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研究成果の概要（和文）：Irgb6はトキソプラズマが形成する寄生胞膜（PVM）の破壊を先導するタンパク質であ
る。Irgb6の結晶構造を明らかにした。得られた分子構造と既知の研究結果からPVM結合部位を予測し、ドッキン
グシミュレーションと細胞を使った検証実験を行なった結果、Irgb6がPVM特異的リン脂質と結合してPVMに蓄積
し、他のPVM破壊に関わるタンパク質を効率よくPVMに導いてトキソプラズマ殺傷に大きく貢献していることを明
らかにした。さらに、Irgb6擬似リン酸化変異体の結晶構造を決定し、ドッキングシミュレーションなどから、
トキソプラズマがIrgb6からの攻撃を回避するためのIrgb6不活化機構を提唱した。

研究成果の概要（英文）：Irgb6 is recruited to and disrupts the PVM formed by Toxoplasma gondii. We 
have determined the crystal structures of the GTP-bound and nucleotide-free forms of mouse Irgb6. 
The membrane binding interface of Irgb6 has a unique conformation consisting of N- and C-terminal 
helical regions that form phospholipid binding sites. In silico phospholipid docking revealed the 
membrane-binding residues, which were validated by mutagenesis and cell-based assays. These data 
provide a new structural basis for Irgb6 recognition of T. gondii PVM.
We found that Thr95 of Irgb6 is phosphorylated in response to type II T. gondii infection and that 
the mutation disrupts its localisation to PVs. Structural analysis revealed that Irgb6-T95D leads to
 a conformational change in the G domain that allosterically alters the PV membrane-binding 
interface. In silico docking supported disruption of the PVM binding site. We provide new insights 
into the allosteric inactivation of Irgb6 induced by T. gondi.

研究分野： 構造生物学

キーワード： トキソプラズマ　寄生包膜　Irgb6　結晶構造解析

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Irgb6がトキソプラズマ寄生胞膜を認識する機構と（おそらくトキソプラズマによって）Irgb6が不活化される機
構を共に分子レベルで解明し、免疫系を理解する上で重要な新しい知見を得られた。これらの研究結果は、寄生
虫感染症に対して生体に本来備わる防御機構をうまく利用した新たな治療法の開発につながるものと期待する。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ−１９、Ｆ−１９−１、Ｚ−１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 胞⼦⾍類原⾍にはトキソプラズマやマラリア原⾍など⼈
類にとって重篤な原⾍症を引き起こすものが多い。わが国では⽣活
様式の欧⽶化に伴い、トキソプラズマ感染によるトキソプラズマ症
の症例数が年々増加している。免疫不全患者では致死的な脳炎や神
経系疾患を発症し、経胎盤感染により胎児に感染すれば流産・死産、
または、新⽣児の先天性重度脳障害などにつながる。特に年間数百
件にのぼると試算される胎児・新⽣児の先天性トキソプラズマ症の
増加は深刻な問題であるが、予防のためのワクチンはなく、現存す
る薬剤の耐性原⾍も出現していることから、新たな対策が必要とさ
れている。 
   原⾍症の発症数を減らすことができない理由の⼀つと
して、トキソプラズマやマラリア原⾍などは感染後に宿主の免疫を
逃れ慢性感染し、⻑期にわたって潜伏することが挙げられる。トキ
ソプラズマやマラリア原⾍などの胞⼦⾍類原⾍は感染宿主細胞内で「寄⽣胞」と呼ばれる膜
構造体の中でのみ増殖する（図１）。慢性・潜伏感染するこれらの原⾍を感染細胞内から排
除するためには、宿主の細胞⾃律的免疫系がこの寄⽣胞膜を破壊し、原⾍を殺傷する必要が
ある。 
 この分野の第⼀⼈者である⼤阪⼤学⼭本雅裕教授のグループは、これまでに細胞
⽣物学的⼿法を駆使して、インターフェロンg（IFN g）誘導性 p65GTPaseである GBP と、
GBP と共に寄⽣胞膜に蓄積する IFNg誘導性 p47GTPaseである Irgb6 についても研究を進
めてきた。そして、Irgb6 は GBP よりもさらに上流で寄⽣胞膜を認識し破壊する分⼦であ
り、Irgb6 がトキソプラズマ感染細胞で最初に寄⽣胞を破壊して原⾍を殺傷し、個体レベル
で⽣体防御応答を担う重要な宿主因⼦であることを突き⽌めた[Lee et al. Life Science 
Alliance. 2020年]。しかし、Irgb6 や GBP が寄⽣胞膜を認識し膜破壊を起こす分⼦機序に
ついては不明であった。 
 
２．研究の⽬的 
 
 「Irgb6 はどのように寄⽣胞膜を認識し、また、GBP とどのように協働して寄⽣胞
膜を破壊するのか？」を構造⽣物学的に解明する。 
 
 
３．研究の⽅法 
 
 主に X 線結晶構造解析法によって Irgb6 と GBP の⾼分解能分⼦構造を解明する。
具体的には 1）⼤腸菌タンパク質発現系の作製、2）タンパク質の精製、3）結晶条件のスク
リーニング、4）⼤型放射光施設 SPring-8でのタンパク質結晶回折データ収集、5）回折デ
ータ解析、モデル構築、精密化 の⼯程を経る。得られた分⼦構造と既発表の研究結果から、
構造の持つ機能を推測し、分⼦シミュレーションや細胞を使った実験を⾏い、推測を検証し
ていく。 
 
４．研究成果 
 
 ⼤腸菌発現系から Irgb6 を精製し、GTPase活性があることを確認した。精製した
Irgb6 の結晶化に成功し、SPring-8にて結晶の X線回折データを収集した。回折データから



構造解析を⾏い、GTP結合型（1.5Å分解能、PDB ID: 7VEX）とヌクレオチドフリー型（2.0
Å分解能、PDB ID: 7VES）の⼆状態の⽴体構造を解明した。これらの結晶構造と既発表の
研究結果から、Irgb6 の G ドメインの反対側の部位が寄⽣胞膜との結合部位ではないかと
推測し、⼤阪⼤学Daron M Standley教授グループに依頼して Irgb6 とリン脂質とのドッキ
ングシミュレーションを⾏った。結果、予測した結合部位に寄⽣胞膜特有の構成成分である
ホスファチジルイノシトール 5-リン酸（PI5P）が強く結合することがわかった。さらに、
結合部位の構造維持に関わる 3Wに変異を⼊れた Irgb6_W3A変異体で同様のシミュレーシ
ョンを⾏なったところ、PI5P との結合⼒が著しく弱まることもわかった。⼤阪⼤学⼭本雅
裕教授グループに依頼し、マウス胎児繊維芽細胞を使った検証実験を⾏なった。結果
Irgb6_W3A変異体は寄⽣胞膜へ動員されず、同時に他の IRG タンパク質も蓄積されず、ト
キソプラズマの殺傷に⾄らないことが確認された。 
以上の研究結果から、Irgb6 の⽴体構造そのものに寄⽣胞膜の PI5P を適切に認識する機能
があり、Irgb6 が PI5P と結合して寄⽣胞膜に蓄積し、他の寄⽣胞膜破壊に関わるタンパク
質を効率よく寄⽣胞膜に導くことで、トキソプラズマの殺傷に⼤きく貢献していることが
明らかとなった。これらの研究成果をまとめ、査読付き英⽂論⽂を発表した（図 2) 
。 

 
 先述の Irgb6 の構造解析を進める中、⼤阪⼤学⼭本雅裕教授らのグループによっ
て、II 型トキソプラズマ（弱毒性トキソプラズマ）に感染すると Irgb6 の Thr95 が顕著に
リン酸化されることが⾒出された。さらに、I 型トキソプラズマ（強毒性トキソプラズマ）
感染による Irgb6 不活化機構とは異なり、リン酸化擬似変異体 Irgb6_T95D（以下、変異型）
が寄⽣胞膜と相互作⽤することができず寄⽣胞膜上に局在できないことも⾒出された。I型
トキプラズマよる Irgb6 の不活化機構については⽣化学的にも細胞学的にも研究が進み詳
細が解明されていたが、II型トキソプラズマによる Irgb6 の不活化機構については不明な点
が多い。Irgb6 が 95Thrのリン酸によってどのように構造変化して不活化しているのかを知
るために、⼤腸菌⼤量発現系から変異型を精製し、様々なヌクレオチド存在下での変異型の
結晶化と結晶構造解析を試みた。結果、野⽣型と同様、GTP結合型（1.7Å分解能、PDB ID: 
8H4M）とヌクレオチドフリー型（2.0Å分解能、PDB ID: 8H4O）の分⼦構造を解明するこ
とができた。驚いたことに Irgb6 分⼦内でリン酸化する Thr95 と PVM 結合ループは 50Å
も離れているのに、PVM結合ループの構造が⼤きく変化していた。HDX-MSによる分析結
果と詳細な分⼦内構造変化の追跡により、このループの構造変化は結晶化によるアーティ
ファクトなものではなく実際に溶液中で起こっている変化であることが強く⽰唆された。
また、ドッキングシミュレーションにより、変異型は PVM特有リン脂質 PI5P と正常に相

図 2  左図：Irgb6（GTP 結合型）の結晶構造。 
 右図：Irgb6 と PI5P（先端部分）の結合の様⼦。左図を下から⾒る。 
 PI5P はその中央部に結合する。 



互作⽤しないこともわかった（図 3）。以上の結果からこれらの研究結果をまとめて、査読
付き英⽂論⽂を発表し、Irgb6 不活化機構を提唱した（図 3）。 
 

 
 
 Irgb6がトキソプラズマ寄生胞膜を認識する機構と（おそらくトキソプラズマによ
って）Irgb6が不活化される機構を共に分子レベルで解明し、免疫系を理解する上で重要な
新しい知見を得られた。これらの研究結果は、寄生虫感染症に対して生体に本来備わる防御

機構をうまく利用した新たな治療法の開発につながるものと期待する。 
 
 現在、Irgb6 については、GDP 結合型 Irgb6 結晶構造を得るための結晶化条件の
スクリーニング、二量体 Irgb6形成条件の検討と電子顕微鏡観察を進めている。GBP1につ
いても、精製、結晶化、SPring-8 での回折データ収集に成功し、分子モデルの精密化作業
を進めている。 
 

図 3  Irgb6-WT-GTP と Irgb6-T95D-NF に対する PI5P のドッキングシミュレー
ション  (a) PI5P ヘッドと Irgb6-WT-GTP との in-silico docking。PI5P hesd の代表
的なポーズをスティックモデル（左）と分⼦クラウド（右）で⽰す。(b）PI5P 頭部
と Irgb6-T95D-NF-molA とのインシリコドッキング。(c）PI5P head と Irgb6-T95D-
NF-molB との in-silico docking。 
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