawa  K  and

    Kawagishi  I : Science, in press, (1996)

 16) Gardina PJ and  Manson MD:  Science, in

    press. (1996)
 17) MaddockJand  Shapiro L: Science 259, 1717

    
-･1723

 (1993)
 18) Wolfe AJ  McNamara  BP  and  Stewart, R: f
    Bkecterz'ol. 176, 4483-4491 (1994)

 19) Yonekawa  H  and  Hayashi H:  F:EIBS Lett.

    198,  21-24 (1986)

ce

20)

21)

22)

23)

24)

25)

26)

27)

28)

29)

30)

31)

32)

33)

Dunten P and  Koshland DE  Jr : J Biol. Chem.

266, 1491-1496 (1991)

Borkovich KA,  Alex LA  and  Simon  MI:

Proc. IVIztL Acad.  Sci., USt4 89, 6756-6760

(1992)Lin
 L-N,  Li J, Brandts JF and  Weis  RM  :

Biochemits7:y su, 6564-6570 (1994)
Iwama  T, Kawagishi  I, Gomi  S, Homma  M

and  Imae  Y:  f  Btzcten'oL 177, 2218-2221

(1995)Maeda
 K  and  Imae Y  : II'oc. IVtztl. Acad, Sci,

US,4 76,91-95  (l979)
Nara  T, Lee L, and  Imae Y: f Bbcten'ol.

IZ3, 1120-1124 (1991)
Nara  T, Kawagishi I, Nishiyama  S, Homma

M  and  Imae Y: J  Biol, Chem. 271, 17932
-17936

 (1996)

Lynch BA  and  Koshland DE  Jr: Proc. IVketl.

Acad, Sci. USt`1 88, 10402-10406  (1991)

Pakula AA  and  Simon MI : Proc. IViztL Acad.

Sci2 US,tl 89, 4144-4148 (1992)
Lee GF, Burrows  GG, Lebert MR,  Dutton DP

and  Hazelbauer GL:  f BioL Chem. 269,

29920-29927 (1994)

Maruyama  IN, Mikawa  YG  and  Maruyama

HIiJ  Mol. Biol. es3,530-546 (1995)
Chervitz SA  and  Falke  JJ : Ptoc. IVtztl, Acad,

Stri,, US,`1 SB, 2545-2550 (1996)
Oosawa  K, Mutoh  N  and  Simun MI:f

Bacterfol. 170, 2521-2526 (1988)

Ames  P  and  Parkinson JS : f Bacten'ol. 17(i,

6340-6348 (1994)

(164) -76-

NII-Electronic  


