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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

形成して梓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し、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，受容体ダイマ一間相互作用を検出し，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ついて議論する.

はじめに

大腸菌は，アミノ駿や糖などの栄養物質に向かつて近づき，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通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，ホノレモン受容体などと本
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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

シグナル伝達の分子機構について議論したい.

質的に閉じとされている.

中心に，

1. 大腸菌走化性システムについて

大腸菌の懸濁液にセリンを含む

この性質は走化

大腸菌は，

キャピラリを差し込み，

性と呼ばれ，感覚受容ー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

外環境の刺激を受容し，応答する.例えば，

しばらくおくと，菌は口の周りに集まってくる.

(Falke et al.， 1997; Stock & Levit， 2000; Bourret & Stock， 2002; Sourjik， 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

を示す
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変化などの刺激に対しても走性を示す.他の細菌には，光に対して走性(走光性)

ものもある.

大腸菌は数本のらせん状のべん毛
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という 2種類の泳ぎを使い分

スイミング)

ング)

けて移動する(図 1) .ベん毛が反時

(CCW)すると束ねられてス計回り

Tumbling 

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

とほどけて推進力が失われ方向転換

(CW)する

4 』

司 F

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

時計回り (CW)

ニタンブリング

反時計回り (CCW)

コスムーズ・スイミング

度の低下や，忌避物質濃度の上昇に

国1 大a・曹の走化住 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.

そのより方向転換頻度が増加する.

より好ましい環境へと進むこ結果，

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

および各種 Cheタンパク質である.外界からのシグナルは受容体で、認るべん毛モーター，

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

このリン酸基転移系と相同なタンパクン酸リレー系を介してべん毛モーターまで伝わる.
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質を含むシグナル伝達系は，二成分制御系 two-componentregulatory 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 (Stocket al.， 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.

ベん毛は，菌体外

べん毛モーター II ，.~，. に突出したらせん
CW回転 一

忌遊物質

E財!物質

メチル化 ・ 一一
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回2 大.薗の走化住シグナル伝達径路 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，りン酸化型 CheYはべん毛モーターのスイ
ッチ複合体に結合し，ベ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にもりン酸基を転移し，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

つなぐフックから

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ーっ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，ベん

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つ会合したホモダイマーを形成し，ベリプラズ

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 (α1，α2，α3，α4)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 ，000~40 ，000 分子と大きくばらつき， Trgは常にその 20分の l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 Aspa此ate
(ligand) 

なく，複数の刺激を受容できる.

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 (Ne+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，日南乳動物の受容体チャネル

VRl (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(α1-α2間)

と，もう片方のサブユニットのル

ープ3'・4'(α3' -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 (Milbuernet al.， 1991; Yeh et 

al.， 1993; Jeffery & Koshland， 1993; 
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困s 大・首アスパラギン園陸受容体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
ニット二つからなるホモダイマーでベリプラズムのリ
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
相互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 al.， 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 et al.， 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 (Milligan& Koshland， 

1988) ことから，そのシグナル伝達には，モノマーーダイマ一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 r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 α4

が細胞質側へわずかに沈み込む)が示されている (Milburnet 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(Tatsunoet 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 fピストンモデノレJとよく合う (Umemuraet 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~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で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 α1.， 

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.極クラスター肉でのダイマ一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数Kdの値は約 1x 10・6Mであるが，菌はわずか-----3X 10-8 

M のアスパラギン酸に応答し (Clarke& Koshland， 1979;Hedblom & Adler， 1983; Segall 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

れている.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が協同的に作崩するということ

がわかっている (Cluzelet al.， 2000; 

Souり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 (Sourjik & Berg， 

2002b) .免疫電子顕微鏡や蛍光顕微鏡

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 (Maddock & 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一間の相互

作用(協同性など)によりシグナル増

• 

b 

園4 受容体の -trimerof dimers. (六量体}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 (Brayet 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闘値が低いことや， CheY-YFPと CheZ-CFP

の問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聞

の協同性が示唆されている (Gestwickiet al.， 2000; Gestwicki & Kissling， 2002; Souりik& Berg， 

2004) .さらに近年，結晶構造解析によって Tsrダイマーが細胞質恨Hで、特異的に相互作用し

てトライマーを形成し，“trimerof 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 (Kimet al.， 1999; Shimizu et al.， 2000・Kimet al.， 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 (Ameset 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一間相互作用の
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A 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，lnνivoで架橋形成を調べ

ることにより，受容体ダイマ一間相互

作用について検討した (Hommaet 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).その結果ダイマ一間で

S-S架橋が形成されることがわかった.

この結果は Tarダイマ一間での相互作

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，ダイマ一間架橋形成は 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，ダイマ一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

二筒所にシステイン残基を導入した二

重変異体 Tar(S36C&D142C)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

B 

• Cys 

144 

143 

142 

36 

園6 In vivo S-S 架慣による Tarダイマー闘
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つ Cysを
導入すると架橋オリゴ‘マーが得られるのではな
し、かと考えた.B. Tarベリプラズムドメインの立
体構造(上，側面図;下，外膜側から見た函)と
Cys置換した残基の位置.
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「ナノバイオダイナミクス」

結晶構造解析で得られた“trimerof dimers"構造 (Kimet 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

イマー開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では検出されなかった.

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“trimerof 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

受容体ダイマー聞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

ベリプラズムのダイマ一間

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，

受容体ダイマ一間相互作用

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

のダイマ一間架橋に影響し

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&D142C 

[Cu2+] ~一」立-iL 旦o 200 
Asp -+同十ー+ー+四+

織自陸 線機鎖績協併構~ Hexalner 

..... Dimer (inter) 

~ Dimer (in甘a)

国6 .81物質鎗合が受容体グイマー聞架慣に与える
影嘗 誘引物質であるアスパラギン酸 (Asp)の添加は，二
重Cys変具体 (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一間
(inter)で架橋したダイマーは移動度が異なることに注意.
[Cu2+]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-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-COOCH3 + SAH ( 1 ) 

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

(Rは受容体， SAMはs-アデノシルメチオニン， SAHはs-アデノシルホモセリンの略)
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回7 メチル化博察 CheR(左}と脱メチル化蜂索 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サブドメインから構成されている

のIjordjevic& Stock， 1997) .一方， CheBもN末端・ C末端ドメインをもつが，それらは20

残基程度のリンカー領域によってつながれている (Djordjevicet 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=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.つまり，適応は，おも

にCheB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

po 
ウ
tro 



「ナノノTイオダイナミクスJ

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:t0.8， CheW 

は1.6土0.5，CheYは 2.4:t 0.4， CheZダイマーは 0.5:t 0.09とほぼ同程度であるのに対し，

CheRは 0.05土0.01，CheBは 0.08:t 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.

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 (Souりic& 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 (Wuet 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

の~ordjevic & Stock， 1998) .また，当研究室における invivo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 (Okumuraet al.， 1998; Shiomi et al.， 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

の β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 al.， 

2002) . CheR 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) 

Methyltransferase CheR 

園8 CheRによる受容体の二重隠.携帯 CheR (左)の β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 α2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具体を作製・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 α2ヘリックスが受容体メチ

ル化ヘリックスと相互作用すると推定された.実際 CheRのα2ヘリックスと Tarメチル

化ヘリックスの聞の inνitro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 
ぷゃ ;，.，<::;. 
，~.-ょす
.¥....' .c，....... 、日

トイ
やv .....- _ v-
v 心 c

GFP-Chcs 

0JL [1-153] 

L [134--153] 

LC [134-3ヰ9]

B 

GFP GFP-CheB GFP-~L GFP-LC 

園9 CheBの細胞内局在 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 (O
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，脱メチノレ化酵素 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[CJ，およびリンカー[L]) と融合させ，細胞内

局在を観察した (Bannoet 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一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./n 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.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， GFドLCの局在ノ〈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

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

adaptation 明らかとなった.それで
compartment 

は，極への局在は静的な
= second target 
of CheB ものなのか，それとも，

mner 
membrane 

合

E
L
P
U
 印、B
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C
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困10 走化住受容体クラスターにおける『適応ヨシパート
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，
バルクの細胞質領域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 (Shimizuet 
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. 一方，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
ノミートメントに移り，第二の標的である受容体メチル化ヘリック
スと相互作用するのではないかと推測される.

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

化レベノレが高い方が，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，秩序だった配置を左っている.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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