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研究成果の概要（和文）：甲殻類急性ウイルス血症の感染機構を解明するために感染関連分子の立体構造を決定
しようとする研究は始まったばかりである。本研究ではVP37のX線結晶構造の解明および感染関連VP28との複合
体モデルを提案した。今後、本研究の成果を利用し、WSSVの感染機序、甲殻類急性ウイルス血症予防・防御のた
めの重要な情報基盤を明らかにする研究が発展することを期待したい。

研究成果の概要（英文）：Research to determine the 3D structures of infection-associated molecules to
 elucidate the infection mechanism of crustacean acute viremia has just begun. In this study, we 
elucidated the X-ray crystal structure of VP37 and proposed a model of its complex with 
infection-associated VP28. We hope that the results of this study will be used in future studies to 
elucidate the mechanisms of WSSV infection and the important information base for the prevention and
 protection of crustacean acute viremia.

研究分野： X線結晶構造学

キーワード： X線結晶学　る甲殻 類急性ウイルス血症

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
分解能2.51AでVP37のX線結晶構造解析に成功した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 甲殻類急性ウイルス血症は、エビの養殖において最も甚大な被害が報告されている疾病であ
り、White Spot Syndrome Virus（WSSV）の感染により発生する。エビが感染すると 3～10
日のうちに 100%死に至る。ウイルスがいったん養殖場に入り込んでしまうと、ウイルスを排
除するためには、現状そこで飼育しているエビを全て廃棄するしかなく、有効な予防・防御方
法が求められている。本申請では、感染に関係すると目されているWSSVの VP37および感染
関連分子群の立体構造を X 線結晶構造解析により決定し、感染メカニズムを分子構造レベルで
理解することを目的とする。そのために VP37 および感染関連分子群の大量発現系の構築と精
製方法および結晶化条件の探索を行う。結晶が得られれば放射光施設で回折実験を行い、その
立体構造を解明する。そして、立体構造情報を元に生化学実験を行い、感染機構を明らかにす
るとともに、VP37/VP28複合体の結晶構造解析にも果敢に挑戦する。 
 WSSV を構成するタンパク質は、エンベロープタンパク質、テグメントタンパク質、ヌクレ
オカプシドタンパク質に分類できる。細胞へのエントリーの詳細は明らかになっていないが、
エンベロープタンパク質の VP37 と VP28 が細胞へのアタッチメントに直接寄与することは知
られている。 
 VP37は、抗 VP37抗体がWSSV感染を有意に抑えること、精製した VP37がWSSVの宿主
細胞への結合を競合的に阻害すること等から、感染時に必須なタンパク質であることが強く示
唆されている。同様に VP28は、RNA干渉により感染阻害が観察されることから感染に関わる
ことが強く示唆されている。また、VP37とVP28の間には相互作用があり、感染に相乗的に働
くことが知られている(Liu et. al.,2009)。 

VP37 は F1 ATP synthase β サブユニットとの相互作用が明らかになっている（Zhan et. 
al.,2013）。さらに、インテグリンとの相互作用に知られている RGD モチーフが含まれている
ため、インテグリンが感染のレセプターである可能性も指摘されている。VP28 は Hsc70 (Xu 
et. al.,2009)及び PmRab7(Verma et. al.,2013)との相互作用が報告されている。  

WSSV のタンパク質としては、これまで VP28 の構造がそれぞれ明らかにされている(Tang 
et. al.,2007)が、VP37 やその他の感染関連タンパク質ついては未だ構造が明らかになっておら
ず、その構造を明らかにすることで、WSSV の感染機序を分子レベルで解明し、その感染を防
ぐ養殖池循環水装置の吸着材等の開発に寄与することが期待できる。 
 
２．研究の目的 
 本申請では、VP37 及び、感染関連分子群の立体構造をＸ線結晶学により決定し、生化学
的・細胞生物学的実験の知見と合わせて、以下の疑問について明らかにする。 
ア） VP37の構造と感染機構 
イ） 感染関連分子群の構造と感染機構  
ウ） VP37/VP28複合体の構造と分子間相互作用 
ア）、イ）については立体構造から直接回答が得られる。ウ）については VP37/VP28 複合体構
造を元に、複数の変異体を作成し相互作用解析を行う。 
 甲殻類の急性ウイルス血症の感染機構を解明するために感染関連分子の立体構造を決定しよ
うとする研究は、世界的に見て緒に就いたばかりである。本申請で構造解析が成功すれば、関
連分野のブレークスルーとなることが期待できる。 
 急性ウイルス血症感染に重要な機能を持つと考えられる VP37、VP28および感染関連分子に
ついて、これまで報告されている知見は、全て ELISA や Western blot 等の免疫的手法による
ものであり、上皮細胞へ「結合する」以上のことは何もわかっていないと言っても過言ではな
い。今回、VP37、感染関連分子および VP37/VP28 複合体の立体構造を明らかにし、表面プラ
ズモン共鳴法による相互作用解析の情報を加えることで、はじめて分子レベルでのWSSVの感
染機序に言及することができ、基礎化学的に重要であるとともに、甲殻類の急性ウイルス血症
予防および撲滅のための重要な情報基盤を提供することにより社会的貢献な貢献も期待できる。 
 
３．研究の方法 
 VP37 の大量発現系の構築、培養・精製行う。本申請開始時には大量発現系の構築済みであり、
結晶解析に十分量のタンパク質を得る方法を確立しており、得られているサンプルは電気泳動
において不純物由来のマイナーバンドが見られるものの、すでに結晶を得ることに成功してい
た。良質の結晶を得るにはさらに精製純度を上げる必要があるため、精製方法の最適化を最優
先で行う。精製した試料を用い結晶化スクリーニングを行い、良質な結晶が得られればＸ線回
折実験、結晶構造解析を行う。他の感染関連分子についついても同様に精製、結晶化を行う。
VP28 については構造既知のタンパク質であることから発現・精製法は確立されている。
VP37/VP28 複合体の結晶を得ることは簡単なことではないと予想されるが果敢に挑戦する。 
 
 回折実験では、結晶はあらかじめ液体窒素で凍結させたものを放射光施設にドライシッパー



に入れて持ち込む。結晶ができてからの経時変化が問題になる結晶の場合は、測定の数日前に
放射光施設内の生化学実験室にて結晶化することも考える。位相決定はヨウ素化した結晶を用
いての I-SAD、あるいはタンパク質に含まれるチオニン、システインの硫黄原子の異常分散を
利用した S-SAD、さらにセレノメチオニンを利用した Se-MAD を利用する予定である。VP37 分子
中には４個のシステイン残基、５個のメチオニン残基が存在している。S-SAD では∆F/F が 0.5%
以上であれば位相決定が可能性である。波長 1.54Åを用いた場合、期待される∆F/F は 0.75%で
あ、VP37 の位相決定に有望である。構造解析に成功した暁には、立体構造を元に感染メカニズ
ムを推定し、それを証明するための遺伝子変異体作成し、表面プラズモン共鳴、等温滴定型カ
ロリーメトリーを用いて相互作用評価を行う予定である。必要な装置は所属研究所内で利用可
能である。 
 
４．研究成果 
 
本研究はエビ養殖が重要な輸出産業であるタイ王国のモンクット王立工科大学の Pongsak 
Khunrae 博士との共同研究として進めた。最も重要な成果は VP37 の結晶化および X 線結晶構造
解析に成功したことである。KEK-Photon Factory のビームライン BL-17A において、低温窒素
ガス気流下、検出器として Pilatus 6M を用いて回折データを取得した。弱い硫黄信号による異
常信号の改善と、試料吸収の長波長化によるデータ品質の低下との良い妥協点を達成するため
に、ネイティブデータでは波長 0.98A、S-SAD 位相決定用には波長 2.00A の X 線を用いた。1°
の振動と 1秒の露光時間で、ネイティブデータ用の 360 枚の回折像と位相決定用の 5400 枚の回
折像を測定した。すべての回折データは、XDS を使用してインデックス付けと積分を行った。
位相決定は、タンパク質中に含まれる硫黄原子を用いた SAD 法によって行った。0.98 A の波長
で収集されたネイティブデータの高解像度データセットを用いて最終構造（2.51A）を得た。構
造は、8 本鎖のβバレルフォールドであった。得られた構造と、すでに明らかになっている
VP28 の構造との複合体モデルと提案した。 
本研究の成果を利用し、今後 WSSV の感染機序、甲殻類急性ウイルス血症予防・防御のための
重要な情報基盤を明らかにする研究が発展することを期待したい。 
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