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〈要 約〉
　Helicobacter pyloriの産生するCagAは胃がんの発症に深く関与することが知られている．CagAはヒトの胃上皮細胞に侵入し，がんタンパク質SHP2や細胞極性制御タンパク質PAR1など，さまざまなタンパク質を標的として細胞内シグナルを脱制御する．これまで，CagAの分子細胞生物学的な解析が精力的に進められる一方，その構造生物学的な知見はまったく得られていなかった．筆者らは，CagAが病原活性を発揮する構造基盤を明らかにすることを目的とし，その立体構造解析を行った．その結果，CagAのN末端側の約70％に相当する領域の結晶構造を決定し，C末端側の約30％は天然変性領域であることを見い出した．CagAのN末端側の領域はドメインI～ドメインIIIより構成され，ドメインIIはCagAの細胞膜への局在に必須であった．ドメインIIIはC末端側の領域と分子内において相互作用し，この相互作用の形成はCagAと細胞内における多様な標的タンパク質との複合体の形成を促進することにより，CagAの病原活性を制御する重要な分子機構であることが明らかになった．

はじめに

　胃がんは全世界における部位別のがん死亡者数の第2位をしめ，毎年，約70万人がこの悪性腫瘍により命を落としていると累計されている．なかでも，わが国は胃がんの最多発国であり，毎年，5万人が胃がんにより死亡している．Helicobacter pylori（ピロリ菌）の慢性感染は消化性潰瘍，萎縮性胃炎などさまざまな胃粘膜の病変の発症に関連し，とくに，cagA遺伝子陽性のピロリ菌の感染は胃がんの発症と強く相関することから，近年，胃がんの発症におけるCagAタンパク質の役割に大きな注目があつまっている．くわえて，トランスジェニックマウスを用いた解析からCagAはマウスにおいて単独で発がん活性をもつことが示されており1)，細菌に由来するがんタンパク質として認知されている．CagAはピロリ菌の菌体において産生されたのち，ピロリ菌に由来するIV型分泌機構を介してヒトの細胞に侵入し細胞膜の内面に局在する．そののち，CagAはC末端領域に複数個くり返し存在するEPIYA（Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala）配列ならびにCM（CagA-multimerization）配列（図1）を介して，がんタンパク質SHP2や細胞極性制御タンパク質PAR1を含む多彩な細胞内における標的タンパク質と相互作用し，異常な細胞増殖シグナルの生成や上皮細胞の極性の破壊をひき起こす2-4)．また，CagA-PAR1複合体の形成はCagAとSHP2との相互作用を安定化することによりSHP2の機能的な脱制御を促進する3,5)．このようなCagAの発がん活性を理解するうえで，その立体構造の解明はきわめて重要な意義をもつ．しかしながら，CagAは分子量が大きい（約130 kDa）うえタンパク質分解をうけやすく，アミノ酸配列の比較ではほかの既知のタンパク質との相同性がまったくみられないことから，その立体構造の解析は困難をきわめていた．

1．ピロリ菌CagAのドメイン構造の推定と生物物理化学的な解析

　この研究の開始当初は，1186残基からなる全長のCagA（135 kDa）の結晶構造の解析を念頭にプロジェクトを進めていたが，その結晶はまったく得られなかった．そこで，精製したCagAを用いてプロテアーゼ限定分解解析を行い，N末端側の約70％に相当する1～876残基領域CagA(1-876) と，EPIYA配列およびCM配列を含むC末端側の約30％に相当する877～1186残基領域CagA(877-1186) を，それぞれCagAのおもなドメインと推定した（図1）．さらに，CagA(1-876) を用いて，再度，プロテアーゼ限定分解解析を行い，N末端の1～260残基領域CagA(1-260) と261～829残基領域CagA(261-829) をサブドメインと推定した．
　この結果をもとに，組換えCagA(1-876) 断片ならびにCagA(877-1186) 断片を精製し，構造解析に用いる精製タンパク質としての妥当性を評価した．AGSヒト胃上皮細胞においてCagAを発現させるとSHP2の異常な活性化に依存して細胞が伸長し，ハミングバード表現型とよばれる特徴的な細胞形態の変化が誘導されることが知られている．この活性はCagAのC末端側の領域により担われる．そこで，マイクロインジェクション法により精製CagA断片をAGS細胞に導入したところ，精製CagA(877-1186) 断片はハミングバード誘導活性を保持する一方，精製CagA(1-876) 断片ではその活性はまったくみられなかった．このことから，CagA本来の生物活性を保持したCagA(877-1186) 断片の精製が確認された．この結果をふまえ1H-NMR解析を行ったところ，精製CagA(877-1186) は一定の高次構造を形成していないことがわかった．すなわち，CagAのC末端領域はCagAの病原活性を保持しながら，定まった構造を保持しない“天然変性領域”であることが示された．

2．重複配列を介したCagAの分子内におけるN末端領域とC末端領域との相互作用

　CagAとPAR1との相互作用はCagAのもつCM配列に依存し，CM配列をもたないCagA(1-876) はPAR1とは結合しない．しかしながら，このCagA(1-876) をもたないCagA(877-1186) では全長のCagAと比較してPAR1との結合能の有意な低下がみられた．この結果から，C末端領域のもつCagAの病原活性に，N末端領域が間接的になんらかの影響を及ぼしていることが推察された．これまでに，人工的に断片化したCagAのN末端の断片とC末端の断片とを極性化させたMDCKイヌ腎上皮細胞に共発現させると，両方の断片が結合し共局在することが報告されている6)．今回，試験管内での結合実験から，このN末端領域とC末端領域との相互作用は，異なる2つのCagA分子間での相互作用ではなく，1つのCagA分子の全長において形成される分子内での相互作用であることを見い出した．
　そこで，分子内におけるN末端領域とC末端領域との相互作用がCagAの活性に影響を及ぼすと考え，まず，この分子内相互作用の責任領域を探索した．欠失変異体を用いた結合解析の結果，CagAのN末端側の残基554～617と残基708～821，C末端側の残基998～1038が分子内におけるN末端領域とC末端領域との相互作用に必要であることがわかった．つぎに，全長CagAから残基998～1038を内部欠失させた変異CagAをAGS細胞に導入したところ，この変異CagAでは野生型と比較してSHP2結合能ならびにハミングバード誘導活性が顕著に低下していた．残基998～1038はSHP2やPAR1の直接の結合部位であるEPIYA配列やCM配列を含まないため，この領域の内部欠失によるCagAの活性低下は分子内におけるN末端領域とC末端領域との相互作用の欠損によるものと考えられた．さらに興味深いことに，N末端領域とC末端領域の相互作用の責任領域において，残基782～820と残基998～1038の配列はアミノ酸配列の比較で54％，塩基配列の比較では70％という非常に高い相同性を保持しており，CagAの進化の過程で分子内（遺伝子内）での重複が生じたことにより生まれた配列と考えられた．以上をふまえ，残基782～820ならびに残基998～1038をそれぞれN末端結合配列ならびにC末端結合配列と命名した（図1）．互いに相同性を示すN末端結合配列とC末端結合配列を介した分子内におけるN末端領域とC末端領域との相互作用により，CagAの病原活性が制御されていることが明らかになった．

3．CagAのN末端領域の構造決定

　プロテアーゼ限定分解解析から推定したドメイン構造をもとに，CagAのN末端領域のX線結晶構造解析を行った．CagA(261-829) ならびにCagA(1-876) の結晶は分解能が非常に低く，当初，得られた電子密度からのアミノ酸残基の帰属はきわめて困難であった．そこで，おもにロイシン残基からメチオニン残基への1アミノ酸置換をのべ41箇所にわたり導入した変異体を用いてこれをセレノメチオニン化し，そのうち25箇所のアミノ酸置換部位のセレン原子を検出することにより，立体構造における残基マッピングを行った．また，この過程と並行して，結晶の最適なソーキングの条件をスクリーニングした結果，トレハロースとエリスリトールを2段階で組み合わせることにより結晶の分解能の改善に成功した．最終的に，全体のアミノ酸残基の帰属に成功し，CagA(1-876)（PDB ID：4DVY）とCagA(261-829)（PDB ID：4DVZ）の結晶構造を決定した．CagAのN末端領域はドメインI～ドメインIIIの異なる3つのドメインから構成され，まったく新規のフォールディングをとっていた（図2）．

4．分子内におけるN末端領域とC末端領域との相互作用によるCagAの活性制御とその構造基盤

　CagA(1-876) ならびにCagA(261-829) の結晶はそれぞれP41212ならびにP3121という異なる空間群であったにもかかわらず，両方とも，結晶において隣接した分子のあいだの2本のαヘリックスが相互作用することで同様の4ヘリックス束を形成していた．この結果から，CagAがホモ二量体を形成する可能性が考えられたが，静的光散乱解析および試験管内での相互作用解析では溶液において精製CagAは単量体として存在していることが示され，CagAの二量体化は結晶のパッキングによるものと考えられた．一方，興味深いことに，結晶における分子間4ヘリックス束の形成領域は，CagAの分子内におけるN末端領域とC末端領域との相互作用の責任領域として同定したN末端結合配列と完全に重複していた．このN末端結合配列どうしの相互作用の表面はおのおの9つの疎水性残基から構成されており，これらの疎水性残基は相同配列であるC末端結合配列においても保存されていた．このことから，結晶においてN末端結合配列どうしの相互作用により形成される4ヘリックス束は，全長CagAにおけるN末端結合配列とC末端結合配列との相互作用を模倣した構造であることが推察された．すなわち，天然変性領域に位置するC末端結合配列は，CagA分子内においてN末端結合配列と相互作用することにより変性状態からαヘリックス構造への構造変化が誘起されることが予想された．
　この仮説を検証するため，N末端結合配列とC末端結合配列との相互作用の中心に位置すると考えられる2つの疎水性残基Leu792およびLeu812をアルギニン残基に置換したところこの相互作用は失われた．この変異CagAではPAR1との相互作用が不安定化しSHP2との結合能が低下した結果，ハミングバード誘導活性が低下した．さらに，円二色性スペクトル解析から，全長CagAにおいてN末端領域にあるLeu812をアルギニン残基と置換することによりC末端領域におけるαヘリックスの含有量が顕著に減少することが明らかになった．これは，CagAの分子内におけるN末端結合配列とC末端結合配列との相互作用が阻害されたことにより，C末端領域のαヘリックスの含量が低下した結果と考えられた．
　以上をまとめると，N末端結合配列とC末端結合配列とを介したCagAの分子内相互作用は，天然変性構造をとるCagAのC末端領域に構造的な制約をくわえ，C末端領域の投げ輪（ラリアート）様の構造の形成によるCagA-PAR1-SHP2複合体の安定化をとおし，CagAの病原活性に大きな影響をあたえているものと考えられた（図3）．
5．塩基性パッチを介したCagAの細胞膜への局在

　筆者らの研究室における先行研究により，CagAはN末端領域にあるArg-X-Arg（R-X-R）モチーフを介して細胞膜に存在するホスファチジルセリンと結合することにより，CagAの活性を発揮する場である細胞膜の内面に付着することが示されている7)．CagAの結晶構造から，R-X-Rモチーフとその周辺領域は塩基性残基に富んだ局所面（塩基性パッチ）を形成していることがわかった．これらの塩基性残基をアラニン残基に置換した変異CagAではホスファチジルセリンとの結合能が低下し細胞膜への局在が失われたことから，CagAの細胞膜への局在にはR-X-Rモチーフを含む塩基性パッチのもつ正味の負電荷が必要であることが示唆された．また，CagAの直接的な生物活性を担うC末端領域は，立体構造において塩基性パッチの反対側に位置していた．したがって，塩基性パッチを介したCagAの細胞膜への結合において，CagAは多様な標的タンパク質との相互作用に適した分子配向をとっているものと考えられた（図3）．

おわりに

　この研究は，ピロリ菌のCagAの立体構造を包括的に明らかにしたはじめてのものであり，CagAはN末端側にある高次構造の形成領域とC末端側にある天然変性領域から構成されていることを示した．近年，天然変性領域はその構造的な柔軟性から多種多様な分子と相互作用しうる領域として注目をあびている8,9)．実際に，CagAのC末端領域は細胞内のさまざまな標的タンパク質との相互作用を直接に媒介するEPIYA配列やCM配列を含んでおり，C末端領域の柔軟性は足場あるいはハブタンパク質としてはたらくCagAの重要な構造基盤であると考えられた．これまで見い出されてきたCagAの生物活性の多くは，そのC末端領域に依存した標的タンパク質との相互作用によるものであった．今回，筆者らは，分子内におけるN末端領域とC末端領域との相互作用がCagAの病原活性を制御していることを示し，細胞膜への結合を含め，CagAのN末端領域がC末端領域の機能制御ドメインとしてはたらくことを明らかにした．さらに，結晶構造解析ならびに生化学的な解析から，N末端結合配列とC末端結合配列との相互作用によりCagAの病原活性が促進される分子機構，ならびに，CagAが活性を発揮する場となる細胞膜への局在の構造基盤を示した（図3）．最近の研究から，CagAのN末端領域を介し，がん抑制タンパク質であるRUNX3やp53の脱制御がひき起こされること10,11)，ならびに，インテグリンβ1と相互作用してCagAの細胞内への移行にかかわること12) が示唆されており，C末端領域にとどまらずCagAの全長にわたりその多彩な機能が明らかにされつつある．この研究で得られたCagAの構造的な知見は，ピロリ菌のCagAによる多様な細胞内シグナルの脱制御の機構への理解を深めるばかりでなく，発症機構および予防から治療にいたる今後の胃がん研究の基盤情報となることが期待される．
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〈図説明〉

図1　ピロリ菌CagAのドメイン構造

図2　CagA(1-876) の結晶構造
ドメインI（残基24～221）を青色，ドメインII（残基303～644）を黄色，ドメインIII（残基645～824）を赤色で示した．

図3　ピロリ菌のCagAの立体構造にもとづく機能制御の機構

ピロリ菌の菌体において産生されたCagAはヒトの胃上皮細胞に注入され，塩基性パッチとホスファチジルセリンとの相互作用を介して細胞膜の内面に局在する．天然変性構造をとるCagAのC末端領域にあるC末端結合配列は，ドメインIIIのN末端結合配列と分子内において相互作用することによりαヘリックス構造への折りたたみが誘導され，C末端領域の全体として投げ輪（ラリアート）様の構造が形成される．このラリアート様構造の形成により，CagAはPAR1およびSHP2と効率よく相互作用し，細胞内シグナルの脱制御が促進されるものと考えられる．
