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Abstract   

Bacteriophage¢Ⅹ174isasmallicosahedralvirus26nmindiameterandoneofthe simplestviruses  

havingaslngle－StrandedcircularDNAandfourcapsidproteins．Itisalsooneofthemostwellstudied  

viruses，however，therearemanyunknowns，1nParticular，aboutthemechanismfortherecognlt10nOf  

hostbacteria．Thisreviewdiscussesthemechanismforhost－reCOgnltionbysummarlZlngthestudieson：  

1）structureandmorphogenesisof¢Ⅹ174；2）thethreedistinctstepsinphageinfbction；3）structure  

andfunctionoflipopolysaccharidesasphagereceptor；4）roleofcapsidproteinsonhost－reCOgnition；  

and5）interactionofspikeproteinswithreceptorlipopolysaccharides．  

Keywords：bacteriophage¢X174・phage receptor・1ipopolysaccharide・host－reCOgnition・  

inftction  

れらのすべての基礎は卵こ174やT4といったバクテリ  

オファージに関する研究が基になったと言っても良い。  

なぜならば，最も単純な単細胞生物であるバクテリアと  

それに感染するウイルスであるバクテリオファージが，  

分子生物学の出発段階として足がかりになったからであ  

る。とくに¢X174やT4の増殖と複製に関する研究は，  

ファージ自身のみならず宿主側の大腸菌のDNAの複製・  

増幅や翻訳に関する機構の解明に大いに貢献し，例えば  

メッセンジャー RNAの発見をもたらした3）。また，  

¢Ⅹ174は放射線や活性酸素による遺伝子DNAの損傷  

機構の研究にも用いられた1・4‾6）。つまり ¢Ⅹ174を含む  

バクテリオファージは生命の基本的なモデルとして研究  

され，それが生化学，分子生物学の基礎を作っていった訳  

はじめに  

ウイルス研究の始まりは，1899年オランダの  

BEllERINCKによるタバコモザイクウイルスの発見や  

1916年イギリスのTwoRTあるいは，1917年カナダの  

d，HERELLEによるバクテリオファージの発見に遡ること  

ができる1・2）。それら初期のウイルス研究から端を発し  

て，現在はインフルエンザ，ヘルペス，エイズ，エボラ  

など人類に直接危害をおよぼす難病ウイルスに対する研  

究が進められている。また，ウイルスの範時に留まらず，  

植物や動物の遺伝子の解読や遺伝子からタンパク質への  

翻訳とそれによって生み出されるタンパク質の機能の研  

究など華々しい分子生物学の分野が発展している2）。こ  
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である。この話題に関しては，HAYASHI7）やKoMANO8），  

UEDA9）による総説が詳しい。   

抗生物質の発見によって我々人間は細菌との戦いに勝  

利し，細菌感染症から解放されたと言われたが，ウイル  

スとの戦いには未だに決定打のない状態が続いている。  

ウイルスの中で最も研究の進んだバクテリオファージに  

関してさえも全てが判ったとは到底言えない状況である。  

さらに近年には，抗生物質の使いすぎによる耐性菌の出  

現が我々を脅かすようになった。単純なファージが宿主  

となる細菌だけを選び出して感染しそして殺す，と言う  

複雑な作業をいともたやすくやってのける。全ての細菌  

に対してそれぞれ感染するファージがいると言われてお  

り，さらにファージの宿主細菌に対する選択性は時に厳  

密で，時に幅広く自由自在である。そこで，各種の感染  

スペクトルを持ったファージを用意し，それらが感染す  

るかどうかのパターンによって細菌を細かく分類する，  

ファージ型別と言う手法が発達している10‾12）。ファージ  

型別によれば，抗原抗体反応やゲノムの塩基配列の解析  

では区別できない細菌を区別できる場合があり，特にサ  

ルモネラ食中毒の原因菌を分類するのに役立ってい  
？  

る1＝）。しかし，それぞれのファージがどのようにして  

細菌を区別するかについての分子レベルでの解明は，ま  

だ全く行われていないのが現状である。この様なファー  

ジのやり方を詳しく研究することによって，我々人間が  

ある特定の病原菌を検出したり，それを撃退する新しい  

治療方法を見いだせるかも知れない。   

BRADLEYによるバクテリオファージの形態分類では，  

全てのファージはAからFの大きく6つのグループに  

分類される（Figこ1）15）。A型は，収縮性の尾鞘を持つ大  

型ファージで，T2，T4，T6などT偶数系ファージが  

含まれる。B型は長い尾を持っ大型ファージで，Tl，T5，  

Åなどが含まれる。C型には短い尾を持っ中型ファージ  

であるT3やT7などの大腸菌ファージやe15 ，P22など  

のサルモネラ菌ファージが含まれる。D型は，スパイ  

クを持っ正20面体型ファージで， これから述べる  

¢X174の仲間で占められる。E型はRNAを遺伝情報  

に持つ小型正20面体型ファージで，f2，R17，qβな  

どが，またF型の繊維状のファージには，一本鎖環状  

DNAを持っfdやM13が含まれる16）。   

バクテリオファージ¢Ⅹ174は1959年にSINSHEIMER  

によって初めて単離されたファージ17，18）であり，T4ファー  

ジ19）と並んで最も古くから研究されたファージのひとつ  

である。¢Ⅹ174はミクロウイルス科（〟ざc和〃f元血g）に  

分類され，直径約26nmの正20面体型である（Fig．  

2A）20）。遺伝情報として5386塩基の環状一本鎖DNAを  

持ち，全ゲノムの塩基配列が解読された最初の有機体で  

もある21項） 。遺伝子は全部で11個あり，A，B，C，D，  

E，F，G，H，Jの9つの必須遺伝子とその他A＊とK  
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Fig．1Bradley，smorphologlCalclassificationofbacteriophages．15）  

A：havingatailwithacontractilesheath，B：havingalongtail，C：havingashorttail，  

D：havingspikesonicosahedralvertices，E‥Smallicosahedral，F：longflexiblenlament．   
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遺伝子が存在する（Fig．2B）7，25・26） 。そのうち，F，G，  

H，Jの4つの遺伝子はファージの外側の殻（カブシド）  

を構成するタンパク質をコードしており，この4つの遺  

伝子で全ゲノムの半分強を占める。その他の遺伝子はファー  

ジDNAの複製のためのタンパク質（A，Aりや二本鎖  

DNAを一本鎖に変えるためのタンパク質（C），ファー  

ジを組み立てる過程に関わるタンパク質（B，D），また  

ファージの増殖に必須ではないが増殖を促進するタンパ  

ク質（K）や増殖したファージが菌体を溶かして出るた  

めの溶菌因子（E）をコードしている7）。   

¢Ⅹ174は，DNAを遺伝子に持つバクテリオファージ  

の内では最も小さく単純である。例えば，A型に属す  

るT4ファージのゲノムは約17万塩基対の二本鎖DNA  

で，遺伝子の数は優に150を越える3）。このことからも  

¢Ⅹ174の遺伝子がいかに少ないかが判る。しかし，遺  

伝子の数の割には全体が小さいことも¢Ⅹ174の特徴で  

ある。その秘密は1つの塩基配列が複数の読み方をされ  

て複数のタンパク質が造られることにある（Fig．2B）7）。  

A＊遺伝子はA遺伝子の内部に含まれ，A遺伝子の途中  

から翻訳が始まる短い読み枠の遺伝子である。また，ト  

リプレットの読み枠をずらして複数の遺伝子が重なって  

コードされている領域もある。BとK遺伝子は，Aか  

らC遺伝子に渡る領域の中にあり，E遺伝子はD遺伝  

子の中にある。   

これまでに¢Ⅹ174の同族ファージが15種類以上も  

同定されている27）。それらに共通の特徴は，小さな正20  

面体型カプシドに約5500塩基の環状一本鎖DNAが含  

まれていることである。これらの同族ファージは下水や  

土壌中など大腸菌やサルモネラ菌が生息する場所から普  

遍的に見いだされる。これまでに同定されたファージが  

15種類あるに過ぎず，まだ未同定の極めて多数のファー  

ジが存在すると考えられており，バクテリオファージの  

中で数としてかなり大きなグループを形成している。   

このように¢Ⅹ174は，最もありふれたファージであ  

り，また最も研究の進んだファージの一つでもあるが，  

判らないことはまだまだ多い。とくに宿主細菌に対する  

感染メカニズムはいまだに謎の点が多い。本総説は感染  

の初期にどの様に宿主認識が行われているかに関する研  

究に焦点をあてて紹介する。まず初めに¢Ⅹ174ファー  

ジ粒子の構造と感染初期過程について述べ，次に感染の  

段階におけるレセプター分子であるリボ多糖の構造と感  

染の選択性との相関について述べる。最後にファージの  

宿主認識における構造タンパク質の役割について，著者  

らの最近の研究も含めて考察する。  

1．≠X174の構造   

1－1．4つの構造タンパク質   

ファージの研究初期の電子顕微鏡による観察で，  

¢Ⅹ174は直径約26nmの極めて小さな正20面体型をし  

Fig．2 Schematicstructureof¢X174particle（A）andgeneticmapof  

single－StrandedDNAof¢Ⅹ174（B）．7）   
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ており，そして20面体の12カ所の頂点にスパイクと呼  

ばれる突起を持っていることが判った20・28）。¢Ⅹ174を  

構成するタンパク質ほ，F，G，H，Jの4種類であり，  

F，G，Jは1つのファージ粒子（どリオン）に60分子，  

Hは12分子含まれる29‾31）。それぞれの構造タンパク質  

の分子量と機能をTablelにまとめる。   

¢Ⅹ174を構成するタンパク質の内で，分子量が大き  

く数も多いFタンパク質（48kDa）と，分子量がやや  

小さいが60分子含まれるGタンパク質（19kDa）が初  

めに同定され32），続いて12分子含まれるHタンパク質  

（34kDa）が同定された33）。SINSHEIMERらのグループは，  

ファージ粒子を4Mの尿素で温和に処理すると，20面  

体のカブシド骨格とスパイク部分に分離することを見い  

出し，20面体の骨格をFタンパクが構成し，スパイク  

はHタンパク質1分子とGタンパク質5分子で構成さ  

れることを明らかにした29）。1つのファージ粒子に60分  

子含まれ，最も分子量の小さいJタンパク質は一番最後  

に見つかっだ1）。そしてJ遺伝子の存在は，まずカブシ  

ドから得られたJタンパク質のアミノ酸配列が決定され，  

その配列に対応する塩基配列を遺伝子上で検索すること  

でようやく同定された34）。37残基中に6つのリジン残基  

と6つのアルギニン残基を含む非常に塩基性アミノ酸に  

富むJタンパク質は，ファージ粒子の中で一本鎖DNA  

と結合してDNA鎖を折り畳むパッキングを司ってい  

る35‾37）。  

1990年から1994年にかけて，ファージ粒子全体のⅩ  

線構造解析が遂に行われ，F，G，Jの三っのタンパク  

質について立体構造が解明された3B‾40）。20面体カブシド  

は基本的に60分子のFタンパク質のみで形成されてい  

る。個々のFタンパク質は，8本の逆平行βシート構造  

を中心に幾っかのαヘリックスがそれをっなぐ構造を持っ  

ており，それが5分子集合したβバレルモチーフが12  

個集合して最も小さい正20面体（T＝1）を形成してい  

る。このモチーフの構造はバクテリオファージに限らず，  

動物や植物の正20面体ウイルスに共通の構造である。  

Fカブシドの内側のDNA結合空洞の表面には，S字形  

をした1分子のJタンパク質が2分子のFタンパク質  

に跨るように結合しており，さらにJタンパク質は一本  

鎖DNAと結合している。Gタンパク質も8本の逆平行  

βシート構造が基本にあり，Fタンパク質のαヘリック  

ス部分を取り除いて小さくしたような形である。その5  

量体が形成するスパイクはマッシュルームのような円錐  

台で，Fタンパク質のカブシドとははんの少しか接して  

おらず，浮き上がったように乗っていることが判った。  

しかし，4つめの構造タンパク質であるHタンパク質  

は，FとGタンパク質5量体が作る親水性のチャンネ  

ルの内に弱い電子密度としてしか観察されなかったため，  

その存在位置が確認できていない。Hタンパク質の電  

子密度がFやGタンパク質に比較して1／5程度しかな  

いことから，FANEとRossMANNらはHタンパク質はF  

やGタンパク質と相互作用する面を1つだけ持ってお  

り，チャンネルのどれか1つの面に寄り掛かって5通り  

の配向を取ると予想している41）。しかし，チャンネル内  

部は15－20残基のアミノ酸を収納できる程度の広さし  

かない。Hタンパク質は全長で328残基もあるため，  

はんの一部しか入ることができず，その他の大部分はチャ  

ンネルの更に内部に押し込まれているか，あるいは外部  

に向かって飛び出していると考えざるを得ない。   

Ⅹ線構造解析以外にもファージの構造を調べた研究  

がある。電子顕微鏡による観察の際に重金属を使ったネ  

ガティブ染色や蒸着による影付けを行わず，ガラス状の  

氷で凍結したファージ粒子を直接観察する，凍結電子顕  

微鏡解析である42－43）。得られた電子回折パターンをコン  

ピューター処理して画像を構築する方法で，原理的には  

Ⅹ線構造解析とよく似た方法である42）。この方法では三  

次元的な分子の表面を示すため，いわゆる外観の姿を見  

Tablel．Capsidproteinsof¢X174．7）  

Capsid protein CopY  MW．（kDa）  Function  

CapSidbackbone   

m叫OrSpike   

minor spike 

SS－DNApackaging   
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ることが可能であり，この方法で可視化された¢Ⅹ174  

粒子は，まるで金平糖の様なゴッゴッした姿をしており，  

正20面体の各頂点にあるスパイクがかなり大きく出っ  

張った厳つい姿をしている43）。  

1－2．≠X174の形態形成   

感染細胞の中で¢Ⅹ174粒子が組み立てられる“形態  

形成，，の過程については，多くの研究が積み重ねられて  

きた瑚。これまでの研究を参考に形態形成の概要をFig．  

3に示す。ファージ粒子の組立は，まずFとGタンパ  

ク質が自発的に集合して9Sと6Sの沈降係数を持つ5  

量体が生成することから始まる45）。つぎに，5量体同士  

が足場タンパク質Bの助けを借りて集合し，正20面体  

の重要な構成単位となる12S粒子ができる。さらに，  

12S粒子にHタンパク質ともう一つの足場タンパク質  

Dが組み込まれて生じる単位が12個集合して，正20  

面体型をした108S前駆体（プロヘッド）が生成す  

る46，47） 。そして，ファージの複製型DNA（RF－DNA）  

が一本鎖DNA（SS－DNA）に解けつつJタンパク質を  

伴って折り畳まれ，プロヘッドに取り込まれる48）。ここ  

からBタンパク質が脱離すると132S粒子が生成する。  

132S粒子はまだ足場タンパクDを含む未完成な粒子だ  

が，宿主細菌に感染することができる49）。最後に132S  

粒子からDタンパク質が脱離すると，成熟したファー  

ジである114S粒子ができ上がる。この時タンパク質B  

とDは，ファージが組み立てられる際に一旦組み込ま  

れ，その後抜けていくことから足場タンパク質と呼ばれ，  

形態形成を正しく進めるために必須である50）。また近年  

には，足場タンパク質を含むプロヘッドのⅩ線構造解  

析41・51） や凍結電子顕微鏡解析52）が行われ，足場タンパク  

質の詳細な役割が次々に明らかにされた53【55）。Dタンパ  

ク質は1分子のFタンパク質に4分子ずっ結合してお  

り，プロヘッド全体で240分子も含まれる。スパイクの  

突起と突起の間の窪みをDタンパク質が埋め尽くして  

おり，プロヘッドははぼ球形である。1972年にBAYER  

らは，電子顕微鏡によってファージ粒子のネガティブ染  

色像を捕らえた研究の中で，溶菌して菌体から外へ出た  

ファージ粒子はスパイクの突起が椅麗に見えるが，菌体  

の内部にある粒子はスパイクが不明瞭で球形に見えると  

報告している56）。これは成熟した114S粒子とプロヘッ  

ドを観察したものと考えられる。  

2．ファージ感染の三段階  

¢Ⅹ174の感染初期過程には，区別して観測できる三  

つの段階がある57）。吸着とエクリプスさらにDNA挿入  

の三段階である（Fig．4）。初めにファージ粒子は宿主  

菌体と出会い可逆的に結合した状態を取る。これは吸着  

と呼ばれる。つぎに粒子は菌体表面にさらに強く結合し  

てカブシドの高次構造変化を起こす57，58）。この変化をエ  

クリプスと言い，一本鎖DNAの一部が飛び出した状態  

になる。この段階での高次構造の変化は不可逆的である。  
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Fig．3 Morphogeneticpathwayof¢Ⅹ174．Lt＋．ヰ5）   
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さらに，エクリプスで飛び出したDNAが菌体内に挿入  

される段階をDNA挿入と呼ぶ。   

インタクトなファージ粒子の沈降係数は114Sである  

のに対して，エクリプスした粒子は86Sでより小さな  

値を持つ。エクリプス粒子の沈降係数はエクリプスを誘  

導する際の処理時間と多重感染度（moi）によって  

60－90Sまで変化することが判っている。エクリプス粒  

子ではファージのDNAがヌクレアーゼによる攻撃を受  

けるようになることから，少なくとも一部のDNAがカ  

プシドから飛び出した状態であり，飛び出したDNAが  

抵抗になって沈降が妨げられると解釈された57）。DNA  

を放出した空の粒子はエクリプス粒子よりさらに強く菌  

体表面に固着しているが，細胞をEDTAを含むホウ酸  

緩衝液で処理すると剥がすことができる。空の粒子は  

72Sの沈降係数を持っており，エクリプス粒子に較べて  

DNAが含まれない分軽くなっている57）。BAYERらは，  

¢Ⅹ174に感染した宿主菌を高張液に移して原形質分離  

させ，超薄切片を作って電子頗微鏡で観察すると，外膜  

と内膜が接合しているジャンクションと呼ばれる箇所が  

1つの細胞あたり数百カ所認められ，そのようなジャン  

クション付近に¢Ⅹ174の空の粒子が集中して結合して  

いることを発見しだ6）。他にもTlからT7までのT系ファー  

ジ59）やK29ファージ60）においても，ジャンクション付近に  

選択的に結合してDNAを注入しているファージの姿が電  

子顕微鏡で捉えられている。ジャンクションは細菌の細胞  

質内で生合成されたリボ多糖（1ipopolysaccharide，LPS）  

や膜タンパク質などの外膜の構成成分が表面に運ばれて  

出てくる場所であり61），ファージはこうした場所を探し  

てDNAを注入すると考えられる。ファージ粒子が宿主  

菌表面のどこかに吸着した後にジャンクション付近に移  

動するのか，初めからジャンクション付近に吸着するの  

かは判っていないが，今のところ吸着後に菌表面を移動  

すると考えられている。DNA挿入の段階では¢Ⅹ174粒  

子から放出された一本鎖DNAは内膜を通って細胞質に  

まで運ばれる。この段階には宿主細胞が活動しているこ  

とが必須で，何らかのエネルギーが必要であると予想さ  

れている62）。細胞が活動していない場合には少なくとも  

外膜と内膜の間のペリプラズム空間までしかDNAが挿  

入されない。同様の現象がT4ファージのDNA透過に  

おいても確認されており，膜の静電的なポテンシャル  

（膜電位と水素イオン濃度勾配）の存在が必要とされて  

いる63）。   

ファージ感染の三段階に関して詳しい動力学を研究し  

たデーターがある。それによると，初めの吸着の段階の  

速度は極めて速く，事実上ファージの溶液中での拡散速  

度が律速である28・56）。可逆的な吸着は15℃以下の低温で  

も起こるが，エクリプスへの移行は低温（4～150c）で  

は起こらず，37℃で起こる。証拠はないが，外膜に吸着  

した粒子が先程述べたジャンクションに運ばれるために，  

ある程度膜の流動性が必要なのかも知れない。したがっ  

て，ファージと宿主菌の吸着を低温で行わせた後に37  

0cへ移すことで，エクリプスへの移行反応を同調させる  

¢X174Particle  

Fig．4 Threedistinctstepsof¢Ⅹ174inftctiontohostcell．57・58・62）   
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ことが可能である57・瑚。そこで，エクリプスを起こすた  

めの必要条件や動力学を詳しく解析した，エクリプスキ  

ネテイクスと呼ばれる一連の研究が行われた65・66）。その  

結果，エクリプスには宿主菌の膜画分に加えて1mM  

程度のCa2＋イオン6ト70）や19℃以上の温度が必要である  

こと71），またエクリプス反応の活性化自由エネルギーは  

36kcal／molと極めて大きいことが判った71‾75） 。さらに  

INCARDONAは，ファージ粒子を宿主菌やその膜画分で  

処理しなくても，高濃度のCa2＋（100mM）を与えるこ  

とでエクリプスに移行することを発見した叫。そして，  

その際の反応の活性化自由エネルギーは，膜画分によっ  

てエクリプスが引き起こされる場合と同じ，36kcal／  

molであることを示した。したがって，ファージ粒子が  

宿主菌と結合したり，あるいはCa2＋と結合することに  

よって高次構造が変化することがエクリプスへのスイッ  

チになり，その段階の活性化自由エネルギーの獲得が反  

応の律速であると結論した。   

は，粒子が吸着してエクリプスするために必要とする宿  

主細胞膜中の成分，つまり“レセプター”がLPSであ  

ることを相次いで証明した。LPSは大腸菌やサルモネ  

ラ菌などのグラム陰性菌に特徴的に含まれる糖脂質であ  

る。グラム陰性菌は細胞膜（原形質膜）とそれを取り囲  

むペプチドグリカン層，さらにその外側に外膜と呼ばれ  

る膜を持ち，三層の膜で覆われている76）。グラム陰性菌  

は，グラム陽性菌に比較してペプチドグリカン層が薄く，  

また疎水的な外膜が親水性の色素を通さないためグラム染  

色されないことからこの名がある。外膜の脂質二重膜の内  

側菓は主にリン脂質で構成されているが，外側葉ははぼ  

LPSによって形成されており，LPSは菌の生存に必須であ  

る。LPSはリビドA，R－コア糖鎖，および0一抗原多糖に  

大きく分けられる三つの部分構造から構成されている77・78）。  

例としてSalmonellacholeraesuisserovar．Typhimurium（旧  

名Salmonella妙himurium，以下S．Typhimuriumと書く）  

のLPSの構造をFig．5に模式的に示す79）。三っの部分  

構造は生合成的にも明確な区別があり，まずリビドA  

部分が生合成され，そこからR－コア糖鎖が順番に延長  

され，最後に0－抗原多糖の繰り返し単位が転移されて  

LPSが作り上げられる80）。¢Ⅹ174の宿主となる腸内細  

菌科のLPSでは，リビドA部分の構造ははぼ共通であ  

るのに対して，R－コアと0一抗原多糖の構造は菌種によ  

り様々に異なっており，言わば細菌表面の“顔”として  

機能している81）。この顔が動物にとっては免疫応答の抗  

原になる他，バクテリオファージにとっては宿主を選択  

するためのレセプターになる。バクテリオファージの仲  

3．ファージレセプターとしてのLPSの構造と機能   

3－1．ファージレセプターとしてのLPS   

¢Ⅹ174の研究の初期にあたる1960年代には¢Ⅹ174  

ファージ粒子がCa2十イオンの存在下で宿主菌の外膜に  

吸着してエクリプスへ移行することが判っていたが67），  

外膜に含まれるどの成分がそれを引き起こすかは判って  

いなかった57）。そこで，1973年から1975年にかけて  

INCARDONAら68）やJAZWINSKIら74），あるいはNEUWALD75）  

0－RepeatingUnit  Lipid A 

Fig．5 SchematicstructureofLPSofSalmonellaTyphimurium．79・115）   
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間では，LPSをレセプターとして認識するものが大多  

数を占めている。Fig．1に示したバクテリオファージの  

分類で，A，B，C，D型に属するファージにはLPSを  

レセプターとするものが多い。ただし，¢Ⅹ174では  

LPSのみがレセプターであるが，T4ファージの様にレ  

セプターとして相応しいLPSがその菌にない場合には，  

外膜にあるOmpCなどのポーリンと呼ばれる物質取り  

込みのための膜タンパク質を“セカンドレセプター”と  

して使用する仲間もいる82）。また，E型やF型のファー  

ジは性線毛をレセプターとするファージで，線毛の中程  

や先端に付着し，線毛が菌体に収納される時に一緒に入  

り込み，感染する16）。   

つぎに，腸内細菌科の細菌のLPS構造について見て  

いくことにする。リビドAはβ1－6結合したD－グルコ  

サミン（GIcN）の2糖に4分子の3一ヒドロキシ脂肪酸  

が結合し，その水酸基にさらに2分子から3分子の長鎖  

脂肪酸が結合した物質である83‾85）。LPSは，ヒトを含む  

哺乳動物に対して発熱，免疫活性化，細胞壊死，サイト  

カインの誘導など，多彩な生理活性を示す86）が，リビド  

AはLPSの持っ生理活性を担う部分であり，脂肪酸の  

種類と置換パターンで生理活性が劇的に変化する87）。リ  

ビドAに続くR－コア糖鎖はさらに内部コアと外部コア  

に分かれる88）。内部コアは2から3残基の負荷電を持つ  

糖，3－デオキシーD－mα花花ローオクツロソン酸（KDO）と3  

残基の荷電を持たない糖，レg少α和一D一〝は花花0－へプトー  

ス（Hep）から構成される。また内部コアには数残基の  

リン酸（P）やエチルアミノリン酸（PEtN）が結合し  

て正や負の荷電が散りばめられている。外部コアはD－  

グルコース（GIc），D－ガラクトpス（Gal），D－グルコ  

サミン（GIcN），N－アセチルーD－グルコサミン（GIcNAc），  

などの電気的に中性なへキソース5残基で構成されてい  

る。R－コア糖鎖はリビドA側から順番に生合成されて  

いくため，各段階の鍵酵素を欠損した変異株は，R一コ  

アの生合成がそこで止まり，糖鎖の短いLPSを生産す  

る。完全なR－コア糖鎖をRa型と呼び，そこから短く  

なるに従って，Rb，Rc，Rd型となる。これらの化学  

表現系（Chemotype）の記号と構造の対応はFig．5に  

示す。そして，リビドAに2分子のKDOが結合した  

LPSをRe型と呼び，これより糖鎖が短くなるとグラム  

陰性菌は生きて行けない。グラム陰性菌にとってLPS  

は外来物質の透過障壁になっており，LPSの糖鎖が短  

い変異株は，抗生物質やリゾチーム，抗菌性色素に対し  

て感受性が高くなる76・乳90）。   

R－コア糖鎖のさらに先には，4糖から6糖くらいの繰  

り返し単位が多数重合した長鎖の0一抗原多糖が結合し  

ている91）。この部分の繰り返し単位の構造は極めて変化  

に富んでいるのが特徴で，D－マンノース（Man）やぃ  

ラムノース（Rha）などの糖に加えて3，6－ジデオキシ  

へキソースであるアペコース（Abe），コリトース（Col）  

などの特殊な糖を含む。0一抗原多糖の構造は同じ菌種  

でも全く異なっている場合もある一方で，異なる菌種で  

も共通である場合もあり，これらの多彩な構造が哺乳動  

物に対する0一抗原性（血清型）や病原性と深く関わっ  

ている81）。¢Ⅹ174は0一抗原多糖を持たないR型の腸内  

細菌に選択的に感染することから，本総説では  

0一抗原多糖の化学については詳しく述べず，ファージ  

レセプターとして重要なR－コア糖鎖部分に議論を進め  

ることにする。   

大腸菌には現在までに5種類のR－コア糖鎖構造が確  

認されていて，且山浦Rl～R4およびK－12コアと呼ば  

れ，構造がそれぞれ異なっている。いっぼう，サルモネ  

ラ菌にはただ一つのコア構造のみが見つかっており，全  

てのサルモネラ菌で共通であると考えられている88）。こ  

れまでに決定されたR－コア構造をFig．6にまとめた。  

R－コア糖鎖の構造は大変複雑であるため，これらの構  

造を精密に決定するためにはかなり長い年月を要した。  

それらの構造はほぼ明らかにされたが，未だに決定され  

ていない箇所も存在する。したがって，Fig．6には1970  

年代から現在までの論文を調べて，最も妥当と思われる  

構造をまとめた88・9卜97） 。とくに，且．甜おK－12コアの構  

造が確定したのは，わずか10年前の1991年である92）。  

また，且n漬R3コアの構造が分岐へプトース（HepIII）  

の先にGIcN残基が結合することも含めて，最終的に決  

定されたのは1992年である93，94）。 さ らに，  

且n漬Rlコアにおいても，1999年になって，HepIIIに  

GIcN残基が部分的に結合していること，またガ．の〃R2  

コアでは，外部コアのGIcIIにβ結合したGal残基が  

微量含まれていることが判り，外部コアに6残基目のへ  

キソースを持つこれまでにない構造が見いだされた95）。  

Fig．5やFig．6の中で点線で描かれている結合は部分  

的に置換された残基を示す。三番目のKDO残基  

（KDOIII）やエタノールアミンを含むリン酸残基は，   



¢Ⅹ174ファージの宿主認識機構  25  

CoreTypeLiO strainName OuterCore  InnerCore  LipidA  

KDO  
α；2，4  

G］cNAc Gat  KboユpEtN  
ぶ血励88）um 

舶賦。i。A                                         P PPEtN  
Gl¢N  

I  

Ga］GIc   KDO苓pEtN  

抽払が轟師。A  
P PPEtN  

Gat  

G．cNAcGa．Ga，   ，EtN  

接触敵弾払Li。i。A I                       P PPEtN  
GIpN  K？0  
α：1，7  α：2，4  

GIcGtcNAc  K占0ユpEtN  

霊魂鮎。誓邸払Li。i。Å  
P PPEtN  

g・“蘭Rl岬）  70  

g・CO′i鮎剛5）0  

且c〃JiR38柑3・叫 F653  

Gal Gal KDOユpEt日  

‰郵Li。i。A  
P PPEtN  

E．α蘭R488・97）  R513  

H9P G争I H9P  Kbo  
且c此12S8’免’冨喜壬詔  

。嶺喜好L岬Å                                          P PPEtN  
Fig．6 ChemicalstructuresofR－COreOligosaccharidesofEscherithiacoliandSblmonella．  

Somechemicallinkagesarenotdeterminedunambiguouslyanddottedlinesindicate  

non－StOichiometricsubstitution．  

説はKAWAHARAらの総説が詳しい96）。  

3－2．LPSの構造と ≠X174の感染スペクトル   

グラム陰性菌のLPSがバクテリオファージのレセプ  

ターであることが証明されて以来，¢Ⅹ174を含むミク  

ロウイルス科の同族ファージやT系ファージ，サルモ  

ネラ菌に感染するど15，e84，P22など，多くのファージの  

感染性とLPSの構造活性相関が盛んに研究されだ8‾100）。   

その菌体を構成する全てのLPS分子に含まれる訳では  

なく，菌体の生育環境によって変化する場合もあり，  

LPSは本来混合物である。¢Ⅹ174の宿主になる腸内細  

菌群ではR－コア構造が比較的良く保存されており，化  

学構造の多様性は余り大きくないが，機器分析技術の発  

展に伴って他のグラム陰性菌には想像以上の多様性があ  

ることが判ってきた。したがって，今後更に構造の細部  

が訂正されたり追加される可能性が高い。その辺りの解  
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ジの中でもやや独立したグループとして扱われている27）。  

しかし，BoNEらは ¢Ⅹ174の自然変異株の中から  

且√OJ菖K－12系列の菌株に感染できる変異株¢Ⅹ娼を単  

離した108・109） 。その論文に対して，ホスト側の遺伝子の  

要求性110）やゲノムの制限酵素断片パターンの比較111）か  

ら，もともと茸∴矧指K－12系列に感染可能なSt－1を誤っ  

て拾い上げたのではないかとする反論が出された。しか  

し，囲むβはSt－1が感染できない且．α前C株に感染・  

増殖でき，またSト1とは血清学的に異なっていること  

が確認され，ついには¢Ⅹ174のFタンパク質の変異に  

より且の漬K－12株に感染できるようになったことが明  

らかにされた112）。その後，逆に本来且coJよK－12系列の  

菌株に感染する¢Kの中から且．α潰C株やβ．00〟B株  

に感染できる変異株も見つかっている113）。したがって，  

ファージ表面を構成するカブシドタンパク質の僅かな変  

異によって宿主特異性が大きく変わったと考えられる。  

またK－12コアには他のRl～R4コアと違って，1つの  

Hep残基が外部コアに含まれていることに気が付くが，  

その点の影響についてもまだ研究されていない。宿主特  

異性を決めている要因が具体的にカプシドのどのタンパ  

ク質とLPSのどの糖残基の相互作用に基づいているの  

か，大いに興味を持たれるようになった。   

そこで，¢X174はLPSレセプターの何処を認識する  

かについて調べた報告がある。JAZWINSKIらは，LPSの  

糖鎖が非還元末端から順次欠損したS．TyphirriLriumの  

変異株を揃え，その菌体とそれから単離したLPSを使っ  

て，¢Ⅹ174と同族ファージのS13が吸着とエクリプス  

を起こす活性を比較しだ1ヰ）。変異株の名前とLPS構造  

の対応115）は株名のあとに括弧で示す化学表現系の記号  

を基にFig．5を参照して欲しい。両ファージともに  

S．TyphimuriumTVl19株（Ra）に対して強く吸着し，  

エクリプスする速度も高いことが示された。次に非還元  

末端のGIcNAc残基を欠いたS．TyphimuriumSL733株  

（Rbl）の菌体やそのLPSに対して，S13は強い吸着と  

エクリプスを示す一方で，¢Ⅹ174は弱い反応しか示さ  

なかった。さらに，非還元末端から二番目のGIc残基  

まで欠いたS．TYPhimuriumTV161株（Rb2）に対し  

ては，S13が弱い吸着とエクリプスを示したのみで，  

¢Ⅹ174は全く反応しなかった。このことから，非還元  

末端のGIcNAc残基は，¢Ⅹ174にとっては重要である  

が，S13にはさはど重要でなく，S13にとっては二番目   

ToKUNAGAlOl）やLINDBERG102・103），KANEGASAKIlO4）によっ  

て多くの研究が網羅された総説がまとめられているが，  

バクテリオファージの種類はあまりにも多いので，ここ  

では¢X174とその同族ファージに焦点を絞り，さらに  

議論を進めることにする。   

¢Ⅹ174の同族ファージはそれぞれが大変似通ってい  

て，特に¢Ⅹ174とS13は極めてよく似ている。二つの  

ファージ遺伝子の全塩基数は共に5386塩基で同じであ  

り，その内の5275ベースまでが同一で相同性は98％で  

ある105）。いっぽう，G4は¢Ⅹ174やS13よりやや大き  

い5577塩基の遺伝子を持ち，¢Ⅹ174との相同性は67  

％である106） 。同族ファージの遺伝子を26種類の制限酵  

素で切断して，その断片を電気泳動的に比較した研究で  

は，G4は¢X174よりもむしろSト1に似ていることが  

判った27，106） 。こうした遺伝子の塩基配列による検討に加  

えて，宿主への感染性の違いを手がかりにして，同族ファー  

ジを主に二つのグループに分類することができる。それ  

らはβ．00戯C株に感染するグループとβ．coJよK－12  

W3110殊に感染するグループである。¢Ⅹ174にとって  

且a漬Rlタイプコアを持っRa株であるE．α漬C株は  

良好な宿主であるが，それだけでなくR－コア糖鎖が完  

全に保存されたRa変異株であれば，且coJ言RlからR4  

まで全てのコアをもつ大腸菌とさらにサルモネラ菌や赤  

痢菌の一部も宿主になる。しかし，K－12コアを持っRa  

株（E．α〟K－12W3110株）には感染できない103）。  

GoDSONらが単離した一連のG系列ファージも ¢Ⅹ174  

の同族ファージである。G系列ファージは¢Ⅹ174と同  

様に且coJ£C株を良い宿主とするが，β．α潰C株の様  

なRa株より糖鎖の短いLPSを持っ菌株にも広く感染  

可能な種類もある103）。しかし，且coJfK－12系列の菌株  

に感染するものはない。ところが，K－12系列の菌株の  

細胞をEDTArリゾチpム処理して細胞壁を分解したス  

フェロブラストにすると，¢Ⅹ174の一本鎖DNAが侵  

入できるようになる。入り込んだDNAによって感染が  

成立し，成熟ファージ粒子ができ上がることが確認され  

ている107）。いっぽう，同族ファージの中には，この  

且の漬K－12W3110株に好んで感染するグループのSt－1，  

錐，U3が存在し，それらは逆に且coJ孟C＿株に感染す  

ることができない。この2つのグループに属するファー  

ジはお互いの粒子から誘導した抗血清の交差反応が起こ  

らず，免疫学的にも違いが認められることから，同族ファー  
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のGIc残基があれば十分レセプターとして機能するこ  

とが判り，レセプター認識に重要な糖残基が同族ファー  

ジ間で異なることが示された。   

また同じ頃FEIGEらはβ．α最C株の各種の変異株を  

用いて，¢Ⅹ174の吸着とエクリプス反応の相関を検討  

した116）。その結果，Fig．6の二段目に示した且．の〟Rl  

コアのRa株であるg．00萬C株のLPSの構造の内で，  

非還元末端側のGal残基が認識に特に重要であり，こ  

の一残基が欠けたRbl株では，吸着の速度は1／8に，  

エクリプス反応速度は1／60以下にまで低下した。また，  

非還元末端のGal残基以外にもGIcII残基にβ結合し  

た分岐部分のGIc残基も認識に関与しており，この残  

基が失われると吸着とエクリプス反応速度はそれぞれ  

1／2および1／8に低下した。さらに幾っかの糖鎖が欠損  

したRb2やRd2株にも数十％程度の速度で吸着が起こっ  

たが，エクリプスは全く起こさなかった。したがって，  

認識に特に重要な残基が非還元末端付近に集中している  

半面で，そこから遠くに位置する残基も認識に役立って  

いることが判り，¢Ⅹ174の認識がある程度広い部分に  

及んでいると考えられた。   

同族ファージの中にはRa株よりさらに糖鎖の短い  

LPSを持っ菌株にも感染できる種類がある。G13ファー  

ジはE．coliC株（Ra）やS．TYPhimurium TVl19株  

（Ra）はもちろん，外部コアのへキソースの5残基のう  

ち4残基を欠いたS．TyphimuriumSL805株（Rc）に  

も感染可能である103）。LINDBERGらの研究グループは，  

種々の長さの糖鎖を持つLPSの糖鎖部分（PS）のみを  

取り出し，G13粒子の結合親和性を平衡透析法で検討  

した。3Hで標識された且c誠C株由来のPSの結合定数  

藍は1．2～1．3×107M‾1と計算された117）。そして各種  

のPSl17・118） あるいは合成オリゴ糖鎖119）が，G13に競合  

的に結合してE．coJiC株由来のPSの結合を50％阻害  

する濃度を求め，相対的な親和性を計算した。その結果，  

S．Typhimurium TV161株（Rb2） あるいは  

S．TyphimuriumSL805株（Rc）のPSがE．coliC株  

（Ra）のPSと同等の親和性を示し，また合成3糖α－  

Man（卜→3）［a－Man（1→6）］M左nもかなり高い親  

和性を示した。したがって，G13ファージのレセプター  

として，a－Man（1→3）［α－Man（1→6）］Manあ  

るいは，α－GIc（1→3）［α－Hep（1→7）］α－Hep（1  

→3）α－Hep（1→5）KDO部分が最小単位であると  

推定した。そして，この最小単位は各種の大腸菌やサル  

モネラ菌のR－コアに共通的に含まれていることから，  

G13の宿主選択性が広い理由を説明できると論じた。  

3－3．LPS糖鎖の立体配座とレセプター活性   

R－コア糖鎖に対する認識において，¢Ⅹ174は非還元  

末端の一残基の有無を敏感に見分けられるにも拘わらず，  

且の漬Rl～R4コアおよび鮎Jmo花g肋コアなど，かなり  

構造の異なったR一コア糖鎖も認識できる点を説明しよ  

うとした仮説が，JANSSONらによって提唱されている120）。  

彼らは，HSEA法と呼ばれる経験的分子力場計算のプ  

ログラムを用いて，大腸菌とサルモネラ菌の6種類のR－  

コア糖鎖の立体配座をコンピューターにより計算した。  

それによると糖鎖は複雑に絡まって立体的に相当に込み  

合っており，ピラノース環とピラノース環を結ぶグリコ  

シド結合の周りの回転自由度は極めて少ないこと，そし  

て，自由度が少ない中でくみ上がった分子全体の立体配  

座はかなり剛直なものであるとした。各種のR－コア糖  

鎖の形は表と裏の特徴的な二面に分けて見ることが可能  

で，表の面は含まれる原子の組成や形がどのコア構造で  

も極めて似通っていることが判った。いっぽう，裏の面  

には各種のR－コア糖鎖に特徴的な形が見られることか  

ら，¢Ⅹ174やG系列ファージが色々なレセプター糖鎖  

を認識できるのは，R－コア糖鎖の表の面を認識してい  

るためであろうと説明した。   

これとは別にレセプター活性における非還元末端の  

糖鎖の重要性をコンピューター計算の結果を使って説  

明した研究もある。YAMANEらは，E．coliC株や  

S．TyphimuriumTVl19株のLPSに含まれる外部コア  

のへキソース部分について，Molecular Mechanics  

（MM）と呼ばれる分子力場計算を用いて立体配座を解  

析した12l・ほ2）。デンプンに含まれる α1－4結合は螺旋を  

巻き，またセルロースに含まれる βト4結合は直線的  

に伸び，糖残基間の立体障害を緩和できるのに対して， 

外部コア5糖にはαト2，α1－3結合など立体的に込み  

合った結合が多く，グリコシド結合周りの自由度は厳し  

く制限されることが判った。したがって，込み合っ－た糖  

残基間のグリコシド結合は，酸素原子とそれを挟むピラ  

ノノース環の炭素原子を含む結合の二面角（¢，¢）があ  

る特定の領域に限定されており，安定な配座ははんの数  

個しか存在し得ないことが明らかになった。そして，   
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タンパク質に結合しているJタンパク質とDNAとの相  

互作用を安定化するために，エクリプスへ移行するため  

の活性化自由エネルギーが大きくなることが判った。そ  

のため，エクリプスを起こす際により高温を要求する様  

になり，低温感受性になったと結論した。変異株に対し  

てさらに遺伝子の変異を行い選抜すると，アルギニン残  

基の変異を持ったままでも通常の速度でエクリプスする  

復帰変異株を見つけた。その変異株ではHタンパク質  

の68番目のアラニン残基がセリンに置換していること  

が判った。彼らはHタンパク質の変異が，Hタンパク  

質自身のパッキングと，HとFおよびHとGの相互作  

用を不安定化することにより，変異株粒子の基底状態が  

エネルギー的に高くなり，この変異はエクリプスの速度  

を速くする方向に働いていると推定した。Ⅹ線構造解  

析ではHタンパク質の存在位置が確認できていないが，  

チャンネルの内部に存在し，HとFとJの3つのタン  

パク質がそれぞれ一本鎖DNAと結合し，これらのタン  

パク質一DNA相互作用およびタンパク質一夕ンバク質相  

互作用の崩壊がエクリプス反応の活性化自由エネルギー  

の大きな山であり，律速段階の一部であると結論した。  

4－2．スパイクの存在と機能   

¢Ⅹ174は正20面体カブシドの各頂点に突起状のスパ  

イク持っている20・28・56）。BROWNらは，電子顕微鏡によ  

る観察で，ファージ粒子はスパイクチャンネルの中心を  

通る5回回転軸を膜面に垂直にして，つまりスパイクの  

部分から宿主細菌に結合していると報告した20）。またそ  

の時ファージ粒子は，直径の半分くらいの深さまで膜に  

埋もれていると報告した。そのため，スパイクはファー  

ジが宿主菌に結合するための吸着器官であると考えられ  

た。しかし一方で，BAYERらはファージ粒子の菌体へ  

の吸着に方向性はなく，膜への埋没の度合いは染色方法  

によって変化すると報告した28）。   

SINS批IMERらのグループは，ファージ粒子を尿素で  

処理してスパイク部分を取り外したスパイクレス粒子29）  

の菌体への吸着を調べた71）。するとスパイクレス粒子は，  

宿主にも宿主でない菌株にも区別なく吸着を起こし，選  

択性が見られなかった。また，もちろん感染性はなかっ  

た。そこで，スパイクがファージの宿主菌への選択的  

な吸着と感染を司ると考えた。その後1982年になって  

MANOらは，ファージ粒子をLPSで処理してエクリプ   

且．α前C株の5糖おいて，非還元末端のGal残基が一つ  

欠けて4糖になった場合には，空間的な自由度が増すこ  

とにより若干の余裕が生まれ糖鎖の立体配座が変化する  

と予想されたが，欠けた糖鎖以外の残りの部分の配座は  

全く同じ形をしていることが判った。しかし，それらの  

存在確率を考摩すると，5糖で最も安定で存在確率の高  

い配座が4糖でも最も存在確率の高い配座であるとは限  

らない。5糖において優先的な配座の存在確立は，先端  

のGal残基を欠く4糖では2％程に減少し，また分岐  

GIc残基を欠く4糖では19％程に減少すると計算され  

た。ファージは5糖で最も安定であった配座を選択的に  

認識すると考えるならば，その配座の存在確率の減少と  

FEIGEらの報告した¢Ⅹ174粒子の且．α混C変異株への  

吸着速度の減少116）が良い相関を示すことを見い出し  

た125・124） 。   

したがってLPSのR一コア糖鎖部分の形は，それぞれ  

の糖残基がお互いに影響しあった結果であり，LPSが  

レセプターとして機能するためには，必要な糖残基が揃っ  

ていることに加えて，糖鎖が正しい立体配座を取ってい  

ることが必要であると著者らは考えている。  

4．構造タンパク質の宿主認識における役割   

4－1．カブシドFタンパク質  

1992年にILAGら125）は¢Ⅹ174粒子をヒドロキシルア  

ミンで処理して遺伝子を変異させ，950個のプラークか  

ら21棒の低温感受性株を選抜した。低温感受性株とは，  

通常のファージ粒子が感染・増殖できる温度でそれがで  

きず，感染・増殖のためにより高い温度が必要な変異株  

のことである。彼らは単離した21種の変異株とそれま  

でに見つかっていた低温感受性株の殆ど全てがFタン  

パク質中の216番目と233番目の二つのアルギニン残基  

の変異に基づく3つのグループに分類できることを見い  

だした。R216がそれぞれシステインとヒスチジンに置  

換したグループと，R216はそのままで，R233がシス  

テインに置換したグループである。彼らは，その同じ年  

に発表されたファージ粒子のⅩ線構造解析のデータ  

ー39）を踏まえて実験結果を吟味した。その結果，変異し  

たアルギニン残基はFタンパクが形成するカブシド内  

部の空洞の表面にあり，これらの変異がFタンパク質  

と一本鎖DNAの相互作用を安定化し，また間接的にF  
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スさせた場合に，12カ所あるスパイクの1カ所から太  

い束状のDNAが飛び出している姿を電子顕微鏡で捕ら  

えた126） 。このことから，¢Ⅹ174はスパイクの部分で宿  

主菌体を認識して結合し，そこからDNAを放出して感  

染するモデルが信じられるようになった。  

4－3．スパイクHタンパク質   

MANOらの電子顕微鏡写真が発表される以前に，  

HAYASHIら127）はH遺伝子に欠損のあるファージ遺伝子  

を宿主菌に感染させ，その細胞中にHマイナス粒子と  

呼ばれるHタンパク質以外の総てのタンパク質と一本  

鎖DNAを含む粒子ができることを見つけた。Hマイナ  

ス粒子は宿主菌に感染できないが，その一本鎖DNAは  

大腸菌の細胞壁を酵素消化したスフェロブラストには感  

染できることから，Hタンパク質が感染に重要である  

ことを示した。   

さらにJAZWINSKIらは闇），Hタンパク質が一本鎖  

DNAと結合して，一本鎖DNAのスフェロブラストへ  

の感染を強く促進すると報告した。また，一本鎖DNA  

とHタンパク質複合体のスフェロブラストへの感染が  

抗H抗体によって阻害され，また，宿主菌のLPSによっ  

ても阻害されることから，Hタンパク質はLPSを認識  

して結合する役目を持ち，さらに，DNAと共に菌体内  

へ入る“パイロットタンパク質”であるとした。しかし，  

彼らの実験には疑問点もある。彼らが一本鎖DNAのス  

フェロブラストへの感染をHタンパク質が促進したと  

する根拠は，野生型ファージを感染させた菌体の抽出液  

を一本鎖DNAと混ぜた場合には促進効果があるが，H  

遺伝子にアンバー変異のあるファージ（Hマイナス粒  

子に準ずるもの）を感染させた菌体の抽出液には促進効  

果がないことに基づいているに過ぎない。また彼らの用  

いた抗H抗体も決して純粋な物ではない。ファージ粒  

子全体を使って誘導した抗血清（ポリクローナル）に対  

して，SINSHEIMERらの方法29）でファージ粒子を尿素処  

理して得たスパイクレス粒子を反応させて抗F抗体部  

分を除き，ついでH遺伝子にアンバー変異を持っ粒子  

と反応させて抗G抗体部分を除き，その残りの抗血清  

を抗H抗体として用いている。菌体の抽出液には無数  

の化合物が含まれることや，ポリクローナル抗体の中に  

Hタンパク質以外のものに反応する抗体が本当に含ま  

れていなかったか，などを考えるといささか大まかな実  

験のように思える。さらにJAZWINSKIらは，一本鎖  

DNAが二本鎖DNAに複製される過程にHタンパク  

質が関与する可能性を報告している129）。その根拠とし  

て，32pで一本鎖DNAを放射能標識したファージを感  

染させた菌体を破砕してタンパク質を回収すると，電気  

泳動上でHタンパグ質に相当するバンドにRF－DNAに  

由来する放射活性が強固に結合していることを挙げてい  

る。この様にファージ遺伝子と共に宿主菌体の中へ移行  

するパイロットタンパク質が¢Ⅹ174以外にも大腸菌に  

感染するファージMu150－132） ，R17133），M13194），fd155）や  

枯草菌に感染するファージ¢29136）などにも見っかって  

いることから，¢Ⅹ174ファージにおいてもHタンパク  

質がパイロットタンパク質であると考えることもさほど  

無理ではない。一つのファージ粒子に12分子含まれる  

Hタンパク質の何分子が菌体内に入るかなど，さらな  

る研究が望まれる。  

4－4．スパイクGタンパク質   

Hタンパク質がファージの吸着と感染を司る多機  

能タンパク質であると考えられるようになったが，  

JAZWINSKIらの結果を疑問視する意見がTESSMANらに  

よって出された26）。その内容は以下の様である。種々の  

同族ファージの遺伝子配列が解析されるにつれて，H  

やFタンパク質のアミノ酸配列は同族ファージ間で比  

較的良く保存されているのに対して，Gタンパク質の  

アミノ酸配列が最も保存されていないことが判っ  

た105・106・137） 。したがって，スパイクを形成しているGタ  

ンパク質がファージの吸着と宿主選択性を支配しており，  

Gタンパク質のアミノ酸配列が最も保存されていない  

ことと，同族ファージの宿主選択性が多様であることが  

対応している。その証拠としてホストレンジ変異株にG  

タンパク質の変異体が見っかっている107・138）ことを挙げ  

ている。ホストレンジ変異株とは宿主選択性が変化した  

変異株のことである。しかし，HやFタンパク質の変  

異体にも同様にホストレンジ変異株が見つかってい  

る107）ことから，決め手には成らず，どのタンパク質が  

ファージの吸着と宿主認識あるいは感染を支配するのか，  

結論が出ないままで20年以上が経過した。   
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とのレスポンスが間接的であることがJL、配された。そこ  

で，著者らはHタンパク質のN末端にヒスチジンタ  

グ144）と呼ばれる連続した6つのヒスチジン残基を付加  

した融合タンパク質（HisH）を調製した。ヒスチジン  

タグとニッケル金属との親和性を利用するアフィニティー  

クロマトグラフィーおよび陰イオン交換クロマトグラフィー  

により電気泳動的に単一なHisHを得た。つぎに，HisH  

とLPSの相互作用を酵素リンク法を用いて調べた。樹  

脂製の96穴プレートにHisHを吸着させ，宿主や非宿  

主由来のLPSと相互作用させた。この時に用いたLPS  

で初出のものの構造をFig．7にまとめた。LPSはビオ  

チン標識されており，ビオテンにストレプトアピジンーペルオ  

キシダーゼ複合体（STP－POD）をカップリングして，0－  

フェニレンジアミンの酸化で生じるオレンジ色の吸光度を  

490nmで測定した（Fig．8A）。その結果HisHは，  

¢Ⅹ174の宿主であるE．coliC株やS．Typhimurium  

TVl19株のLPSと強く相互作用するのに対して，糖鎖  

が短いβ．α前F583株（Rd2）や0－抗原多糖を持つ  

且coJ菖0111：B4株（S）などの非宿主のLPSとは殆ど  

結合しないことが判った。HisHのLPS結合の選択性が  

ファージの宿主選択性と一致したことから，Hタンパ  

ク質は宿主のLPSを特異的に認識することが証明され  

た140） 。   

さらに著者らは，スパイクを構成するもう一つのタン  

5．スパイクタンパク質とLPSの相互作用   

5－1．スパイクタンパク質の遺伝子工学的な調製と  

LPSとの特異的相互作用   

それではHとGタンパク質のどちらがLPSを認識す  

るのであろうか？近年著者らはこの疑問に対する解答を  

得ることができた139‾1ヰ2） 。結論は，“どちらも認識する”  

である。¢Ⅹ174の遺伝子のHタンパク質をコードする  

領域をRF－DNAを鋳型としたPCR（polymerasechain  

reaction）により増幅し，増幅したDNA断片を高発現  

プラスミドpMalc21ヰ3）にクロpニングした。Hタンパク  

質は，プラスミドに作り込まれた大腸菌のマルトース結  

合タンパク質（MBP）との融合タンパク質（MBP－H）  

として組み換え大腸菌内で発現され，アミロースとの相  

互作用を利用したアフィニティークロマトグラフィーに  

よって単一に精製することができた。MBP－Hは¢Ⅹ174  

の宿主であるE．coliC株やS．TyphimuriumTVl19株  

由来のLPSと結合することが蛍光強度の変化として観  

察することができた。いっぽう，Hタンパク質部分を  

持たないMBPは，それらのLPSを加えても蛍光強度  

が変化しなかったことから，MBP－HのH部分がLPS  

と結合することが示唆された139）。   

MBP－HにおけるMBP部分（43kDa）はHタンパク  

質（34kDa）より分子量的に大きく，観知されたLPS  

Strain（Chemotype）Lit） 0－RepeatingUnit  Outer Core Inner Core Lipid A 

GIpN  K？0  
α：1，7 α：2，4  

K占0ユpEtN  

漆  
P PPEtN  

GIcN  

I
 
如
 
 
止
 

d
∵
d
 
C
川
 

f
G
＝
C
 
 

g．α沼0111：B4  

（sm∞th）145）  

1．7  α   

日量p  KDO－1pEtN  g．c（）～り－5  

（RcP＋）146）  
1，7  αl2，4  α  

G躍日伊僻K占0慧－LipidA  
P PPEtN  

KDO書pEtN  

峨抽。A  
g．co〟F583  
（Rd2）147・148）  

Fig．7 ChemicalstructuresofLPSsofsomestrainsofEscherichiacoli．   
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Fig．8 DetectionofbindingofLPSswithspikeproteinsH（A）andG（B）bytheenzyme－1inkedplate  
assay．1叫1ヰ2）  

Conditions：HorGprotein（0－2鵜／mL）wasimmobilizedontopolystyrenewellsandtreatedwithafixed  

concentration（0．5pg／mL）ofbiotin－1abelledLPSsffom：E．coliC（D），S．TyphimuriumTVI19（◇），  

E．coliF583（▽），andE．coliOlll：B4（○）．Coloring substrateo－Phenylenediamine（2mg／mL）was  

droppedtothewells（100FLL）andtheSTP－PODreactionwasallowedfor4minat roomtemprerature．  

Thedevelopedyellowcolorwasmeasuredat490nm．  

バク質である，Gタンパク質についてもLPS認識能力  

があるか関心を持ち，Gタンパク質のヒスチジンタグ  

融合体（HisG）も調製した。酵素リンク法による検討  

の結果，Fig．8Bに示すように，HisGも¢X174宿主由  

来のLPSと強く相互作用し，非宿主由来のLPSとは殆  

ど結合しなかった136）。したがって，¢Ⅹ174はスパイク  

タンパク質HとGの両方でレセプターであるLPSを認  

識していることが証明された。  

5－2．スパイクタンパク質によるLPS上の認識部位   

つぎに，HおよびG夕ーンバク質がLPSのどの部分を  

認識するかを検討することを目的として，且coJ富C株の  

LPSと各種菌株由来のLPSを競合的に結合させる方法  

で，両タンパク質の各種のLPSに対する相対的な親和  

性を求めた（Table2）149・150）。E．coliC株LPSの親和性  

を100％とした場合に，S．TYPhimurium TVl19株  

（Ra）やE．coliEHlOO株（Ra）など宿主由来のLPS  

はどちらのタンパク質に対しても68－110％程度の強  

い結合を示した。S．TyphimuriumSL684殊（Rc）や  

且coJり－5株（RcP十）のLPSでは，14－19％の相対結合  

力であった。これらのLPSは鮎Jmo花βJJαコアや且coJ言R3  

コアのへキソース領域の5残基の内4残基を欠いている。  

そして且．00〃RlコアのHep残基1つを残すβ．仇漬  

F583株（Rd2）のLPSとの結合は，数％にまで低下し  

た。このことから，R－コア糖鎖の非還元末端付近のへ  

キソース残基の存在が両タンパク質の認識に重要なこと  

が判る。いっぽう，S型株である且．α混0111：B4株の  

LPSとは両タンパク質とも相対的にごく弱い結合しか  

起こさない。このことは，¢Ⅹ174が0－抗原多糖を持た  

ないR型菌にしか感染できないことと良く一致する。  

また，Hに比較してGタンパク質では糖鎖の短いLPS  

に対してもある程度の親和性を示す。したがって，どち  

らも先端糖鎖部分が重要でありながら，両者のLPS認  

識範囲に若干の違いが認められる。ファージ粒子がスパ  

イク部分で宿主細菌の外膜に突き刺さるのであれば，G  

とHでは3次元的な配置が異なるので，LPSとの接触  

点も当然異なると考えれば妥当であろう。   



32  稲垣 穣・川浦知子・西川司朗・相村直樹  

Table2．RelativebindingafnnityofvariousLPSswithspikeproteinsofHandG．149，150）  

Relativea爪nity（％）  
OriginofLPS  Chemotype   

H  G  

且c誠C  

S．TyphimuriumTVl19  

且c∂J査EHlOO  

S．TyphimuriumSL684  

且c〃Jり－5  

且c誠昔583   

且c〃JgOlll：B4  h
 
 

＋
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蝕
m
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t
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
S
 
 

100   

110   

n．d．   

14  

100   

98   

68   

19  

3  n．d．   

1  24   

0．2  9  

Conditions：VariousLPSs（0－500〟g／mL）competedwiththebiotin－1abe11edLPSofE．coliC（5FLg／mL）  

intheenzyme－1inkedplateassayforthebindingtospikeproteinsHandG．Theconcentrations  

neededfor50％inhibition U，。％）（pg／mL）werecomparedwiththeI5。％ValuebYnOn－1abe11ed  

LPSofE．coliCasastandard（100％），andeachrelativeaffinitywascalculated．N．d．means  

notdetermined．  

が明らかになった150）。したがって，Hタンパク質はス  

パイクチャンネルの内部に存在すると考えるなら拭 ファー  

ジ粒子の宿主菌への吸着は主にGタンパク質が司ると  

考えられる。また，HisGにおいてもLPSとエントロピー  

駆動型の結合を起こすことから，HisGもLモーSと結合し  

て同様にコンホメーション変化を起こすと考えている。  

したがって著者らは，ファージ粒子がLPSを含む宿主  

菌の表面に結合する際には，まずGタンパク質のスパ  

イクが吸着してコンホメーション変化を起こし，そして  

次にHタンパク質が飛び出してLPSとの疎水的な相互  

作用を行い，これもまた構造を変化させると予想してい  

る。このように両スパイクタンパク質が“動ぐことが，  

エクリプスへの動きの引き金を引くと考えられる。しか  

し，まだそれで解決する訳ではない。ファージ粒子がエ  

クリプスを起こすためには二価カチオン，とくにCa2十  

イオンが必要である67‾70）が，Ⅹ線回折の差フーリエ解析  

によって，¢Ⅹ174151）やG4152）粒子のFタンパク質がCa2十  

イオンの結合前後でコンホメーション変化を起こすことが  

明らかになった。また，Fタンパク質にLPSの断片と考  

えられるGIc分子が結合していることも明らかになっ  

た151）ことから，やはりFタンパク質もLPSと結合して  

エクリプスへの引き金に関与することば確実であろう。  

そこで今後，Fタンパク質とLPSの結合やそれによる  

コンホメーション変化を確かめねばならないし，Gと  

H，あるいは，GとFあるいはHとFが集まることが   

5－3．スパイクタンパク質のLPSとの相互作用によ  

るコンホメーション変化   

また，著者らはLPSとの結合によるHisHの蛍光ス  

ペクトルの変化を調べることで両者の結合を定量的に解  

析した141）。HisHの蛍光強度は，LPSとの結合により大  

幅に増大し，蛍光極大Åmaxが短波長側にシフトした。  

これはHタンパク質とLPSの相互作用が極めて疎水的  

であることを示す。そして，蛍光強度変化のLPS濃度  

依存性を解析した結果，解離定数∬。は220cにおいて，  

7．02±0．37〟Mと計算され，両者の結合が極めて強いこ  

とが判った。また，Ⅳ。の温度依存性から，活性化エン  

クルピー△〃0は＋23．7村／molと正の値であり，これは  

両者の結合がエンタルピー的には不利であることを示す。  

しかし，それを補って余りある大きなエントロピー変化  

r△50＝52．8可／mol（22℃）が伴うことから，この結  

合はエントロピー駆動型であることが判った。これに加  

えて，タンパク質の蛍光強度が著しく変化したことから，  

LPSとの結合によってHisHのコンホメーションが変化  

していることが示唆される。   

いっぽう，HisGはLPSと結合することにより，入max  

は変化せず僅かに蛍光強度が減少した。これはLPSと  

の結合によって，HisGのトリプトファン残基の周囲の  

環境が親水性に変化したことを意味する。同様に解離定  

数打。は25℃において0．87±0．08〟Mと計算され，HisG  

はHisHよりも更に10倍以上強くLPSに結合すること  
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LPS認識に及ぼす影響とその意味や各タンパク質の動  

きがどの様にエクリプスの動きに繋がっていくのかを研  

究する必要がある。  

総説を執筆する機会を与えて下さいました三重大学生物  

資源学部の田中晶善先生および原稿を査読頂いてご助言  

頂いた審査委員の先生方にお礼申し上げます。  

おわりに  

バクテリオファージ¢Ⅹ174はこれまで最も良く研究  

されたファージの1つであるが，まだまだ判らないこと  

が多い。近年にはⅩ線構造解析も行われたが，最も気  

になるHタンパク質については，その位置も構造も明  

らかにならないままである。しかし，仮に構造が判った  

としても機能を推定することに大いに役立っが，機能を  

解明できたことにはならず，これからも一つ一つのタン  

パク質が如何なる機能を持ち，それがどの様に発揮され  

るかを研究する必要は変わらないばかりか，それらを  

解決せねば感染機構の真の解明には到底至らない。  

¢Ⅹ174はとても小さく単純なウイルスであるが，それ  

故に遺伝子に書き込まれた情報の総ての機能とその機能  

を調節する仕組みが解明できるかも知れないと考えるな  

らば，ポストゲノムの時代においてもなお魅力的な研究  

題材である。さらに，¢X174の宿主認識が大腸菌の膜  

の上で起こることも魅力的である。いわゆる脂質二重膜  

は生体における分子認識や情報伝達の場であることから，  

¢Ⅹ174の分子認識には何らかの普遍的な仕組みが存在  

する様に思われるからである。ライフサイエンスの発展  

に貢献することも期待しながら，この小さなウイルスに  

引き続き注目していきたい。  

咤  語  

Ac：アセチル基，GIc：D－グルコース，Gal：Dガラクトー  

ス，Man：D－マンノース，KDO：3－デオキシqD－mannO－オ  

クツロソン酸，Hep：L－g少cビ和一D一肌α花乃0－へプトース，  

GIcN：グルコサミン（2一アミノー2－デオキシーD－グルコー  

ス），GIcNAc：〃tアセチルグルコサミン（2－アセトアミ  

ノー2－デオキシーD－グルコース），Rha：L－ラムノース，Abe：  

アペコース（3，6－ジデオキシーD－ガラクトース），Col：  

コリトース（3，6－ジデオキシーL－ガラクトース），P：リ  

ン酸残基，PEtN：エチルアミノリン酸残基，SS－DNA：  

一本鎖DNA，RF－DNA：複製型二本鎖DNA，HSEA：  

HardSphereExoAnomeric法，HisH：ヒスチジンタグ  

Hタンパク質，HisG：ヒスチジンタグGタンパク質，  

MBP：マルトース結合タンパク質，MI‡P－H：Hタンパ  

ク質－マルトース結合タンパク質融合体，PCR：  

polymerasechainreaction，LPS：1ipopolysaccharide（リ  

ボ多糖），PS：LPSのリビドA部分を除く糖鎖部分，  

EDTA：エチレンジアミン4酢酸，  

要  約  

バクテリオファージ¢X174は直径約26nmの小型正  

二十面体ファージで，ひとっの環状一本鎖DNAと4つ  

の構造タンパク質からなり，最も単純なウイルスの1  

つである。最も詳しく研究されたファージの1つでもあ  

るが，まだまだ判らないことも多い。とくに宿主細菌の  

認識と感染に関する機構はまだ解明されていない。本総  

説は，1）¢Ⅹ174の構造と形態形成，2）ファージ感染  

の三段階，3）ファージレセプターとしてのリボ多糖の  

構造と機能，4）構造タンパク質の宿主認識における役  

割，および5）スパイクタンパク質とリボ多糖の相互作  

用，に関する知見をまとめて¢Ⅹ174の宿主認識機構を  

解説する。   
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