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研究成果の概要（和文）：Tipαは、ピロリ菌が分泌し胃がんを誘発する原因となる二量体のタンパク質である。N末端
を欠損した変異体del-Tipαについて結晶構造を明らかにした。結晶化条件のpHによりその二量体がオープン、クロー
ズの二状態あることが明らかとなった。本研究では二量体構造と機能の相関を調べるため固定化したTipαの二量体を
作製し、構造解析および機能解析を行うことを目的とした。
固定化二量体の作製を試みたところ解離しない二量体を確認した。また、異なるpHでX線小角散乱法にて形態評価を行
った結果、結晶中と同様に溶液中においても、酸性、中性条件下の構造は異なる。さらに中性下のTipαがクローズ型
である結果を得た。

研究成果の概要（英文）：TNFα inducing protein (Tipα) is secreted by Helicobacter pylori and it induces 
gastritis and gastric cancer. Tipα forms homo-dimer with two disulfide bonds via two cysteine residues 
at N-terminus. I and colleagues revealed the crystal structure of N-terminus deletion mutant (del-Tipα). 
Based on our del-Tipα structure and other Tipα and del-Tipα structures, Tipα forms the open dimer to 
closed one at acidic and neutral condition, respectively. In this study, we evaluated the dimer 
formations of Tipα and del-Tipα by small angle X-ray scattering technique. The results indicated that 
the dimer formations in the crystals at both acidic and neutral pH are same as the formations in the 
solution, and furthermore, the dimer of Tipα at neutral condition, which has not been revealed, is the 
closed-form dimer.

研究分野： X線結晶構造解析

キーワード： ピロリ菌　胃がん
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１．研究開始当初の背景 
ピロリ菌（Helicobacter pylori）は、世界人
口の約半分が保菌者であり、ピロリ菌の感染
によって TNFαなどの炎症性サイトカイン
や様々なケモカインが誘導され炎症を引き
起こし、胃炎や胃潰瘍、胃がんの原因となる。
WHO においてピロリ菌が「胃がんリスク確
実群 1」に分類され、さらに J.R.Warren 博
士と B.J.Marshall 博士によるピロリ菌発見
の経緯と彼らのノーベル賞受賞から専門家
のみならず一般の人々の間でもその重要性
が注目されている。ピロリ菌は、感染後、胃
上皮細胞に作用し胃潰瘍や胃がんの進行促
進に関わる CagA や VacA、ウレアーゼなど
とは別に、TNF-αを誘導するタンパク質 Tip
α（TNFα inducing protein）を発現するこ
とが、共同研究者の菅沼博士らによって同定
され、Tipαが TNFαを誘導することを実証
した（Fig.1A）。 
Tipαがヌクレオリンと結合することも菅沼
らによって明らかにされている。本来、核内
に存在するヌクレオリンがピロリ菌感染に
よる Ras 活性化の影響でがん細胞において
一時的に細胞表面に移行することが明らか
にされており、ヌクレオリンが細胞表面で

Tipαと結合し、細胞内および核内へ移行す
ると示唆されている。さらに Tipαは TNFα
遺伝子のプロモータ領域に結合することが
明らかにされている。 
これらの結果から Tipαは細胞表面でヌクレ
オリンと結合し核内まで移行し、TNF-α遺
伝子プロモータと結合、TNFαを誘導し炎症
を誘発すると考えられる。それに加え、ピロ
リ菌の感染によってNF-κBも活性化されて
いることから、誘導された TNFαが NF-κB
の活性化を亢進し更なる TNFαの産生を誘
導し胃がんを発症すると考えられる
（Fig.1B）。 
TNFαは活性型である野生型の Tipαに誘導
されるが、不活性型である N末端欠損変異体
（del-Tipα）では TNFαは誘導されない
（Fig.1A）。 
del-Tipαでは 2.9Åの構造を解析するに至っ
た（Fig.2）。Tipαではその沈殿しやすさから
結晶を得ることが容易ではなかったが、条件
の改良を続けアミノ酸欠損も変異もない全
長で 2.9Åのデータを得ることができ、解明
に向け精密化中であった。これまでに報告さ
れている構造から、Tipα（del-Tipα）の二
量体は N末端を蝶番として、塩基性側（pH8
程度）のクローズ構造と酸性側（pH5程度）
のオープン構造の異なる形をとることが示

Figure 1 Tipαによる TNFα誘導と機構 Figure 2 del-Tipαの結晶構造 



唆される。TNFα遺伝子プロモータやヌクレ
オリンとの複合体構造はいまだ解析されて
おらず、いつのタイミングで構造変化を起こ
すのか、また、どのような形で TNFαと結合
するかは明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
これまでにまだ明らかにされていない中性
付近における Tipαの二量体構造を明らかに
する（Fig.3）。また、まず X線小角散乱で測
定することで pH変化に伴う二量体の構造変
化を突き止める。システイン変異体とシステ
イン特異的リンカーを用いてオープンのみ、
クローズのみの Tipαを作製し、これらを用
いて、Tipα（del-Tipα）の二状態のいずれ
の構造が TNFα遺伝子のプロモータやヌク
レオリンと結合するかを明らかにし、その二
状態と活性の相関を解明する。また、Tipα
と TNFαプロモータ、Tipαとヌクレオリン
の複合体の構造解析を行い、その結合様式を
明らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1)タンパク質の発現と精製 
Tipαおよび del-Tipαタンパク質を単一に
精製するためにヒスチジンタグが付加され
るように設計したプラスミドを作製した。プ
ラスミドを大腸菌に形質転換し、大量にタン
パク質を合成、発現させた。大腸菌を破砕し、
その抽出物の中から Ni キレートカラムを用
いてヒスチジンタグが付加されたタンパク
質のみを取り出した。ヒスチジンタグを切断
後、ゲルろ過クロマトグラフィーカラムによ
りヒスチジンタグを分離し、タンパク質のみ
を単離した。 
発現量および精製純度は、SDS-PAGE により確
認した。また Tipαについては、ジスルフィ
ド結合により二量体を形成しているため、ジ
スルフィド結合を解離する還元剤を含まな
い SDS-PAGE を行い、二量体の形成を確認し
た。 
 
(2) Tipαおよびdel-Tipαのシステイン点変
異体の作製とタンパク質発現および精製 

我々が報告したものを含め、これまでに明ら
かにされた del-Tipαの構造をもとにシステ
イン特異的リンカーを架橋させるためのア
ミノ酸残基の候補部位を決定した。 
Tipαの発現系は上記と同様であり、これら
を用いて各種アッセイや結晶化を行った。 
 
(3) システイン特異的リンカーを用いたシ
ステイン変異体の二量体化 
下図の通り、発現精製したタンパク質はいず
れも変異部位によりオープン、クローズ、そ
れぞれの構造でのみ特異的にリンカーが架
橋できる場所を選んでおり、また、そのアミ
ノ酸同士にあった長さのリンカーを使用す
るので非特異的な二量体形成は妨げられる
と考えている（Fig.4）。しかし、イオン交換
カラムやゲル濾過カラムで多量体のような
非特異的な分子は取り除く。 

 
(4) X 線小角散乱での二量体の形態評価 
それぞれの二量体の構成を明らかにするた
めに X 線小角散乱で pH の違う状況でサンプ
ルを測定した。 
 
(5) 結晶化及び構造解析 
野生型、変異型の Tipαおよび del-Tipαに
ついて結晶化スクリーニングキットを用い
て結晶化を行った。 
得られた結晶については本機関に導入され
ているX線回折装置および大型放射光施設に

Figure 3 pH による Tipαおよび

del-Tipαの構造変化 

Figure 4 システイン変異体とシステイ

ンリンカーによる二量体作製方法 



おいてX線回折実験を行いデータ測定を試み
た。得られたデータは構造解析ソフトウェア
を用いて処理を行い、構造解析を試みた。 
 
４．研究成果 
Tipαはピロリ菌によって分泌され、胃炎や
胃がんを誘発する原因となる TNFαを誘導す
るタンパク質である。Tipαは N 末端にある
２つのシステインを介してホモ二量体を形
成する。この２つのシステインを含む N末端
を欠損した変異体 del-Tipαを作製し、この
結晶構造を明らかにした。他のグループから
も del-Tipαの構造が明らかにされ、結晶化
条件の pH によりその二量体構造がオープン
型とクローズ型の二状態あることが明らか
となった。そこで本研究では二量体構造と
TNFα誘導能の機能活性相関を調べるためオ
ープン型、クローズ型に固定した Tipαおよ
び del-Tipαを作製し、結晶構造解析および
機能解析を行うこととした。 
これまでに得られていたX線回折データおよ
び新規に得られたデータを解析していたが、
統計値が向上しなかった。ツインと呼ばれる
結晶の質について解析、検討したが、ツイン
にも問題なく統計値が向上しない原因を明
らかにすることができず、N 末端の構造を明
らかにすることができなかった。システイン
変異体とシステインリンカーを用いて固定
化二量体の作製を試みたところ解離しない
二量体を確認することができた。本期間では、
この固定化二量体と解離する二量体を分離
しようと試みたが分離することができなか
った。このため TNFα誘導能やヌクレオリン
との相互作用実験に移行することができな
かった。 
一方で、野生型の Tipα、del-Tipα につい
て pH の異なる条件で X 線小角散乱法を用い
て形態評価を行った。これまで明らかにされ
ている構造は酸性条件下の Tipα および
del-Tipα、中性条件下のdel-Tipαであり、
酸性条件下におけるTipαの構造は明らかに
されていない。X 線小角散乱により測定した
結果、Tipα、del-Tipαともに酸性条件下と
中性条件下における構造は異なっていた。ま
た酸性条件下における del−Tipαと Tipαは
オープン型の結晶構造から算出した散乱デ
ータと同様の測定波形を示し、すなわち、オ
ープン型であることが示唆された。同様に、
中性条件下についても del-Tipα、Tipαとも
にクローズ側の結晶構造から算出されたデ
ータと同様の測定結果を示し、クローズ型で
あることが示唆された。これらの結果から、
結晶中と同様に溶液中においても酸性、中性
条件下において構造が異なることを明らか
にし、さらにこれまで明らかになっていなか
った酸性条件下における Tipαがクローズ型
であることを強く支持する結果を得ること
ができた。 
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