
兵庫県立大学・生命理学研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２４５０６

挑戦的萌芽研究

2018～2016

病原細菌ユビキチンリガーゼの構造的特徴と機能発現機構の解析

Structural and functional analyses of bacterial ubiquitin ligases

９０３６２２６９研究者番号：

水島　恒裕（Mizushima, Tsunehiro）

研究期間：

１６Ｋ１４７００

年 月 日現在  元   ５ ２２

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：病原細菌はエフェクターと呼ばれる病原性タンパク質を宿主細胞に分泌し、宿主の防
御応答を妨げることにより感染する。赤痢、サルモネラ、エルシニア属菌などのエフェクターの中にユビキチン
リガーゼ(E3)機能を持ったタンパク質が複数種類存在することが報告された。病原細菌独自に存在するNEL型や
CXD型E3の機能や反応機構解明を目指したX線結晶構造解析によりCXD型E3として報告されたYopMの構造を2.5A分
解能で決定した。また、NEL型E3 IpaH9.8の基質認識ドメイン構造を決定し、基質認識機構を考察した。

研究成果の概要（英文）：Pathogenic bacteria such as Shigella, Salmonella and Yersinia deliver a 
variety of virulence factors, called effectors, into host cells. Some of effectors hijack host 
proteins and function as E3 ubiquitin ligases. The NEL domain and CXD motif are different from those
 of the eukaryotic HECT and RING-finger E3 ligases. To elucidate the molecular mechanisms of 
bacterial E3 ubiquitin ligase effectors, we performed the structural and functional analyses of YopM
 and IpaH family proteins. In this study, we solved the crystal structure of Yersinia YopM, which 
has CXD motif at 2.5A resolution. Shigella effector IpaH9.8 contains leucine-rich repeats (LRRs) 
involved in substrate recognition and NEL domain. We determined the crystal structures of substrate 
recognition domain of IpaH9.8. These structures provide insights into the structural features of 
bacterial E3 ubiquitin ligases.

研究分野：構造生物学

キーワード： 蛋白質　酵素反応　ユビキチンリガーゼ　エフェクター

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腸管病原細菌による炎症性下痢は世界の5歳未満児死亡原因で肺炎に次いで多く、有効なワクチンのない病原菌
の存在により発展途上国を中心に多数の死者を出している。また、腸管病原細菌の感染は近年の多剤耐性菌の出
現により先進国においても問題となっており病原細菌の感染機構解明や治療法の開発は重要な研究課題である。
本研究で決定したエルシニアYopMおよび赤痢IpaH9.8基質認識領域の立体構造は、病原細菌の感染機構の理解に
貢献するものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ユビキチン修飾系は状況に応じた量的、質的なタンパク質の調節により生命現象を制御する
重要な翻訳後修飾経路である。この翻訳後修飾経路において、特異的な基質認識の役割を担う
ユビキチンリガーゼ(E3)は、哺乳類で約 600種類存在し、RING型、HECT型、U-box型などに
分類されている。 
近年、複数の病原細菌において哺乳類には存在しない Novel E3 ubiquitin ligase (NEL)ドメイン
を持つ E3が報告された。これら病原細菌の E3は宿主のユビキチン経路を利用し、防御反応に
関わるタンパク質にユビキチンを付加することでプロテアソームによる分解へと導き、感染可
能な環境を形成する。研究開始当初までに、NELドメイン単独状態の結晶構造は報告されてい
たが、NEL ドメインを介した E3 反応機構や基質認識機構の多くは未解明であった。また、エ
ルシニア属細菌エフェクターの YopMにおいて NELとは異なる構造モチーフが E3活性を示す
ことが示唆されており、がん転移抑制遺伝子産物 BRMS1において報告された新規 E3モチーフ
(CXD)が YopMに含まれることを見出した。そこで、病原細菌に独自に存在する E3の機能発現
機構に着目した。 
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。NELドメイン
は赤痢、サルモネラ属、エルシニア属菌などに保存されており、NELドメインを持った病原細
菌 E3の反応機構の理解は病原細菌を標的とした治療薬の開発につながる研究である。 
 
２．研究の目的 
(1) NEL型ユビキチンリガーゼ反応機構の解析 

NEL型 E3は赤痢に 10種類ある IpaHファミリーやサルモネラ SspH1、SspH2等、複数のグ
ラム陰性菌に存在する。NELドメインは宿主の持つユビキチン結合酵素(E2)を使用することに
より E3 活性を獲得し、宿主の防御応答に関わるタンパク質にユビキチンを付加する。構造生
物学の手法を用いた解析により、既知の E3 と異なる NEL 型 E3 の分子機構の解明を目的とし
た。 
(2) 新規ユビキチンリガーゼモチーフの構造及び機能解析 
がん転移抑制遺伝子産物 BRMS1で報告された新規 E3モチーフ(CXD)が病原細菌エフェクタ
ーに存在することが見出された。CXDモチーフによるユビキチン化機構の解明を目的として病
原細菌 CXDモチーフ含有タンパク質の構造および機能解析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) NEL型ユビキチンリガーゼ反応機構の解析 
① IpaH1880の結晶構造解析 
赤痢菌 NEL 型 E3 ファミリーのひとつ IpaH1880 は他のファミリータンパク質と比較し、自
己ユビキチン化活性が低く、ユビキチン鎖の形成において異なる特性を持つと考えられる。
IpaH1880全長を用いた X線結晶構造解析や X線小角散乱により解析し、NEL型 E3ファミリー
の活性調節機構の解析を行う。 
② IpaH4.5 NELドメインの機能及び構造解析 

NELドメインの E3反応機構解明を目指し、赤痢菌 IpaH4.5 NELドメインの E2に対する相互
作用解析、結晶構造解析を行う。 
③ IpaH9.8 基質認識部位の構造解析 
赤痢菌 NEL型 E3ファミリーに属する IpaH9.8は宿主の防御応答に関わるタンパク質である

NEMOや GBP1をユビキチン化修飾し分解へと導く。NEL型 E3の機能発現機構、基質認識機
構の解明を目指し IpaH9.8の NEMO および GBP1 認識部位である LRRドメインの結晶構造解
析を行う。 
 
(2) 新規ユビキチンリガーゼモチーフの構造及び機能解析 
①エルシニア属細菌エフェクターYopMの構造解析 
エルシニア属細菌エフェクターYopMは CXDモチーフを持ち、CXDモチーフが E3活性に関
与することが報告された。CXDモチーフにより発現する E3機能の発現機構解明を目的として、
YopMの結晶構造解析を行う。 
②赤痢菌 CXDモチーフタンパク質の発現系作製 

E3活性を持つことが報告されたYopMと高い相同性を持つ赤痢菌タンパク質 IpaH4.5はCXD
モチーフを有する。IpaH4.5 の発現系を作製し、YopM 以外のエフェクタータンパク質が CXD
モチーフにより E3機能を発現するかどうかを解析する。 
③ヒト CXDモチーフタンパク質の探索 

LRR は 20-30 残基のアミノ酸の繰り返し配列から成るタンパク質の構造モチーフであり、
LRRを持つタンパク質はヒトにも多数存在する。YopMで報告された CXD-LRRモチーフが病
原細菌以外にも存在し、E3 機能を有するかどうかを解析するため、LRR を持つヒトタンパク
質の中から LRRの N末側に CXDモチーフを持つタンパク質を探索する。また、ヒト CXD-LRR
タンパク質の発現系構築を行う。 
 



４．研究成果 
(1) NEL型ユビキチンリガーゼ反応機構の解析 
① IpaH1880の結晶構造解析 

IpaH1880 のユビキチン化反応機構の解明を目指し、LRR ドメイン、NEL ドメインを含む
IpaH1880全長の大腸菌発現系を作製し、培養、精製、結晶化を行った。IpaH1880結晶は SPring-8 
BL44XU ビームラインで X 線回折実験を行い 3.4Å 分解能のデータを収集した。分子置換法に
より決定した IpaH1880 構造は全長構造既知なサルモネラ SspH2 とは異なり活性部位が分子表
面に露出した open型構造であった(図 1)。また、
同じopen型構造をとる赤痢菌 IpaH3の全長構造
との違いも見られ、これら立体構造の違いが
IpaH1880 の機能特性に関与することが示唆さ
れた。しかし、IpaH1880のユビキチン化機構の
詳細を理解するためには、さらに結晶化条件の
検討を行い高分解能で構造解析を行う必要があ
る。また、X線結晶構造解析と共に溶液状態に
おけるNEL型 E3の構造をX線小角散乱により
解析し、IpaH1880 は溶液状態でも open 型構造
をとることが示唆された。 
 
② IpaH4.5 NELドメインの機能及び構造解析 
赤痢菌 NEL ファミリーは宿主の E2 酵素と複合体を形成し、E2 から自身の活性部位 Cys に

Ubを受け取った後に標的タンパク質に Ubを転移する。NELドメインの E3機能を活性化する
E2としてこれまでにヒト UbcH5が報告されているが、UbcH5と NELドメインの複合体構造は
報告されていない。種々の E2 を用いたプルダウン解析により、NEL ドメインに強く結合する
E2 の探索を行い、UbcH3 が他の E2 より強く結合しているという結果を得た(図 2)。そこで、
UbcH3と IpaH4.5 NELを混合し結晶化を行ったが、得られた結晶は IpaH4.5 NEL単独のもので
あった。 

図 2 IpaH4.5 NELと E2酵素の相互作用解析 
 
③ IpaH9.8 基質認識部位の構造解析 
赤痢菌 IpaH ファミリーは N 末側に基質認識の役割を担
うロイシンリッチリピート(LRR)ドメイン、C 末側に NEL
ドメインを持つ NEL型 E3である。病原細菌感染に対する
宿主の防御応答機構に関わるタンパク質 NEMOや GBP1を
標的とする IpaH9.8の基質認識機構解明のため、IpaH9.8基
質認識部位であるLRRのX線結晶構造解析を行った。また、
IpaH9.8 LRRと構造既知な IpaHファミリーのLRRとの構造
比較から、IpaH9.8は特徴的な電荷分布を持つことが明らか
となった(図 3)。LRR の特徴的な表面電荷が基質認識特異
性に関与していると考えられる。 
 
(2) 新規ユビキチンリガーゼモチーフの構造及び機能解析 
①エルシニア属細菌エフェクターYopMの構造解析 

YopMは N末側の CXDモチーフと LRRから構成されるエルシニア属細菌エフェクターであ
る。これまでに、195/P 株由来 YopM の構造が報告されているが E3 活性の有無は不明である。
そこで、CXDモチーフと LRRによる E3活性の反応機構を解析するため、E3機能の研究が行
われている 91001 株由来 YopM を用い、結晶化、X 線結晶構造解析を行い、E3 活性を有する
CXDモチーフの立体配置を決定した(図 4)。また、構造解析より 91001株由来 YopMの全体構
造が 195/P株由来 YopMと非常によく似た構造であることを明らかにした。 

図 1 IpaH1880の全体構造 

図 3 IpaH9.8基質認識部位表面
電荷分布(赤：酸性、青：塩基性) 



 

図 4 91001株由来 YopM全体構造(左)と CXDモチーフの構造(右) 
 
②赤痢菌 CXDモチーフタンパク質の発現系作製 
赤痢菌 IpaH4.5は N末の基質認識ドメインに YopMと同様の CXDモチーフと LRRドメイン
を持つ。また、CXD モチーフは他の赤痢菌 IpaH ファミリーには存在しない。IpaH4.5 は C 末
に E3活性を持つ NELドメインを持つことから、CXDモチーフによる E3活性の解析から NEL
の影響を排除するため CXD-LRR領域の発現系を作製した。しかし、IpaH4.5 CXD-LRRは精製
のために融合したタグを切断することにより大部分が不溶性となった。IpaH4.5 CXD-LRRはタ
ンパク質の安定性に問題が見られたことから、精製や安定化条件を検討し、E3活性等機能解析
を行うことが必要である。 
 
③ヒト CXDモチーフタンパク質の探索 

YopMの持つ新規 E3モチーフと共通の特徴を持つヒトタンパク質の探索を行い、免疫系タン
パク質の一つでありインフラマソームの構成成分である NLRP3 中に CXD から LRR へとつな
がる領域が存在することを見出した。ヒト NLRP3は 1036アミノ酸残基からなり、複合体タン
パク質の構成成分であることから、タンパク質全長を用いた機能解析は困難であると考え、
CXD-LRR を含む領域である 711-1036 をクローニングし大腸菌発現系を構築した。NLRP3 
711-1036 は MBP タグまたは SUMO1 タグとの融合タンパク質として大腸菌発現系を構築し、
精製を行ったが機能解析に十分な収量のタンパク質を得ることができなかった。 
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