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細 菌 は、 光 や 様 々 な 化 学 物 質 、 温 度 変 化 な どの 外 部 刺 激 を感 知 して 「好 ま しい 」 環

境 に 移 動 す る 、 「走 性 」 と 呼 ば れ る 性 質 を 持 っ て い る 。 これ らの 外 部 刺 激 はMCP

世ethyLaccepting⊆hemotaxis2roteins)と 呼 ば れ る膜 タ ンパ ク質 に よ って 細 胞 内へ と伝

達 され 、 リ ン酸 化 カ ス ケ ー ドを通 して最 終 的 に鞭 毛 モ ー ター へ と伝 え られ る。MCPの

細 胞 内領 域 は リン カー 領 域 、 メチ ル 化 領 域 、 シ グ ナ リ ン グ領 域 か ら成 って い る。 細 胞

質 ドメイ ン に つ い て は 、大 腸 菌 のMCPに お い て メチ ル 化 領 域 お よ び シ グナ リン グ領 域

の立 体 構 造 が 報 告 さ れ 、 ヘ リ ック ス バ ン ドル 構 造 を と る こ とが 明 らか に な って い る。

一方
、 リ ンカ ー 領 域 に つ い て は シ グ ナ ル 伝 達 に 重 要 で あ る こ とが 指 摘 さ れ て い る に も

か か わ らず 、MCPに お いて 立体 構 造 の解 析 例 が な い た め 、MCPが 外 部 刺 激 を細 胞 内へ

伝 え る シ グ ナ ル伝 達 の 機構 は よ く分 か っ て い な い。

高 度 好 塩 好 ア ル カ リ性 菌Natronomonas、 ρharaonisは 近 紫 外 お よび 紫 光 か ら逃 げ る 負

の 走 光 性 を 示 す 。 負 の 走 光 性 に 関 与 す る 七 回 膜 貫 通 型 の ロ ドプ シ ン様 光 受 容 体ppR

ipharaonisphoborhodopsin)は 、MCPに 属 す る二 回膜 貫 通 型 タ ンパ ク質pHtrlI(pharaonis

HalobacterialtransducerproteinII)と 膜 内 で 複 合 体 を 形 成 して お り、ppRが 受 容 した 光 シ

グ ナ ル はpHtrllを 通 して 細 胞 質 内へ と伝 達 され る。 本 研 究 で はppR一 ρHtrlIを 介 した シ

グ ナ ル 伝 達 機 構 にお け るMCPの リ ンカ ー 領域 の 役割 を明 らか にす る た め に、核磁 気 共

鳴(NMR)法 お よ び電 子 ス ピ ン共 鳴(EPR)法 を用 いてpHtrIlリ ン カー 領 域 の 構 造 解 析 を行

った 。 ま た そ の 過 程 で 、 コ ー ル ドシ ョ ッ クベ ク タ ー と可 溶 性 タ グ を組 み 合 わ せ た 、 大

腸 菌 に よ る高 効 率 な新 規 発 現 系(pCold-GST)の 構 築 に成 功 した。

本研 究 で は膜 貫 通 領 域 と リ ンカ ー 領 域 を含 むpHtrll(1-159)を 、大 腸 菌 大 量 発 現 系 を用

いて 発 現 精 製 し、 トリプ シ ン処 理 に よ る ドメ イ ン解 析 を行 った 。 そ の 結 果 、 リン カー

領 域 に一 つ の安 定 な フ ラ グ メ ン トを見 出 し、NMRに よ る立 体 構 造 解 析 の 結 果 、残 基 番

号135-150の 領 域 が α一helix構 造 を と る ことが 明 らか とな っ た 。 これ らの結 果 は 、 これ

まで フ レキ シ ブル で あ る と考 え られ て い た リ ンカ ー 領 域 に も安 定 な 立体 構 造 が存 在 す

る こ とを示 して い る。

pHtrllを 含 むMCPの リ ンカ ー 領 域 に は 、膜 直 下 にHAMP但istidinekinases,△denylyl

cyclases,Methylbindingproteins,Rhosphatases)と 呼 ばれ る共 通 した ドメ イ ンが 見 出 され

て い る 。 本研 究 にお い て 、 デ ー タ ベ ー ス を用 い てpHtrllリ ンカ ー 領 域 にお け る ドメイ

ンの検 索 を行 っ た と ころ 、膜 直 下 とは 別 に も う… つHAMPド メ イ ンが 存 在 す る ことが

見 出 され た 。本 研 究 で 明 らか に した α一helix構 造 は二 つ のHAMPド メイ ンの 間 に位 置 し

て い た 。 そ こでHAMPド メイ ン の モ デ ル構 造 と本 研 究 で 決 定 したNMR構 造 を組 み 合

わ せ て 構 造 モ デル を構 築 した と こ ろ、ppRか ら微 細 な 構 造 変 化 と して 伝 え られ た光 シ

グナ ル を下 流 に伝 達 す る こ とが 可 能 な構 造 を取 り得 る こ とが 明 らか とな った 。
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本 論文で は、細 菌の持つ、光や 様々な化 学物 質、温度 変化な どの外部刺激 を感 知 し

てよ り好 ましい環境 に移動す る 「走性 」と呼 ばれ る性質 の研 究 を行 っている。一般 に、

「走性 」 に関す る外部刺激 はMCP(MethyLaccepting⊆hemotaxisセroteins)と 呼 ばれ る膜

タ ンパ ク質 によ って細胞 内へ と伝達 され 、 リン酸化 カス ケー ドを通 して最終 的 に鞭毛

モーターへ と伝 え られ る。MCPの 細胞 内領域 は リンカー領域、 メチル化領域 、シグナ

リング領域 か ら成 ってお り、 メチル化領 域お よび シ グナ リング領域 につ いては立体構

造解 析 をは じめ とす る詳細 な研 究が進 んで いる。 しか し、 リンカー領域 につ いて はシ

グナル伝達 に重要で ある ことが指摘 されて いるに もかかわ らず 、そ の研究 は遅れてお

り、結果 としてMCPが 外部刺激 を細胞 内へ伝え るシグナル伝達 の分子機構 はよ く分か

って いな い。

本論文で は、高度好塩好 アル カ リ性 菌Natronomonaspharaonisの 持つ、近紫外お よび

紫光か ら逃 げる 「負 の走光性」を取 り上げ、負の走光 性 に関わ るMCPで ある二 回膜貫

通型 トラ ンスデューサータ ンパ ク質pHtrIIに つ いて、 生化 学的な ドメイ ン解析や 、核

磁気共 鳴法NMRお よび電子 ス ピン共鳴法EPRを 用 いた立体構造解析な どを行 うこと

で、MCPの 分子機能、特 に リンカー領域 の構造 と機能 の解 明 を 目指 している。

本論 文の成果 は次 の4点 で ある。1)大 腸 菌大量発現 系 を用 いて調製 した古細菌 の

MCPpHtrIlに トリプシン処理 を行 い、 これ までフ レキ シブルで ある と考 え られていた

リンカー領域 にお いて安定な構 造 ドメイ ンを見 いだ した。2)こ の構造 ドメイ ンにつ

いてNMRに よる立体構 造解 析 を行 った結果 、残基番号135-150の 領域がα一helix構造

を とる ことを明 らか に した。3)ド メイ ン検 索 によ り膜 直下 とは別 に もう一つHAMP

ドメイ ンが存在す る ことを見 いだ し、本研 究で決定 したα一helix構造が二つ のHAMPド

メイ ンの間 に位置す る ことを明 らか に した。EPR測 定の結果 に基づ き リンカー領域 の

構 造モデル を構 築 し、負 の走光性 レセ プターか ら伝 え られ た光 シグナル を微 細な構造

変 化 を下流 に伝達す る ことが可能で あ る ことを示 した。4)コ ール ドシ ョックベ クタ

ー と可溶性 タグを組み合 わせた、大腸菌 による高効 率な新規発現 系pCold-GSTの 構 築

に成功 し、 リンカー領域 な どのNMRサ ンプル調製 を可能 にす る新 規技術 の開発 に成

功 した。

以上 のよ うに、本論 文はバ クテ リア にお ける外 部環境 の シグナル伝達 にお いて主要

な役割 を果 たすMCPの 分子 機能 の一端 を立体構造や 生化学的なデ ータか ら明 らか に

した もので、学術上 、応 用上貢 献す る ところが少な くない。 よって審査 委員一 同は、

本論文が 博士(バ イオサイエ ンス)の 学位 論文 と して価値 ある もの と認 めた。


