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研究成果の概要（和文）：赤痢菌はIII型分泌装置・ニードル複合体により宿主細胞へとエフェクター蛋白質を
打ち込み宿主の細胞骨格の再構築を伴う貪食を誘導し、それを利用して宿主細胞内に侵入・感染する。 ニード
ル複合体は膜を貫通する基部体と”針”であるニードル繊維、ニードル繊維の先端にあるチップ複合体に分けら
れる。興味深いことに、輸送ゲートである基部や宿主細胞と直接接触するチップ複合体ではなく、ニードル繊維
構成蛋白質MxiHに毒素分泌パターンが異なる変異株が複数存在する。本研究課題では、細菌の毒素分泌メカニズ
ムの構造生物学的基盤の解明を行うためにクライオ電子顕微鏡を用いて変異体の解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Dysentery bacteria use the type III secretion system called needle complex 
to launch effector proteins into host cells, inducing phagocytosis with restructuring of the host 
cytoskeleton, which is then used to invade and infect host cells. The needle complex can be divided 
into a membrane-spanning basal body, a needle and a tip complex, which is the tip of the needle. 
Interestingly, there are several mutant strains that differ in the pattern of toxin secretion in the
 needle component protein MxiH, rather than in the base, which is a transport gate, or in the tip 
complex, which is in direct contact with host cells. In this research project, we analyzed the 
mutants using cryo-electron microscopy to elucidate the structural biological basis of the bacterial
 toxin secretion mechanism.

研究分野：生物物理

キーワード： クライオ電顕

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
貧困国を中心として、赤痢菌による細菌感染症は多くの生命を奪う深刻な問題である。赤痢菌の毒素蛋白質輸送
機構のメカニズムを原子レベルの構造解析によって可視化することは、そのメカニズムの解明への大きな一歩と
なる。輸送ゲートや宿主細胞に直接結合するチップ複合体についての変異ではくニードルと呼ばれる繊維構造
（毒針部分）への変異が毒素分泌パターンに大きな違いをうむことは非常に興味深い。この謎にクライオ電顕で
迫った。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
貧困国を中心として、赤痢菌による細菌感染症は多くの生命を奪う深刻な問題である。赤痢菌の

毒素蛋白質輸送機構のメカニズムを原子レベルの構造解析によって可視化することは、そのメ

カニズムの解明への大きな一歩となる。輸送ゲートや宿主細胞に直接結合するチップ複合体に

ついての変異ではくニードルと呼ばれる繊維構造（毒針部分）への変異が毒素分泌パターンに大

きな違いうむことが明らかになっていた。ニードル繊維蛋白質 MxiH のアミノ酸変異によって

起きる原子レベルの構造変化と毒素分泌パターンの連関を明らかにすることにより輸送メカニ

ズムの本質に迫った。 
 
 
２．研究の目的 
 
赤痢菌は III型分泌装置・ニードル複合体により宿主細胞へとエフェクター蛋白質を打ち込み

宿主の細胞骨格の再構築を伴う貪食を誘導し、それを利用して宿主 細胞内に侵入・感染する。 

ニードル複合体は膜を貫通する基部体と”針”であるニードル繊維、ニードル繊維の先端にある

チップ複合体に分けられる。興味深 いことに、輸送ゲートである基部や宿主細胞と直接接触す

るチップ複合体ではなく、ニードル繊維構成蛋白質MxiHに毒素分泌パターンが異なる変異株

が複数存在 する。本研究課題では、細菌の毒素分泌メカニズムの構造生物学的基盤の解明を行

うために以下の２つのサブ テーマに取り組んだ。 A.複数の異なる表現型をも つ変異型ニード

ル繊維の構造を 3オングストローム分解能で構造解析し、繊維の原子構造に由来する毒素分泌

の仕組みを解明する。B.ニードル先端に存在し宿主 細胞を感知し、孔を形成するチップ複合体

の高分解能構造解析を行い宿主細胞の感知・開孔機構を解明する。 
 
３．研究の方法 

高分解能のデータ収集には、氷包埋条件の微調整が非常に重要である。クライオ電子顕微鏡法で

は、水分子とタンパク質の密度差に由来する密度マップを得るので氷の厚さが薄いことが、S/N

比の高い画像取得に重要である。そのため、氷包埋したサンプルを観察しながら、凍結条件（湿

度や温度）を詳細に検討する必要 があるが、変異型ニードル繊維は、 サブユニットであるMxiH

に点変異が入っており、野生型と比べると、繊維の安定性がかなり低い（保管時にらせん繊維複

合体が壊れてしまう）ことが高分解能 データ収集へのハードルとなっていた。精製したサンプ

ルを長期間溶液で保管できるということ は高分解能データを撮影する上で重要である。そのた

め、保存溶液の組成や pHを詳細に検討した。 

サブテーマ B に関しては、精製方法から見直す必要があり、界面活性剤の検討及ショ糖密度勾

配遠心法を用いたマイルドな方法などのテストを行った。また、ナノディスクを用いた精製方法

を検討した。 
 
 
４．研究成果 
サブテーマ Aに関しては、保管溶液の組成・pHを見直すことにより、比較的安定な条件を見い

だした。繊維の安定な凍結保存にはトレハロースの添加が有効であることを見出した。その後、

データ収集に取り組み、３種類の異なる表現型をもつ変異型ニードル繊維それぞれについてデ

ータ収集を完了し、現在データを解析している。 

サブテーマＢに関しては、従来法では収率・精製度が著しくなかった。そこで、ニードル複合体



の可溶化に使う界面活性剤の検討および、ショ糖密度勾配遠心法を用いたマイルドな 方法で精

製法の改善を試み、収率は低いながらも精製方法を確立した。 
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