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研究成果の概要（和文）：植物病原性細菌 青枯病菌はⅢ型分泌装置と呼ばれる注射針様の構造物を用いて宿主細胞中
に70種類以上ものエフェクターを注入する。エフェクターは、多様な分子機能により宿主細胞の機能を撹乱する。エフ
ェクターの分子機能の解明は、青枯病菌の感染戦略を理解する上でも重要である。本研究で、我々は、ChaCドメインを
有するエフェクターRipAYが植物においては病原菌に対する防除免疫の活性化に必須なグルタチオンを特異的に分解す
る活性を有する新規なエフェクターであることを明らかにした。また、興味深いことにRipAYは、植物において免疫応
答の活性化に必須なチオレドキシンにより特異的に活性化されることを見出した。

研究成果の概要（英文）：The plant pathogenic bacterium Ralstonia solanacearum injects more than 70 
effector proteins into the host plant cells via needle-like structure of a type Ⅲ secretion system. The 
effector proteins manipulate host cellular functions with diverse molecular activities. The understanding 
of the molecular function of effectors is essential to uncover the molecular mechanism for pathogenesis 
of R. solanacearum-infection. Here, we show that a ChaC-like domain containing effector RipAY from R. 
solanacearum exhibits γ-glutamyl cyclotransferase (GGCT) activity to degrade the major intracellular 
redox buffer, glutathione, which is known to be crucial for a proper activation of host immune defense in 
plants. Intriguingly, RipAY protein exhibits a robust GGCT activity by the interaction with eukaryotic 
thioredoxins, which are also important for intracellular redox homeostasis during bacterial infection in 
plants.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 病原菌エフェクター　グルタチオン　酵母　チオレドキシン　青枯病菌
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１． 研究開始当初の背景 

多くのグラム陰性病原性細菌は、エフェク
ターと呼ばれる病原因子を宿主細胞中にⅢ
型分泌装置を使って注入することが知られ
ている。エフェクターは宿主細胞内の様々な
細胞機能を阻害することにより宿主免疫応
答を撹乱することで感染に有利な環境の構
築に機能している。しかし、エフェクターの
多くは宿主との相互作用の過程で独自に進
化獲得されたと推定されるものが多く、一次
構造から機能を推定することが困難な状況
にある。 

酵母は単細胞真核生物であり、細胞機能の
多くが高等真核生物と類似していることが
知られており、これまで真核生物のモデルと
して広く用いられてきた。エフェクターの一
部は、酵母で発現させるとエフェクター標的
の酵母カウンターパートに作用することで
酵母に増殖阻害等の表現型を引き起こすこ
とが示されており、エフェクター機能の解明
に酵母発現系が有用であることが証明され
ている。 

青枯病菌は、ナス科植物をはじめとする
200 種以上もの植物に感染し、枯死させる農
業上最も深刻な被害をもたらす植物病原性
細菌の一つであり、その宿主域の広さに対応
して 70 種類以上もの多くのエフェクターを
有する。 
 
２． 研究の目的 

 我々は、青枯病菌の感染戦略の理解のため、
青枯病菌エフェクターの分子機能を明らか
にすることを目的として、これまで酵母発現
系を用いて青枯病菌エフェクターの機能解
析を行ってきた。これまでに、青枯病菌エフ
ェクターの内、36 個を酵母で過剰発現させ、
8 個のエフェクターが酵母に増殖阻害を引き
起こすことを見出している。本研究では、8
個のエフェクターの内、ChaC ドメインと呼
ばれるすべての生物に保存された機能未知
ドメインを有するエフェクターRipAY につ
いて機能を明らかにすることを目的として
研究を行った。 
 
３． 研究の方法 

（１） RipAY の構造予測 
 RipAY の推定三次構造については、RipAY
の一次構造配列についてタンパク質構造予
測サイト Phyre2 を用いて行った。 
 
（２） 酵母発現系による RipAY の機能解析 
構造予測により推定されたRipAYの機能を

元に各種変異体を作製し、これら変異体の機
能についてガラクトース誘導性プロモータ
ー(PGAL1)を用いた酵母発現系を用いて、発現
誘導時と非誘導時の増殖をスポットアッセ
イにより評価した。 
 

（３） 大腸菌を用いた組換えタンパク質の
発現 

RipAY および RipAY 活性化因子として
同定された青枯病菌、酵母、植物由来チオ
レドキシン (Trx)を大腸菌発現ベクター
pET23d もしくは pDEST17 に組込し、大
腸菌 Rosetta gami B (DE3) pLysS 株にお
いてヒスチジンタグ融合タンパク質として
発現させ、Ni-キレートカラムを用いて精製
した。精製後のタンパク質は microBCA ア
ッセイにより定量した。 

 
（４） γグルタミルシクロトランスフェラ

ーゼ(GGCT)活性の測定 
GGCT 活性は、グルタチオン(GSH)を基

質として GGCT 活性により遊離した
Cys-Gly ジペプチドを酵母 Cys-Gly ジペプ
チドペプチダーゼ Dug1 を用いた反応によ
り最終的に遊離したシステインを酸性ニン
ヒドリンにより検出し、遊離したシステイ
ン量を基に活性を測定した。 

 
（５） 細胞内 GSH 濃度の測定 

酵母およびナス葉の GSH 濃度について
は、DTNB と GSH 還元酵素を用いた呈色
反応により測定した。 

 
（６） 青枯病菌のナス葉への感染実験 

青枯病菌野生株および RipAY 欠損株(Δ
ripAY)の菌体懸濁液をシリンジによりナス
葉に感染させた。GSH の定量には感染後１
日の感染葉を用いた。 

 
（７） 酵母タンパク質からの RipAY 活性化

因子の同定 
大腸菌で発現させた GGCT 活性を持た

ない不活性な RipAY について、酵母タンパ
ク質の中から RipAY の GGCT 活性を活性
化させるタンパク質を精製した。具体的に
は酵母約 10 gをフレンチプレスにより破砕
することでタンパク質を抽出し、酵母タン
パク質粗抽出液からRipAYの活性化を指標
に活性化因子をHiPrep DEAE FF 16/10イ
オン交換カラム、HiPrep Butyl FF 16/10
疎水性相互作用カラム、HiPrep 16/60 
Sephacryl 200 ゲルろ過カラムを用いたク
ロマトグラフィーにより順次精製し、最終
的に単一バンドにまで精製した。精製した
推定の RipAY 活性化因子は LC-MS/MS に
より同定した。 

 
４．研究成果 

(1)  RipAY は GGCT と構造上の類似性を示
す 
RipAY の一次構造配列を基に機能の推

定を試みた。RipAY は、モチーフ検索の結
果、分子中央部に ChaC ドメインと呼ばれ
る全ての生物に保存された機能未知ドメイ
ンを有していた。そこで RipAY の機能を予



測することを目的にタンパク質構造予測サ
イト Phyre2 を用いて三次構造を予測した
ところ、推定の RipAY 三次構造は、ヒト由
来GGCTと高い構造上の類似性が見られた。
また、GGCT の推定の基質認識モチーフ
(YxSL 配列)や推定の活性部位であるグル
タミン酸も高度に保存されていた。GGCT
は、GSH などのγグルタミル化合物のγグ
ルタミル結合を切断する活性を有する酵素
であり、細胞内では GSH 代謝に関わること
が知られている。 

 
(2)  RipAY は酵母細胞内で GGCT 活性を有

し、酵母細胞内 GSH を低下させる 
最近、Kumar ら(Kumar et al., EMBO 

rep., 13: 1095-1010, 2012)は、ChaC ドメイ
ンを有する酵母およびヒトタンパク質が
GSH 特異的な GGCT 活性を有することを報
告した。RipAYはChaCドメインを有するが、
酵母およびヒトChaCタンパク質とはそれほ
ど高い相同性を有していなかった（数%から
十数%程度の相同性）。しかし、推定三次構造
から RipAY も、GGCT 活性を有することが
予測された。そこで推定の活性部位である
216 番目のグルタミン酸をグルタミンに変異
させた E216Q 変異体、また、推定基質認識
モチーフである YxSL 配列変異体、Y129A, 
L130A, S131A, L132A 変異体を作製し、酵
母細胞に導入した。その結果、E216Q 変異体
では、野生型 RipAY で見られた増殖阻害が完
全に回復していた。 

また、Y129A, S131A, L132A 変異体でも
ほぼ増殖阻害は見られなかった。一方、GGCT
とは配列の異なる L130A 変異体ではほとん
ど増殖阻害の回復は見られなかった。また、
RipAY にプロテイン A タグを付加した融合
タンパク質として酵母で発現させ、発現タン
パク質を IgG ビーズで簡易精製した後にビ
ーズに結合した RipAY の GGCT 活性を測定
したところ、極めて高い GGCT 活性が検出さ
れた。これより、RipAY は酵母細胞内で高い
GGCT 活性を有し、その活性により酵母細胞
内 GSH 濃度を低下させることで増殖阻害を
引き起こしていることが推察された。これよ
り RipAY は、ChaC ドメインに由来する
GGCT 活性を介して酵母に増殖阻害を引き
起こしていることが示唆された。 

 
(3)  RipAY による酵母増殖阻害は培地への

GSH の添加により回復しない 
RipAY の GGCT 活性に依存した酵母細胞

内 GSH 濃度の低下と増殖阻害には相関性が
見られたことより、RipAY による酵母増殖阻
害は、GSH の枯渇に伴うことが考えられた。
そこで、RipAY による酵母増殖阻害が培地へ
の GSH により回復するかを調べた。その結
果、RipAY による酵母増殖阻害は、培地への
GSH の添加によって回復せず、また、GSH
の酵母細胞内への取り込みを上昇させるた
めにRipAYと同時に酵母形質膜GSH輸送体

であるHgt1を過剰に発現させてもRipAYに
よる酵母増殖阻害は回復しなかった。また、
Hgt1 を過剰発現させた酵母では RipAY によ
る GSH 濃度の低下は回復していたことから
もRipAYによる増殖阻害は、RipAYのGGCT
活性に依存するが、細胞内 GSH の低下には
依存しないことが明らかになった。これより
少なくとも酵母増殖阻害においては、GSH 以
外の未知のγグルタミル化合物を RipAY が
GGCT 活性に依存して分解することにより
増殖阻害を引き起こしていることが推察さ
れた。 
 
(4)  青枯病菌感染ナス葉では細胞内GSHが

低下する 
次に青枯病菌感染時において RipAY は宿

主 GSH を分解している可能性について検討
した。青枯病菌野生株および RipAY 欠損株
（ΔripAY）（高知大学・大西浩平 博士から
分与）をナス葉に感染させ、感染１日後の感
染葉の細胞内 GSH 濃度を測定した。その結
果、野生株では青枯病菌を接種していないコ
ントロールと比べて細胞内 GSH 濃度が 40%
程度にまで減少した。一方、ΔripAY 株では、
細胞内 GSH 濃度はコントロールと同程度に
まで回復していた。これより RipAY は、青枯
病菌感染時において宿主細胞内 GSH を低下
させることが明らかとなった。 
 
(5)  RipAY は不活性型として合成され、宿

主真核生物由来活性化因子により活性
化する 

RipAY の GGCT 活性をより詳細に解析す
るため、RipAY をヒスチジンタグ融合タンパ
ク質として大腸菌で発現させ組換えタンパ
ク質を精製した。また、コントロールとして
GGCT 活性を有することが知られる酵母
ChaC タンパク質である Gcg1 を同様に大腸
菌でヒスチジンタグ融合組換えタンパク質
として精製した。 

試験管内におけるGSH分解活性を測定し
たところ、組換え Gcg1 は高い GGCT 活性が
検出されたが、大腸菌で発現精製した RipAY
は全く GGCT 活性を有さなかった。酵母細胞
内で発現させた RipAY は高い GGCT 活性を
有することから酵母内には RipAY を活性化
させる活性化因子が存在することが推測さ
れた。そこで、不活性な RipAY タンパク質に
酵母タンパク質抽出液を添加したところ、酵
母タンパク質抽出添加量に依存して GGCT
活性の上昇が見られた。また、この活性化は
植物（Arabidopsis およびナス）またヒト培
養細胞（HeLa）抽出液によっても見られた
が、青枯病菌のタンパク質抽出液ではそのよ
うな活性化は見られなかった。これより、
RipAY は真核生物中に存在する何らかの因
子により活性化することが推測された。 
 
(6)  RipAY は、真核生物型 Trx と結合する

ことにより活性化される 



RipAY の活性化因子を同定するため、酵
母菌体 10 g からタンパク質を抽出し、各種ク
ロマトグラフィーにより RipAY の活性化を
指標にして活性化因子の同定を試みた。その
結果、酵母細胞質チオレドキシン Trx1, Trx2
が RipAY の活性化因子として同定された。そ
こで、大腸菌で発現させた Trx1 を同じく大
腸菌で発現させた RipAY と反応させると
RipAYのGGCT活性が添加したTrx1量に依
存して活性化することを見出した。また、
Trx1 と RipAY は酵母ツーハイブリッド法に
より相互作用が見出された。さらに、
Arabidopsis 由来の細胞質チオレドキシン 
h-type (AtTrx h2, AtTrx h3, AtTrx h5)およ
び青枯病菌由来 Trx (RsTrxA)について
RipAY との相互作用および活性化能を調べ
たところ、RipAY は、AtTrx h5 と最も強く
結合し、活性化されることが明らかになった。
興味深いことに AtTrx h5 は、病原菌感染時
に特異的に発現が上昇することが明らかに
なっている。しかし、RsTrxA とは相互作用
も活性化も見られなかった。これより、RipAY
は、真核生物型 Trx と特異的に相互作用する
ことにより活性化することが明らかになっ
た。 

さらに、AtTrx h5 を用いて RipAY との相
互作用メカニズムについて解析した。Trx は、
活性中心に 2つのシステイン残基を有してお
りシステイン残基に由来するチオール基が
その活性に不可欠である。RipAY には一つの
システイン残基が存在することより Trx は
RipAY 分子間のチオール基の還元の介をし
て活性化していることが考えられた。そこで、
AtTrx h5 の活性中心の 2 つのシステイン残
基をセリンに変異させた変異体 AtTrx h5 
C39S, C42S 変異体および RipAY C313S 変
異体を作製し、これらを用いて RipAY と
AtTrx h5 都の相互作用を調べた。RipAY 
C313S 変異体では、AtTrx h5 と野生型
RipAY と同程度の結合および活性化を示し
た。これより、RipAY の活性化に RipAY の
システイン残基の還元は不要であることが
明らかとなった。また、AtTrx h5 C39S+C42S
変異体については、RipAY との相互作用は低
下し、また、活性化能も低下したが、これら
の能力については完全に消失することはな
かった。これより、AtTrx h5 の活性中心は、
RipAY との結合そして活性化には必須では
ないが、AtTrx h5 の構造が RipAY との結合
およびそれに伴う活性化に必要であること
が推察された。 

次に、AtTrx h5 により活性化させた
RipAY と酵母由来 GGCT である Gcg1 につ
いて GSH を基質として酵素学的所性質の比
較を行った。その結果、活性型 RipAY は、
KM 値は、Gcg1 とそれほど大きな差はなか
ったが、Kcat 値が Gcg1 と比較して著しく高
く、酵素の触媒効率を表すKcat/KM値では、
活性型 RipAY は、Gcg1 の 94 倍もの高い活
性を有することが明らかになった。また、最

近報告された Arabidopsis 由来の ChaC タン
パク質と比較しても67倍から1000倍もの高
い触媒効率を有することが明らかになった。
これより、RipAY は、青枯病菌感染時におい
て青枯病菌から宿主細胞に注入され、宿主細
胞内の Trx（特に Trx h5）と相互作用するこ
とにより活性化し、極めて高い GGCT 活性を
発揮し、これにより宿主内の GSH を枯渇さ
せることで免疫応答を撹乱させるのではな
いかと考えられた。Arabidopsis では GSH が
合成できない pad2-1 変異体ではグルタチオ
ン合成能の低下に伴い易感染性を示すこと
が知られている。 

本研究により、RipAY は、青枯病菌感染
時において宿主植物細胞内にⅢ型分泌装置
依存的に注入され、宿主細胞内で宿主由来
Trx（特に Trx h5）により活性化し、宿主 GSH
を分解することで宿主免疫応答を阻害する
新規なエフェクターであることが明らかに
なった（図１）。 
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