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研究成果の概要（和文）：病原細菌レジオネラは宿主細胞に機能性タンパク質を輸送するため、その細胞表層に IVB 
型分泌系という複雑な超分子複合体を形成する。その中で細胞内膜に局在する DotI/DotJ 複合体の精製とその生化学
的解析から、これらがヘテロ 6 量体リング構造を形成し、基質輸送のためのチャネルとして機能する可能性が示され
た。さらに、DotI ペリプラズム領域の結晶解析から詳細な構造的知見が得られ、その情報を基盤とした機能解析を行
い、輸送活性に重要な残基を特定した。さらに、この複合体は IVB 型分泌系中核複合体に相互作用し、固有の ATPase
 とともに輸送活性の中心的役割を果たすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The bacterial pathogen Legionella pneumophila delivers a large array of the 
effector proteins into infected host cells using the type IVB secretion system. Among the proteins 
composing the system, inner membrane proteins DotI and DotJ form a hetero subcomplex that is anticipated 
to work as a transport channel of the IVB secretion system. We solved the crystal structure of the 
periplasmic domain of DotI and conducted functional analyses using the structural information. Bacterial 
localization analyses suggested that the DotI/DotJ complex can associate with the core complex of the 
type IVB secrestion system on demand. In addition, we identified a bacterial ATPase that associates with 
the DotI/DotJ complex and is essential for the secretion function. These findings support our hypothesis 
that the DotI/DotJ complex plays a role crucial for the IVB secretion utilizing the ATP energy.
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１．研究開始当初の背景 
 
 病原細菌レジオネラは、その細胞表層に 
IVB 型に分類されるタンパク質分泌系を持
ち、これを使って感染の鍵となる病原因子群
を宿主細胞に直接輸送する。IV 型分泌系は、
細菌の接合伝達系を進化的な起源とする点
に他の分泌系とは異なる特徴があり、固有の
メカニズムによって基質を輸送すると考え
られる。我々は、レジオネラの Dot/Icm 遺
伝子群にコードされた IVB 型分泌系の中で、
特に細菌の内膜及びペリプラズムに局在し
輸送機能に重要な役割を果たすと考えられ
る二つのタンパク質 DotI、DotJ に着目し研
究を進めてきた。これらはいずれも欠損する
と輸送機能が完全に無くなるため、 IV 型分
泌に不可欠の構成タンパク質であるが、安定
な中核複合体には含まれないことを我々は
すでに見出していた。DotI 及び DotJ はい
ずれも内膜貫通ドメインを持ち、互いに高い
相同性を持つことから、遺伝子重複によって
獲得されたと考えられる。また、DotI 
と DotJ は複合体を形成することを予備実
験から見出しており、この複合体が IV 型分
泌の基質輸送チャネルであると仮定して研
究を展開してきた。 
 我々は平成２５年度までに DotI ペリプラ
ズムドメインの結晶化に成功しており、結晶
から得られた構造情報をベースに DotI 及
び DotJ の果たす役割を明らかにし、この複
合体が輸送チャネルとして働くことを示し
たいと考えていた。 
 
２．研究の目的 
 
 DotI/DotJ 複合体の構造を分子あるいは
原子のレベルで明らかにし、構造的知見と機
能解析及び複合体の生化学的解析を組み合
わせることにより、この複合体の果たす役割
を明らかにする。また、この部分複合体がレ
ジオネラ Dot/Icm IVB 型分泌系の中核（コ
ア）複合体や他の構成タンパク質とどのよう
に相互作用して機能を果たすかについての
知見を得、分泌系全体の構造形成や機能にお
ける部分複合体の意義を解明することを目
的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 
（１） DotI/DotJ 複合体の生化学的解析 

 
大腸菌での共発現系を用いて、また
レジオネラから DotI/DotJ 複合体
を生化学的に単離し、分子組成を明
らかにした。複合体の分子量やタン
パク質のモル比を決定し、機能単位
としての複合体の組成からその機能
を推測した。また、大腸菌発現系で
得られる複合体がネイティブなレジ
オネラでの複合体と同一の分子組成

であることを保証した。 
 

（２） 構造情報をベースにした機能解析 
 
DotI ペリプラズムドメインの結晶
構造情報から多量体の形成に関わる
と考えられるアミノ酸残基に部位特
異的置換変異を導入し、レジオネラ
での複合体形成や基質分泌能を解析
した。レジオネラ IV 型分泌系の輸
送基質として同定されている DotA 
タンパク質の分泌を指標として評価
を行った。 
 

（３） DotI の細菌細胞内での局在解析 
 
DotI/DotJ 複合体が IVB 型分泌系
コア複合体とどのように相互作用し
て機能するかを調べるために、細菌
細胞内での局在を蛍光顕微鏡法で解
析し、コア複合体構成タンパク質と
の比較を行った。 
 

（４） DotI/DotJ 複合体の結晶化 
 
結晶化を目的として、大腸菌発現系
を 用 い て 膜 透 過 部 分 を 含 ん だ 
DotI/DotJ の安定複合体を大量精製
することを試みた。 
 

（５） DotI/DotJ 複合体に相互作用するレ
ジオネラ IV 型分泌系構成タンパク
質の同定と生化学的解析 
 
Dot/Icm IVB 型分泌系構成タンパク
質間で、相互作用に伴うタンパク質
レベルの増強が見出されていること
から、 DotI の欠損変異株における他
の構成タンパク質レベルの変動を解
析し、 DotI/J 複合体に相互作用す
るタンパク質候補を見出した。生化
学的解析によりこのタンパク質が実
際に DotI/J 複合体と相互作用して
いることかどうかを検証した。さら
に同定タンパク質を含んだ部分複合
体の発現及び精製を試みた。 
 

４．研究成果 
 
（１） レジオネラ DotI、DotJ 欠損株、及

びそれらの相補株を用いた生化学的
解析により、DotI と DotJ は相互依
存的に安定複合体を形成することが
明らかとなった。大腸菌での共発現
系を用い、安定な複合体を高純度で
単離することに成功した。ブルーネ
イティブ電気泳動法などにより、得
られた複合体はレジオネラから単離
したネイティブな DotI/DotJ 複合
体と同一の分子組成を持つことが示



された。さらに、複合体の光散乱法
による解析から、DotI と DotJ の分
子比は 2:1 であることが明らかと
なり、レジオネラ IVB 型分泌系の
中で DotI 4 分子と DotJ 2 分子が
複合体を形成していることがわかっ
た。DotI ペリプラズムドメインの結
晶が多量体リング状構造であったこ
とと考え合わせると DotI/DotJ は 
ヘテロ 6 量体リング構造を形成する
可能性が示唆された。 
 

（２） すでに得られている DotI ペリプラ
ズムドメインの結晶構造情報から 
DotI/DotJ 複合体の多量体形成に関
わる可能性のあるアミノ酸残基に部
位特異的置換変異を導入し、輸送基
質である DotA の分泌をモニターす
ることで輸送機能に重要なアミノ酸
残基の構造上の位置を同定すること
ができた。これらの残基の位置を構
造ホモログである VirB8 と比較し、
構造上近い位置に重要残基が集約し
ていることがわかった。 

 

 
図１ DotI （緑）に導入した変異の
中で IVB 型分泌系の輸送活性を強
く阻害したアミノ酸残基の位置を示
す。アラインした構造ホモログであ
る Brucella suis の VirB8 （赤）の
機能的に重要な残基の存在する部位
との一致が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（３） Dot/Icm IVB 型分泌系コア複合体の

構成タンパク質である DotG 及び 
DotF とともに DotI の細菌細胞内
局在を蛍光顕微鏡法で解析したとこ
ろ、 DotG や DotF が細菌の両局に
検出されたのに対し、DotI は局だけ
に限定されない局在を示した。この
ことから、 DotI/DotJ 複合体は感染
の場においてオンデマンドにコア複
合体と相互作用して輸送機能を実現
する可能性が示唆された。 

 

 
  図２ エピトープタグによる免疫蛍光
顕微鏡法によって検出された DotI と コア
複合体の構成タンパク質 DotG 及び DotF 
の細菌細胞内局在の相違を示す。 
 
（４） 結晶化による詳細な構造解析を目的

として DotI/DotJ 複合体を大腸菌
大量発現系を用いて精製することを
試みた。早い段階で複合体の単離に
は成功したものの、結晶化に十分と
考えられる量と質の試料を得ること
はできなかったため、結晶化には進
められなかった。 
 

（５） DotI/DotJ 複合体に相互作用するタ
ンパク質を Dot/Icm IVB 型分泌系を
構成する 20 あまりのタンパク質の
中から網羅的に探索し、輸送機能に
必須なひとつの ATPase 活性を持つ
と予測されているタンパク質を見出
した。プルダウン法などにより結合
を検証し、また、ショ糖密度勾配遠
心法による細胞分画で DotI/DotJ 
複合体と共存する局在を示すことを
確認した。さらに DotI, DotJ, とこ
の ATPase の３つのタンパク質を共
発現する系を大腸菌で構築した。
ATPase はタンパク質輸送のエネル
ギー源となり得ることが知られてい
る た め 、  DotI/DotJ 複 合 体 は 
ATPase とともに輸送機能の中心的
働きを担うことが示唆された。 

 
 
以上の結果を統合し、 レジオネラ Dot/Icm 
IVB 型分泌系の内膜部分複合体として輸送
機能に重要な役割を担う DotI/DotJ 複合体
を同定することに成功し、結晶化による構造



解析及び多角的な生化学的解析からその役
割や輸送系全体の構築機構について大きな
知見を与えることができたと考える。 
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