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図 1 走化性制御分子群の模式図。 

リン酸転移反応経路を点線矢印で示した。 
＊多量体化状態は反映させていない。 

平成２５年６月１０日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
本研究では、申請者らの開発した NMR 手法である交差飽和法を用いて、原核生物の走化
性を制御する細胞内シグナル伝達タンパク質である CheA と CheY の複合体が、反応部位
同士が互いに近接した状態と、離れた状態の平衡状態にあることを明らかにした。これに
より、CheA が、シグナル伝達に必要な二つの反応を、一つの反応部位で、両方とも効率よ
く進めているメカニズムが解明された。 
研究成果の概要（英文）： 
Our NMR study based on cross-saturation method revealed that the CheA-CheY 
complex, which regulates bacterial chemotaxis, exists in equilibrium between catalytic 
and non-catalytic states, in which their catalytic sites are close to and away from each 
other, respectively.  This binding mode allows CheA to perform two signal 
transduction reactions with one catalytic site. 
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１．研究開始当初の背景 
二成分制御系は、ヒスチジン残基のリン酸

化を利用する特徴を持つ細胞シグナル伝達
分子群であり、原核生物、酵母、植物の環境
応答に広く利用されている。原核生物の走化
性のシグナル伝達系（bacterial chemotaxis）
をはじめとする、多くの二成分制御系は、病
原性微生物の感染部位への侵入や、バイオフ
ィルムによる抗生物質からの防御に重要で
あるため、多剤耐性菌にも作用する次世代抗
生物質の主要な開発ターゲットである。 

二成分制御系では、図 1 に示すように、
catalytic and ATP-binding ドメイン(CA)に
結合した ATP から histidine-containing 
phosphotransfer ドメイン(Hp)上の活性ヒ
スチジン残基へのリン酸の移動（自己リン酸
化反応）、および Hp から response regulator 
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図 2 均一(左)および P1 ドメイン選択

的 (右 ) [2H,15N]標識を施した、全長

CheA の 1H-15N TROSY スペクトル。

(RR)上のアスパラギン酸残基へのリン酸の
移動（リン酸転移反応）が連鎖的に進行する。
さらに、センサー分子の sensing ドメインが
環境変化を検知すると、stalk ドメインが構
造変化して、その結果センサー分子と繋がっ
た CA および Hp の間の自己リン酸化の速度
が変化することにより、シグナル伝達が進行
する。bacterial chemotaxis では、P1～P5
の 5つの機能ドメインがリンカーで連結した
構造を持つ、分子量 15 万の CheA 分子上の
P4 ドメインと P1 ドメイン、および CheY 分
子がそれぞれ CA, Hp, RR の役割を担い、ア
ミノ酸等の栄養物質を認識する膜タンパク
質 で あ る methyl-accepting chemotaxis 
protein (MCP)の細胞外領域が sensing ドメ
イン、膜貫通および細胞内領域が stalk ドメ
インの役割を担っている。なお、bacterial 
chemotaxis では、CA および Hp とセンサー
分子の連結は、P5 ドメインと MCP の結合に
より達成されている。また、CheY は CheA
の P2 ドメインと結合する。また、P5, MCP
の両方に結合する CheW 分子が、MCP によ
る CheA の活性制御に必須である。 
二成分制御系のシグナル伝達機構を解明

する上では、機能ドメイン間の結合様式を原
子レベルで明らかにすることにより、Hp 上
で、CA との自己リン酸化反応と RR とのリ
ン酸転移反応が両方とも効率よく進行する
機構や、センサー分子が自己リン酸化反応の
速度を制御する機構を解明することが必要
である。その際、CA, Hp, センサー分子のよ
うなマルチドメインタンパク質では、機能ド
メイン間の配置や他のドメイン間相互作用
の影響により、特定のドメイン間相互作用が
阻害されたり、弱い相互作用が重要となった
りするため、全体構造を保持した状態におけ
る結合様式の解明が必須となる。しかし、従
来の構造生物学的解析では、手法的な制限か
ら、個々の機能ドメインを切り出した解析に
限られていた。 

申請者の所属する研究室は、タンパク質複
合体の相互作用界面を精密に決定できる新
規 NMR 測定手法（交差飽和法）の開発に成
功し（Nature Struct. Biol.(2000)）、交差飽
和法の分子量制限を克服した「転移交差飽和
法（TCS 法）」へと発展させた（J. Mol. 
Biol.(2002), J. Magn. Res. (2010)）。さらに、
最近、申請者らは、本手法を用いて、ケモカ
イン上のケモカイン受容体結合部位を、原子
レベルで同定することに世界で初めて成功
した (J. Am. Chem. Soc. (2010), J. Biol. 
Chem. (2009))。転移交差飽和法は、巨大で、
運動性に富む相互作用にも適用可能である。
したがって、転移交差飽和法に基づく NMR
解析により、全長 CheA, CheY, CheW, およ
び MCP における、機能ドメイン間の結合様
式が解明できると考えた。 

 
２．研究の目的 

本研究では、転移交差飽和法に基づく
NMR 解析により、全長 CheA と CheY の結
合様式を解明して、P1 の活性ヒスチジン残
基上で、P4 との自己リン酸化反応と CheY
とのリン酸転移反応が両方とも効率よく進
行する機構を明らかにすることを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 

CheA の部位特異的標識を確立した上で、
CheAのP1, P2のNMRシグナルを帰属した。
CheA の P1、P2 の運動性を NMR 解析した
上で、全長 CheA-CheY 複合体の交差飽和実
験を行った。得られた結果に基づいて、CheA
の自己リン酸化反応、および CheA から
CheY へのリン酸転移反応機構を考察した。 
また、転移交差飽和法を用いて、MCP、

CheA、CheW の三者複合体における結合様
式、および三者複合体状態における、CheA
のP1とP4の結合様式を解明することを念頭
に置いて、P4 ドメインの NMR シグナルの観
測および帰属を行った。 
 
４．研究成果 

CheA全長の 1H-15N TROSYスペクトルを
測定した結果、約 150 個のシグナルが高感度
で観測された。各種三重共鳴実験を行った結
果、観測されたシグナルは主に P1, P2 ドメ
インに由来することが明らかとなった。また、
in vitro PTS 法により、P1 ドメイン、P2-5
ドメインの一方のみを選択的に標識する方
法を確立した(図 2)。 

そこで、全長 CheA, CheY それぞれを観測対
象とする交差飽和実験を両方行った。その結
果、P2 ドメイン-CheY 複合体の結晶構造に
おける結合界面上の残基の強度減少に加え
て、その半分程度の大きさの強度減少が、P1
ドメインの His48 と CheY の Asp57 の周辺
の残基にもそれぞれ観測された(図 3)。した
がって、P1 ドメインと CheY が、反応部位
同士で相互作用していることが示された。 



 

 

図 5 NMR 解析により明らかになった、

CheA と CheY の結合様式。 

生理的な濃度では、CheA は P1-CheY 
unbound state と P1-CheY bound state の

平衡状態にある。 

図 4 CheA と CheY の結合様式。 

リン酸転移反応経路を点線矢印で示した。 
＊多量体化状態は反映させていない。 

図 3 交差飽和実験により同定した、P1

ドメインおよび CheY 上の結合界面。 

図 6 CheA が自己リン酸化反応とリン

酸転移反応を両方とも効率良く進行さ

せる機構。 

 

 
次に、全長 CheA ならびに P1 ドメイン単

独に対して CheY を滴定する実験を行った。
その結果、P1 ドメイン単独では解離定数が
約 5×10-4 M に対応する化学シフト変化が観
測された。一方、全長 CheA 中の P1 ドメイ
ンのシグナルには、見かけの解離定数が 10-6 
M 程度と 5×10-4 M 程度に対応する、2 相性
の化学シフト変化が観測された。 

 
以上の結果より明らかになった、CheA と
CheY の結合様式を図 5 に示す。P1 ドメイン
と CheY は、複合体内で結合することにより、
はじめて生理的条件において、反応部位同士
が近接する、反応に有利な相互作用を形成す
ると考えた。このような結合様式は、結合と

解離を迅速に繰り返して、その結果素早く次
の反応を開始する上で重要であると考えた。 
また、P1 ドメインと CheY の複合体内相

互作用は、平衡定数 Keq1 が 1 のオーダーの
平衡にあることが示唆された。この平衡は、
P1 ドメインが、CheY の活性部位とも、P4
ドメインの ATP 結合部位とも相互作用して、
自己リン酸化反応とリン酸基転移反応の両
方を効率よく進める上で重要であると考え
た（図 6）。 

次に、変異体による P3-5 ドメインの側鎖
メチルシグナルの帰属を試みた。全長 CheA
の P3-P5 ドメイン側鎖メチル基選択的標識
体と、切り出した P3-P5 ドメインの 1H-13C 
HMQC スペクトルを比較したところ、両者
でわずかに違いが観測されたが、特に Ala 領
域では良く重なったため、P3-5 ドメインの大
部分の帰属をそのまま全長に移すことが可
能であると考えた。そこで、試料調製の簡便
さを考慮し、まず切り出した P3-P5 ドメイン
に対して Ile, Ala, Met残基に 1つずつ変異を
導入した変異体を作成し、消失したシグナル
を変異導入残基として帰属した。次いで、そ
の結果を全長に移すこととした。P3, P4, P5
の 3つのドメインが比較的構造上独立してい
るため、3 つのドメイン同時に異なるアミノ
酸に変異を導入することが可能であると考
えて、1-3 残基同時に変異を導入した各種変
異体を調製した。現在までに Ile, Met, Ala 71
残基中 63 残基に変異を導入した、27 変異体
のスペクトルの取得を完了し、Ile 28 残基中
14 残基、Met 13 残基中 3 残基、Ala 残基 31
残基中 12 残基の帰属に成功した。帰属済み
の残基の中には、A423, A434, A462, M475
などの ATP 結合部位近傍の残基も含まれて
おり、これらの残基は今後 ATP 結合部位周
辺の構造変化を調べるプローブとなること
が期待される。 
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