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「 ユビ キチンリ ガーゼを利用し た病原細菌タ ンパク 質分解誘導剤の開発」  

 兵庫県立大学大学院理学研究科     水島 恒裕 

 

１  研究の背景と 目的 

病原細菌によ る 感染症は、 多剤耐性菌の症例が増加し 、 有効なワ ク チン も 限ら れて

いる こ と から 大き な問題と なっ ている 。 ま た、 既存抗生剤には腸内細菌叢の破壊等の

問題も あり 、 既存抗生剤と は作用機序が異なる 細菌感染治療薬の開発が求めら れてい

る 。 し かし 薬を 飲み続ける 必要がある 慢性疾患と は異なり 、 治療が短期間で終わる 急

性感染症用の薬の開発は活発ではなく 、 新たな抗菌剤の開発は重要な課題である 。  

ユビ キチン 化修飾は細胞内の多様な生命現象の制御に関わる 翻訳後修飾であり 、 ユ

ビ キチン リ ガーゼ(E3)は標的タ ン パク 質を 特異的にユビ キチン 化する こ と で、 タ ン パ

ク 質分解へと 導く 機能を持つ。 Proteolysis targeting chimera (PROTAC） 技術は、 E3 と が

ん等の原因分子を、 それぞれに特異的に結合する 化合物と リ ン カーを介し て連結し 、

標的タ ンパク 質を 人為的ユビ キチン 化によ り 排除する 創薬モダリ ティ である 。  

病原細菌は感染の際に宿主細胞内に病原因子(エフ ェ ク タ ー)を 分泌し 、 宿主の防御

応答を阻害し ている 。 ま た、 病原細菌自身はユビ キチン 経路を 持たないが、 宿主のユ

ビ キチン やユビ キチン 経路の酵素を 利用し て、 防御応答に関わる 宿主タ ン パク 質を ユ

ビ キチン化する E3 活性を 持っ たエフ ェ ク タ ーが存在し て

おり 、 宿主タ ン パク 質を ユビ キチン 化する こ と によ り 、 プ

ロ テアソ ームによ る 特異的タ ン パク 質分解経路へと 導いて

いる 。病原細菌で報告さ れている E3 には Novel E3 ubiquitin 

ligase (NEL)型や病原細菌の HECT 型 E3 があり 、 こ れら は

共に、 真核生物の E3 と は異なる 構造を と っ ている 。  

我々はこ れま でに、 哺乳類には存在し ない病原細菌に特

異的な NEL 型 E3 である 赤痢菌 IpaH1.4 と サルモネラ 菌

SspH2 を用いた化合物ス ク リ ーニン グを 行い、 両分子に共

通に結合する 化合物を見出し ている 。 さ ら に、 IpaH1.4 

NEL ド メ イ ン (2.45Å 分解能) (図 1)、 SspH2 (2.2Å 分解

能)の単独状態の結晶構造解析に成功し ている 。 そこ

で、 本研究では PROTAC 技術

を 用い、 病原因子を 病原細菌

E3 と 連結する こ と でユビ キチ

ン 化し 、 分解によ り 除去する

抗菌剤の開発を 目指し 、 病原

細菌 E3 と 特異的結合化合物

の複合体構造解析と 化合物の

最適化によ る 、 新規抗菌剤開

発のための基盤構築を 目的と

し た  (図 2)。 PROTAC 技術を

用いた病原因子の特異的分解

によ る 抗菌剤の開発は新規な

概念であり 、 標的と する 病原

細菌 E3 はヒ ト の E3 と 相同性

を 持たず、 感染細胞でのみ機

能を 果た すこ と から 標的外の

図 1. IpaH1.4 NEL の結晶構造 

図 2. 研究目的 



ひょ う ご 科学技術協会 学術研究助成成果報告書 (2024) 
 

作用や副作用が低い。 さ ら に、 既存薬と は作用機序が異なる こ と から 既存抗生剤の効

かない多剤耐性菌にも 効果を 持ち、 標的と する 病原因子と し て細菌の増殖に直接関係

し ないも のを選択する こ と で、 耐性菌の発生を抑制する 効果も 期待でき る 。  

 

２  研究方法・ 研究内容 

病原細菌の NEL 型や HECT 型 E3 は耐性菌の出現が問題と なっ ている 緑膿菌等、 さ

ま ざま な病原細菌に存在し ており 、 哺乳類の E3 と は異なる 構造を と る 。 そこ で、 本

研究では新規抗菌剤開発の基盤と する ため、 (1)~ (3)の項目で研究を 行っ た。  

(1) 赤痢およ びサルモネラ 菌 NEL 型 E3 と 特異的結合化合物(CompA)の複合体構造解

析 

IpaH1.4 と SspH2 に共通に結合する 特異的結合化合物(CompA)を 用い、 IpaH1.4 NEL

ド メ イ ン、 SspH2 と の複合体結晶化を 行っ たが、 化合物が難水溶性である ため、 溶媒

に用いた DM SO によ り 結晶の崩壊が起こ り X 線回折データ の収集が困難であっ た。そ

こ で、 CompA に PROTAC と し て使用する 際に病原因子と 連結する ために用いる リ ン

カーを付加する こ と で水溶性を 高めた化合物(CompA1)を 用いて、 ソ ーキン グと 共結晶

化によ り 複合体の結晶化、構造解析を 目指し た。ま た、固相ゲル中で作製し た結晶は、

結晶の機械的強度が高ま り 、 高濃度の有機溶媒等でのソ ーキン グが可能になる こ と か

ら 、 固相ゲル中で IpaH1.4 NEL、 SspH2 の結晶を 作製し 、 CompA ま たは CompA1 をソ

ーキン グし た結晶を 用い、大型放射光施設 SPring-8 の BL44XU を 使用し て X 線回折実

験を行い、 IpaH1.4 NEL ド メ イ ン 、 SspH2 と CompA1 の複合体構造解析を 行った。  

(2) 多剤耐性菌 NEL 型 E3 の構造解析 

多剤耐性菌の NEL ド メ イ ンは IpaH1.4 NEL と の類似性が低く 、 化合物が共通に使用

でき る かど う か不明である 。 そこ で、 Pseudomonas 由来 NEL タ ン パク 質と Citrobacter

由来 NEL タ ン パク 質の NEL ド メ イ ンの配列を 人工合成する こ と によ り 、 大腸菌発現

系を構築し 、 培養、 精製、 結晶化を 行った。  

(3) 病原細菌 HECT 型 E3 の構造解析と 特異的結合化合物の探索 

病原性大腸菌やサルモネラ 菌は真核生物の HECT 型 E3 と は大き く 構造の異なる 病

原細菌 HECT 型 E3 を持つ。 病原細菌 HECT 型 E3 を 標的と し た PROTAC 化合物を 開

発する ため、 病原性大腸菌において、 新規に見出し た HECT ド メ イ ンを持つタ ン パク

質を 用い、 発現領域の異なる 複数の大腸菌発現系を 構築し 、 精製、 結晶化を 行った。

さ ら に、 精製し たタ ンパク 質を 用いて化合物ス ク リ ーニン グを行っ た。  

 

３  研究成果 

(1) 赤痢およ びサルモネラ 菌 NEL 型 E3 と 特異的結合化合物(CompA)の複合体構造解

析 

・ サルモネラ 菌 SspH 2(アミ ノ 酸残基番号 166-783)- CompA1 複合体 

SspH 2 (166-783)と CompA1 の複合体結晶化、 X 線回折実験は大腸菌発現系を用い

て培養、 精製し たタ ンパク 質を 使用し て行っ た。 複合体結晶は 0.2 m M  CompA1 の条

件で共結晶化によ り 作製し たも のと 、 ゲル中で作製し たアポ状態の結晶を CompA1 溶

液にソ ーキングし たも のを 準備し た。 こ れら の複合体結晶を 用いて SPring-8 BL44XU

で X 線回折実験を 行っ た結果の一部を 表 1、 図 3 に示す。 高濃度の化合物を用いた共

結晶化では、 結晶が得ら れなかっ たため、 共結晶化で得ら れた結晶を 短時間ソ ーキン
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グし て解析し た。 し かし 、 こ

の結晶から は、 化合物の可能

性のある 電子密度は観測さ れ

なかっ た。 ま た、 化合物濃度

4mM ~10mM でソ ーキングし

た結晶を用いた解析から は、

アポ状態の結晶では見ら れな

かった電子密度が観測さ れ

た。 し かし 、 こ れら の電子密

度は使用し た化合物よ り 小さ

く 、 観測さ れた位置も それぞれの条件で異なっていた。 そのため、 化合物の結合し た

複合体モデルを 構築する こ と はでき なかっ た  (図 3)。  

・ 赤痢菌 IpaH1.4 NEL (アミ ノ 酸残基番号 271-582)- CompA1 複合体 

SspH2 と 同様に、 IpaH1.4 

NEL (271-582)は大腸菌発現系

を 用いて培養、 精製し たタ ン

パク 質を使用し 、 共結晶化と

ゲル中で作製し たアポ状態の

結晶を CompA1 溶液にソ ーキ

ン グする こ と によ り 準備し た。 X 線回折実験は SPring-8 BL44XU で行い、 表 2、 図 4

に示す結果を得た。 解析し たデータ 中にアポ状態の結晶では見ら れなかった電子密度

が観測さ れたが、 SspH2 の場合と 同様に、 こ れら の電子密度は使用し た化合物よ り 小

さ く 、 それぞれの観測さ れた位置も 異なっ ていた。 そのため、 化合物の結合し た複合

体モデルを 構築する こ と はでき なかった  (表 2、 図 4)。  

 

(2) 多剤耐性菌 NEL 型 E3 の構造解析 

Pseudomonas 由来 NEL タ ンパク 質と Citrobacter 由来 NEL タ ンパク 質の NEL ド メ

イ ンの大腸菌発現系を構築し 、 アフ ィ ニティ ーク ロ マト グラ フ ィ ー、 ゲルろ 過ク ロ マ

ト グラ フ ィ ーによ り 精製し た。 その結果、 Citrobacter 由来 NEL ド メ イ ン は溶液状態

で単量体と 二量体の両方の状態を と る こ と が示さ れた  (図 5)。 精製し た Pseudomonas 

表 1. SspH- CompA 1 複合体構造解析の条件 

図 3. SspH2- CompA 1 複合体構造解析で観測さ れた電子密度 

表 2. IpaH1.4 NEL- CompA 1 複合体構造解析の条件 

図 4. IpaH1.4 NEL- CompA 1 複合体構造解析で観測さ れた電子密度 
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NEL タ ンパク 質と Citrobacter NEL

ド メ イ ンそれぞれを 濃縮し 、 複数

の結晶化ス ク リ ーニングキッ ト を

用いて結晶化条件の探索を 行っ た

が、 結晶は得ら れていない。  

(3) 病原細菌 HECT 型 E3 の構造解

析と 特異的結合化合物の探索 

サルモネラ 菌 HECT 型 E3 の SopA

は N 末側に βヘリ ッ ク ス を持ち、 C

末側に病原細菌 HECT ド メ イ ン を持

つ。 病原性大腸菌で新規に見出し た

HECT ド メ イ ン を 持つタ ン パク 質

(SopA 様タ ンパク 質: SopA-L)も 同様のド メ イ ン を 持つこ と から 、SopA で結晶構造が報

告さ れている 領域(SopA-L △N: 170~790、 SopA-L HECT C-lobe: 612~790)の大腸菌発現

系を 構築し 、 アフ ィ ニティ ーク ロ マト グラ フ ィ ー、 ゲルろ 過ク ロ マト グラ フ ィ ーによ

り 精製し た。 SopA-L △N、 SopA-L HECT C-lobe は結晶化条件ス ク リ ーニングの結果、

共に結晶が得ら れた  (図 6)。 それぞれの結晶を 用いて X 線回折実験を 行っ た結果、

SopA-L △N は構造解析可能なデータ を 収集する こ と ができ なかっ たのに対し 、 SopA-L 

HECT C-lobe 結晶から は、 分解能 2.8Å のデータ を 収集し 、 分子置換法によ り 立体構造

を 決定し た  (図 6)。 SopA-L HECT C-lobe の構造はサルモネラ 菌 SopA HECT C-lobe と

よ く 似ており 、 root mean square deviation(RM SD)値は 0.85 Å であっ た。  

SopA-L HECT C-lobe の結晶構造解析に成功

し たこ と から 、 Thermal shift assay によ り 特異

的に結合する 化合物の探索を行っ た。 その結

果、 13 種類の化合物が SopA-L HECT C-lobe

に優位に結合し ている こ と を示す結果が得ら

れた。 今後はこ れら の化合物を 用いた病原細

菌 HECT 型 E3 の活性に対する 影響の解析や

SopA-L HECT C-lobe と の複合体結晶化を 進

める 計画である 。  

 

４  生活や産業への貢献およ び波及効果 

感染症は常に主要な死亡原因の一つであり 、 薬剤耐性菌の問題を 克服する こ と は重

要な課題である 。 ま た、 病原細菌の病原性を 消失する こ と で感染を 抑制する 抗菌薬と

し て、 病原細菌の定着阻害剤、 T3SS の分泌阻害剤、 抗体等が開発さ れている 。 し か

し 、 こ れら 薬剤は病原因子の機能を 阻害する ため、 高濃度かつ長期間の投与が必要で

あり 、 薬剤耐性菌出現のリ ス ク がある 。 こ のため本研究では、 多様な病原細菌に共通

し て存在する NEL 型や病原細菌 HECT 型 E3 を 標的と し て、 PROTAC 技術を 用いた

病原因子の特異的分解によ る 抗菌剤の開発を 目的と し て、 NEL 型 E3 と 化合物の複合

体構造解析を行う と 共に、 病原細菌 HECT 型 E3 の構造解析と 特異的に結合する 化合

物の探索に成功し た。 こ れら の研究成果は新規作用機序を 持った抗菌薬開発のための

基盤になる も のと 考えら れる 。  

図 6. SopA-L HECT C-lobe の結晶 (左)と

結晶構造 (右) 

図 5. Citrobacter NEL ド メ イ ンのゲルろ過(右)と

SDS-PAGE（ 左） の結果 


