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研究成果の概要（和文）：　匂い受容に関わる匂い分子結合タンパク質、化学感覚タンパク質（CSP）は疎水性
の匂い分子を結合し、リンパや嗅粘液に覆われた親水性環境にある嗅受容体タンパク質まで運び、匂い分子を受
容体に渡す、と考えられているが、その詳細な機構は明らかではない。
　本研究ではヤマトクロアリの持つCSP1タンパク質の溶液中での立体構造を溶液散乱（小角散乱から広角散乱ま
で）によって調べ、pH変化によってその回転半径が変化すること、この変化がリガンドの結合強度の変化を伴っ
ていることを明らかにした。さらに、同一細胞で発現するCSP13タンパク質の諸性質を調べ比較することによ
り、両者の役割分担について考察した。

研究成果の概要（英文）：  Although chemosensory protein (CSP) and odorant binding protein bind 
hydrophobic odorant molecules, and believed to transport them to olfactory receptor proteins covered
 by hydrophilic lymph or olfactory mucus, its detailed mechanism is remained unclear.
  In this study, the three-dimensional structure of CSP1 protein in the solution was examined by 
solution scattering (from small angle scattering to wide angle scattering). As a result, it was 
revealed that the turning radius was changed by pH change, and that this change was accompanied by a
 change in binding strength of the ligand. Furthermore, the properties of CSP13 which is expressed 
in the same cell as CSP1 were studied to compare with those of CSP1, and the possible roles of them 
were discussed.

研究分野：生体分子機能科学

キーワード： 匂い分子結合タンパク質　化学感覚タンパク質　X線小角散乱　立体構造　ヤマトクロアリ　アカハライ
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　匂い受容に関わる「匂い分子結合タンパク質」「化学感覚タンパク質」のX線溶液散乱を行い、溶液中の構造
と、その構造変化に基づいて、それらのタンパク質の機能と分子機構について調べた。ヤマトクロアリの感覚子
に発現する２種の化学感覚タンパク質について、その生理機能と分子機構に関する新たな知見を明らかにしたこ
とは、これらのタンパク質の研究において学術的に重要な成果であると考える。
　また、これらのタンパク質は構造的に安定であり、遺伝子操作によって改変したものを得ることも可能である
ことから、種々の生体素子としての利用が検討されている。このような応用面からも、本研究の知見は社会的に
意義のあるものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）外界の情報を伝える信号として、「匂い」は多くの動物にとって重要な働きをしている。
「匂い分子」は一般に疎水性の低分子化合物である。ところが、嗅覚受容体はリンパや粘液に
覆われた親水性環境に存在している。そのため、「匂い分子結合タンパク質；odorant binding 
protein; OBP」、「フェロモン結合タンパク質；pheromone binding protein; PBP」「化学感覚タ
ンパク質；chemosensory protein; CSP」とよばれる水溶性低分子タンパク質が疎水性の匂い分
子を結合し、リンパや嗅粘液に覆われた親水性環境にある嗅受容体タンパク質まで運び、匂い
分子を受容体に渡す、と考えられている。これらのタンパク質が匂い分子を結合することは、
多くの研究例があり、それらのタンパク質の結晶構造解析により明らかにされた立体構造と合
わせて、議論されてきた。しかし、これらのタンパク質がどのようにして受容体タンパク質と
相互作用し、結合していた匂い分子を渡すのか等の分子機構についての詳細は未だ明らかでは
ない。また、脊椎動物の匂い分子結合タンパク質は「リポカリンスーパーファミリー」のタン
パク質であり、無脊椎動物の「匂い分子結合タンパク質」、「化学感覚タンパク質」もそれぞれ
異なった遺伝子グループであり、それらの類似点と相違点とに注目した研究が必要と思われる。 
 
（２）我々は先行研究「生体機能指向性エレクトリックノーズを作製し、匂いコードモデルを
検証する」科研費基盤研究 C（平成２５年～２７年）において、脊椎動物（アカハライモリ）
より見出したリポカリンタンパク質；CpLip1 を用いて、大腸菌における大量発現系を構築し、
精製したタンパク質を用いて、その結合特性を明らかにした。また、そのアミノ酸置換体を作
製し、「匂い分子」結合特性を改変できることを示し、種々の「匂い分子」結合特性を持つ改変
タンパク質を作り出す可能性を示し、それらを用いた「エレクトリックノーズ」のプロトタイ
プを作製し、その特性を調べ、その成果を２編の英文論文を含む１０篇の論文として報告した。 
 
２．研究の目的 
我々は、先行研究によって、「匂い分子結合タンパク質」の匂い分子の結合特性を明らかにし、
相同性の高いタンパク質の結晶構造をもとにした立体構造モデルから、Cp−Lip1 や CSP1 の分
子機構について検討してきた。しかし、これらのタンパク質がはたらくのは溶液中である。本
研究では、それぞれのタンパク質の溶液中の構造、および、化学分子結合に伴う立体構造の変
化を明らかにし、それに基づいて「匂い分子結合タンパク質」の分子機構を理解し、その応用
を目指すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）匂い結合タンパク質として脊椎動物のリポカリングループ（アカハライモリ；CpLip1）
とヤマトクロアリの触覚より見出された化学感覚タンパク質 CSP1 とを用いた。これらの大量発
現・精製系を構築した。精製したタンパク質について、MALDI-TOF Mass 測定により混在物の有
無、タンパク質の質量を、円二色性測定から二次構造についての情報を得た。 
 
（２）溶液中の立体構造を SPring8（申請課題；2015B1355）、および高エネルギー加速器研究
機構のフォトンファクトリー（申請課題；2016G683）での SAXS（small angle X-ray scattering）
および、WAXS（wide angle X-ray scattering）測定を行った。この時、リガンド結合に伴う構
造変化、ｐH変化による構造変化について測定した。 
 
（３）各タンパク質のリガンド結合能を、蛍光色素 1-NPN との結合、更に、リガンドを加えた
時の蛍光消光によって測定した。 
 
（４）ヤマトクロアリの触覚より見出された化学感覚タンパク質 CSP１については、同じグル
ープに属する CSP13 タンパク質が同一細胞で作られていることが報告されている。CSP1 の生理
機能を考える上で、CSP13 との役割分担についての知見を得るため、各タンパク質に対する抗
体を作製し、それらタンパク質の局在をウエスタンブロット法、免疫組織化学によって調べた。
また、CSP13 についてもリガンド結合特性を調べ、CSP1 と比較した。 
 
４．研究成果 

（１）本研究では X線溶液散乱実験を計画しており、それにはリガンド結合実験等の生理学的

実験に比べ、大量の試料を必要とする。アカハライモリの CpLip1 については先行研究によって

大量発現・精製が確立されていたが、本研究ではそれに加えて、ヤマトクロアリの CSP1、CSP13

の大量発現、生成系を確立した。大腸菌による異種発現で得られたタンパク質が予想される質

量で、かつ十分に精製されているかを MALDI-TOF Mass 分析で判定した。測定では目的試料の一

価、二価イオンに由来するピークのみが現れ、またその質量数は予想された値と良い一致を示

した。また円二色性測定では、CpLip1 ではβストランド由来の、CSP1、CSP13 ではαヘリック



ス由来のシグナルを与え、各々溶液中で、結晶構造解析に基づくモデルから予想される立体構

造と類似の構造を持つことが示された。 

 

（２）各タンパク質について、SPring8、および高エネルギー加速器研究機構のフォトンファク

トリーにおいて X線溶液散乱実験を行なった。CpLip1 では試料が会合体を作っているためか、

再現性の良いデータが得るのが難しかっ

たので、主に CSP タンパク質についての測

定結果についてまとめた。図 1 左に CSP1

タンパク質から測定された散乱データ

（赤）とモデル構造より計算された散乱曲

線（青）を比較して示した。ピークがなだ

らかになってはいるが、高角側でのタンパ 

ク質のドメイン構造等に由来するピークに 

対応する位置にピークが認められるので、 

モデルと類似した構造を取っていることが示唆されるが、詳細な解析は難しい。種々の測定の

ギニエ領域の解析から、CSP1、CSP13 分子の回転半径を求めた（図 1 右）。まず、CSP１ではリ

ガンド（Z-9-トリコセン；ヤマトクロアリ体表の炭化水素の一種）を結合した場合とリガンド

のない状態とでの回転半径には差が認められなかった。つまり、CSP1 タンパク質ではリガンド

結合に伴う大きな構造変化はないと考えて良い。一方、CSP1 タンパク質の pI値（計算値；4.99）

をまたいだ pH 7.0 と pH 4.0 とでは、pH 4.0 で回転半径が 10 % 程大きくなることが観察さ

れた。この変化はリガンド結合した状態でも同様であ

った（図 1 右）。円二色性測定では、pH の変化によっ

ては信号はほとんど変化せず、同様の pH 変化では二

次構造レベルでの構造変化のないことを示している。 

 

（３）上記の回転半径の変化が示唆する分子の大きな

形の変化が、CSP1 分子のリガンド結合能に関係するか

否かを調べた。1-NPN をリガンドとしてタイトレーシ 

ョンを行い、スキャッチャードプロットから 1-NPN の 

結合に対する Kd 値を求めたところ、pH 7.0 での値に比べ、pH 4.0 では大きくなっていること

がわかった（図 2）。これらの結果は、

CSP1 分子が受容体近辺で結合した

匂い分子を解離する機構を示唆す

るものではないかと考えている。 

 

（４）ヤマトクロアリの触角細胞の

一部では CSP1 遺伝子と CSP13 遺伝

子が同一細胞で発現している事が

北條らによって報告されている。

CSP1 タンパク質がヤマトクロアリ

体表の炭化水素鎖受容に関与してい 

ることは尾崎らによって報告されて 

図 1. CSP1 タンパク質の X 線溶液散乱.（左）CSP1 pH7.0 の
散乱パターン（赤）.CSP1 のモデル構造から計算された散乱
パターン（青）.（右）CSP1 のギニエ領域から求めた回転半
径の pH による変化.CSP1 タンパク質（緑）.CSP1 タンパク質
とリガンド（Z-9-トリコセン）の混合物（オレンジ）. 

図 2. CSP タンパク質と 1-NPN との結合体とレ
ーションから得たスキャチャードプロット。
CSP1タンパク質pH 7.0 (緑四角)、とpH 4.0 (オ
レンジ丸).CSP13 タンパク質 pH7.0（青三角） 

図３. CSP1（A）と CSP13（B）タンパク質の種々化合物との結合特性.
蛍光色素 1-NPN と結合させておき、種々化合物を加えた時の蛍光の消
光を示す。Z-9-トリコセン（黒丸）、エチルブチレート（赤丸）、2-イ
ソブチルチアゾール（オレンジ三角）、ベンゾフェノン（緑四角） 



いるが、同一細胞に存在する CSP13 の役割については報告がない。そこで、CSP1 と比較するた

めに種々の測定を行なった。結晶構造に基づくモデル構造では大きな差異は観察されない。ま

た溶液中の円二色性測定でもほぼ同一のシグナルを与えた。溶液散乱測定から、回転半径は pH 

7.0 では CSP1 より 1 Å程小さく、また pI 値（5.0）をまたいだ pH変化によっても回転半径は

ほぼ同一であった。リガンド結合特性を調べると、CSP1 では調べた化合物に対しほぼ同一な結

合を示したのに対し、CSP13 では Z-9-トリコセン（ヤマトクロアリ体表の炭化水素の一種）に

対し強い結合を示した（図３）。この両者の結合特異性の違いはそれぞれの役割分担の違いに対

応しているのではないかと考えている。 
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