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研究課題名 コレラ菌走化性受容体 Mlp24p のリガンド認識機構 

研究成果の概要 

研究目的、研究計画、研究方法、研究経過、研究成果等について記述すること。必要に応じて用紙を

追加してもよい。（先行する研究を引用する場合は、「阪大生のためのアカデミックライティング入

門」に従い、盗作剽窃にならないように引用部分を明示し文末に参考文献リストをつけること。） 

- 研究目的, 背景 

細菌は化学物質の濃度勾配を感知し、自身にとって好ましい環境に集まり、好ましくない環境からは逃

避する走化性と呼ばれる性質を持つ(1)。多くの細菌はべん毛と呼ばれる器官を使って運動し、べん毛モ

ーターの回転方向を調節することにより望ましい環境へ近づく。細菌の走化性には、センサー膜蛋白質

である走化性受容体、細胞内情報伝達蛋白質、べん毛モーターが関与する。外界からの様々な刺激は走

化性受容体によって受容され、その情報をべん毛モーターに伝達することにより刺激に対して応答を示

す。(図１)(2,3) つまり、走化性受容体は走化性メカニズムの最上流に位置している。 

走化性受容体のうち最もポピュラーなものは MCP(methyl accepting chemotaxis protein)で

ある。MCP の細菌内領域は類似した長いコイルドコイル構造を持つ一方、細胞外領域の構造は多様であ

り、それぞれ異なる様式でリガンドを認識する。(図２)(4) 

 

 

 

図 1：細菌の走化性メカニズム 
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図 2：MCP の細胞質内領域（赤）およびペリプラズム領域（黄と緑） 

 

ビブリオ属菌は通性嫌気性のグラム陰性桿菌で、単一の極べん毛をもつ。代表的なビブリオ属菌として

細菌感染症コレラの病原菌である Vibrio Cholerae, 人食いバクテリアとして知られる Vibrio 

Vulnificus, 感染症腸炎ビブリオの病原菌である Vibrio Parahaemolyticus などがあげられる。

本研究では V. Cholerae の走化性受容体を研究対象とした。 

V. Cholerae は養分に富んだ環境下でのみ毒素を産生し、養分は走化性受容体によって感知されるこ

とから、走化性受容体が深く毒素産生に関わっていると考えられる。遺伝子解析の結果、V. cholerae

は 44 種類以上の MCP 様蛋白質を持つことがわかり、MCP-like proteins (Mlps)と名付けられ

た。44 種類を超える Mlp のうち大半のものの機能は未解明であるが、いくつかの Mlp で認識するリ

ガンドやその詳細な構造が明らかになってきた。例えば、本研究で扱った Mlp24 は V. cholerae の走

化性に関与し、L-アルギニンや L-セリンをはじめ多くのアミノ酸と結合することが先行研究により解明さ

れた。Mlp24p 複合体のうち、ligand free、L-アルギニン、L-アスパラギン、グリシン、L-プロリン、L-

セリン複合体の構造は既に解析されており、その結果から Mlp24p はアミノ酸結合によってリガンド認

識部位の口が閉じるような構造変化をすることがわかった(5)。また、Mlp24p のリガンド結合部位上

部にあるループ(UJ loop)はその上部への Ca2+の配位によってコンフォメーションが固定されること

もわかった。ITC 測定により Ca2+非存在下では各リガンドに対する親和性が低下することがわかり、V. 

cholerae の走性も減少することから、Mlp24p のリガンド認識には Ca2+の配位による UJ loop の

固定が必要であることも明らかになった。このことから、Ca2+がない場合は UJ loop のコンフォメーシ

ョンを安定に保つことができず、リガンド認識部位の構造を維持できないと考えられる。しかし、最近の

研究で Mlp24 が直接結合すると既に知られているアミノ酸に加えて GABA、L-オルニチン、L-シトルリ

ンと直接結合し、かつ L-オルニチンと L-シトルリンに関しては Ca2+存在下では Mlp24 と結合しなくな

るという既知のものと矛盾する結果が得られたことが報告された。そこで、本研究ではこれらリガンドを

結合した Mlp24 のペリプラズム領域の構造を X 線構造解析により解明し、カルシウムイオンの Mlp24

のリガンド認識における役割を解明することを目的とした。 

 

- 研究計画, 方法, 経過及び成果 

本研究では目的の Mlp24p を大腸菌を用いて発現させ、精製し GABA・オルニチン・シトルリンとそれ

ぞれ共結晶化することで複合体結晶を得て X 線結晶構造解析を行うことにより構造を決定した。 

タンパク質結晶構造解析の流れを示す。 

1. 目的タンパクの発現・精製・結晶化 

2. X 線回折データ測定（大型放射光施設 SPring-8 ） 

3. X 線回折画像データの処理 

4. 位相決定・分子モデル構築・精密化 
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今回は GABA 複合体結晶についてのみ 4.位相決定・分子モデル構築・精密化まで行い、L-オルニチン

複合体結晶は 3. X 線回折データの処理、L-シトルリン複合体結晶については結晶化までとなった。 

まず、Mlp24p の発現及び精製の流れを示す。 

 

1. Mlp24p を発現するプラスミドを組み込んだ大腸菌を培養し、Mlp24p を大量発現 

2. 発現後、培養した菌を回収し破砕 

3. 破砕した菌の上清をグルタチオンセファロースカラムに流し目的の Mlp24p を分離 

4. 分離した Mlp24p に Precision protease を添加し、一晩透析を行いながらタグを切断 

5. タグを切断した Mlp24p をサイズ排除クロマトグラフィーにより分離・精製 

 

 1～4 を行った後のそれぞれのステップのサンプルを回収し、SDS PAGE により目的の Mlp24p が

発現し分離できたことを確認した(図 3)。 

 
図 3：Mlp24p 発現・分離後の SDS PAGE 

レーン 7 までは Mlp24p 分離のためのタグが Mlp24p に結合している状態、レーン 8 以降はタグが

切断され Mlp24p のみが取り出された状態である。レーン 5,6,7 で 52kDa 付近に存在する大きな

バンドは 24kDa の Mlp24p に 28kDa のタグが結合したものであり、レーン 8 以降で 28kDa 付近

に存在する大きなバンドがタグが切り離された Mlp24p である。 

発現・分離後にサイズ排除クロマトグラフィーで精製した結果を図 4 に示す。 

 

図 4：サイズ排除クロマトグラフィーの結果 
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モノマーとダイマーの 2 本のピークが確認できる。2 本目のピークにあたる 8 番から 16 番のフラクショ

ンの SDS-PAGE の結果を図 5 に示す。 

 

 

図 5：フラクション 8-16 の SDS PAGE 

 

Mlp24p の大きさである 24kDa 付近にバンドが確認でき、たしかに Mlp24p が精製できたことが

確認できた。 

 Mlp24p の L-オルニチン、L-シトルリン、GABA それぞれとの複合体結晶は結晶化条件がまだわから

ないためスクリーニングを行った。手法、濃度、使用したスクリーニングキットなどは表 1 に示す。 

 

表 1：スクリーニング条件 

 

 

各複合体で GABA 複合体 384 条件、L-オルニチンと L-シトルリンでは 576 条件のスクリーニングを

行い、結晶が得られた条件は L-オルニチンで 16 条件、L-シトルリンで 12 条件、GABA で 9 条件だっ

た。しかし L-シトルリンの結晶のほとんど全てが小さな結晶で X 線回折データ測定に適したものではな

く、データ測定ができなかった。L-オルニチン複合体結晶と GABA 複合体結晶のうち今回 X 線回折デー
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タを得て解析に進んだ結晶のリザーバー溶液の組成及び結晶の写真を表 2 と図 6 に示す。 

 

表 2：L-オルニチン複合体および GABA 複合体結晶のリザーバー条件  

 
 

 

 

 

- GABA 複合体結晶 

GABA 複合体結晶で得られた回折像を図７に示す。 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 回折画像データは 360 枚、360°分撮影した。この回折データを処理し、格子定数と空間群、非対称単

位中の分子数を決定した。得られた結果を表３に示す。 

 

100μm 

図 6：X 線結晶回折データを得られた L-オルニチン結晶（左）と GABA 複合体結晶（右）

図 7：Mlp24pGABA 複合体結晶の結晶回折点画像 
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表 3：Mlp24pGABA 複合体 X 線回折データ処理の結果 

 

 

- Mlp24pGABA 複合体構造 

 

処理したデータから位相決定・モデル構築・精密化を行い決定した Mlp24pGABA 複合体の全体

構造を図８に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

オレンジ色はカルシウムイオン、シアンは GABA である。既知の Mlp24p 複合体結晶と同様に

CACHE ドメインを 2 つもつ double CACHE 型であり、ダイマーを形成する。カルシウムイオン

が結合する点も変わらない。 

図 8：Mlp24pGABA 複合体の全体図 
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図９に、カルシウムイオンの結合に関わる残基のみを抽出した図を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

カルシウムイオンは他の複合体と同様に 109 番グルタミン酸, 111 番アスパラギン酸, 114 番トリ

プトファンと結合している。 

 

Mlp24pGABA 複合体と他のアミノ酸複合体との格子定数およびパッキングの様式を比較する。 

 

表 4：各アミノ酸複合体の空間群と格子定数 

 

 

 

GABA                     no ligand               L-アルギニン 

図 9：Mlp24pGABA 複合体のカルシウムイオン結合部 
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 L-プロリン        L-アスパラギン       L-セリン 

 

グリシン 

図 8：各アミノ酸複合体単位格子中の分子の詰まり方 

マゼンタ,シアン,オレンジ,ライム：非対称単位の分子 

グレー：非対称単位の分子と対象で関係つく分子 

 

Mlp24pGABA 複合体の空間群は P212121 であり、非対称単位中の分子数は２であることがわ

かった。空間群は L-アスパラギン複合体のものと同様であるが、非対称単位中の分子数や格子定数

が異なるため単位格子中での分子のパッキングが異なることがわかる。 

 

GABA 複合体と他の既知の複合体のリガンド認識に関わる残基を抽出した図を図９に示す。 
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図 9：各アミノ酸複合体のリガンド認識に関わる残基とその結合 

 

各リガンドの NH2 を構造式中に赤丸で囲って示している。GABA のアミノ基はカルボキシ基から

遠く、通常のアミノ酸では側鎖位置にあたるため、アルギニンのグアニジノ基やアスパラギンのアミ

ド基を認識する残基で認識されそうである。しかし構造を見ると、GABA は折り畳まれて通常のア

ミノ酸のアミノ基を認識する残基である 145 番と 172 番のアスパラギン酸に主に認識されてい

ることがわかった。このことから GABA が強く結合できるのは、アミノ酸主鎖を認識できる残基と

相互作用できるように折り畳みが可能な構造をもつ分子だからと考えられる。 

 

GABA 複合体のリガンド結合部を拡大し、それを他のアミノ酸複合体のものと重ねた様子を図 10

に示す。 
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図 10：Mlp24p の各アミノ酸複合体のリガンド結合部重ね合わせ 

 

Mlp24p GABA 複合体でも既知の複合体と同様にリガンド結合部が顎のような形になっている

ことがわかった。また他のアミノ酸複合体のリガンド結合部と重ね合わせた図から、GABA 複合体

のリガンド結合部の構造はグリシン・プロリン・アスパラギンの構造に近く、リガンドが結合すること

により本来より閉じた形になっていることがわかった。 

 

- L-オルニチン複合体結晶 

L-オルニチン複合体結晶で得られた線回折点画像を図 11 に示す。 

 

 
図 11：Mlp24p オルニチン複合体結晶の結晶回折点画像 

 

 

ライム: GABA, 白: no ligand, シアン: グリシン, 紫: L-アルギニン,  

黄色: L-アスパラギン, 薄橙: L-プロリン, マゼンタ: L-セリン 
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 回折画像データは 720 枚、720°分撮影した。この回折データを処理し、格子定数と空間群、非

対称単位中の分子数を決定した。得られた結果を次に示す。 

 

表 5：Mlp24p オルニチン複合体 X 線回折データ処理の結果 

 
 

- 今後の展望 

L-オルニチン複合体結晶は現在得られているデータの解析をさらに進め、構造を決定することで

GABA 複合体結晶との比較を行いその違いを考察していきたい。L-シトルリン複合体結晶は構造

決定に必要な X 線回折データがまだ得られていないため、回折データを得るのにより適した結晶

を得るために結晶化条件の最適化を進めていく。また、L-オルニチン複合体および GABA 複合体

に関してもより分解能の高いデータを得るために精製・結晶化の方法を見直していく。今回の結果

から他のアミノ酸よりも長い構造をもつ GABA が結合できるのは折り畳み可能な構造であること

がわかった。このことから、L-オルニチンと L-シトルリンがカルシウムイオン存在下では Mlp24p と

結合しないのはカルシウムイオンが結合した状態では上手く結合部に収まることができないからだ

と予想される。 
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