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研究成果の概要（和文）：結晶構造解析をめざし、大腸菌 O157 ならびに大腸菌 CFT073 のタ
イプ 6分泌装置構成蛋白質 VgrG蛋白質 6種の全長蛋白質ならびに C末端ドメインに関して、
蛋白質の大量発現系を構築した。そのうち、大腸菌 O157の VgrG1において、精製法を確立し、
安定なドメインを得るため種々のプロテアーゼ消化を行い、トリプシンにより VgrG1 M467-his

を得た。さらに、この VgrG1 M467-hisにおいて結晶化に成功し良好な回折データを得ることが
できた。現在、同系置換体を作成し位相決定をめざしている。また、それ以外の VgrG発現系
においても発現条件、精製法を確立しつつある。 
 
研究成果の概要（英文）：To determine the crystal structure of VgrG protein of Type 6 
secresion apparatus from E. coli O157 and E. coli CFT073, over-expression vectors for both 
full-length and C-terminal domain of VgrG were constructed.  We succeeded in establish 
the purification methods for VgrG from E. coli O157. Purified protein was treated with 
trypsin to get stable VgrG1 M467-his. This VgrG1 M467-his was examined thousands of 
crystallization condition. One of the conditions gave nice crystal formation for structure 
determination. Now we are trying get isomorphous heavy atom derivatives for phase 
determination. Moreover, we are going to establish other VgrG purification strategy. 
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１．研究開始当初の背景 
本研究の対象となる、最近新たに報告された
タイプ６分泌装置(T6SS)については、その分
泌装置の構造・分泌メカニズムや輸送される
基質タンパクについてほとんど知見がなか

った。また、このタイプ６分泌装置(T6SS)
の構成蛋白質に毒素を運ぶキャリアー蛋白
質（VgrG)が存在し、T4 ファージ gp5-gp27
複合体と類似の構造をもつのではないか？
という報告がなされた。更に、T6SS 遺伝子
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クラスターに収縮性ファージ構成蛋白質と
類似の遺伝子があることも分かってきた。こ
のように、一部収縮性ファージと類似の蛋白
質群で構成される T6SS ならびに VgrG 蛋
白質の構造と機能に興味を持ち、本研究を開
始した。 
２．研究の目的 
本研究では、病原性大腸菌 のﾀｲﾌﾟ 6 分泌装
置(T6SS)の構成蛋白質のうち、ファージ尾部
構成蛋白質と配列あるいは構造類似の蛋白
質群の大量発現系の構築・精製、性状解析、
構造解析を行いタイプ 6分泌装置の構造と機
能を明らかにすることを目的としている。特
にその中でも T4 ファージ(gp5)3(gp27)3 注
射針複合体と類似の構造を持つと予想され
る VgrG 蛋白質を中心に研究を進める。 
３．研究の方法 
(1)VgrG 蛋白質の発現・精製： 
大腸菌 O157 ならびに大腸菌 CFT073-VgrG 蛋
白質（VgrG1, 2, 3）の大量発現系をそれぞ
れの大腸菌より対応する遺伝子を PCR法によ
り増幅し確立する。 
発現した VgrG 蛋白質の精製法を確立する。
具体的には、当研究室にすでにあるカラムク
ロマト装置（AKTA exploer 10S）を用いて、
金属アフィニティー、イオン交換、ゲルろ過
等の各種クロマトグラムにより精製を行う。 
 
(2)生化学的・物理化学的解析: 
精製した VgrG 蛋白質の溶液中での二次構造、
会合状態、分子の大まかな形状等を円偏光二
色性（CD）や超遠心分析、多角度光散乱等（全
て当研究室内設備）を用いて解析を行い、結
晶化に適した分子種が得られているか確認
する。 
 
(3) 結晶化: 
その後、結晶化に適した精製試料を用いて結
晶化を試みる。具体的には、市販のグローバ
ルな結晶化条件スクリーニングキット
（Hampton Research 社、Molecular 
Dimension 社、EmeraldBiostructures 社な
ど）を用いて、蒸気拡散法により結晶化条件
の初期検索を行う。 
 
(4) 立体構造解析: 
得られた良質な結晶を X 線発生装置（学内共
同利用設備）ならびに大型放射光施設
（PF,Spring-8）を利用して、X 線結晶回折
データの収集を行う。良好な回折データが得
られたものにつき、まず初めに T4 ファージ
(gp5)3(gp27)3 複合体の構造情報を利用し
分子置換法による位相の決定を試みる。位相
が得られない場合には、重原子同型置換法、
または多波長異常分散法等を用いて位相を
決定し、構造解析を行う。 
 

４．研究成果 
(1) 大腸菌 O-157 と大腸菌 CFT073 の全長
VgrG 蛋白質の発現と結晶化スクリーニング： 
大腸菌 O-157 の 3 つの VgrG 蛋白質と大腸菌 
CFT073 の 3 つの VgrG 蛋白質を大腸菌で発現
させたところ、大腸菌 O-157 の VgrG1 と大腸
菌 CFT073 の c3393 についてのみ可溶性に得
ることができた。c3393 は収率が低く結晶化
スクリーニングを行えなかったため、VgrG1
について結晶化スクリーニングを行ったが
結晶を得ることはできなかった。 
 
(2)N 末端欠失 VgrG 蛋白質の性状解析: 
大腸菌 O-157 の VgrG1 と大腸菌 CFT073 の
c3393についてOBfoldと構造未知の部分ある
いは構造未知の部分のみの 2 通りの長さの N
末端欠失変異体を作成した。大腸菌
BL21(DE3)で発現したところ VgrG1467M-Cterm-his

のみ可溶性画分に得ることができた。
VgrG1467M-Cterm-his の精製は Ni アフィニティー
クロマトグラフィー・陰イオン交換クロマト
グラフィー・ゲル濾過クロマトグラフィーに
よりを行った。 
VgrG1467M-Cterm-his の超遠心分析（沈降速度法）
を行ったところ全長と同じく 3量体を形成し
ていることが分かった。次に円二色性(CD)ス
ペクトルを測定したところβ構造と共に構
造を持たない領域が多く含まれることが示
唆された。そこでトリプシンによる限定加水
分解を試みたところ Gly 561 から C末端のフ
ラグメント（VgrG1561G-Cterm-his）が得られた。
従って N末端側がフォールドしていなかった
と考えられる。標品によっては消化されない
分子種も見られたため、沈降速度法で均一に
見える精製標品中に N末端側が正しくフォー
ルドした分子種が存在することが分かった。
VgrG1561G-Cterm-his について超遠心分析(沈降平
衡法)を行ったところ分子量は 24.4kDa と推
定され、VgrG1561G-Cterm-his(8.6kDa)は 3 量体で
あることが分かった。また、円二色性スペク
トルを測定したところβシート構造に特徴
的な 216nm の谷が見られたため、三本鎖βヘ
リックス構造を保持していると思われる。 
 
(3)SlyD 融合 VgrG1363L-Cterm の発現・精製: 
不溶性蛋白質の可溶化能を持つ SlyD 蛋白質
を N 末端に融合させた HisSlyD-VgrG1363L-Cterm

を C 末端 His タグの有無の 2 通りで作成し、
発現させたところ大部分を可溶性画分に得
られたため、N末端欠失 VgrG 蛋白質と同様の
方法で精製した。C 末端 His タグ有無のゲル
濾過クロマトグラムを比較すると(3 量体)n
と思われるピークは両方で見られる一方、3
量体と思われるピークは C末端 His タグ有で
のみ見られることから C末端に His タグが存
在すると 2つの分子種が共精製される可能性
が示唆された。 



 

 

 
(4)トリプシン切断 VgrG1467M-Cterm-his の結晶
化・X線回折データ収集: 
VgrG1467M-Cterm-hisにつき、約 1300 条件の結晶化
条件を試みたところ、ただ 1つの条件でのみ
で結晶が得られた。結晶化条件の最適化を行
ったところ約 0.1mmのサイズの結晶が得られ
た。放射光施設(SLS)にて、分解能が約 2.5
Åのフルセットの X線回折データを収集でき
た。 
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