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研究成果の概要（和文）：１．尾管イニシエーターgp48のN末端にSlyDを付加した融合蛋白質を発現・精製し、結晶化
に成功した。２．T2類縁ファージPPO1の尾繊維を構成するgp37のC末端ドメインとgp38を共発現し、3:1のヘテロ四量体
を得、結晶化した。また、C末端ドメインが自己のプロテアーゼ活性によって切断されることが示された。３．溶菌に
関わるﾎｰﾘﾝ（gp t）の可溶性C末端ドメインとrapid lysisに関与するgp rI との複合体の結晶化と構造決定に成功し、
gp rI の溶菌阻止において果たす役割を解明する手がかりを得た。

研究成果の概要（英文）：1. Tube initiator protein, gp48, which were fused with SlyD at the N-terminus was 
expressed in a soluble fraction and crystallized. 2. The C-terminal domain of gp37 from phage PP01 which c
onstitutes the tail fiber together with gp38 were co-expressed and the complex with 3:1 stoichiometry was 
isolated and crystallized. It was shown that the C-terminal 13 kDa polypeptide was self-cleaved. 3. The co
mplex of the soluble domain of the holin and the rapid lysis protein gp rI was crystallized and the struct
ure has been successfully determined, which is expected to contribute to understanding the mechanisma of l
ysis inhibition.
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１．研究開始当初の背景 
 
過去 15 年の間に、主として Purdue 大学の M.G. 
Rossmann 教授のグループと当研究室との共同研究に
よってＴ４ファージの構造解析は著しく進展し、感染
に伴う尾部の構造変化、即ち基盤の「六角型（ドーム
型）」から「星型」への変化の実態が基盤構成蛋白質
の配置の変化として理解できるようになってきた (M. 
Rossmann et al., 2006)。 即ち、Ｘ線結晶構造解析
によって決定された個々の“部品”の精密な立体構造
を、電子顕微鏡写真からの三次元像再構成によって得
られた基盤全体の収縮前後の低分解能（分解能 15Å）
の電子密度に当てはめることにより、感染前後の基盤
の構造が準原子レベルで明らかになった。感染前後の
基盤の大きな構造変化にも関わらず、個々の蛋白質の
精密立体構造がいずれの構造にも曖昧さなくあては
められることから、基盤の構造変化において構成蛋白
質自体は大きな構造変化を起さず、構造変化はサブユ
ニットの配置の変化によって起こると考えられる。こ
れまでに 15 種のサブユニット蛋白質のうち部分構造
を含めて 9 種について精密立体構造の解析が終了し
ている。他方、尾部基盤の形成において、分子集合順
序の大筋が Kikuchi & King(1975)らによって明らか
にされているが、ウェッジの厳密な逐次的集合が
induced-fit による構造変化を基盤とすることが示
されたのは、当研究室におけるごく最近の研究成果で
ある（Yap et al. JMB, 2010, 文献 3）。本研究では、
次のステップとしてハブの分子集合と構造決定をめ
ざした。 
上記の研究と並行して、溶菌阻止、即ち、1回目の
感染後、10 分以内に 2 度目の感染を行うと、溶菌ま
での時間が数時間にわたって遅延する、という現象は、
古くから知られているにもかかわらず、今だとの機構
が解明されていない。そこで、本研究では、この現象
に関連する蛋白質、gp5, gp t, gp RI についても構
造決定のための結晶化を行った。 
 
２．研究の目的 
 
本研究はＴ４ファージの尾部基盤中心部(ハブ)構
成蛋白質分子の構造、分子集合の機構および各蛋白
質の役割を明らかにしようとするものである。ハブ
の形成には gp5, gp27, gp26, gp28, gp29, gp51 の
６種の蛋白質が関与しており、このうち、gp5-gp27
はテイルリゾチーム複合体で、既に精密な立体構造
が明らかにされている。gp29 は物さし蛋白質で尾部
の長さを決定しているが構造や長さ決定機構は明ら
かになっていない。gp26, gp28 は局在性も明らかで
ない。また、gp51 は触媒的に機能すると考えられる

が、作用機構は不明である。本研究ではこれらの蛋
白質を組換え蛋白質として発現し、単離精製・結晶
化による構造決定と試験管内でのハブの再構成をめ
ざした。 
 さらに、溶菌阻止の機構解明を目的として関連す
る遺伝子産物の精製と結晶化も目標とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、基盤中心部（ハブ）の形成に必須な
す べ て の 蛋 白 質 （ gp5, gp27, gp26, gp28, 
gp29,gp51;gp は遺伝子産物）の構造と分子集合を調
べる。このうち、gp5 と gp27 については精製法が確
立しているが、他の蛋白質は精製法が確立しておら
ず、精製途中で切断されやすかったり、凝集しやす
かったりするために精製が困難である。そこで、こ
れらの蛋白質についてはウェッジ中間複合体の単離
に成功した次の方法をとることにする。即ち、各蛋
白質をコードする遺伝子を別々の大腸菌で発現し、
発現した大腸菌を混ぜ合わせた後に溶菌させる、と
いう方法である。gp5 の C末端には His-Tag が付加さ
れており、他の蛋白質は gp5-gp27 との複合体として
単離される。単離された複合体は主として超遠心分
析および電子顕微鏡観察によって、性状解析を行い、
均一な標品が得られたら、結晶化を行い、結晶化さ
れたものについて X線結晶構造解析を行う。 
同時に、「溶菌阻止」に関わる蛋白質、gp t, gp rI 
についても大量発現系の構築、複合体の形成、結晶
化を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1)尾部基盤ウェッジの集合に関わる相互作用部位
の同定 
 Ｔ４ファージ尾部基盤は１個のハブの周囲に６個
のウェッジが集合して形成される。ここでは、特に、
ウェッジ形成中間体複合体 
 (gp10)3-gp7-(gp8)2-(gp6)2 
に注目して研究を行った。この複合体の形成には 
gp10, gp7, gp8 および gp6 が厳密にこの順序で結合
する。 
当研究室のこれまでの研究で、gp7 のＣ末端 124
残基からなるドメイン gp7C908 の結合が gp10 のリ
シルエンドペプチダーゼによる切断を完全に防ぐこ
とが知られている。また、gp7C908 が gp10 に結合し
て(gp10)3-gp7C908 複合体を形成することも示され
た。本研究ではこの gp7C 末端ドメインがウェッジの
分子集合において他の蛋白質のどの部位と結合する



かを調べた。まず、(gp10)3-gp7C908 と(gp8)2 の相
互作用を解析し、次に(gp10)3-gp7-(gp8)2-(gp6)2 複
合 体 に お け る 結 合 部 位 を 調 べ た 。
(gp10)3-gp7C908-(gp8)2 を単離するために精製した
(gp10)3-gp7C908 複合体と (gp8)2 を混合し、ゲル濾
過クロマトグラフィーを行った。両者は結合し、一
つのピークとして溶出された。その結果、gp7C908 は
(gp10)3-gp7-(gp8)2 複合体の形成に重要な役割を果
たすことが分かった。この中間複合体における gp7
と gp6 の結合部位を決定するために、(hisgp6)2 と 
(gp10)3-gp7-(gp8)2-(hisgp6)2 複合体をトリプシン
で限定水解した。生じた加水分解断片の N 末端配列
解析の結果、(hisgp6)2は単独では Lys398 で切断さ
れるが、複合体内では切断されないことが分かった。
この結果は、Lys398 が hisgp6 と(gp10)3-gp7-(gp8)2
の結合部位に近いことを示していると考えられた。
Gp7の4つの主要分解断片はgp6非存在下では複合体
から解離したが、gp6 存在かでは gp10、gp8 と共に一
つのピーク内に共存していた。この複合体は溶出容
積から、以前に当研究室の Moh Lan Yap によって見
いだされた基盤様 6量体であると考えられた。 
以上の結果から、gp6 と gp7 の C 末端ドメインが
(gp10)3-gp7-(gp8)2-(gp6)2 複合体の形成に重要で
あると結論された。 
 
(2)溶菌に関与する蛋白質ホーリンとアンチホーリ
ンの相互作用 
Ｔ４ファージは通常感染後 25 分で溶菌する。溶菌
の最初の段階は holin (gp t)によって内膜に穴を生
じる。次に、T4 リゾチームがその穴を通って細胞内
からペリプラズムへと移行し、溶菌する。しかし、
最初の感染から10分以内に2度目の感染が起こると
溶菌は数時間にわたって延期される。この現象は溶
菌阻止（LIN）と呼ばれ、gp rI (antiholin)によっ
て誘起される。ホーリンによる穴の形成と、LIN の機
構については不明である。 
Gp t と gprI との相互作用を調べるために、gp t
と gp rI の C 末端可溶性ドメインにつき、大腸菌で
の発現ベクターを作成した。両蛋白質には N 末端に
大腸菌の pel B シグナル配列を付加した(pelB-gp 
tCTD, pelB-gp rICTD)。両蛋白質はペリプラズムに
発現され、後者は予想通りシグナル配列は失われて
いた。しかし、pelB-gp tCTD 融合蛋白質は不溶性画
分に発現され、シグナル配列は失われていた。試行
錯誤の結果、不溶性の tCTD は 1.2M アルギニン存在
下、pH 9.5 で可溶化されることが分かった。可溶化
されたgptCTDは透析によってアルギニンを除いても
可溶化されていたが、透析を 0.1 M NaCl 存在下で行
うと凝集体を生じた。 透析前に gp tCTD と gp rICTD

を透析前に混合すると、両者は複合体を生じ、アル
ギニンを除いた後も 0.1 M NaCl 存在下でも可溶性で
あった。超遠心分析沈降速度法の結果、この複合体
の溶液中での化学量論は pH9.5 で(gp tCTD)2-(gp 
rICTD)2であった。pH 7.0 では、この複合体はこれが
さらに２つまたは３つ会合した会合タイトへいこう
にあることが分かった。本複合体の詳細な構造を調
べるために結晶化条件の検索を行った。その結果、
gp tCTD-gp rICTD 複合体の結晶化に成功し、回折デ
ータを得ることが出来た。本実験結果から、gp tCTD
の凝集は溶菌における穴の形成と直接関連している
であろうと結論した。また、gp rICTD と gptDTD の安
定な複合体形成は LIN が gp t の自己集合を阻害する
ことによって起こることを示していると考えられた。
現在、gp tDTD-gp rICTD 複合体の構造決定のための
位相決定に必要なSe-Met置換体の作成が進行中であ
る。 
 
(3)PP01 ファージ尾繊維の宿主認識機構  
大腸菌 O157:H7 を宿主とする PP01 ファージは、本
研究科丹治研究室でブタ糞便試料から単離された T
偶数系ファージである。尾繊維蛋白質 gp37、gp38 の
配列相同性から、PP01 ファージは T偶数系の中でも
特に T2 類縁ファージとして分類されている。T2 ファ
ージと T4 ファージでは、宿主認識を担う蛋白質が大
きく異なり、T2 ファージでは gp38 であるのに対し、
T4 ファージは gp37 であり、gp38 は分子シャペロン
として働く。また、T2 ファージ gp37 の C末端から約
120 アミノ酸残基は分子内シャペロンとして機能し、
自己切断によりプロセシングを受け除去されて、
gp37*となる事が知られている。 
 本研究ではバクテリオファージの宿主認識機構の
解明を目的として PP01 ファージ gp38 に着目した。
先行研究により gp37C 末端領域(以下 gp37C)と gp38
の共発現系を構築する事で、gp37C*/gp38 複合体とし
て gp38 を可溶性画分に回収できるようになった。そ
こで、本研究では gp37C の 3 量体化を促進する為に
新たな発現系を構築し、得られた gp37C*/gp38 複合体
について性状解析を行った。 
 gp5CをPP01ファージgp37CのN末端側に付加した
gp5C-gp37C と gp38 の大腸菌での共発現系を構築し
た。gp37C については、それぞれ残基番号 911 および
813 から C 末端まで(それぞれ gp37C911 および
gp37C813)の 2 種類を作成し、発現誘導により、いず
れもプロセシングを受けた gp5C-gp37C*が確認でき
た。gp5C-gp37C911*と gp5C-gp37C813*は gp38 と複合体
を形成し、可溶性画分に得られた。これらを精製し、
超遠心沈降速度法を行いそれぞれの分子量から、い
ずれも 3:1 の gp5C-gp37C*/gp38 複合体を形成してい



る事が示唆された。この化学量論は SDS-PAGE のバン
ド強度解析と一致した。また、gp5C-gp37C のみを発
現・精製し、超遠心分析沈降速度法を行った結果、 
gp5C-gp37C*は 3量体を形成している事が分かった。
以上より、得られた複合体は(gp5C-gp37C*)3-(gp38)1
であると結論した。しかし、これらの複合体は Ni ア
フィニティークロマトグラフィー時の pH8 付近で凝
集・沈殿傾向があり、収量が上がらなかったため、
大量の試料を必要とする結晶化は困難であると判断
した。PP01 ファージ gp37 のアミノ酸配列からの構造
予測により、T7 ファージ尾繊維蛋白質のβへリック
スドメインに類似した領域の存在が示唆された。そ
こで、この領域を含む残基番号 725 から C 末端まで
(以下 gp37C725)と gp38 の共発現系を構築した。これ
を gp57A と共発現したところ、先の凝集・沈殿傾向
は見られず、より均一な gp37C725*/gp38 複合体を大量
に得る事が可能になった。この複合体は SDS 存在下
で加熱しても解離しない安定な複合体であり、超遠
心沈降速度法やSDS-PAGEのバンド強度解析によって
化学量論の推定を試みた結果、(gp37C725*)3-(gp38)1
複合体を形成している事が確認できた。精製した
gp37C725*/gp38 複合体について、現在回折実験に必要
な大きさの結晶を得るための条件検討を行っている。 
 
(4) 尾部基盤形成の最終段階で結合する gp48 の精
製・単離と結晶化 
 T4 ファージ尾部基盤の構成蛋白質である gp48 及
び gp54 は、基盤上に尾管(gp19)が重合するために必
須な蛋白質である。gp48 は基盤中で 6量体のリング
状構造を形成すると考えられているが、その詳細な
構造や gp19 や gp54 との相互作用部位は未だ明らか
となっていない。 
先行研究により gp48 は溶液中で 6 量体と 12 量体
の平衡状態にある事が示唆されたが、発現や精製の
過程で凝集体を形成しやすく、より詳細な解析が困
難であった。そこで本研究では gp48 の X線結晶構造
解析により、原子レベルでの立体構造とファージ粒
子中での機能を明らかにする事を目的として、新た
に融合蛋白質の可溶化能が報告されているSlyD蛋白
質の融合蛋白質発現系を作製し、性状解析並びに結
晶化を試みた。末端より His タグ、大腸菌由来プロ
リン異性化酵素SlyD並びにTEVプロテアーゼ切断配
列をgp48に付加した HisSlyD-gp48の大腸菌による大
量発現系を構築し、可溶化の促進を図った。
HisSlyD-gp48 は 20℃で発現誘導させることで約 50%
を可溶性画分として発現させることに成功し、Ni ア
フィニティー、陰イオン交換、ゲルろ過クロマトグ
ラフィーで精製することができた。 
精製産物にgp48の開始コドンから翻訳が開始され

たと思われる夾雑物が見られたため、以後は 1 残基
目をセリンに置き換えた発現系(HisSlyD-gp48M1S)を作
成し、同様に精製・解析を行った。その後、TEV プロ
テアーゼで HisSlyD と gp48M1Sの間を切断し、Ni アフ
ィニティーで HisSlyDを除去することで非吸着画分に
gp48M1Sを単離する事ができた。この際、0.5M 程度の
NaCl を添加することで、SlyD と gp48 の非特異的な
会合を抑えられることが分かった。HisSlyD-gp48M1S並
びに gp48M1Sの超遠心分析(沈降速度法)を行った結果、
どちらも 6 量体と 12 量体の中間の分子量を示した。
これらの結果から gp48M1Sは 6-12 量体の速い平衡状
態にある可能性が示唆された。 HisSlyD-gp48M1S と
gp48M1Sの CD スペクトル解析を行ったところ、どちら
も配列から予測される二次構造とほぼ一致する値が
得られた。よって gp48M1Sは天然の構造を保持した状
態で単離することが出来たと考えられた。さらに、
HisSlyD-gp48M1Sと gp48M1Sの電子顕微鏡観察を行った
結果、gp48M1Sはリングが 2 つ重なったと思われる均
一な樽状構造が見られた。一方、HisSlyD-gp48M1Sは樽
状構造に加え、さらに重合した棒状構造が見られた。 
さらに、X線結晶構造解析を目指し、単離した gp48M1S

について約 1200 の結晶化条件を試みた結果、48 条件
で結晶が得られた。その後、結晶化条件の最適化を
行い、PEG3350 を沈殿剤とする条件で、0.05～0.1mm
程度の結晶を得ることができた。 
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