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研究成果の概要（和文）： 

X 線結晶構造解析と電子顕微鏡画像からの三次元像再構成の手法を組み合わせることにより、

構造変化前後のＴ４ファージ尾部基盤におけるすべてのサブユニット蛋白質の局在を明らかに

することが出来た。その結果、感染における基盤の大きな構造変化をサブユニット蛋白質の相

対的な位置の変化として理解できるようになった。また、新しい手法を用いた分子集合の研究

から、基盤ウェッジの絶対逐次的分子集合はサブユニット蛋白質の誘導適合に基づくものであ

ることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
All the subunit proteins were localized in the baseplate before and after infection by a 
combination of X-ray crystallography and three-dimensional image reconstruction from 
electron-micrographs. As a result, the gross structural change of the baseplate upon 
infection can be interpreted by the change of the relative positions of the subunits. Also, a 
new method was developed, which indicated that the stringent sequential assembly of the 
baseplate wedge is based on the induced-fit of the subunits upon binding.  
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１．研究開始当初の背景 
 当特定研究領域が開始される 2 年前の 2002
年に、本研究代表者と米国バーデュー大学
Michael G. Rossmann 教授との共同研究によ

り、分子量 36 万を越えるT4 ファージ尾部基盤
のテイルリゾチーム複合体の結晶構造が解明さ
れ（Nature、Kanamaru et al. 2002）、バクテ
リオファージの構造が原子レベルで解明される
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気運が熟してきた。共同研究者の Michael G. 
Rossmann教授は電子顕微鏡法とX線結晶構造
解析を組み合わせた生体超分子構造の解明を目
指しておられ、その材料としてバクテリオファ
ージが最適であると考えられ、共同研究がさら
に発展する期待をいだいた。 
 
２．研究の目的 

T4 ファージの分子集合と感染の分子機構を
明らかにするために、(1)すべての尾部基盤構成
蛋白質を大量発現して単離・精製し、(2)溶液中
での性状解析を行った後、(3)構造解析に向けた
結晶化を行い、電子顕微鏡画像からの感染前後
の尾部の３次元再構成像にあてはめることによ
って構造変化を原子レベルでの実態と、構造変
化を制御する分子機構を解明することを目的と
した。同時に、(4)発現蛋白質間の相互作用を主
として超遠心分析によって測定することによっ
て、基盤ウェッジ部分の厳密な逐次的分子集合
の分子機構を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)基盤は１５種類の蛋白質から構成される。 
本研究を開始した時点で、ほぼすべての蛋白
質をコードする遺伝子がクローニングされて
いたので、そのうちの多くを発現系に移し、
大量発現を行って蛋白質を単離精製した。発
現量が少なかったり、発現しても不溶性の凝
集体となる場合には、個々の蛋白質を発現し
ている菌体を混合し、その後に超音波破砕を
行うことによって複合体の回収率が大幅に改
良されることが見いだされた。 

 
(2)精製された蛋白質または複合体は超遠心分
析沈降速度法によって溶液中の性状を解析す
ると共に、電子顕微鏡観察も行った。 

 
(3)蛋白質間の結合部位を同定するために、結合
する前の状態と複合体のプロテアーゼによる
限定水解を行い、切断断片をHPLCによって単
離した後、エドマン分解によってN末端配列
解析を行い、複合体を形成することによって
プロテクトされる切断点を同定した。 

 
４．研究成果 
(1)尾部基盤ウェッジの厳密な逐次的分子集合
の機構の解明 

ウェッジの７種の蛋白質およびすべてのウェッジ

前駆構造体および完成されたウェッジを単離し、沈降

速度法と電子顕微鏡法による測定した。その結果は、

Kikuchi & King(1975)の結果を支持すると共に、特に

顕著な発見として、gp53 が付加した段階で、６つの

ウェッジ前駆構造体が自発的に集合して、星形の基盤

様構造が形成された。さらに、発現蛋白質のすべての

可能な組み合わせを試した結果、例外的にgp6，gp53，

gp25 の間に予期しなかった有意な相互作用が認めら

れた。しかし、gp6がgp8までの他の蛋白質を既に結

合していると、gp25は gp6に結合せず、gp53のみが

強く結合し、gp25 はその後でのみ結合できるように

なり、このような仕組みによって絶対的な逐次分子集

合が成立していることが分かった。この結果は、分子

集合に関する「ジグソーパズル」モデルではなく、サ

ブユニットの「誘導適合」モデルが正しいことを示唆

した。（文献①） 

 

(2)プロテアーゼ限定水解によるＴ４ファージ
基盤ウェッジ複合体の相互作用部位の同定     
基盤中最も大きな蛋白質gp7（1031a.a.）は

構造未決定であるが、基盤の分子集合に重要な
役割を果たすと考えられる。Gp7およびこれと
結合するgp10（ドメインⅠ～Ⅳからなる）およ
びgp11を単離して、種々の組み合わせでプロテ
アーゼによる限定水解を行ったところ、以下の
ことが明らかになった。即ち、gp10は単独では
ドメインⅢ内部の289Lysで切断されるが、gp11
存在下ではこの部位が切断されなくなることが
分かった。Gp11は gp10の構造未決定の第Ⅲド
メインに結合することが明らかなので、gp10の
第３ドメインとgp11との複合体の構造決定を
行うことによって、安定で結晶化に適したヘテ
ロ6量体が作成できると考えられる。他方、gp7
存在下で、gp10がプロテアーゼに対して完全に
耐性になることが見いだされた。gp7自体はN
末端ドメイン（ドメインＡ）だけが耐性になり、
Ｃ末端側の切断様式は変化しない。この結果は、
gp7のＮ末端(gp7N)とgp10を共発現することに
よって結晶化可能なgp10/gp7Nまたは
gp11/gp10/gp7N複合体が単離できる可能性を
示唆すると考えられる。 
 
(3)テイルリゾチームのプロセッシングによる
切断部位の構造決定 
2002年のテイルリゾチームの構造では標記

切断部位はゆらぎのために構造が見えなかった。
そこで、切断部位を7種の別のアミノ酸で置換
し、特にプロセッシングが完全に阻害された変
異体S351Lにつき、結晶構造を決定し、結合部
位の構造を決定することができた。（文献⑭） 
 

(4)テイルリゾチーム複合体形成における分子
間相互作用 
テイルリゾチームgp5はgp27とヘテロ6量体

（正確には(gp27)3(gp5
*)3(gp5C)3）ヘテロ9量

体）を形成する。沈降平衡法による相互作用測
定の結果、gp5は堅固な3量体を形成している
が、gp5とgp27、およびgp27分子相互の結合は
比較的弱く、会合はｐHに依存し、ｐHで8.0
で安定なヘテロ9量体を形成するが、pH6.0に
下げることによって各単量体に解離した。この
解離は、ファージが宿主大腸菌に吸着した際に
ペリプラズムで起こるテイルリゾチームの活性
化の過程を反映していると考えられる。（文献
⑫） 
 



 

 

(5)Ｔ４ファージネック蛋白質gp13およびgp14
の単離と性状解析 
Gp13と gp14は頭部と尾部をつなぐネックを

構成する主要蛋白質である。両蛋白質をコード
している遺伝子13と14をクローニングしてさ
らに大量発現系に組み込んだ。単離精製した蛋
白質gp13およびgp14は試験管内で結合しなか
ったが、0.8M 硫安存在下で(gp13)10(gp14)5複合
体を形成することが明らかになった。電子顕微
鏡で観察した結果、複合体は電子顕微鏡で見ら
れるネックの形・大きさと一致していた。（文献
⑦）  
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