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研究成果の概要（和文）：本研究において我々は腸炎ビブリオの有する6型タンパク質分泌装置構

造体の同定とその付随するATPaseについて研究をおこなった。6型タンパク質分泌装置に必須の

ATPaseの精製をおこない、そのATPase活性や相互作用するタンパク質群を同定した。また6型タ

ンパク質分泌装置依存的に分泌されるタンパク質の機能ドメインの解析によって分泌に必要な

ドメインを決定した。 

  

研究成果の概要（英文）：In this project, we analysed the structure of type 6 secretion 
system apparatus and its ATPase. Purification of T6SS associated ATPase was done and 
measured its activity, and also identified the proteins interacting with T6SS-specific 
secreted protein and its functional domains.  
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１．研究開始当初の背景 

近年、新興・再興感染症やバイオテロリズム

の脅威等が社会的に大きな問題となってい

る一方で、高度多剤耐性菌、高齢者や免疫不

全患者の増加等、旧来の方法で感染症をコン

トロールすることがこれまで以上に困難な

状況に陥っている。そのため、これまで用い

られてきた抗生物質やワクチン接種等を用

いる治療・予防法に加えて感染症を制御する

ための新しい戦略が必要となっている。そこ

で、感染症発症メカニズムを詳細に解析し、

その全貌を明らかにすることによって感染

症コントロールのための新知見を得ること

が重要視されている。 
 細菌感染症を考えた場合、その発症は病原
細菌の産生する病原因子によって引き起こ
されているが、それら病原因子の多くは毒素、
エフェクターと呼ばれる分泌タンパク質で
ある。そのため病原細菌を抗生物質によって
殺菌せずとも、病原タンパク質の分泌を制御
することで細菌感染症を制御することも可
能である。実際、病原細菌の病原タンパク質
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分泌を特異的に阻害する低分子化合物が発
見され、その細菌の病原性発揮を抑制する試
みがおこなわれている（Cell Host Microbe. 4, 
325-336, 2008）。このことから病原細菌に存
在する様々なタンパク質分泌メカニズムを
明らかにすることが細菌の持つ病原因子を
制御するための新手法の開発に必要不可欠
であると考えられる。古くから知られる sec
システム等のタンパク質分泌装置について
は、そのタンパク質分泌メカニズムや分泌さ
れるタンパク質等について詳細が明らかに
されてきた。一方で、近年になって見つかっ
た新規タンパク質分泌装置（6、7 型タンパク
質分泌等）に関する報告は、既存のタンパク
質分泌装置に関するものと比べて、世界的に
見ても僅かである。 
 
２．研究の目的 

2006 年に腸管病原性細菌であるコレラ菌に

新規タンパク質分泌装置、6 型タンパク質分

泌装置（type VI secretion system; T6SS）が

見いだされ、これが病原性発揮に関与するこ

とが明らかにされた（Proc.Natl. Acad. Sci. 
USA 103, 1528-1533, 2006）が、最近の発見

であるため、T6SS のタンパク質分泌メカニ

ズムやどのようなタンパク質（病原因子）が

分泌されているのか、T6SS 構成タンパク質

の詳細等、T6SS によって引き起こされる細

菌感染症の対処法を考えるには未だ不明な

点が多い。その後、T6SS 関連タンパク質を

コードする遺伝子配列からコレラ菌以外の

グラム陰性病原細菌にも T6SS 関連遺伝子が

存在することが広く確認され、このことから

も T6SS と病原性との関連が強く示唆された。 
 このような知見から申請者は、これまでに
コレラ菌と近縁である腸管病原性細菌、腸炎
ビブリオにおける T6SS の有無、そのタンパ
ク質分泌能等に関して研究をおこなってき
た。その結果、腸炎ビブリオには、T6SS 関
連遺伝子群が２組存在すること、腸炎ビブリ
オ T6SS がタンパク質分泌能を有すること、
新規分泌タンパク質の同定、新規分泌タンパ
ク質の宿主細胞内への移行、等の新知見を得
ている。そこで本研究計画では、腸炎ビブリ
オにおける T6SS タンパク質分泌メカニズム
を明らかにするために、そのタンパク質分泌
装置構造体構成タンパク質の同定とそのタ
ンパク質分泌装置構造体モデルの解析、
T6SS に存在し、タンパク質分泌に必要なエ
ネルギーを供与すると考えられている
ATPase（ClpV、ImpL）の T6SS エフェクタ
ー分泌における機能解析を目的として研究
をおこなう。 
 
３．研究の方法 
これまでに作製した腸炎ビブリオ T6SS 関連

遺伝子欠損株あるいは近傍の機能未知遺伝
子欠損株を用いた T6SS タンパク質分泌誘導
条件下における T6SS 関連タンパク質の菌体
内局在、挙動を検討し、また T6SS 関連タン
パク質同士の相互作用を改変 Bacterial 
2-hybrid system や pulldown assay 等でスク
リーニングすることによって、T6SS タンパク
質分泌装置複合体の予想モデルを検討する。
さらに、腸炎ビブリオからの T6SS 構造体の
精製を試み、得られた T6SS 複合体の電子顕
微鏡像や精製 T6SS 複合体からの構成タンパ
ク質の同定をおこなうことで予想モデルと
の整合性を検証する。 
 また、T6SS タンパク質分泌に必須と考えら
れている ATPase (ClpV、ImpL)の in vitro で
の ATPase 活性を様々な条件下で測定するこ
とで T6SS ATPase の活性調節メカニズム検討
する。これまで 3型タンパク質分泌装置
（T3SS）では分泌されるエフェクタータンパ
ク質が、T3SS ATPase によって unfolding さ
れた後、T3SS 依存的に分泌されることが明ら
かになっている（Nature 437, 911-915, 2005）。
また T6SS ATPase の ClpV は元来、分子シャ
ペロンである ClpB や ClpX 等の AAA+ ATPase 
family に分類されることから、ClpV も分泌
タンパク質に対して同様の機能（unfolding
活性）を有している可能性が高い。そこで申
請者の見出した新規 T6SS 依存性分泌タンパ
ク質 Xに対する ClpV や ImpL の unfolding 活
性、さらには unfold された基質が T6SS 依存
的に分泌されるかどうかを検討する。 
 
４．研究成果 
本研究 1 年目において、6 型タンパク質分泌
装置に必須の構成タンパク質である ATPase
の精製をおこない、その活性を測定した。ま
た精製 ATPase と相互作用するタンパク質群
を免疫沈降法により同定し、さらにこのタン
パク質群が我々によってこれまでに明らか
にされている 6型分泌装置依存的に分泌され
る機能性タンパク質 Xと相互作用することを
見出した。また、遺伝子欠損株を用いた実験
より、これらタンパク質の相互作用は VtsX
の菌体外への分泌に必須であることが明ら
かとなった。この結果は 6型タンパク質分泌
装置によるタンパク質分泌の詳細を明らか
にする上で非常に有用な結果を得たと言え
る。  一方で、腸炎ビブリオ感染時における
VtsX の宿主における動態・機能を検討するた
めに、百日咳菌が産生するアデニレートシク
ラーゼを融合させた機能性分泌タンパク質
を用いて宿主細胞への移行実験をおこなっ
た。その結果、6型分泌装置依存的に VtsX は
宿主細胞内に移行し、さらに超遠心分離法を
用いた実験により VtsX は宿主細胞質に存在
することが明らかとなった。VtsX の部分欠損
変異体を用いたタンパク質分泌試験によっ



 

 

て、VtsX の分泌にはその N末端側が必要であ
り、C 末端側はその分泌に必須ではないこと
が明らかとなった。 

 さらに2年目では、6型タンパク質分泌装置

ATPaseと相互作用するタンパク質群がどのよ

うな相互作用をするのか、検討した。相互作

用するタンパク質群をそれぞれ分離精製し、

個々のATPaseとの結合性、複合体分子量の変

化等を検討することで、ATPaseと複数種のタ

ンパク質群がある特定の複合体コンプレック

スを形成している可能性が明らかとなった。

これら複数種のタンパク質は他の研究グルー

プによって6型分泌装置依存的タンパク質分

泌に必須であることが明らかにされており，

今回の我々の研究成果と合わせて、6型タンパ

ク質分泌装置によるメカニズムの一端が明ら

かにされた。 
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