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研究成果の概要（和文）：病原菌は感染を成立させるため、細菌由来のタンパク質を宿主細胞に輸送します。この輸送
を司る、したがって感染現象の鍵となる細菌分泌装置はいくつかのタイプに分類されていますが、ピロリ菌やレジオネ
ラが持つIV型分泌装置の実体はほとんどわかっていませんでした。本研究はレジオネラの病原性に必須であるIV型分泌
装置の実体の解明を目的に行われ、細菌病原性に必須なIV型分泌装置としては世界で初めて、その中核を構成するコア
複合体の単離および電子顕微鏡解析に成功しました。

研究成果の概要（英文）：Bacterial pathogens manipulate host cellular processes using their own proteins. T
hese proteins, so-called effectors, are injected into host cells using specialized nanomachines assembled 
on the bacterial cell surface. One such nanomachine is the type IV secretion system (T4SS). Here we have s
uccessfully unveiled the electron microscopic structure of the core complex of the Dot/Icm T4SS, which is 
essential for Legionella pathogenesis. This is the first report unveiling the structure of a T4SS core com
plex essential for bacterial pathogenesis.
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１． 研究開始当初の背景 
 
病原細菌のタンパク質分泌系として、最初

にその分子構造が電子顕微鏡レベルで明ら
かにされた III 型分泌系は、注射器によく似
た針状の突起を持つ特徴的な構造を有し、宿
主細胞に直接タンパク質を注入するという
機能を合理的に説明した  (Kubori et al., 
Science 1998)。一方、様々な病原細菌で多様
な役割を担う IV 型分泌系は、ようやく中核
となる構成タンパク質が同定されいくつか
の系で部分構造が解かれ始め、全体構造解明
への機が熟しつつあった。 

 
細菌の IV 型分泌系は、接合伝達系と起源

を共にするという点から分類された病原因
子輸送系であり、接合伝達系も IV 型分泌系
の一種として位置づけられる。輸送基質は毒
素・エフェクタータンパク質、伝達性プラス
ミドや可動性遺伝因子など多岐に渡ること
が大きな特徴である。病原性発現の機構解明
への糸口となるばかりでなく、遺伝子水平伝
達による多剤耐性菌の出現を引き起こす経
路の機構解明のためにもその全貌の解明が
待望されている。しかしながら、IV 型分泌系
は、遺伝子群の構成や、輸送基質分子の種
類・大きさ、複雑さ・局在などが非常に多様
であることから、極めて多岐に渡る輸送活性
を持つと考えられ、輸送装置の実体や輸送メ
カニズムについては近年にいたるまでほと
んど理解されていなかった。 

 
IV 型分泌系は配列上の相同性などからさ

らに IVA 型・IVB 型に分類されており、両者
とも多くの病原細菌・接合プラスミドに存在
している。IVA 型では 2004 年、Christie ら
が宿主植物細胞に DNA を輸送する病原菌
ア グ ロ バ ク テ リ ア (Agrobacterium 
tumefaciens)の VirB 分泌系において基質
DNA と直接相互作用する輸送装置コアタン
パク質を同定した(Cascales et al. Science)。
2009 年に、Waksman らは IVA 型分泌系の
細菌内外膜を貫通するコア複合体を単離し
(Fronzes et al, Science)、さらにその外膜部
分複合体をそのまま結晶化することにより
原子構造を解き明かした(Chandran et al. 
Nature)。コア複合体の大量発現、精製はア
グロバクテリアでは困難であるため、この研
究は、構造的に等価と考えられる大腸菌接合
プラスミドを用いて行われ、それがブレイク
スルーとなり大きな成功を収めた。 

 
一方 IVB 型分泌系の構造はこれまで全く

わかっていなかった。我々はヒト病原菌レジ
オネラ(Legionella pneumophila)の Dot/Icm 
IVB 型分泌系外膜コアタンパク質 DotD の結
晶構造を決定し、その結果、驚いたことに
IVB 型分泌系は少なくとも部分的には 
IVA 型よりもむしろ II 型あるいは III 型
に分類される分泌系に構造的に類似してい

ることを明らかにした  (Nakano, et al., 
PLoS Pathogens 2010)。このことは、先に構
造が解かれた IVA 型とは全く違う構造を 
IVB 型が有している可能性を強く示唆する。
他の構成タンパク質に関する知見からも、
IVB 型がいろいろなタイプの分泌系の特徴
をモザイク的に有していると申請者らは考
えている。IVB 型分泌系の全体構造が明らか
になれば、細菌の病原因子分泌系の進化的成
り立ちにも重要な知見を与えると期待され
る。我々は IVB 型分泌系の個々の構成タン
パク質の構造・機能解析を既に手がけており、
この技術や成果を発展させて全体構造の解
明に繋げたいと考えた。 

 
２．研究の目的 
  
本研究は、IVB 型分泌系からコア複合体・
部分複合体を単離・解析し、多角的な研究を
展開する。 
 
(1) IVB 型分泌系コア複合体・部分複合体の

単離、精製 
 IVB 型分泌系のコア複合体・部分複合
体を生化学的に単離、精製する手法を確
立する。 
 

(2) 電子顕微鏡等による高解像度構造解析 
 透過型電子顕微鏡ネガティブ染色法な
どにより、精製した構造体を解析する。 

 
これらを総括することにより、最終的に

IVB 型分泌装置の実体を明らかにすること
を目指す。 
 
３． 研究の方法 
 
(1) IVB 型分泌系コア複合体・部分複合体の

単離、精製 
 レジオネラを液体培養し菌体を回収す
る。EDTA 存在下においてリゾチームを
作用させることにより、細菌細胞壁を分
解したスフェロプラストを得る。これに
界面活性剤・DNase I を作用させること
により、溶菌液を調製する。これを出発
材料とし、超遠心分離法によって分泌系
コア複合体を濃縮する。電子顕微鏡観察
用には、ゲル濾過により低分子量夾雑物
を除去した。 
 単離されたコア複合体について、質量
分析法などによりその構成タンパク質を
決定した。さらに、構成タンパク質欠損
株から部分複合体を単離した。 

 
(2) 電子顕微鏡等による高解像度構造解析 

 上記方法で単離されたコア複合体・部分
複合体について、負染色を行った後、透
過型電子顕微鏡によりその構造解析を行
った。 

 



 
４．研究成果 
 
(1) 細菌病原性に必須な IV 型分泌系として

世界で初めて、コア複合体を単離・解析 
 
 背景でも述べた通り、エフェクタータ
ンパク質を宿主細胞内へ輸送する細菌分
泌系は、病源菌の感染成立において中心
的な病原因子である。本研究の成果によ
り、細菌病原性に必須な IV 型分泌系とし
て世界で初めて、コア複合体を単離・解
析することに成功した。 

 
 単離されたレジオネラ IVB 型分泌系コ
ア複合体は、これまでに明らかにされて
いた IVA 型接合伝達系コア複合体と同様
中心部に輸送チャネルを形成しているも
のとみられる穴が見られる。少なくとも
5 種類のタンパク質により構成されてお
り、外径は直径が接合伝達系コア複合体
よりはるかに大きいものであった。また、
構成タンパク質欠失株の解析から、少な
くとも 2 種類の部分複合体が得られ、こ
れらの結果はコア複合体の構築過程への
示唆を与えるものであった。これらの成
果は、待望されている IV 型分泌の動作原
理の解明への基礎を与えるだけにとどま
らず、病原性に必須な細菌分泌系を阻害
するという新規作用機序を持つ新規抗生
剤開発への道を開くものである。これら
の成果を報告する主要原著論文は、本報
告書執筆時において米国科学アカデミー
紀要に投稿・査読中である。 
 

(2) より高解像度の構造解析に向けて 
  
 クライオ電子顕微鏡を利用した単粒子
解析では、より自然に近い条件で、負染
色による透過電子顕微鏡解析を超えた高
解像度構造解析が可能であるが、多数の
タンパク質複合体のクライオ電子顕微鏡
像を得る必要がある。現在の単離法では
これに十分な質・量の資料を得ることが
困難であるため、標識配列付加によるア
フィニティー精製法・大腸菌等を利用し
た高発現系の開発などを行ってきた。こ
れらにより、今後のより高解像度構造解

析に発展させていきたい。 
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