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研究成果の概要（和文）：　本研究では腸炎ビブリオおよびBEC産生性ウェルシュ菌の主要な病原因子である
VepA（腸炎ビブリオ）およびBEC（ウェルシュ菌）を研究対象とし、構造生物学的手法により活性発現機構の解
析を行った。VepAについてはシャペロンであるVecAとの複合体の構造を決定することができた。BECについては
酵素活性を有するBECaに関して、アポ型およびNADH複合体のX線結晶構造を得ることができ、基質認識機構を原
子レベルで解明した。またBECbの標的細胞への作用について新たな知見を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, the X-ray crystal structures of VepA and BEC, which are the 
major virulence factors of Vibrio parahaemolyticus and BEC-producing Clostridium perfringens, 
respectively, were analyzed to understand the mechanism of activity expression by the 
effector/toxin. For VepA, the structure of the complex with the chaperone VecA could be determined. 
Regarding BEC, X-ray crystal structures of apo-type and NADH complex were obtained for BECa having 
enzymatic activity, and the substrate recognition mechanism was elucidated at the atomic level. In 
addition, we were able to obtain new knowledge about the action of BECb on target cells.

研究分野：細菌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　VepAのようにV-ATPaseに直接作用する病原因子というのはほとんど知られていない。この機構の解明は生化学
的、細胞生物学的に興味あるテーマである。またV-ATPaseはがん細胞の転移など医学的に重要なさまざまな現象
に関与しており、今後さらにVepAについての研究を進めることにより、疾患の治療などへの新しい示唆が得られ
る可能性がある。BECは、他の二成分毒素と異なり、標的細胞への結合に関与するb成分のみでも腸管毒性を有す
る毒素である。本研究により解明されたメカニズムを踏まえた新たな治療法の開発が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

研究代表者はこれまでに、いくつかの下痢原性細菌の病原性について研究を行ってきた。それ

らのうち、腸炎ビブリオについては全ゲノム配列の解析を行い（Lancet 361:743-9,2003）、本菌

が 2種類の 3型分泌装置を保有しており、そのうちのひとつ（T3SS2）が本菌による腸管毒性に

重要な役割を果たしていることを示した(Infect. Immun. 72:6659-65, 2004)。また T3SS2 が分

泌するエフェクター蛋白のうち、VopV と名付けたエフェクターが腸炎ビブリオの腸管毒性に必

須であることを明らかにした(Cell Host Microbe 10:401-9,2011)。さらに、VopV は標的細胞内

の F-アクチンに特異的に結合し、この結合が腸管毒性に重要であること、また VopV には細胞内

における G-アクチンと F-アクチン間の動的平衡を撹乱する活性があることをクライオ電子顕微

鏡を用いた解析等によって明らかにした(Cell Host Microbe 10:401-9, 2011, Sci.Rep. 5: 

10870,2015)。 

このように、腸炎ビブリオによる腸管毒性に関しては詳細が明らかになりつつあるが、一方で

腸炎ビブリオが様々な種類の真核細胞に対して示す強い細胞毒性についてはいまだ不明な点が

残っている。研究代表者らは、腸炎ビブリオによる細胞毒性が本菌の保有するもうひとつの 3型

分泌装置 T3SS1 によるものであることを明らかにした(Infect.Immun.72:6659-65,2004)。さら

に T3SS1 により分泌されるエフェクターVepA がこの細胞毒性に必須であること、また VepA は宿

主細胞に打ち込まれた後、液胞型 H+-ATPase（V-ATPase）の c サブユニットと interaction し、

その結果、宿主細胞のリソソームにダメージを起こし細胞死を引き起こすことを示した（PLoS 

Pathog.8:e1002803,2012）。VepA は幅広い種類の真核細胞に対して毒性を示すが、V-ATPase は

様々な生物が保有する細胞内マシナリーであり、上記の結果から VepA の幅広い細胞特異性が説

明できる。このような幅広い特異性を有するエフェクターを保有するというのは、細菌の真核細

胞との interaction のための有効な戦略のひとつであるといえる。現在のところ VepA が V-

ATPaseの cサブユニットとinteractした結果どのようにリソソーム膜を撹乱するかについては

不明である。 

また最近、研究代表者らは、集団食中毒の原因と推定されたにもかかわらず既知のエンテロト

キシン（CPE）を産生しないウェルシュ菌が、新規エンテロトキシンを産生することを見出した

(Infect. Immun. 82:2390-9,2014)。BEC (Binary Enterotoxin of Clostridium perfringens)

と名付けたこのエンテロトキシンは、ADP リボシル化二成分毒素に属していたが、ウェルシュ菌

のイオタ毒素やボツリヌス菌の C2 毒素等、他の二成分毒素が a成分と b成分の両分子があって

はじめて生物活性を示すのと対照的に、標的細胞への結合に関与する b成分（BECb）のみで腸管

毒性を有するというユニークな活性を示した。 

 
２．研究の目的 

 本研究では、研究代表者がこれまで研究を行ってきた腸炎ビブリオおよび BEC 産生性ウェル

シュ菌の主要な病原因子である VepA（腸炎ビブリオ）および BEC（ウェルシュ菌）を研究対象と

し、それらの活性発現機構を明らかにすることを目的とした。具体的には、まず結晶構造解析に

より両者の三次元構造を明らかにする。次に明らかになった三次元構造をもとに、一連の変異体

を作製して構造機能相関について解析を行い、活性部位等を明らかにする。また、得られた一連

の変異体を用い、VepA については V-ATPase の c サブユニットと interact した結果どのように

リソソーム膜の撹乱を引き起こすかについて、BEC に関しては BECb の腸管上皮細胞への作用が

いかに腸管毒性につながるかについて多方面から解析を行い、活性発現機構の解明を目指した。 

 
３．研究の方法 



 腸炎ビブリオ VepA およびウェルシュ菌 BEC の活性発現機構を解明するために、以下の研究を

行った。 

VepA： VepA の結晶構造解析を試み、得られる三次元構造から活性および活性発現に重要な構造

についての考察を行った。大量発現系により発現させた VepA を精製し、シッティングドロップ

蒸気拡散法により結晶化を試み、結晶のスクリーニングを行ったが、良質な結晶を得ることはで

きなかった。これは、N 末端の 100 残基以上におよぶシャペロン結合ドメインの可動性の高さ

や、生体膜への結合が予想される一部の疎水性領域に起因すると予測された。そこで VepA の安

定性と、結晶化能を向上させるために、シャペロンである VecA との複合体の精製を行った。大

量発現系により得られた VepA-VecA 複合体をシッティングドロップ蒸気拡散法によりスクリー

ニングした結果、複数の条件において良質な結晶を得ることに成功した。得られた高分解能の結

晶について、大型放射光施設 Spring-8 において回折測定を行った。 

BEC： BEC は二成分毒素であるが、BECb 単独で腸管毒性をもつことが示されている(Infect. 

Immun. 82:2390-9,2014)。しかしながら標的細胞上のレセプターをはじめ、それ以外のことにつ

いてはいまだ不明な点が多い。そこで BECa および BECb ともに結晶構造解析を行い、得られる三

次元構造から活性発現に重要な構造についての考察を行った。また、得られた三次元構造をもと

に、site-directed mutagenesis によりさまざまな変異体を作製し、活性に重要なアミノ酸残基

や構造についての検討を行った。さらに、Caco-2 等の培養細胞に対する BECb の結合様式につい

て、蛍光標識した BECb を細胞に作用させ顕微鏡観察することにより検討した。また、monolayer

の Caco-2 細胞に BECb を作用させた場合の、経上皮電気抵抗値（TER）の変化について解析を行

なった。 

 

４．研究成果 

これまでの遺伝学的解析から、ウェルシュ菌由来新規毒素 binary enterotoxin of 

Clostridium perfringens (BEC)は、膜孔形成毒素ファミリーに属する Clostridium perfringens 

enterotoxin (CPE)とは異なり、アクチン ADP リボシル化二成分毒素ファミリーに属することを

明らかにしていたが、その活性発現機構の詳細は理解されていなかった。本研究では、BEC を構

成する各成分（BECa および BECb）のそれぞれについて X線結晶構造解析に取り組み、立体構造

情報から、活性発現機構の解明を試みた。その結果、酵素活性を有する成分 a（BECa）に関して、

アポ型および NADH 複合体の X線結晶構造解析を行い、BECa の立体構造とその基質認識機構を原

子レベルで解明した。また、得られた複合体立体構造をアポ型の BECa 結晶構造と比較すること

で、基質近傍に位置する水分子の存在と、触媒活性残基（Glu380）および ADP リボシル化毒素フ

ァミリーに共通して存在する ADP-ribosylating turn-turn loop（ARTT ループ）の構造多形を観

測した。これらの知見に基づいて、BECa の ARTT ループを構成する各アミノ酸の変異体をそれぞ

れ大腸菌発現系により調製し、X線結晶構造解析、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を用い

た酵素活性測定、分子動力学シミュレーション、そして細胞毒性試験の結果を組み合わせること

で、ARTT ループの芳香族アミノ酸を中心とした構造変化が、球状アクチンの認識と、標的とす

るアルギニン残基（Arg177）の効率的な ADP リボシル化反応において重要な働きをすることが明

らかになった。 

酵素活性成分である BECa の細胞内への輸送に関わる成分 b（BECb）については、BECa と同様

に大腸菌発現系を用いて調製し、X線結晶構造解析に向けた結晶化を試みているが、現時点で

単結晶を得ることができていない。一般的に、アクチン ADP リボシル化二成分毒素ファミリー

の成分ｂは、標的細胞膜受容体に結合した後、多量体を形成し、その後、構造変化を起こして



膜孔を形成する。そのため、受容体非結合時は、構造が不安定な可能性があり、結晶化を妨げ

ている可能性がある。従って、立体構造決定のためには、標的細胞膜受容体を同定し、その受

容体全長もしくは細胞外ドメインとの安定な複合体を形成させ、結晶化する必要がある。これ

までに、BECb の標的細胞膜受容体は報告されていないため、今後は、標的受容体の同定を試み

る予定である。site-directed mutagenesis や error-prone PCR を用いた構造機能相関について

の実験は遅れているが、BECb の標的細胞への結合様式について新たな知見が得られた。また、

BECb の monolayer の細胞に作用させた場合の経上皮電気抵抗値(TER)の変化についての成績が

得られたのは予想を上回る成果であった。BECb の培養細胞に対する作用に関しては、いくつか

の興味ある知見が得られており、令和 2年度中の論文投稿を目指している。 

腸炎ビブリオが３型分泌装置を介して標的細胞内に分泌するエフェクターである VepA に関し

ては、これまでの実験から、細胞内の液胞に局在する V-ATPase を標的とすることで、細胞毒性

を発揮することは明らかになっていたが（PLoS Pathog. 2012）、その立体構造や活性発現機構は

不明であった。構造生物学的手法により活性発現機構を解析するため、これまでに VepA 単体で

の結晶化を試みてきたが、良質な結晶を得ることはできていなかった。これは、N末端の 100 残

基以上におよぶシャペロン結合ドメインの可動性の高さや、生体膜への結合が予想される一部

の疎水性領域に起因すると予測された。そこで VepA の安定性と、結晶化能を向上させるために、

シャペロンである VecA との複合体の精製を行った。大量発現系により得られた VepA-VecA 複合

体をシッティングドロップ蒸気拡散法によりスクリーニングした結果、複数の条件において良

質な結晶を得ることに成功した。さらに、シャペロン VecA 単体の結晶化にも成功したことから、

まず VecA 結晶を(Ta6Br12)2+クラスター溶液に浸潤させることで、複合体にクラスター分子を付

加した。得られた誘導体結晶は大型放射光施設 SPring-8 の放射光において回折測定を行い、Ta

原子を利用した単波長異常散乱法(Ta-SAD)により構造決定に成功した。腸炎ビブリオ３型分泌

装置のシャペロンの立体構造決定は世界初である。また、得られた VecA 構造情報と Se 原子の異

常散乱効果を利用することで、VepA-VecA 複合体の構造決定にも成功した。得られた VepA 構造

は既知のタンパク質にない全く新規の構造を採っており、いくつかの興味深い知見が得られて

いることから、令和 2年度中の論文投稿を目指す。 
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