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研究成果の概要（和文）： 本研究では，コレラ菌V. choleraeの誘引物質を複数，新たに見出した．また，いく
つかの誘引物質については，それを感知するMLPを同定した．Mlp2は，糖新生の基質であるピルビン酸およびオ
キサロ酢酸を結合し，誘引応答を媒介した．またMlp2はセリンも感知するが，結合はしなかった．Mlp2のリガン
ド認識については投稿準備中である．また，腸内で豊富なある物質が誘引物質であることを新奇に見出してお
り，感染との関連が推定される．さらに，コレラ菌の忌避物質はこれまでフェノールのみが知られていたが，あ
るアミノ酸に対して忌避応答を示すことを新たに見出した．

研究成果の概要（英文）：In this study, we found out several attractants of V. cholerae. Moreover, we
 identified the MLPs that sense some of the new attractants. Mlp2 bound pyruvate and oxaloacetate, 
substrates for glycosylation, and mediated the attractant response. Mlp2 also sensed, but did not 
bind serine. The ligand recognition of Mlp2 is in preparation for submission. We also found that a 
certain substance abundant in the intestine is a novel attractant. This characteristic was presumed 
to be associated with the infection of V. cholerae. Furthermore, we newly found that V. cholerae 
shows a repellent response to a certain amino acid, although phenol is the only known repellent.

研究分野：生物物理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究では糖新生の基質や，腸内に豊富に存在する物質にコレラ菌が誘引応答を示すことを見出した．コレラ
菌の走化性は，病原性発現と密接に関連していることが知られており，そのメカニズム解明が期待できる．
これらの物質の感知に関わると同定したMLPは，これまでに報告されている走化性受容体と異なる．これらのMLP
を精査し，すでに知られているものと比較することで，コレラ菌の複雑な走化性メカニズムの理解を進めること
ができるであろう．
　また，本研究で新たに忌避物質として見出したアミノ酸はこれまでに知られていたフェノールより毒性が低い
と考えられ，コレラ菌の走化性，ひいては感染メカニズム解明の促進が期待できる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 コレラは発展途上国を中心に毎年，多数の罹患者が発生している感染症である．コレラ感染症
の原因菌であるコレラ菌 Vibrio choleraeはアミノ酸など様々な化学物質に対して走化性を示す．
コレラ菌の病原性は走化性と深く関連することが知られている．細菌の走化性は大腸菌で良く
研究されており，大腸菌は化学物質を感知する走化性受容体(MCP)を 5種もつ．一方，コレラ菌
では 40 種以上の走化性受容体ホモログ(MCP-like proteins, MLP)が見つかっている．しかし，
これらのMLPのうち多くは機能や発現条件などがわかっていなかった． 
 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的はコレラ菌の MLPs の機能と発現調節メカニズムを解明することであった．走
化性に関わるものは感知する刺激を特定し，病原性との関連の理解を目指した．特にヒト体内で
豊富な物質を感知するものや，ヒト体内に近い環境で発現が誘導されるMLPの同定を目的とし
た．また，コレラ菌の走化性研究はキャピラリアッセイなどの煩雑な手法が採用されている．そ
こで，より簡便な手法の開発と，そのための忌避物質の探索を行った． 
 
 
 
３．研究の方法 
 走化性応答調節因子CheY3を過剰発現させて方向転換頻度を上昇させたコレラ菌走化性野生
株 O395N1 に様々な化学物質を与え，方向転換頻度が低下し誘引応答を示すかを顕微鏡下で観
察した．それぞれの物質の感知に関わる MLP の同定にはメチル化アッセイを行った．MLP は
誘引物質を感知するとメチル化レベルが上昇し，SDS-PAGEでの移動度が上昇する．各MLPを
クローニングして O395N1 で発現させ，誘引物質を与えて SDS-PAGE での移動度の変化を調
べた．また，ペリプラズムドメインフラグメントをプラスミドから発現，精製し，ITCを用いて
結合するかどうかを測定した．  
 
 
 
４．研究成果 
(1) 本研究ではコレラ菌の誘引物質を複数，新たに見出した．コレラ菌は糖新生の基質である
ピルビン酸に対して誘引応答を示した．一方で，TCA 回路の基質であるコハク酸やフマル酸に
は誘引応答を示さなかった．ピルビン酸走性に関与するMLPを同定するためにメチル化アッセ
イを行ったところ，ピルビン酸の添加によりMlp2の SDS-PAGEでの移動度が上昇し，これら
の物質に対する走性に関与していると考えられた．Mlp2は当研究室のこれまでの研究によりセ
リン走性にも関与することが推定されていた．そこで，Mlp2のペリプラズムドメインフラグメ
ントを構築し ITC アッセイを行ったところ，ピルビン酸は結合したが，セリンは結合しなかっ
た（図 1）．したがって Mlp2 はピルビン酸の走化性受容体であり，また，セリンに対しては受
容体ではなくトランスデューサーであると考えられた． 

図 1: Mlp2のペリプラズムドメインフラグメントを用いた ITCアッセイ．10 mMのフラ

グメントタンパク質に各物質を滴定し，熱変化を測定した． 



(2) コレラ菌は腸内に豊富に存在する，ある化学物質 Xに対して誘引応答を示すことを見出し
た．また，メチル化アッセイにより Xの感知に関与するMLPを同定した．Xは生理活性物質で
あり，この物質に対する走化性はコレラ菌の感染サイクルにおいて重要であることが推測され
る． 
 
(3)  忌避物質を利用することで誘引応答を明確に観察することができる．しかし，これまでに
知られていたコレラ菌の忌避物質はフェノールのみであり，フェノールは菌体にダメージを与
えるため利用が難しかった．本研究では新たにあるアミノ酸に対してコレラ菌が忌避応答を示
すことを見出した．詳細な解析はできていないが，このアミノ酸を感知するMLPは複数存在す
る．このアミノ酸は菌体にダメージを与えないと推定され，利用することでコレラ菌の走化性研
究の進展が期待できる． 
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