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研究成果の概要（和文）：赤痢菌などの腸管系病原細菌は感染時にエフェクターと呼ばれるタンパク質を宿主細
胞に分泌し、宿主の持つ防御機構を妨げることで感染を拡大する。本研究では赤痢菌エフェクターによる宿主標
的タンパク質の認識および感染メカニズムを構造生物学の手法を用いて解析し、赤痢菌OspIによる宿主ユビキチ
ンリガーゼ阻害機構、IpaH9.8による基質認識機構を明らかにした。また、新規モチーフによりユビキチンリガ
ーゼ活性を示すことが報告されたYopMの構造解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Pathogenic bacteria such as Shigella, deliver a variety of virulence 
factors, called effectors, into host cells via the type III secretion system. These effectors mimic 
or hijack host proteins and modulate host signaling pathways to promote bacterial infection. To 
elucidate the molecular mechanisms of Shigella flexneri effectors such as OspI and IpaH9.8, we 
performed the structural and functional analyses of them. OspI deamidates of Ubc13, thereby 
disrupting TRAF6 activation and dampening host inflammatory responses. IpaH9.8 and IpaH1.4 
possessing E3 ligase activity, dampen the NF-kappaB-mediated inflammatory response. We determined 
the crystal structures of deamidated Ubc13 and substrate recognition domain of IpaH9.8. These 
structures provide the substrate recognition and inhibition mechanisms of immune response.

研究分野：構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
腸管感染症による死者は発展途上国を中
心に年間 100万人以上にのぼると推定されて
おり、近年は多剤耐性菌の出現により先進国
においてもその感染が問題となっている。赤
痢菌は粘膜上皮細胞を介して感染・定着し炎
症性下痢を引き起こす病原体である。赤痢菌
の感染は O157 やサルモネラ属、エルシニア
属菌などと同様に、III型分泌装置を通じてエ
フェクターと呼ばれる病原因子が宿主細胞
に分泌されることで成立する。これらエフェ
クターに関する研究は国内、国外で積極的に
行われており、これまでにオートファジー活
性化を回避する働きを示す IcsB や宿主の炎
症応答を抑制することで感染持続に寄与す
る IpaH ファミリーなどが報告されてきた。
また、これら研究の中で、エフェクターの標
的となる宿主タンパク質が新たに見出され
ている。しかし、原子構造に基づきエフェク
ターの機能発現機構を詳細に解析し、その反
応機構より感染のメカニズムを示した研究
は、一部のエフェクターについてのみであり、
エフェクターの標的となる宿主タンパク質
に対する認識、作用機構の解明は重要な課題
であった。そこで、X線結晶構造解析を中心
とした構造生物学的手法を用いて解析を行
うことにより、エフェクターの新たな感染機
構及び反応機構の解明、その機能制御薬剤の
開発を目指した。 
 
２．研究の目的 
(1) OspIによる NFB炎症応答阻害機構の解
析 

OspIはNFBを介した炎症応答を活性化す
る役割を担う TRAF6 のユビキチン化反応を
阻害するエフェクターである。OspIは TRAF6
の活性化に必要なユビキチン結合酵素 Ubc13
の 100番目のグルタミン残基の側鎖を脱アミ
ド化することによりグルタミン酸に変異し、
TRAF6の機能を阻害している。しかし、OspI
により脱アミド化修飾された Ubc13 が
TRAF6の機能を阻害する、反応機構は不明で
あった。そのため、Ubc13の脱アミド化修飾
による炎症応答経路阻害機構の理解を目的
とした。 
(2) ユビキチンリガーゼ IpaHファミリーの立
体構造および基質認識機構解析 

IpaH ファミリーは特定の基質タンパク質
にユビキチンを付加するユビキチンリガー
ゼの機能を持つエフェクターである。IpaHフ
ァミリーは赤痢菌、サルモネラ属、エルシニ
ア属菌等多数の病原菌に共通して存在し、宿
主の免疫反応等に関わるタンパク質をユビ
キチン化することで分解へと導き、防御反応
を阻害している。また、赤痢菌では 10 種類
の IpaH ファミリータンパク質が存在し、そ
れぞれ特定の宿主タンパク質の分解に関与
している。そこで、IpaHファミリーによる宿
主標的タンパク質認識機構を構造解析によ
り、明らかにすることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) OspIによる NFB炎症応答阻害機構の解
析 

OspI により修飾を受けた脱アミド化型
Ubc13による感染機構解明のため、脱アミド
化型 Ubc13の構造解析を行う。また、脱アミ
ド化型 Ubc13 を用い、TRAF6 の各反応過程
を解析することにより、阻害機構の解析を行
う。 
(2) IpaH9.8 基質認識部位の構造解析 

IpaH9.8 は宿主細胞の炎症性サイトカイン
遺伝子の発現に必要な転写因子 NF-κB の活
性化に関わる NF-kappa-B essential modulator 
(NEMO)をユビキチン化修飾し、分解へと導
く。また、IpaH9.8は NEMO以外に guanylate 
binding protein-1 (GBP1)に対してユビキチン
リガーゼ活性を持つことが新たに報告され
た。赤痢菌の感染において重要な役割を持つ
IpaH9.8 の特異的な基質認識機構を、結晶構
造解析法を用いて解析する。 
(3) IpaH9.8基質タンパク質の構造解析 

IpaH9.8 による宿主標的タンパク質の認識
機構解明を目的として、ユビキチン化修飾を
受ける基質タンパク質 NEMO および GBP1
の IpaH9.8結合部位の結晶構造解析を行う。 
(4) IpaH1.4/2.5基質認識部位の構造解析 

IpaH1.4/2.5は宿主のNF-κBの活性化に関わ
る LUBAC複合体の HOIPサブユニットをユ
ビキチン化修飾することにより分解へと導
く。結晶構造解析により IpaH1.4/2.5 による
LUBAC認識機構を解析する。 
(5) IpaH1880の結晶構造解析 

IpaH ファミリーのひとつ IpaH1880 は、他
のメンバーと比較し、自己ユビキチン化活性
が低く異なる特性を持つ。IpaH1880 の X 線
結晶構造解析、X線小角散乱により、IpaHフ
ァミリーの活性調節機構の解析を行う。 
(6) 新規ユビキチンリガーゼ反応機構の解析 
エルシニア属細菌エフェクターYopM は、
がん転移抑制遺伝子産物 BRMS1 において報
告された新規 E3 活性モチーフ(CXD)を含む
新規な E3機能部位を持つ。YopMの構造解析
によりCXDモチーフによるE3反応機構の解
析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) OspIによる NFB炎症応答阻害機構の解
析 
①脱アミド化 Ubc13の構造解析 
Ubc13 は TRAF6 の活性化に必要なユビキチ
ン結合酵素である。本酵素は OspIにより脱ア
ミド化修飾を受けることで、TRAF6活性化の
機能を失う。脱アミド化修飾による Ubc13の
不活性化機構解析のため、脱アミド化型
Ubc13の結晶構造解析を行った。決定した脱
アミド化型Ubc13と野生型構造との比較より、
全体構造に大きな変化は見られないが、
Gln100の脱アミド化により、分子内部に水分
子を介した新たな水素結合が形成されるこ



とが明らかとなった。 

図 1. 脱アミド化型 Ubc13(オレンジ)(左)と
野生型 Ubc13(緑)との構造比較(右)  
 
②脱アミド化Ubc13によるユビキチン系阻害
経路の解析 
脱アミド化修飾によりUbc13の関わるどの
反応経路が阻害されるかを解析するため、脱
アミド化型酵素を用い、Ubc13へのUb転移、
Ub鎖伸長、基質への Ub化修飾反応を解析し
た。その結果、脱アミド化修飾は基質の Ub
化修飾の過程を阻害していることを明らか
にした。 
 
(2) IpaH9.8 基質認識部位の構造解析 

IpaH ファミリーは N 末側にロイシンリッ
チリピート(LRR)から成る基質認識ドメイン、
C末側にNovel E3 ligase(NEL)ドメインからな
るユビキチンリガーゼドメインを持つ病原
性細菌に特有のユビキチンリガーゼである。
IpaH9.8はこれまでに NELドメインの立体構
造が報告されたが、LRRドメインの立体構造
は未知である。IpaH9.8 LRRドメインによる
NEMO認識機構の解明を目指し精製、結晶化、
X線結晶構造解析を行った。IpaH9.8 LRRは
立体構造既知の IpaH3 LRRや IpaHファミリ
ーに属する、サルモネラ SspH1 LRRと類似の
全体構造をとっていた。しかし、SspH1にお
いて報告された基質認識領域の表面電荷は
それぞれの LRRで異なっており(図 2)、特徴
的な電荷分布により IpaH9.8 LRRがNEMOを
認識することが示唆された。 

 
図 2. IpaH9.8(左)と IpaH3 (右) LRRドメイン
の表面電荷分布(赤：酸性、青：塩基性) 
 
(3) IpaH9.8基質タンパク質の構造解析 

①IpaH9.8による NEMO認識機構の構造解析 
IpaH9.8 は宿主の標的タンパク質として、

NEMOを認識する。IpaH9.8による NEMO認
識機構の理解を目指し、IpaH9.8 により認識
される部位を含んだ NEMO (アミノ酸残基番
号 259-364)の発現系を作製し、精製、結晶化、
X線結晶構造解析を行った。その結果、分解
能 3.5Åで位相決定に成功したが、IpaH9.8と
の相互作用に関係する部位は電子密度が不
鮮明であり、構造決定できなかった。今後は
IpaH9.8 との複合体状態の構造解析を行う必
要がある。 

図 3. NEMO 259-364の結晶(左)と NEMOの
IpaH9.8 により認識される部位近辺の電子密
度図(右) 
 
②IpaH9.8による GBP1認識機構の解析 

IpaH9.8は宿主の GBPタンパク質を基質と
してユビキチン化することが、最近報告され
た。IpaH9.8による GBP1認識機構解明のため、
GBP1 全長、C 末ドメイン、C 末端ヘリック
スの発現系を作製し、これらの領域が IpaH9.8
と相互作用することを確認した。 
 
(4) IpaH1.4/2.5基質認識部位の構造解析 

IpaH1.4/2.5 は LUBAC 複合体の HOIL-1L、
HOIPサブユニットを認識し、HOIPに Ubを
付加する。相互作用解析により IpaH1.4/2.5の
LUBAC 認識部位を決定し、IpaH1.4/2.5 基質
認識部位の精製、結晶化を行い、結晶化に成
功した。 

 
図 4. IpaH2.5結晶 
 
(5) IpaH1880の結晶構造解析 

IpaH1880 のユビキチン化反応機構の解析
を目指し、IpaH1880全長を大腸菌発現系より
精製し結晶化を行った。作製した結晶は
SPring-8 BL44XUビームラインで X線回折デ
ータを収集し、分解能 3.4Å で構造を決定し
た。しかし、決定した構造から、ユビキチン
化機構の詳細を理解するには、分解能が不十
分なため、さらに結晶化条件の検討を行う必
要がある。また、IpaHファミリーは溶液状態
において、構造変化による機能調節が報告さ
れていることから、X線小角散乱により溶液
状態の解析を行った。 
 



図 5 IpaH1880の全体構造 
 
(6) 新規ユビキチンリガーゼ反応機構の解析 

YopMは N末側の CXDモチーフと LRRか
ら構成されるエフェクタータンパク質であ
る。YopM の構造は 195/P 株由来のタンパク
質で報告されていたが、E3活性の有無は不明
であった。そこで、CXDモチーフと LRRか
ら成る E3 の反応機構解析のため、活性が報
告されたものと同じ 91001株由来 YopMを用
い、結晶化、X線結晶構造解析を行った。そ
の結果、91001 株由来 YopM は 195/P 株由来
YopMと類似の構造をとり、共に E3活性を持
つことが示唆された。また、YopMと同じCXD
モチーフは赤痢菌 IpaH4.5 にも保存している
ことから、 IpaH4.5 と高い保存性を持つ
IpaH9.8 LRR (IpaH9.8では CLI)と立体構造を
比較した。その結果、CXD モチーフを含む
YopMの N側の立体構造は IpaH9.8 LRRの N
側構造とよく一致しており、IpaH4.5の CXD
モチーフもE3活性を有する可能性を示した。 

図 6. Yersinia pestis 91001株 YopMの結晶構
造(CLDモチーフをスティックモデルで表示) 
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