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研究成果の概要（和文）：T4ファージの近位尾繊維蛋白質gp34のＣ末端564残基を可溶性３量体として発現し精
製・結晶化を行った。結晶構造解析により、gp34のＣ末端744-1289の立体構造を決定した。その構造は、全長
18nmの繊維状であった。細部は、３本鎖β-へリックスやβ-プリズム構造などを含めファージ尾部蛋白質共通の
ドメイン構造であり、ファージの尾部構造蛋白質の進化はパーツとなるドメインの組み合わせにより、感染に必
要な機能を獲得していることが示唆された。
PP01ファージのレセプター結合蛋白質gp38に関しては、gp37のＣ末端と共発現することで、可溶性のgp37C-gp38
複合体として精製することに成功した。

研究成果の概要（英文）：We over-expressed, purified and crystallized a C-terminal 564 residues of 
gp34, proximal long tail fiber, of bacteriophage T4. A determined crystal structure of gp34C774-1289
 is trimeric fibrous protein which is 18nm long. In detail, there are three-stranded beta-helix and 
beta-prism domains which are found in other phage tail protein. Thus we conclude that the phage tail
 proteins are evolved with utilizing the “tail parts domains” to obtain their ability for their 
infection.
We also purified gp38 as a complex with C-terminal portion of gp37 by co-expression system.

研究分野：構造生物学

キーワード： バクテリオファージ　ウイルス　構造蛋白質　繊維状蛋白質　X線結晶構造解析　宿主認識

  １版
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１．研究開始当初の背景 
 
バクテリオファージ T4 を含む収縮性ファー
ジは、ファージ尾繊維が宿主バクテリアに結
合すると、尾部基盤が構造変化を起こし尾部
が収縮し尾管を宿主に突き刺し DNA を注入
することで感染が始まる。過去約 20 年の間
に Purdue 大学 M. G. Rossmann 教授のグル
ープと我々の共同研究を中心に T4 ファージ
の構造解析は著しく進展した。個々の尾部構
成蛋白質の高分解能結晶構造を電子顕微鏡
単粒子解析の低分解能構造に当てはめるこ
とにより、感染前後の尾部の構造と構造変化
が明らかになった。しかし、尾繊維の立体構
造や感染の最初期、すなわち尾繊維が宿主に
結合しそのシグナルがどのようにして尾部
基盤に伝播するかは、未解決の問題である。
本研究では、尾繊維蛋白質群の構造解析によ
りその解明をめざした。 
上記研究と並行して、収縮性ファージ尾部と
類似の構造体をもつタイプ 6 分泌システムの
構成蛋白質 VgrG 蛋白質（T4 ファージ注射針
蛋白質類似）の構造解析も行った。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、収縮性ファージの尾繊維構成蛋白
質の立体構造と機能、宿主との相互作用の分
子メカニズムを明らかにしようとするもの
である。尾繊維は gp34, gp35, gp36, gp37 (T2
型はさらに gp38)から形成され、そのフォー
ルディングにはファージのもつ分子シャペ
ロン gp57A(T4 型はさらに gp38)が必要であ
る。電子顕微鏡観察により、尾繊維は“く”の
字に折れた構造を持ち、gp34 は基盤に近い
近位尾繊維蛋白質、gp35 と gp36 はヒンジ部
分、gp37 は遠位尾繊維蛋白質である（T2 型
ではさらに gp38 が先端に結合）。このうち、
T4 型のレセプター結合蛋白質 gp37 の先端
（C 末端）の結晶構造が明らかにされている。
本研究では、それぞれの蛋白質とそのドメイ
ンを尾繊維シャペロンと共発現し、単離精
製・結晶構造解析をめざした。また、タイプ
６分泌システムの注射針 VgrG 蛋白質の構造
解析を目的とし、様々なバクテリアの VgrG
蛋白質とそのドメインの結晶構造解析をめ
ざした。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、T4 ファージ由来の個々の尾繊
維蛋白質 gp34, gp35, gp36, gp37とその Cま
たは N末端欠失変異体、ならびに T2型 PP01
ファージのレセプター結合蛋白質 gp38 の大
腸菌大量発現系を作成し、カラムクロマトグ
ラフィーを用いて単離精製を行い、結晶化を
試みた。結晶化した蛋白質につき結晶構造解
析を行った。 
同時に、タイプ6分泌システムの注射針VgrG
蛋白質についても、全長ならびに種々の長さ

の N 末端欠失変異体を作成し、単離精製・結
晶化・構造解析を行った。 
 
４．研究成果 
 
（1）T4 ファージ gp34 全長蛋白質の発現・
単離精製・結晶化 

gp34 全長蛋白質はシャペロン蛋白質
gp57A と共発現することで、可溶性蛋白質と
して発現した。これを、硫酸アンモニウム沈
殿で分画し、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で精製した
ところ、SDS-PAGE でほぼ単一のバンドにな
るまで精製できた。ゲル濾過クロマトグラフ
ィーならびに超遠心分析の結果からファー
ジ粒子中と同様の 3 量体構造を保持している
ことが分かった。この精製標品に対し結晶化
スクリーニングを行ったが、構造解析に適し
た結晶はいまだ得られていない。 
 
（2）T4 ファージ gp34N 末端欠失変異体の
発現・単離精製・結晶化 

gp34 全長蛋白質は単離精製できたが、構
造解析に適した結晶が得られなかったので、
gp34N 末端欠失変異体の発現系を作成し、
gp57A と共発現した。複数の gp34 C 末端欠
失変異体のうち 726-1289 残基からなる
gp34C726-1289 は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で精製した。
この精製標品をさらに過熱後トリプシンで
処理し安定な 3量体断片 gp34C781-1289を得た。
これら gp34C726-1289と gp34C781-1289のこの精
製標品に対し結晶化スクリーニングを行い、
構造解析に適した結晶が得られた。 
 
（3）T4 ファージ gp34C の結晶構造解析 

ま ず 、 セ レ ノ メ チ オ ニ ン 置 換 体 の
gp34C781-1289 結晶を用いて、高エネルギー加
速器研究所 BL1A にて分解能 1.9Å 程度の
MAD 回折データを収集した。このデータセ
ットを用いて SAD 法ならびに MAD 法を試
みたが、位相の決定には至らなかった。同時
期に、スペイン Mark J. van Raaij らのグル
ープにより我々の gp34C781-1289 より短い
gp34C894-1289 の立体構造が決定されたため、
その構造をモデル構造として用いて分子置
換法によりの gp34C781-1289 構造を決定した。
さらに、gp34C726-1289 結晶についても高エネ
ルギー加速器研究所 BL17A にて分解能 2.9Å
程 度 の 回 折 デ ー タ を 収 集 し 、 上 記
gp34C781-1289 構造をモデルとして分子置換法
によりの gp34C726-1289構造を決定した。決定
した gp34C726-1289の構造（図 1）は、全長 18nm
の繊維状 3 量体であり、3 本鎖 β-へリックス
や β-プリズム構造などを含めファージ尾部
蛋白質共通のドメイン構造とともに新規の
構造モチーフを有していることが分かった。
この新規構造モチーフは、以前より報告され
ている T4 ファージ尾繊維に複数繰り返し見



られるリピート配列に対応しており、尾繊維
の構造形成の主要な構成部分が解明された。
以上の結果から、ファージの尾部構造蛋白質
の進化はパーツとなるドメインの組み合わ
せにより、感染に必要な機能を獲得している
ことが示唆された。 

 
図１gp34C726-1289の 2.9Å 結晶構造 

 
 
（4）T4 ファージ gp34C 末端欠失変異体の
発現・単離精製・結晶化 

gp34N 末端欠失変異体の構造解析は成功
したが、N 末端側の構造は未知であり構造解
析を行うため、gp34 C 末端欠失変異体の発
現系を作成し、gp57A と共発現した。gp34 C
末端欠失変異体は可溶性蛋白質として発現
したものの、精製過程で短い断片に分解され
ることや、ゲル濾過クロマトグラフィーの溶
出位置から、3 量体にフォールドしていない
ことが示唆された。そこで、上記 gp34C726-1289

の構造から見いだされたリピート配列の最
もN末端に近い部分の3ヘリックスバンドル
部分に、T4 ファージ wac 蛋白質の 3 量体促
進ドメインを導入した gp34N1-473-foldon の
発現系を作成し、gp57A と共発現した。これ
を、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
ロマトグラフィーで精製したところ、
SDS-PAGE でほぼ単一のバンドになるまで
精製できた。ゲル濾過クロマトグラフィーな
らびに超遠心分析の結果から 3量体構造を保
持していることが分かった。この精製標品に
対し結晶化スクリーニングを行ったが、構造
解析に適した結晶はいまだ得られていない。 
 
（5）PP01 ファージ、レセプター結合蛋白質
gp38 の発現・単離精製・結晶化 

PP01 ファージのレセプター結合蛋白質
gp38 の大量発現系を作成し、発現実験を行
ったところ不溶性蛋白質として発現してい
ることが分かった。不溶性画分からの可溶化
も試みたが、安定な可溶性蛋白質として単離
精製することはできなかった。そこで、遠位
尾繊維蛋白質 gp37 の C 末端とシャペロン蛋
白質 gp57A と共発現することで、可溶性蛋白
質複合体(gp37C)3-gp38 として発現した。こ
の複合体を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で精製した。この
精製標品に対し結晶化スクリーニングを行
ったが、構造解析に適した結晶はいまだ得ら
れていない。そこで、この精製標品をトリプ
シンで処理したところ、可溶性の gp38C 末端
断片が得られた。この断片は、レセプター結
合ドメインであると考えられたため、この

gp38C 末端断片単独の発現系を作成したと
ころ、可溶性蛋白質として発現した。これを、
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
トグラフィーで精製したところ、SDS-PAGE
でほぼ単一のバンドになるまで精製できた。
この精製標品に対し結晶化スクリーニング
を行ったが、構造解析に適した結晶はいまだ
得られていない。 
 
（6）バクテリアの VgrG 蛋白質 C 末端ドメ
インの結晶構造解析 
大腸菌 O157 VgrG 蛋白質の C 末端ドメイ

ン VgrG1467 の大量発現系を用いて、可溶性
蛋白質として発現し、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で精製し
た。さらに、この精製標品をトリプシンで処
理して得られた C 末端フラグメント
VgrG1561 に対し結晶化スクリーニングを行
い、構造解析に適した結晶が得られた。さら
に、セレノメチオニン置換体の結晶も得られ
Swiss light source (SLS)にて、X 線回折デー
タを収集し SAD 法により位相決定を行い、
1.95Å の結晶構造を決定した（図 2）。その構
造は、βプリズムタイプの三角柱構造であり、
T4 ファージ gp5 の C 末端にみられる βヘリ
ックスタイプとは異なった構造であった。こ
の構造をもとに、これまで報告されている β
構造から形成される三角柱構造の配列との
相関を明らかにすることができた。 

図２大腸菌 O157 VgrG1 C561の結晶構造 
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