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研究成果の概要（和文）：RhoA特異的ADPリボシル化毒素C3酵素（毒素）と基質RhoAの複合体結晶を作成し、複
合体の結晶構造を明らかにした（Toda et al, JBC 2015)。C3酵素（毒素）のRho GTPase認識機構を明らかにし
た。C3がタンパク質基質RhoA全体を認識し、さらにADPリボシル化するAsn41を特異的に認識する。特に後者の認
識は重要で、C3のARTT-loopのQXEのGln183がRhoA Asn41と水素結合を作ることで、特異的なAsn41のADPリボシル
化を保証する。ARTT-loopの修飾アミノ酸の認識を結晶構造で捉え、目で見える形で明らかにしたことは世界で
初めてである。

研究成果の概要（英文）：C3 exoenzyme is a mono-ADP-ribosyltransferase (ART) that catalyzes transfer 
of an ADP-ribose moiety from NAD(+) to Rho GTPases. C3 has long been used to study the diverse 
regulatory functions of Rho GTPases. How C3 recognizes its substrate and how ADP-ribosylation 
proceeds are still poorly understood. We determined the crystal structure of the C3 exoenzyme-RhoA 
complex. It reveals that C3 recognizes RhoA via the switch I, switch II, and interswitch regions. In
 C3-RhoA(GTP) and C3-RhoA(GDP), switch I and II adopt the GDP and GTP conformations, respectively, 
which explains why C3 can ADP-ribosylate both nucleotide forms. Based on structural information, we 
successfully changed Cdc42 to an active substrate with combined mutations in the C3-Rho GTPase 
interface. The structure shows directly for the first time that the ARTT loop is the key to target 
protein recognition, and they also serve to bridge the gaps among independent studies of Rho GTPases
 and C3.

研究分野： 構造生物学、生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
 RhoA特異的ADPリボシル化酵素C3 
exoenzymeはRhoAのAsn41を特異的にADP
リボシル化する毒素であり、1989年に見出さ
れた。代表的なRhoファミリー分子にはRhoA, 
Rac1, Cdc42があるが、C3はRhoAのみを
ADPリボシル化する。この特異性を利用して、
Alan Hall (メモリアルスローンケタリングが
んセンター)らは、RhoAがストレスファイバ
ーと接着斑を、Rac1が葉状仮足を、Cdc42が
糸状仮足を、それぞれ誘導することを見出し
た。このような生物学的に重要な知見をもた
らしたC3のRhoAに対する特異性に、RhoAの
研究者を含む多くの研究グループが興味を抱
いてきたが、その相互作用とADPリボシル化
の機構はよくわかっていなかった。最初に見
つかったボツリヌス菌のC3 exoenzymeに
続いて、現在７つの異なる種類のC3が見出さ
れている。ボツリヌス菌由来のC3bot1、
C3bot2、C.limosum由来のC3lim, 黄色ブド
ウ球菌由来のC3stau1、C3stau2、C3stau3
およびセレウス菌由来のC3cerがある。それぞ
れのC3でRho GTPaseに対する特異性は少し
ずつ異なるが、C3cerはRhoAのみを修飾する。
RhoAとよく似たsmall GTPaseであるRac1、
Cdc42はRhoAでADPリボシル化される
Asn41と同じ位置にAsnを持っているにもか
かわらずC3の基質とならない。 
 
２．研究の目的 
 この研究の目的はC3毒素-基質タンパク質
RhoA の複合体の結晶構造解析を行うことで、
C3 の基質タンパク質の認識機構 すなわち 
(1) C3 が RhoA をどのように認識し、(2) 
RhoA のAsn41をADP-リボシル化するのか
に答えることにある。細菌が持つ ADP リボ
シル化する毒素は C3 以外にも多くある。以
前から我々のグループで研究しているアク
チン特異的 ADP リボシル化毒素 Ia はアクチ
ンの Arg177 を修飾する。最終的には、この
ように多様な ADP リボシル化酵素の基質タ
ンパク質特異性と修飾するアミノ酸の特異
性の理解を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 C3 毒素と基質タンパク質ヒト RhoA を発
現、精製して結晶化し、X 線結晶構造解析に
よりその複合体の構造を決定する。単体の結
晶化に比べて複合体の結晶化は難しく、
ADP-リボシル化酵素（ARTC)と基質タンパ
ク質複合体の構造で明らかになっているの
は他に我々が明らかにした Ia-アクチンのみ
である( Tsuge et al. PNAS (2008), 
Tsurumura et al. PNAS (2013))。酵素-タン
パク質基質RhoAは2つの型のGDP型, GTP
型が存在し、細胞内のシグナルスイッチとし
て働く。RhoA のシグナル伝達スイッチとし
て機能する可変領域（switch1 と switch II）
は RhoA(GDP)と RhoA(GTP)で大きく構造
が異なることが知られている。C3 はどちら

の型も ADP-リボシル化することがわかって
おり、どちらも結晶化を試みる。また、本来
の基質である NAD+であるが，ADP リボシル
化反応をしない NADH を用いて、結晶化を
行う。できた結晶は当大学のインハウス X 線
装置および高分解能データはシンクロトロ
ンでのデータ収集を行う。位相解析など結晶
構造解析は当研究室で行う。また得られた複
合体構造情報から点変異体を作成し、基質と
なる RhoA、基質とならない Cdc42 の基質改
変実験を行う。 
 
４．研究成果 
 我々はセレウス菌由来の C3 を用いて、
GTP が結合した RhoA（RhoA(GTP)）と C3
の複合体および、GDP が結合した RhoA
（RhoA(GDP)）と C3 の複合体の結晶化に初
めて成功し、その立体構造
（apo-C3-RhoA(GTP)）を決定した。さらに、
この結晶を NADH を含む溶液にソーキング
した後に X 線回折データを収集することで、
NADH、RhoA、C3 の 3 者複合体の結晶構造
NADH-C3-RhoA(GTP)と
NADH-C3-RhoA(GDP)を明らかにした（図
1）。 

 
図１:Left, Overall structure of the 
NADH-bound C3cer-RhoA(GTP). Right, 
Overall structure of the NADH-bound 
C3cer-RhoA(GDP). 
 
 
 
RhoA(GDP)と RhoA(GTP)の C3 による認識
構造 
 RhoA のシグナル伝達スイッチとして機能
する可変領域（switch1 と switch II）は
RhoA(GDP)とRhoA(GTP)で大きく構造が異
なることが知られていた。しかしながら、C3
が結合した複合体構造では C3-RhoA(GDP)
および C3-RhoA(GTP)はどちらも同じ可変
領域の構造をとっていた(switch I は単体の
RhoA(GDP)と同じ、switch II は単体の
RhoA(GTP)と同じ）（図２)。これは C3 の結



合によりこの部分が構造変化をおこしたと
考えられる。このような結合により、C3 は
RhoA(GDP)とRhoA(GTP)のどちらの状態で

も ADP リボシル化することが可能である。 
 
図２： Conformations of the main chains in 
switch I and switch II of RhoA 
 
C3-RhoA の相互作用 
  C3はRhoAをNAD近傍の４つのループと
少し離れた１つのループ VI で認識する。こ
れらのループは loop II (45-52：活性部位 ル
ープ), loop III (100-110：アデニンループ), 
loop IV  (148-156：リン酸ニコチンアミドル
ープ（PN-loop）), loop V (175-183 ：ADP
リボシル化毒素ターンターンループ
（ARTT-loop）), loop VI (206-209 ：NAD か
ら離れた位置に存在するループ)である。
RhoA側から見ると,C3で認識される部位は、
シグナルによって構造の変わる switch 
I(28-38)と switch II(61-78)とその間に存在
する inter switch 領域(39-60)であった。 
 
 
C３はなぜ RhoA に対して特異的か 
  Rho GTPase の switch II(61-78)領域は、
RhoA, Rac1, Cdc42３つで保存されており、
そのRhoA特異性に関与していないと考えら
れた。switch I と inter switch で幾つかの保
存されていないアミノ酸が特異性に関わっ
ていると考え、RhoA でこれらのアミノ酸を
変異させると大きく活性が下がった。一方基
質とならない Cdc42 にこれらの４重変異を
加えることにより、良い基質とすることに成
功した(図３）。重要な４つのアミノ酸は
Trp58,Glu54,Glu40,Val43 であった。 
 

 
図３：ADP-ribosylation of RhoA and Cdc42 
mutants by C3cer. 
 
 
 
ARTT ループが ADP リボシル化される基質
アミノ酸の特異性を決める 
  Ia と C3 はどちらも似た構造を持つ ADP
リボシル化毒素であるが、その基質はアクチ
ンの Arg177 と RhoA の Asn41 である。毒素
には共通した ADP-ribosylation turn turn 
loop (ARTT loop)があり、最初のターンに存
在する疎水性側鎖が基質 RhoA の認識をし、
次のターンに存在する QXE のグルタミンが
修飾されるRhoA Asn41の認識に関わると予
測されていた。一方 Ia では EXE であり、最
初のグルタミン酸が修飾されるアクチンの
Arg177 の認識に関わる、すなわち、修飾ア
ミノ酸に選別は、このように行われていると
予測されていたが、その実験的な証明はされ
ていなかった。C3-RhoA の複合体構造は、 
Gln(QXE)が RhoA Asn41 と水素結合を形成
して、特異的な認識をし、さらに、この近傍
にNADHのNC1が存在していることを明ら
かにした（図４）。また最初のターンに存在
する疎水性側鎖 Tyr180 が RhoA の疎水性領
域に結合している様子も初めて明らかにし
た。この関係は ADP リボシル化にとって理
想的な関係であると考えられる。 
 
 
 
 
 
 

 



 
図 4：RhoA recognition by the ARTT-loop 
of C3 exoenzyme.A, Sequence alignment of 
the ARTT-loop (blackbox) in C3 and Ia. 
B,C3cer, RhoA, the switch regions and 
interswitch region are color red, yellow, 
green, red, and pink, respectively.The 
ARTT-loop is shown as cyan. 
 
今後の研究で明らかにするべき点 
 既に解析に成功している、Ia-アクチンでは、
ADP リボシル化反応の前と後での複合体結
晶構造を明らかにした。今後明らかにした複
合体構造を Ia-アクチンとC3-RhoAで詳細に
比べることにより、さらなる ADP リボシル
化毒素の基質認識と反応機構の共通の知見
がわかってくると考えている。Ia-アクチンで
は、提唱されている「ARTT ループが ADP
リボシル化される基質アミノ酸の特異性を
決める」すなわち EXE の前者のグルタミン
酸がアクチンの Arg177 を認識する構造は
得られていない。また、Arg177 がのるアク
チンの βシート部分は構造が固く、この Arg
が動くことは考えにくい。考えられるのは Ia
の EXE が反応の過程で動き、この認識に働
いているのかもしれない。今後、動的結晶構
造解析を更に進めることで、そのような過渡
的状態でのスナップショットが得られるか
もしれないと考えている。 
 
*この研究内容は JBC(2015)に発表し、
European Workshop on Bacterial 
Protein Toxins (ETOX17)に招待され講演を
行った。また Photon Factory Highlights 
2015 に選定された。 
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