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1．はじめに
　発展途上国における旅行者や乳幼児の間で深刻な
問題となっている毒素原性大腸菌（Enterotoxigenic 
Escherichia coli :ETEC）は、飲食物を介してヒト
の腸管内に到達、増殖し、産生する腸管毒素エン
テロトキシンによってコレラ様の下痢を引き起こ
す［2］。ETEC の病原性発現には腸上皮細胞への定着
が必須であり、腸管定着因子として、現在までに
CFA/I、CFA/II、CFA/III などの因子群が発見され［3］、
それぞれの作用機序の解明と定着阻害法の開発が盛
んに進められている。
　ETEC の腸管定着因子の多くは、菌体表面上に発
現される蛋白質の性質に依存した様々な定着機構を
有しており、それらは線毛を形成するものと非線毛
性のものに大別される［3］。我々が研究対象としてい
る CFA/III は、線毛の形態や構成蛋白質のアミノ酸
配列情報から IV 型に分類される線毛を形成する［4］。
この IV 型線毛は、その主要線毛構成蛋白質の分子
量の違いなどからさらに IVa 型線毛と IVb 型線毛
に分類され、CFA/III 線毛は IVb 型線毛に属してい
る［5］。これまでの研究から CFA/III を構成する14
個の遺伝子群からなるcof オペロンの内、線毛の主
要な構成蛋白質を発現する遺伝子としてcofA が同
定されており、CFA/III 線毛の形成の際には、その
主要線毛構成蛋白質 CofA の N 末端側に存在するシ
グナル配列がプレピリンペプチダーゼ（CofP）に

よって切断される必要があることが明らかになって
いる。
　IVb 型線毛に分類される線毛には、CFA/III 線毛
の他に、コレラ菌の TCP 線毛や、腸管病原性大腸
菌に発現する BFP 線毛が知られており、それぞれ
線毛の構造や形成機構、そして定着機構に関して
詳細な研究例があるが［6］、CFA/III 線毛に関しては
腸管側の受容体の同定も含めて未だ機能解析が進ん
でいない。そのため、本研究では、X 線結晶構造解
析を用いて CFA/III 線毛の主要な構成蛋白質である
CofA の立体構造を明らかにし、得られる構造を基
にして、線毛のフィラメントモデルを構築すること
で、ETEC の腸管付着に関わる CFA/III 線毛の性質
を明らかにすることを試みた。

2．硫黄原子を用いた S-SAD 法による CofA の結
晶構造決定
　一般的に、IV 型線毛の構成蛋白質は、N 末端側
に配列相同性の高い疎水性領域を保持しており難溶
性である。そこで、溶解度を改善する目的で、他の
IVb 型線毛構成蛋白質の配列情報を参考に、N 末端
側の疎水性部分（約28残基）を除いた CofA の大
腸菌を用いた大量発現系を構築し、精製及び結晶化
を行った。蒸気拡散法により得られた CofA の単結
晶は、SPring-8のビームライン BL38B1で回折実験
を行ったところ、測定波長0.9 Å において最高分解
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蛋白質に内在する硫黄原子の異常分散効果を利用した S-SAD 法を適用することで、CofA の結晶構造を0.9 
Å の高分解能で解明した。さらに、結晶構造解析で得られた CofA の立体構造情報を基に、分子動力学シミュ
レーション法を用いて CFA/III 線毛モデルの構築を行い、その特徴的な表面構造を明らかにした［1］。
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能0.9 Å の極めて良質な回折像を示した。回折実験
に関わる統計値を表１に示している。
　構造決定にあたり、まず立体構造が現在報告さ
れている IVb 型線毛構成蛋白質の中で最も配列相
同性の高い（相同性約28%）TCP 線毛の主要構成
蛋白質である TcpA（PDBID:1oqw）の立体構造を
用いた分子置換法を試みたが、有意な解を得ること
はできなかった。そのため、初期位相の決定は、蛋
白質内に存在する硫黄原子を用いた単波長異常分散

（S-SAD）法の適用を試みた。

　今回、結晶化に用いた CofA は、全体で182残基
からなる分子中に硫黄原子が5個存在し、予想され
る異常分散強度 (<∆F ±>/<F >) が測定波長1.5 Å にお
いて0.54% と計算され、S-SAD 法の限界値といわ
れる0.48% より若干であるが大きい値を示した［7］。
S-SAD 法は蛋白質中に含まれる硫黄原子を用いて
構造決定を行うため、従来から頻繁に用いられてい
る SAD 法や多波長異常分散（MAD）法とは異なり、
水銀（Hg）化合物や白金（Pt）化合物のような重
原子試薬を用いた結晶中への重原子の導入や、蛋白

表１　CofA の X 線結晶構造解析に関わる統計値
データセット Native S-SAD
結晶学的データとデータ測定に関わる統計値
ビームライン BL38B1 (SPring-8) BL38B1 (SPring-8)
検出器 ADSC Quantum 315 ADSC Quantum 315
振動角（°） 1.0 1.0
X 線の波長 （Å） 0.9000 1.5000
分解能（最外殻） （Å） 30.86-0.90 (0.95–0.90) 47.64-1.38 (1.42–1.38)
独立な反射数 91809 51931
多重度（最外殻） 3.6 (3.5) 6.8 (4.7)
反射の完全性（最外殻） 96.4 (94.9) 99.5 (99.6)
結晶空間群 P21 P21

格子定数
a, b, c  （Å） a = 33.82, b = 47.71, c = 42.45 a = 33.82, b = 47.64, c = 42.53
β  （°） 107.52 107.57
R merge （最外殻）（％） 0.050 (0.170) 0.041 (0.226)
<I /σ（I）>（最外殻） 18.6 (7.1) 32.1 (6.3)
位相決定に関わる統計値
硫黄原子のサイト数 5
Figure of merit （FOM） 0.833
精密化に関わる統計値
分解能（最外殻） （Å） 30.86-0.90 (0.91-0.90)
反射数 91733
R work（最外殻）（％） 0.120 (0.146)
R free（最外殻）（％） 0.130 (0.158)
温度因子（Å2） 4.5
原子数（非対称単位）
　蛋白質 3,189
　水 237
R.m.s.d.
　結合距離 （Å） 0.01
　結合角（°） 1.54
ラマチャンドランプロット（％）
　推奨範囲内 97.7
　許容範囲内 2.3
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質中のメチオニンをセレノメチオニンに置換した誘
導体などの調製をする必要がなく、新規構造の迅速
で簡便な決定法として期待を集める手法である。し
かしながら、硫黄原子の異常分散シグナルの虚数項

（f ’’）が極大となる波長（ピーク波長）は5.1 Å 付
近であり、現在、実験室系や放射光施設で一般的に
利用可能な波長域（0.7 ～ 2.5 Å 程度）では、硫黄
原子の異常分散効果が著しく微弱であるため構造解
析例は少ない［8, 9］。この点に関して、HASYLAB（ド
イツ）など海外の放射光施設では3.0 Å 以上の波長
を利用できる構造生物学用のビームラインの開発も
進められているが、長波長での測定ほど異常分散効
果は大きくなるものの、空気や溶媒の吸収効果によ
る影響が大きくなり、測定誤差が大きくなる問題も
抱えている。さらに、測定の多重度を上げ、シグナ
ルノイズ比を改善するために放射光を照射し続ける
ことにより生じる結晶の損傷も無視できない問題と
して挙げられる。これらの様々な要因が S-SAD 法
の一般的な普及を難しくしているといえる。
　これまでに、SPring-8の BL38B1では、X 線ビー
ムの安定性やフラックスの向上、コリメータやビー
ムストップなどの最適化によるバックグランド信号
の低減に加えて、長波長での測定において更に高分
解能の回折データ収集が可能となる従来に比べて
面積の大きい検出器（Quantum 315 CCD 検出器、
ADSC 社製）の使用など、精密な測定が必要とされ
る S-SAD 法に適した実験環境の整備が行われてき
た。今回、この測定環境において、CofA の単結晶
の回折データを0.9 Å から1.7 Å まで波長を変えて
収集したところ、波長が1.5 Å の場合に測定された
回折データが有意な異常分散差強度を与えることを

確認することができた。すなわち、精密に調整され
た放射光のビームラインを利用し、適切な波長を選
ぶことで、S-SAD 用のデータセットの取得が充分可
能であることが示された（図１）。得られたデータ
セットについてプログラム SHELXD による重原子
位置の探索を行ったところ、CofA 中の硫黄原子5
個すべてが発見された。しかしながら、続けてプロ
グラム SHELXE による位相決定及び数種のプログ
ラムを用いた電子密度の改良を行ったところ、解釈
可能な電子密度マップを得ることができなかった。
これは結晶の溶媒含有率が29% と低く、溶媒平滑
化などによる位相改良が難しいことが原因と考えら
れた。そこで位相誤差を減少させるため、プログラ
ム SHELXE による電子密度の改良時に0.9 Å の高
分解能データによる分解能の拡張を行ったところ解
釈可能な電子密度マップを得ることに成功した（図
２）。
　得られた CofA の結晶構造は5本のαへリックス、
8本のβストランド、そして2本の310へリックスか
ら構成され、Cys132 - Cys196間にジスルフィド結
合を形成していた。また、他の IV 型線毛構成蛋白
質と同様に、全体としてαβフォールドを形成して
いた［5］。CofA の構造は、主に構造コア、αβルー
プ領域、D 領域と呼ばれる3領域に分けることがで
き、中心部の疎水性相互作用により安定化されてい

図１　SPring-8 BL38B1で実施した各測定波長で
得られた回折データの異常分散差強度の分解
能の逆数に対するプロット

図２　プログラム SHELXE による位相改良後の電子
密度マップ（2Fo-Fc）

（a）S-SAD 法による初期位相決定直後、
（b）高分解能の回折データにより分解能を拡張した
後に得られる電子密度マップ。それぞれのマップの
Trp117付近の領域を拡大して示す（1.5σ）。
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る構造コアを取り囲むように、αβループ領域、D
領域が存在し、構造表面に露出していた。この為、
これらの表面に露出している領域は、線毛の他のサ
ブユニットとの相互作用に深く関わる領域であるこ
とが示唆された。

3．CFA/III 線毛モデルの構築
　CofA の類似構造を探索した結果、アミノ酸配列
の相同性は低いものの CofA の立体構造はコレラ
菌由来の TcpA に類似しており、構造コア部分で
重ね合わせた場合の C α原子間の根二乗平均距離
は約2.16 Å であった（図３）。IVb 型線毛におい
て、TcpA はもっともよく研究されている蛋白質の
一つであり、X 線結晶構造解析、クライオ電子顕
微鏡、水素 / 重水素交換質量分析の結果から構築さ
れた TcpA のフィラメントモデルが提案されてい
る［10］。報告されたフィラメントモデルにおいて、
N 末端の疎水性領域間、そしてαβループ領域と
D 領域の間に形成される2種類のサブユニット間相
互作用が線毛の安定性に重要であり、Met1, Glu5, 
Arg26, Leu76, Glu83の5残基が安定性の維持に必
須であることが変異実験の結果と併せて明らかにさ
れている。CofA においても N 末端の疎水性領域に
Met1, Glu5, Arg26が存在し、TcpA の Leu76およ
び Glu83と立体構造上で同じ位置に、対応する残基 

（図中で TcpA の Leu76が CofA の Leu86に相当し、
TcpA の Glu83が CofA の Glu93に相当する）が存
在する（図３）。
　そこで、これらの知見を参考に、TCP 線毛のモ
デルとしてすでに報告されている TcpA フィラメン
トモデル（PDBID:1orq）の各サブユニットの構造に、

結晶構造から得られた CofA の構造を重ね合わせる
ことで CofA フィラメントモデルの構築を行った。
また、結晶化の際の溶解度向上のために除いた、N
末端部分の28残基からなる疎水性領域は、IVa 型線
毛に関して以前に全長の立体構造が報告されている
PAK Pilin の結晶構造（PDBID:1oqw）の N 末端の
αへリックスを基に構築した。この様に作製したモ
デルの妥当性を検証するためにサブユニット間の相
互作用領域における原子間距離の評価をおこなった
ところ多数の原子が衝突することが明らかになり、
これは　TcpA と CofA の溶媒露出領域（αβルー
プ領域と D 領域）の構造の違いに起因することが
明らかであった。そこで、プログラム MODELLER
によるシミュレーテッドアニーリング法によるエネ
ルギー最少化と分子動力学シミュレーションプログ
ラム GROMACS を用いたエネルギー最少化を併用
し、モデル構造の最適化を行った。最終的に構築さ
れた CofA のフィラメントモデルのサブユニット間
相互作用について評価を行ったところ原子の明らか
な衝突は見られなかった。
　得られた CofA のフィラメントモデルは1巻き 

（360˚）当たり6個のサブユニットが左巻き螺旋状
に並んだものが3本束なった形のいわゆる左巻き
3-start へリックス構造を形成しており、一周当た
り18個（6個 ×3本）の CofA サブユニットから構
成されていた（図４）。またその直径は約80 Å で
あり、以前に電子顕微鏡像から得られた CFA/III 線
毛の直径の値（約70 Å）とほぼ同等であった［11］。
TCP線毛のフィラメント形成に重要であった前述の
残基について観察したところ、N 末端部においては
Met1の N 末端窒素と Glu5の側鎖間に相互作用が

図３．0.9Å の分解能で決定された CofA の結晶構造
CofA の全体構造（a）と CofA と TcpA の立体構造の重ね合わせ結果（b）、CofA の全体構造において、
構造コア部分を青色、αβループ領域はマゼンタ色、D 領域はオレンジ色、そして分子内に存在するジ
スルフィド結合は黄色で表示している。
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見られ、また、αβループ領域の Glu93はα1へリッ
クスに存在する Arg26と相互作用していた。同様
に、αβループ領域の Leu86は D 領域の Ala189, 
Ile192と疎水性相互作用していることも明らかとな
り、線毛形成の際におけるこれらのアミノ酸残基の
重要性がモデル構造から示唆された（図４）。

4．CFA/III 線毛モデルの表面構造
　今回我々が構築した CofA の結晶構造情報に基づ
く CFA/III 線毛のモデルと以前に報告された TCP
線毛のモデルの表面構造を比較することで CFA/III
線毛の二つの特徴が明らかとなった。双方の線毛表
面の静電ポテンシャル分布をプログラム APBS を用
いて計算し、比較したところ、TcpA フィラメント
モデルにおいては線毛表面において、正、負に帯電
する二つの領域が存在するのに対し、CofA フィラ
メントモデルの表面は全体的に負に帯電する領域に
覆われていた（図４）。このことから、しばしば線

毛凝集が確認される TCP 線毛に比べ
て、CFA/III 線毛は線毛同士が静電
的反発によって凝集しにくくなって
いると推察できる。また、TcpA フィ
ラメントモデルにおいてはサブユ
ニット間の隙間において、フィラメ
ント内部に存在する N 末端側のαへ
リックスの一部が露出しており、こ
の部分が TcpA の D 領域と相互作用
することにより TCP 線毛同士の相互
作用に重要な役割を果たしていると
考えられているが、CofA フィラメン
トモデルにおいてはこの隙間がα1-
α2へリックス間に存在する TcpA
の立体構造には存在しない23残基か
らなる長いループ構造で埋められて
おり（図４）、N 末端側のαへリック
スが他のサブユニットと相互作用す
ることを不可能にしている。すなわ
ち、同じ IVb 型線毛に属しながらも
CFA/III 線毛と TCP 線毛とは、その
線毛の機能が大きく異なる可能性が
フィラメントモデルの比較により明
らかとなった。
　この様な、CFA/III 線毛の表面構
造の特徴は、これまでに報告された
腸管病原性大腸菌に発現する BFP 線

毛やサルモネラ菌が発現する線毛（主要構成蛋白
質は PilS）などの他の IVb 型線毛とも異なってお
り、際立った特徴といえる。そのため、現在は、本
研究で構築した線毛モデルが提示する特徴的な表面
構造をターゲットとした定着阻害物質の探索や、当
該構造を抗原として認識する抗体の開発を通して、
CFA/III 線毛の腸管定着機構の更なる理解と効果的
なワクチンの開発へ向けた研究を行っている。

5．おわりに
　近年、放射光における実験環境の整備が飛躍的に
進み、従来まで測定が困難であった蛋白質中に含ま
れる硫黄原子の微弱な異常分散効果を精度よく測定
することが可能となり始めた。この様な精密測定へ
向けた実験環境の高度化に加えて、適した測定波長
を選定することにより、我々は放射光施設 SPring-8
の BL38B1における実験において、分子中の硫黄
原子の異常分散効果が極めて微弱であると予想さ

図４．CofA の結晶構造を基に構築した CFA/III 線毛モデル
CFA/III 線毛モデルの側面（a）、N 末端部分における Met1と Glu5の
相互作用（b）、αβループ領域の Glu93とα1へリックスの Arg26の
相互作用（c）、αβループ領域の Leu86と D 領域の Ala189、Ile192
の疎水性相互作用（d）、CFA/III 線毛モデルと TCP 線毛モデルの表面
構造（e）、表面構造において正電荷を青色、負電荷領域を赤色で示す。
CFA/III 線毛と TCP 線毛のαβループ領域の拡大図を併せて示す。
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れた ETEC 由来の線毛構成蛋白質 CofA の立体構造
を、S-SAD 法を用いて初めて決定することが出来た。
S-SAD 法は、重原子の結晶への導入や、蛋白質の
セレノメチオニン誘導体を調製する必要がなく、蛋
白質中に内在する硫黄原子の異常分散効果のみで立
体構造決定が可能である強みがある。そのため、今
後、単に新規構造を決定する手法としてだけではな
く、蛋白質結晶構造解析のハイスループット化へ向
けて、益々注目を集める手法になると予想される。
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