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Vibrio cholerae, the causative agent of cholerae disease, migrates by rotating a polar flagellum towards 

various amino acids. Multiple amino acids including L-serine are sensed by the major chemoreceptors 

Mlp24 and Mlp37, both of which are supposed to play important roles in infection．However, a double 

mutant lacking the mlp24 and mlp37 genes still shows weak but significant responses to L-serine, 

suggesting that the bacterium has other amino acid receptor(s). Further studies identified an amino acid 

sensing system of V. cholerae consisting of a transmembrane transducer Mlp3 and a periplasmic soluble 

receptor named SatA. In this study, I found that the satA promoter is activated under nutrient-poor 

conditions, whereas the mlp3 promoter is activated under nutrient-rich conditions. Cells cultured under 

either conditions did not show significant serine responses. Other factors (e.g., other carbon sources, 

temperature, oxygen availability) may have to be tuned for the SatA-Mlp3 sensing system.  
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１． 緒言 

コレラ病原菌である Vibrio cholerae は，細胞極に 1 本の

べん毛をもち，それを回転させて液体中を泳ぎ回り，走化

性を示す[1]．誘引物質等の刺激の感知に関わるのは，45 種

類の methyl-accepting chemotaxis protein-like proteins（MLPs）

というタンパク質である。そのうち，Mlp24 と Mlp37 がア

ミノ酸への誘引反応を媒介する主要な化学受容体である

ことを明らかにした。しかし，mlp24 と mlp37 の二重欠失

株（Δmlp24 Δmlp37）も，アミノ酸に対して弱いが有意な応

答を示した[2, 3]．その後の解析により，V. cholerae  のア

ミノ酸走性を媒介する新規走化性トランスデューサー 

Mlp3 が同定され，その過剰発現株でセリン，スレオニン

等 R 基の小さいアミノ酸に対する応答が増強されること，

そしてこの応答は ABC トランスポーターの推定アミノ酸

結合タンパク質 SatA との共発現によりさらに増強され，

Mlp24, Mlp37 の媒介する応答と遜色ない程度に達するこ

とが示された[4] （Fig. 1）．本研究では，mlp3 と satA の

発現誘導条件を探索する目的でプロモーターアッセイを

行った．また，その条件下で本当に Mlp3-SatA システムが

走性応答を示すかどうかについても調べた． 

  

 

    

Fig.1 Mlp3 - SatA共役予想模式図 

 

２． 実験方法 

プラスミドや菌株の構築，キャピラリアッセイは標準的

な手法で行った．プロモーター活性は，ルシフェラーゼア

ッセイを用い，菌の集団の発光強度をプレートリーダーで

測定した．メチル化アッセイは，Mlp3-FLAG を発現させ，

抗 FLAG 抗体を用いた Western blotting での移動度の違い

として検出した．SatA-HA との共発現も試みた． 

 

 



３． 実験結果と考察 

上述の通り Δmlp24 Δmlp37 株はセリンに対して弱い誘

引応答しか示さない．そこで，satA プロモーターが活性化

される条件を探索した．通常の TG で培養すると satA プロ

モーター活性はほとんど上がらないが，最小培地 M9-

glycerol で培養すると，活性が著しく上昇した（Fig. 2）．

一方，Mlp3 プロモーター活性は，培地の栄養源が少ないほ

ど低下した．つぎに，Δmlp24 Δmlp37 株を TG で培養する

と弱いながらもセリン走性が見られるのに対し，M9-

glycerol で培養するとセリン走性はほとんど見られなかっ

た．これは，Mlp3 の発現量低下によるものと考えられた

が，satA と mlp3 の発現量が近い M9-glucose で培養して

も上昇は見られなかった（Fig.3）．以上の結果により，SatA-

Mlp3 システムの発現には，培養時の栄養条件が影響する

ものの，M9-glucose も M9-glycerol も機能には最適ではな

いと結論された． 

 

 

Fig. 2 培養時の栄養条件による satAおよび mlp3 

プロモーター活性の変化 

 

 

Fig. 3 培養時の栄養条件による V. cholerae 

セリン走性応答変化 

 

つぎに，Mlp3 の SatA 要求性を調べるために，Mlp3 と

Mlp3-SatA を用いてメチル化アッセイを行った．Mlp3 は

TMN buffer で保温すると，誘引物質を加えなくてもメチル

化される可能性が見出された．また，アッセイ時の炭素源

をグリセロールに置き換えると，セリン添加によるメチル

化の進行が検出された（Fig. 4）．しかし，Mlp3 単独発現

菌でも Mlp3-SatA 共発現菌でも，セリンを含めたアミノ酸

を与えても，Mlp3 のメチル化レベルに明確な差は見られ

ず，菌回収時の wash 時に SatA が分解されることが見出さ

れた(not shown)．一方，Mlp3 のメチル化部位を 2 つの候補

を見出した．それぞれをアラニンに置換してメチル化アッ

セイを行った結果，実際に両方の残基ともに Mlp3 のメチ

ル化部位であることが示された（Fig. 4）． 

 

 

 

        

Fig. 4 Mlp3 メチル化部位の同定 

 

さらに，上述の最適条件を探るために，mlp3 と satA の

上流領域に系統的な欠失導入を行った．現在時点ではプロ

モーター配列の同定には至っていないが，当初クローニン

グした領域の 3' 側領域にあることが判明し（Fig. 5），さ

らに絞り込んでいる． 

 

 

Fig.5 satA (A), mlp3 (B) プロモーター領域の絞り込み 

 

４． 結言 

本研究では，mlp3 と satA のプロモーター活性が，培養

時の栄養条件によって全く反対の制御を受けることを見

出した．satA プロモーター活性が最高になり，mlp3 プロモ

ーター活性が最低になる貧栄養条件下では，Mlp3-SatA シ

ステムによるセリン応答はほとんどみられなかった．一方，

satA プロモーター活性が最低になり，mlp3 プロモーター

活性が最高になる富栄養条件下では，弱いながらもセリン

応答が見られた． 
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