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研究成果の概要（和文）：

ウェルシュ菌ADPリボシル化Iota毒素(Ia)とアクチン複合体の構造と機能を明らかにする目的
で、apo-Ia-actin 複合体,apo-Ia の結晶構造を明らかにした。これにより、一連の ADP リボシ
ル化反応に伴う構造変化を明らかにした。

ボツリヌス菌C3毒素は、低分子量GタンパクであるRhoAのAsn41をADPリボシル化する。C3毒素と

その標的のタンパクであるRhoAの複合体の結晶構造解析を目的としてそれぞれタンパクの大量

発現を行い、複合体での安定する結晶化条件の探索を行っている。

研究成果の概要（英文）：
To reveal the structural and functional mechanism of C.perfringens iota toxin (Ia) and
actin, we successfully crystallized and solved the structure of the apo-Ia-actin and
apo-Ia. We revealed the structural change upon the ADP-ribosylation by comparing the
structures together with NADH-Ia and βTAD-Ia-actin complex.
C.Botulinum C3 toxin ADP-ribosylates RhoA Asn41. For the structure analysis of C3-RhoA
complex, RhoA was expressed in E.coli and the stable mutant of RhoAF25N was obtained
using His-tag and GST-tag, independently. We are currently searching the crystallization
condition for the complex.
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１．研究開始当初の背景

様々な病原微生物は ADP リボシル化毒素

(ADPRT)を分泌して、ホストのタンパク質を

修飾し、ホストのシグナル伝達系に影響を与

える。アクチン特異的 ADPRT（C.perfringens

の iota 毒素 Ia や C.botulinum の C2I）はア

クチンの Arg177 を ADP リボシル化し、その

重合を妨げて、細胞骨格形成を阻害する。Ia
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の結晶構造解析（Tsuge et al. JMB, 2003）

を含めて多くのグループが、いくつかのタイ

プの ADPRT の構造を明らかにしてきたが、そ

のアクチンとの複合体の構造は全くわかっ

ていなかった。我々は 2008 年に Ia-βTAD-

アクチン複合体構造を明らかにした(Tsuge

et al. PNAS 2008)。これにより ADP リボシ

ル化反応を理解する分子基盤が得られた。

２．研究の目的

ADP リボシル化毒素と基質タンパク質の特異

的認識機構とその反応機構を知る事は、阻害

剤の設計から創薬につながる。また C３毒素

が RhoA 下流のシグナル伝達を知る道具とし

て使われてきたように、新たな特異的な ADP

リボシル化酵素のデザインが可能になれば、

その反応の生化学への応用につながると考

えている。ADP リボシル化毒素はその基質特

異性によりいくつかに分類できるが、特にア

クチン特異的な毒素と RhoA 特異的な毒素で

はその構造は非常に似ていてその反応機構

も同じであると推測される。

この研究の目的は以下の 2つである。

(1)アクチン特異的な ADP リボシル化毒素の

一連の構造解析から ADPリボシル化の普遍的

な反応機構と基質特異性を明らかにする。

(2)異なる基質 small GTPase である RhoA を

認識して ADP リボシル化する、C.botulinum

の C3 毒素と RhoA 複合体の構造解析を進める。

３．研究の方法
X 線結晶構造解析を複合体研究の主たる研究
手段とする。インハウスの回折装置として徳
島文理大学・健康科学研究所の FRE/RAXISVII
および現所属・京都産業大学・総合生命科学
部の RA-Micro7HF/RAXISVII を使用し、より
高分解能のデータは高エネルギー物理学研
究所のビームラインでの測定を行った。

４．研究成果
(1) ADP リボシル化毒素と基質タンパク質複
合体の結晶構造は 2008 年に我々がβ
TAD-Ia-actin 構造を発表したが、知る限り、
現在もまだこのクラスで唯一の PDB登録構造
である（他のサブクラスで EF2 のヒスタミド
を ADP リボシル化する Exotoxin の複合体構
造はカナダのグループにより明らかにされ
ている）。多くの研究者は毒素単体での構造
研究を行っていることから、この複合体結晶
はさらに様々な知見を生むと考えた。この系
を用いて新たに NAD やβTAD を含まない、
apo-Ia-actin複合体で結晶が得られ 2.7Åで
の結晶構造を明らかにした。また 2.0Åで

apo-Ia の結晶構造が得られた。既に我々が構
造を得ている NADH-Ia, βTAD-Ia-actin と合
わせて詳細に構造変化検討することにより、
一連の ADPリボシル化反応に伴う構造変化を
明らかにした。

①Ia の EXE（378-380）loop は(1)オキソカル
ベニウムカチオン産生と(2)ADP リボースの
転移に重要なモチーフである。Glu380 は特に
ADP リボシル化反応の最初の段階、オキソカ
ルベニウムカチオン産生に重要であるが、
今までの結晶構造解析より N リボースの
2’OH と相互作用している事がわかっていた。
一方 Glu378 は ADP リボースの転移に重要で
あるが、その役割はまだ良くわかっていない。
今までの構造解析で、その側鎖は NAD 側(In)
に向いている事がわかっていた。今回 apo の
Iaおよびapo-Ia-actin複合体構造で、Glu380
の側鎖の構造に変化はないが、Glu378 はアク
チン側(out)を向いて異なっていた。この
Glu378の２つのコンフォメーションはNAD側
(In)でオキソカルベニウムカチオン産生に
働き、アクチン側(out)で ADP リボースの転
移に重要な働きをすると解釈できる。他のグ
ループにより、Glu378 はアクチンの修飾アミ
ノ酸 Arg177 の脱プロトン化に重要であると
提唱されているが、現在の複合体での結晶構
造解析では、アクチン側(out)を向いても
Arg177 には直接相互作用する距離にない事
がわかった。今後、修飾アミノ酸 Arg の特異
性がいかに生み出されているかにさらに研
究が必要である。



②一連の結晶構造解析から、βTAD-Ia-actin
構造のみアクティブサイトに続くヘリック
スが動く事がわかってきた。ADP リボシル化
酵素で一般に、反応遷移状態で、このヘリッ
クスの動きがオキソカルベニウムカチオン
の生成に重要であると考えられる。

(2)C3-RhoA複合体の結晶構造解析を目的とし

て基質RhoAの大量発現を試みた。この結果、

RhoAの安定化したF25Nの大量発現に成功し、

C3毒素による活性化が見られた。Hisタグおよ

びGSTタグでの発現し、精製をそれぞれ行い、

複合体での安定する結晶化条件の探索を行っ

ている。
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