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１．はじめに
　胃がんは全世界の部位別がん死亡の第二位を占めてお
り，毎年約 70 万人が胃がんにより命を落としていると累
計されている。また，胃がん発症への関与が一般に知られ
るようになったピロリ菌は，世界人口の半数以上に感染し
ていると言われており，実際の疾病予防や治療という観点
からも発病メカニズムを理解することが求められている。
近年の研究からピロリ菌が産生するタンパク質 CagA は，
ヒトの胃粘膜上皮細胞内に侵入すると，ヒトが本来持って
いる様々なタンパク質と複合体を形成することで細胞内シ
グナルを攪乱し，胃がんの発症を誘導することが明らかに
なってきた。このように，胃がんの発症に重要な役割を担
うタンパク質として CagA は大きく注目されるようになっ
たが，その立体構造はこれまで未知のままであった。今回，
我々は，CagA が「がんタンパク質」として働くしくみを
その分子構造から理解するための第一歩として CagA の結
晶構造を決定した [1]。得られた結晶構造をもとに細胞生
物学的解析や生化学的解析を行うことにより，CagA がヒ
トの胃粘膜上皮細胞内で足場を形成しターゲットとなるタ
ンパク質との複合体形成を促進するしくみを明らかにする
ことができた。本稿では，当初 10 Å 程度の分解能の回折
しか生じなかった CagA 結晶の質を，最終的には 3.3 Å 分
解能にまで高めるために有効であった複数のクライオプロ
テクタントを段階的に用いる新しい「結晶工学的処理」の
方法についても紹介したい。

２．ピロリ菌の発がんタンパク質 CagA
　CagA はピロリ菌内で産生される約 130-145 kDa のタン
パク質であり，IV 型分泌機構と呼ばれるミクロの注射針
を通って胃粘膜上皮細胞内に侵入すると [2]，細胞膜内

面に局在化して存在することが知られている [3]。CagA
の C 末端側には，チロシンリン酸化を受ける EPIYA 配列

（Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala 配列）や多量体化に関わる CM (CagA-
Multimerization) モチーフと呼ばれる配列が存在する （Fig. 
1）。EPIYA 配列を含む EPIYA セグメントは，EPIYA 配列
の前後のアミノ酸配列の違いにより大きく分けて A, B, C, 
D の 4 種類が同定されており，単離された菌株間で多種
多様な EPIYA セグメントの繰り返し配列パターンを持つ 
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Abstract
　ピロリ菌が産生する CagA は胃がんの発症に重要な役割を担うタンパク質として注目されているが，その立体構造は
未知であった。我々は，CagA が「がんタンパク質」として働くしくみをその分子構造から理解するための第一歩として
CagA の結晶構造を決定した。CagA 結晶の質は非常に悪く当初構造決定が困難であると思われたが，結晶工学的処理の条
件を検討することにより最終的に 3.3 Å 分解能で結晶構造を決定できた。

Figure 1   Schematic representation of the primary structure of CagA.

Figure 2   CagA interacts with PAR1 and SHP2 for signal perturbation.
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[4]。欧米型の CagA では A-B-C の順番で EPIYA セグメン
トが繰り返しており，EPIYA-C セグメントの繰り返しが
多いほど病原生物活性が増すことが明らかになっている。
一方，東アジア型では A-B-D の順番で EPIYA セグメント
を持ち EPIYA-D セグメントの存在が東アジア型ピロリ菌
の高い病原性 / 発がん性と関係していることが示されて
いる。胃粘膜上皮細胞内に移行した CagA は，Src ファミ
リーキナーゼにより EPIYA 配列のチロシンがリン酸化さ
れることでヒトのがんタンパク質として知られるチロシ
ンホスファターゼ SHP2 と結合できるようになる [5, 6, 7]。
SHP2 は CagA と結合することで異常に活性化され，細胞
のがん化につながる異常な分裂・増殖シグナルを生じる。
また，上皮細胞の極性を制御するためのシグナリング分子
として働いているセリン／スレオニンキナーゼの PAR1 が
CM モチーフと結合することにより PAR1 の働きが抑制さ
れ胃粘膜上皮の細胞極性を破壊することも知られている
[8, 9]。このように，胃粘膜上皮細胞内に移行した CagA は，
PAR1 や SHP2 との複合体形成を通じて細胞内シグナルを
撹乱することが明らかになっている (Fig. 2)。

３．CagA-N 領域の結晶構造
　CagA は約 1200 個のアミノ酸からなる大きなタンパク
質であるが，プロテアーゼによる限定分解で得られたフラ
グメントを NMR や CD で解析した結果から N 末端部分（分
子全体の 70%; 以降，“CagA-N 領域”）は高次構造をとって
いるのに対し，SHP2 や PAR1 と相互作用する C 末端部分

（分子全体の 30%；以降 “CagA-C 領域”）は固有の立体構
造を持たない天然変性領域であることが示された [1] 。そ
のため，我々は CagA が「がんタンパク質」として働くし
くみを分子構造から探るための第一歩として CagA が単体
で高次構造を持つ CagA-N 領域（1-876 番）のＸ線結晶構
造解析を行った。その結果，CagA-N 領域は 3 つのドメイ
ンから構成され，既知のタンパク質分子とは類似性のない
N 字型のコアを持つ新規の立体構造を有することが明らか
になった（Fig. 3）。また，中央部のドメイン II には多数の
塩基性アミノ酸が集まって構成される塩基性パッチが存在
していた（Fig. 4）。この正電荷の塩基性パッチは，細胞内
膜の負電荷のホスファチジルセリンとの静電相互作用によ
り CagA が細胞膜上に局在化するために働いていると考え
られた。そのため，細胞生物学的解析により，実際の細胞

内で CagA が細胞膜内面に局在化するためにこの塩基性パ
ッチが関与しているかを確認した。具体的には上皮細胞極
性を形成させた MDCK 細胞（イヌ腎臓尿細管上皮細胞）
に CagA 変 異 体（K613/614/617/621A や K631/635/636A）
を発現させ，細胞内の局在を観察した。その結果，野生型
CagA は MDCK II 細胞の細胞膜に局在化しているのに対
し，塩基性パッチの変異体では細胞質への拡散が確認され
た。このことから，CagA-N 領域のドメイン II に存在して
いる塩基性パッチは，CagA が細胞膜内面に局在化しター
ゲット分子と相互作用するための足場を形成するために重
要な役割を果たしていると考えられた。
　今回，我々が結晶構造を決定した領域は CagA-N 領域と
呼んでいる 1-876 番の部分であるが，結晶中では Fig.1 の
模式図中に示す NBS(N-terminal binding sequence) 同士がヘ
リックスバンドルを形成していることが観察されたことか
ら，当初は NBS-NBS 間の相互作用により CagA が直接二
量体を形成する可能性が考えられた （Fig. 5-A）。しかしな
がら，ゲル濾過クロマトグラフィーやプルダウンアッセイ
法による分析では CagA が直接二量体を形成している証拠
が得られなかったため，結晶中で二量体のように見える構
造は結晶のパッキングによるアーティファクトであると結
論した。その後の解析により，今回構造を決定していない
C 末端領域に NBS と相同性の高い領域が見つかったため，
この領域を CBS（C-terminal binding sequence) と呼ぶこと
にし，NBS-CBS が NBS-NBS 相互作用様式に類似したヘ
リックスバンドル構造を形成するという仮説を立てた。こ
の仮説を検証するために，結晶構造の NBS-NBS 相互作用
の中心に位置するロイシン 792 番及びロイシン 812 番をア
ルギニンに置換した変異体を作成し，NBS と CBS の分子
内相互作用をプルダウンアッセイにより解析した。その結
果，ロイシンをアルギニンに置換した変異体では NBS と
CBS との相互作用能が大きく低下することが明らかにな
った。さらに NBS-CBS 相互作用が CagA と PAR1 との複
合体形成 を安定化することが明らかになり，細胞を用い
た実験では NBS-CBS 相互作用が CagA の細胞に対する病
原活性を促進することも示された。このことから，フレキ
シブルな CagA-C 領域の一部に存在する CBS が，構造領
域である CagA-N 領域の一部に存在する NBS とヘリックFigure 3　 Crystal structure of CagA-N.

Figure 4 The Basic patch in Domain II interacts with the inner leaflet 
of the plasma membrane.
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ス間の相互作用をすることにより投げ縄状のループが形成
され，このループ構造が CagA とターゲット分子間の複合
体形成を安定化すると考えられる（Fig. 5-B）。

４．クライオプロテクタントを用いた「結晶工学的処理」
による CagA 結晶の改善
　　CagA-N 領域の結晶構造から明らかになったことを前
節までで述べたが，実際には CagA-N 領域の結晶の質は非
常に悪く，当初は結晶構造決定が困難であると考えられた。
この節では，PF のビームライン NE3A，NW12A，BL-5A
を用いて CagA-N 領域の結晶の質を大きく改善した「結
晶工学的処理」の手法について紹介したい。CagA-N 領域
(1-876) の結晶化の結果，0.3-0.4 mm の結晶を再現性良く
得ることができた。しかし，Ｘ線を当ててみると，常温で
キャピラリーに詰めて測定した場合，代表的な氷晶防止剤
であるグリセロール入りの標準母液に結晶を浸けてから凍
結し測定した場合のどちらについても 10 Å から 7.5 Å 分
解能程度の回折しか生じなかった。Ｘ線結晶構造解析で類
似した構造が解かれていないタンパク質の結晶構造を決定
するためには，最低でも 4 Å 分解能以上の回折を生じる結
晶を得ることが望ましく，このままでは結晶構造を決定す
ることが絶望的であると考えられた。しかし，このような
場合でも，結晶が得られた後に結晶を凍結する条件の検討
や低分子導入などの「結晶工学的処理」を行うことで結晶
の質を大きく改善できる可能性がある。そこで，我々はク
ライオプロテクタントを用いた「結晶工学的処理」を行う
ことにより，結晶の質を大きく改善することを試みた。ク
ライオプロテクタントは，一般的には結晶中の水が氷にな
ってタンパク質結晶を破壊することを防ぐために用いられ
ている。しかし，我々のグループで以前に結晶構造の決定
に成功したヒストンシャペロン TAF-Iβ での経験から，ク
ライオプロテクタントには氷晶防止剤としての効果だけで
なく，結晶中でタンパク質分子に結合して安定化する効果
や，結晶中の分子のパッキングを変化させることで結晶
の質を向上させる効果もあることがわかっていた [10, 11]。
そこで今回，我々は二段階，三段階で様々な種類のクライ
オプロテクタント溶液に結晶をソーキングする multi-step 
soaking method で結晶の質を改善することを試みたが，こ
の方法のポイントはクライオプロテクタントが単に氷晶防
止剤としてだけではなく，結晶中のタンパク質分子を安定

化する安定化剤として働くことを期待して，複数のクライ
オプロテクタントを組み合わせて用いているという点であ
る。この方法を用いることにより，最大分解能を 3.1 Å ま
で改善することができただけではなく，3.5 Å 分解能以上
の回折を生じる結晶の割合を大幅に高めることができた。
今回，我々は最終的に 3.3 Å 分解能の電子密度図を解釈し
てモデルの構築を行ったが，このような低分解能の電子密
度図を用いて正しく残基位置をアサインすることは非常に
難しいため，セレノメチオニンを導入した 41 種類の変異
体結晶を作成することで残基位置のアサインを行った。こ
のような理由もあり膨大なデータセットを収集することが
必要になったため，突発的に良い結晶が出現するのではな
く，3.5 Å 分解能以上の回折を生じる結晶が 2-3 個に 1 個
程度といった高い割合で得られるソーキング条件をみつけ
ることが必須であった。また，今回，結晶構造を決定する
までの過程で 100 種類を超える様々なソーキング条件で
2000 個を超える結晶を凍結し 1000 個を超える結晶にＸ線
を当てて試し撮りを行ったため，精製サンプルのロット→
結晶化プレート（結晶化条件や変異体の種類）→データ収
集までの全ての情報を一元化して管理し，結晶の質が少し
でも良くなったり悪くなったりする兆候がある場合にその
原因を見逃さないことが重要であった。

５．おわりに
　今回我々が決定した CagA-N 末端領域（1-876 番）の結
晶構造から，CagA が細胞膜内面に局在化し標的分子と相
互作用するための足場を形成するしくみ，標的分子との複
合体形成を促進するスイッチとなりうる投げ縄状ループの
形成が明らかになった。しかしながら，CagA の主要な機
能であるシグナル撹乱はそれ自身では定まった構造を有し
ない C 末端領域と標的分子との相互作用により発揮され
るため，今後は CagA と標的分子からなるシグナル撹乱複
合体の構造生物学的研究を進めることにより CagA が細胞
をがん化するプロセスの核心に迫っていかなければならな
い。とはいってもこのような複数のタンパク質からなる複
合体の結晶構造解析には困難が予想されるため，結晶化ス
クリーニングや結晶工学的処理の手法を新たに開発しなが
ら迅速に原子分解能での構造解析ができるシステムを構築
することも必要になると考えている。
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