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Abstract: Halobacteria salinarum is a chemo- and phototactic archaeon. Chemical and light signals are 

received by receptors and transferred to the flagellar motor via the two-component system made up of 

CheA and CheY. Detailed studies of chemo- and phototaxis have been performed on a physiological and 

a molecular level. To further understanding of the signal transduction system of Halobacteria, we 

characterized the biochemical properties of the signal transduction components using recombinant 

proteins. Phosphorylated CheA was rapidly dephosphorylated by the addition of excess CheY. 

Dephosphorylation of CheY was simultaneously occurred without CheZ known whose function is 

phosphatase in Eubacteria. The adaptor protein CheW increased CheA autophosphorylation by about 

two-fold. However, addition of Car and CheW, the soluble receptor of arginine that is a chemoattractant, 

did not show further stimulation. This observation was different from the results that CheA 

phosphorylation was extensively induced by the addition of chemoreceptor in Escherichia coli and 

Salmonella typhimurium. These results suggested that Halobacteria possessed the counterpart of the 

signaling system as known in Eubacteria, but the system differed in several biochemical properties.  
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緒言 

 大腸菌は糖やアミノ酸などの栄養物質に近づ

くが，金属イオンなどの有害物質から遠ざかる．

このような性質を走化性といい，その結果好まし

い環境に移動することができる．栄養（誘引）物

質や有害（忌避）物質といったシグナルが細胞膜

にある受容体の細胞外ドメインで受容されると，

細胞質側ドメインでヒスチジンキナーゼである

CheA に伝達され CheA の自己リン酸化が誘導さ

れる．CheA のリン酸基は，応答調節因子である

CheY のアスパラギン酸残基に転移される．こう

してリン酸化されたCheYはべん毛モーターに結

合し，外界からのシグナルをべん毛モーターに伝

え，その結果大腸菌は走化性を示す．このような

His-Asp リン酸リレーを介するシグナル伝達経路

は二成分制御系といわれ，細菌のみならず，古細

菌や真菌類，さらには高等植物でも情報伝達に用

いられている 1, 2)． 

 ハロバクテリアは，古細菌に属する高度好塩性

の桿菌で，日当たりのよい塩湖や塩田跡など高塩

環境で生息する．このハロバクテリアは走化性に

加え光の波長に反応して移動する走光性を有し

ている．これらの受容体として，細胞膜には光の

受容体である sensory rhodopsin I 及び II，メチオ

ニン，システインなどの受容体である BasT など

を，細胞質に局在するものとしてアルギニン受容

体である Car を有している 3-6)．さらに，これら

のシグナルの情報伝達に関わるタンパク質とし

て，CheA，CheY に加えて，受容体と CheA の相

互作用に関わるアダプタータンパク質である

CheW，シグナルに対する適応に関わるメチル基

転移酵素 CheR や脱メチル化酵素 CheB などを有

することが明らかとなっている（図 1）7-9)．これ

らの遺伝子はオペロンを形成している． cheA，

cheY，cheB のいずれかの遺伝子を欠損すると走

化性および走光性を失うことから，これらの Che

タンパク質は走化性だけで無く，走光性にも関わ

る事が明らかとなっている 7)．また，これらの Che

タンパク質は，大腸菌や枯草菌など真正細菌の

Che タンパク質と約 30-50%の相同性を有してい

る 8, 9)．以上のことから古細菌であるハロバクテ

リアにおいても二成分制御系により情報伝達が

行われていることが示されている． 

 これまでに，ハロバクテリアの走性については，

走光性を中心に詳細な解析が行われてきている

10)．また，生化学的な解析としては組換えタンパ

ク質を用いてCheAの自己リン酸化を中心に解析

が進んでいる 8)．本研究では，さらに二成分情報

伝達系の生化学的性質を明らかにするため，

CheA から CheY へのリン酸化リレー， CheW や

誘引物質であるアルギニンの可溶性受容体であ

る Car の CheA リン酸化に対する影響を解析す

ることを目的とした． 

 

方法 

大腸菌内 CheA 発現プラスミドの構築：cheA 遺伝

子 を pJR48167) を鋳型としプ ライマー 5’-

CCGGAATTCATTAAAGAGGAGAAATTAACTAT

GCATCATCATCATCATCATCATATGGACGACTA

CCTCGAAGCG-3’および 5’-CGTGATCACGAAA 

AAAATTACAGCGTAGCCACGTCCAG-3’を用い

て増幅し，EcoRI および BclII で消化後 pQE12

（QIAGEN）に導入し，CheA N 末端に His-tag を

導入したHis-CheA発現プラスミド pCOHAC27を

構築した． 

図 1 ハロバクテリアにおけるアルギニンシ

グナルの二成分制御系による情報伝達 
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ハロバクテリア内 CheW および Car 発現プラス

ミドの構築：chew 遺伝子は pCS18)を鋳型としプ

ライマー5’-GTAAATCACATATGAACCTCGAAG 

ACGCCGACCGG-3’及び 5’-ACCGGCATGCTGA 

CCTGATTGTCGATGGTCTCGTC-3’を用い増幅

した．得られた PCR 産物を NdeI および SphI で

消化後 pBPHM 11)の bopプロモータの下流の NdeI，

SphI 部位に導入し，C 末端に His-tag を導入した

CheW-His発現プラスミドである pNP23を構築し

た．Car については pFS4000 6)を鋳型とし，プラ

イマー5’-GGAATTCCATATGCATCACCATCACC 

ATCACATGGATCCAGCATCGTCAGACATGGG-

3’，5’-GAAGATCTTTACTCAACGAGTTCGTCA 

ACCATGTCTT-3’を用い car 遺伝子を増幅し，

pBPHM の NdeI, BamHI 部位に挿入することで N

末端に His-tag を導入した His-Car 発現プラスミ

ド pCOCarH1 を得た． 

組換えタンパク質の精製： CheY および

CheYD53A は Rudolph らの方法に従って精製し

た 8) ． His-CheA は， pCOHAC27 を大腸菌

M15pRep4 株に導入後，発現誘導し，Ni-NTA レ

ジンを用いて精製した．His-CheA 溶出液は H 

buffer（50 mM Tris-HCl pH 8.0，3 M KCl，10 mM 

MgCl2，10% glycerol，1 mM DTT，0.1 mM EDTA）

で透析後，Centricon YM-30を用いて濃縮し，CheA

タンパク質を得た．CheW-His 及び His-Car 精製

には，cheY，cheB， cheA，cheJ を欠損したハロ

バクテリア株 7)を用いた．pNP23 あるいは

pCOCarH1 を株に導入し，抗 His-tag 抗体ある

いは抗 Car 抗体を用いタンパク質の発現を調べ

タンパク質精製用の株を選択した．選択した形質

転換体を，メバロチン 12.5 M を含む HALO 培

地（4.3 M NaCl，80 mM MgSO4，27 mM KCl，10 

mM Na3 citrate，1% peptone，pH 7.2）で対数増殖

期後半まで培養し，Ni-NTA レジンを用いて精製

した．CheW-His あるいは His-Car 溶出液は H 

buffer で透析後，Centricon YM-10 を用いて濃縮し

各タンパク質を得た． 

CheA リン酸化実験：CheA に対し各濃度で CheW

あるいは Car を添加し，Rudolph らの方法 8)に従

い CheA のリン酸を測定した．反応時間は CheA

のリン酸化反応が飽和しない条件を考え，5 分間

とした． 

リン酸基転移実験：CheA 1.5 µM に対し 30 µM の

CheY を用いた．まず CheA を 400 µM ATP（cold 

ATP : [-32P] ATP（100 TBq/mmol）を 2:1 で混合）

を添加し 37˚C で 45 分間 CheA をリン酸化した．

続いて CheY あるいは CheY(D35A)を添加（EDTA

を添加する場合には終濃度 40 mM），10 秒後に

Laemmli buffer を添加し，液体窒素で凍結するこ

とで反応を停止した．その後 SDS-PAGE により

分離し，リン酸化 CheA あるいは CheY をオート

ラジオグラフィーにより検出した． 

ウエスタンブロッティング：各試料を SDS-PAGE

で分離後，セミドライブロッター(Hoelzel)を用い

て PVDF 膜に転写した．タンパク質の検出には，

抗 His-tag 抗体，抗 CheA 抗体，抗 Car 抗体を用

い，ECL detection kit（Amersham）を用いて検出

した． 

 

結果・考察 

CheA から CheY へのリン酸基転移：リン酸化

CheA からの CheY へのリン酸化転移，およびリ

ン酸化 CheY の脱リン酸化は速やかに起こり，数

秒以内にほぼ完了することが明らかとなった（図

2）．CheA に比べて CheY が過剰量存在する場合

には，CheA のリン酸化速度に比べ，CheY へのリ

ン酸基転移やその脱リン酸化速度が速いため , 

リン酸化 CheA およびリン酸化 CheY が検出され

図 2 CheA から CheY へのリン酸基転移 
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なかったものと考えられた．EDTA を添加するこ

とで，リン酸基転移の速度は遅くなり，リン酸化

CheY もわずかであるが検出され，リン酸基の転

移が行われていることが示された．一方，リン酸

化を受ける 53 番目のアスパラ酸残基をアラニン

に置換した CheYD53A を用いた場合には，リン

酸化 CheY は検出されず， CheA のリン酸化レベ

ルにも変化がなかった．大腸菌などの真正細菌で

は，リン酸化 CheY のすみやかな脱リン酸化には

ホスファターゼであるCheZが必要であること 12），

CheZ-CheY 複合体結晶構造解析から CheZ は，

CheY 自身がもっている内在性の脱リン酸化活性

部位に直接入り込むこみ触媒活性を示すことが

報告されている 13)．ハロバクテリアの CheY の脱

リン酸化はすばやく進行することから，ホスファ

ターゼの機能をもつタンパク質は必要なく，

CheY 内在性のホスファターゼ活性が強いことが

示唆された．このことはハロバクテリアに CheZ

ホモログが存在しないこととも関連していると

考えられた．  

また，CheA から CheY へのリン酸基転移およ

び CheY の脱リン酸化の一連の反応は，CheY の

脱リン酸化がCheAリン酸基転移に比べ十分に速

度が速いということを示している．この場合

CheA/CheY混合物はATPaseとして機能するとと

らえることができる．CheA の濃度を変え ATPase

活性を測定したところ，CheA 5µM まで濃度依存

的に活性は上昇し，その活性は CheA 1 µM 当た

り約 0.044 µM であった（データ非表示）．この

活性は Salmonella typhimurium や大腸菌に比べる

と約 20 分の 1 程度であった 14, 15)．これはリン酸

化速度が大腸菌に比べ遅いこととも関連してい

ると考えられた 8)． 

CheA リン酸化に対する CheW 及び Car の影響： 

CheW は CheA と受容体との相互作用に重要であ

ると考えられている．まず，CheW の CheA のリ

ン酸化に対する影響を調べた．1:2の比率でCheW

を添加した場合に約 2 倍にリン酸化が上昇し，

CheW によりリン酸化が促進されることが明ら

かとなった．それ以上 CheW の比率が大きくなる

と逆にリン酸化レベルは低下した（図 3）．過剰量

の CheW が，リン酸化に必要な CheA の二量体化

に影響を与えているのかもしれない．大腸菌にお

いてアフィニティクロマトグラフィーで精製し

た CheA/CheW において，CheW 結合により CheA

の ATP に対する親和性が上昇した結果リン酸化

が約 16 倍に上昇したという報告があるが 16)，ハ
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図 3 CheA リン酸化に対する CheW の影響 

CheA 1 あるいは 2 µM に対して 2，4，10 倍

濃度の CheWを添加し CheAリン酸化反応を

行った． 
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図 4 CheA リン酸化に対する Car およびア

ルギニンの影響 

CheA 2 µM に対し，CheW 2 µM, Car 30 µM，

Arg 5 mM を添加し，CheA リン酸化反応を行

った．グラフは 2 回の実験の平均． 
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ロバクテリアではそれほどの上昇は見られなか

った．次に，可溶性受容体である Car の CheA リ

ン酸化に対する影響を調べた．Car 存在下ではリ

ン酸化レベルは約 2.5 倍に上昇した．しかしなが

ら， Car および CheW の同時添加により，さら

なる CheA リン酸化の促進は見られなかった（図

4）．CheW は Car と CheA の相互作用を安定化さ

せCheAのリン酸化を促進させると予測されるが，

CheA のリン酸化に対して相加的な作用は示さず，

大腸菌や S. typhimurium で受容体タンパク質添

加によりCheAリン酸化レベルが大きく上昇する

という報告とは異なっていた 17, 18)． また，Car の

リガンドであるアルギニンの添加により，リン酸

化レベルには影響が無かった．以上のように，真

性細菌のようなリン酸化の上昇が見られなかっ

たことは，CheA-CheW 間あるいは CheA-CheW-

Car 間相互作用の形式や，結合による CheA 立体

構造に与える影響に違いがあることを示唆する

ものと考えられた．これらの違いを明らかにする

ためには，ハロバクテリアにおける情報伝達複合

体の形成やCheAリン酸化活性に与える影響につ

いて生化学的な解析が今後必要である． 

CheA，CheW の共精製：CheW はハロバクテリア

内で CheA と相互作用をしている可能性がある．

che オペロンを有する SNOB 株で CheW-His を発

現させ精製を行い，SDS-PAGE を行ったところ約

100 Da のタンパク質が検出された（図 5 (A)）．分

子量から CheA である可能性が考えられた．抗

CheA 抗体でウエスタンブロッティングを行った

ところ抗体により検出され，CheA が CheW と共

精製されることが示された（図 5 (B)）．更に，こ

の画分に ATP を添加しリン酸化を調べたところ

約 100 kDa のタンパク質のリン酸化が認められ

た（図 5 (C)）．以上のことから， CheW は細胞内

において一定の割合でCheAと相互作用している

と考えられた．第二のアダプタータンパク質とし

て CheW2 の存在が明らかとなっており 19)，最近

の報告から Car と CheW2 の相互作用が示唆され

ている 20)．Car と CheA の相互作用については

CheW2 の関与も今後検討する必要がある． 

 以上の様に，ハロバクテリアの走化性・走光性

に関わる情報伝達経路の生化学的解析的特徴を

明らかにすることができ，いくつかの点において

大腸菌などの真正細菌の特徴と異なることが明

らかとなった．ハロバクテリアでは，真性細菌と

異なり走光性を有することに加え，忌避物質に対

する応答性やCheYの標的であるべん毛モーター

の構成タンパク質などに違いがあることが報告

されており，今回得られた結果はこれらの知見と

関連があるかもしれない 21)．また，今回解析に用

いた系に，受容体のメチル化に関わる CheB，

CheR や光受容体である sensory rhodopsin I 及び II

を加えることで走化性，走光性を in vitro で解析

することができると期待される．  
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