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１．はじめに
ウイルスは，それ自身では自己複製できないが，宿主

に感染しその生合成系を利用することで自己複製するこ
とができる。ウイルスには，形，大きさ，構成が多様な
ものが存在するが，今回我々が構造解析に成功したイネ
萎縮ウイルス（���������������������）����は，直径約 ���

��，分子質量が ����万ダルトンの巨大な球状ウイルスで
ある。イネ萎縮ウイルスはレオウイルス科に属するが，レ
オウイルス科のウイルスは，動物，昆虫，植物の幅広い
宿主に分布しており，これまでに，動物や昆虫に感染する
�����������������（���）����やレオウイルスのコア構造 ���

が原子レベルの分解能で明らかとなっている。今回，���

の構造が決定されたことにより，植物を宿主に持つレオウ
イルスの構造が初めて明らかとなった。

���は，二重殻構造を持つレオウイルス科に属すウ
イルスであり，�種類のタンパク質コンポーネントと ��

本に分節した �本鎖 ���を遺伝子として持つ，分子質
量 ����万ダルトンの巨大なタンパク質核酸複合体である
（������）。���のイネへの感染には，ツマグロヨコバイと
いう昆虫の媒介を必要とし，感染した株は生育が阻害され，

収量が激減する。���は，�本鎖 ���をゲノムとして持
ち，宿主の防御機構から逃れるためにゲノムの複製をキャ
プシド内で行い，新たに転写した ����のみを細胞質に
放出する。その為に，���依存 ���ポリメラーゼやキャ
ッピング酵素および核酸結合タンパク質から成る転写複合
体と呼ばれるタンパク質複合体をキャプシド内部に持って
いる。���のキャプシドは，��タンパク質 ���分子から
作られる内殻と ���分子から作られる外殻の二重の構造を
もつ直径約 �����の球殻構造をとっている。今回，我々は
���全体の二重殻領域の原子構造を明らかにすることに
成功し，その立体構造に基づいて，���が構造形成する
際に利用する，階層的な構造構築の機構を明らかにした。

２．イネ萎縮ウイルスの結晶構造解析
2-1.　回折強度データ収集
イネ萎縮ウイルスは，現在までに構造解析されたもっ

とも大きなタンパク質核酸複合体の �つであり，その構
造解析は容易ではなかった。結晶自身は，��年以上前に
得られていた ���が，非常に壊れやすく取り扱いが難しか
ったこと，格子定数が ���Åと非常に大きく（結晶は複合
格子であるため回折点の間隔は ���Åのものと同程度であ
る），またＸ線による損傷が激しいために回折強度データ
収集が難しいこと，取り扱うデータ量が膨大であるため多
くの計算機資源を必要とすることなど，さまざまな理由に
より構造解析は難航した。特に，回折強度データ収集には
非常に多くの労力と様々な工夫が必要であった。

���の結晶は，大きなものでは ����くらいまで成長
するが，外界の変化に非常に敏感で容易に壊れてしまう。
通常のタンパク質結晶のようにガラスキャピラリーに結晶
化母液とともに封入しようとしても，結晶の回りの母液を
取り除こうとした途端に壊れてしまったり，回折像が得ら
れなくなったりするため，キャピラリーの外壁に表面張力
を利用して固定することができなかった。ましてや，結晶
を凍結するということは不可能と考えられた（当時はまだ
クライオ条件下でのデータ収集があまり一般的ではなかっ
たこともあったし，ウイルス結晶のクライオ条件下でのデ
ータ収集の成功例もなかった）。このため，グルタルアル
デヒドによる架橋処理も試みたがうまくいかなかった。こ
れを解決する唯一の方法は，結晶を母液ごとキャピラリー
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に入れ，母液を取り除かない状態（結晶が母液に浸かった
ままの状態）でデータ収集をすることであった。もちろん，
単純に結晶を母液とともにキャピラリーに入れただけでは
結晶は簡単に動いてしまい，データ収集を行うことはでき
ない。このため，キャピラリーを先端にいくほど細くなる
テーパー状に加工し，キャピラリー内径ぎりぎりの大きさ
の結晶を選ぶことによって物理的に固定してしまう方法を
とった。この方法では，必ずしも確実に結晶を固定できる
訳ではないので，回折データを処理してみると結晶が途中
で動いていたことがわかって使うことができなかったデー
タも数多くみられた。
データ収集時のもう �つの問題は，結晶がＸ線損傷を

受けやすいために，�つの結晶から数フレームから多くて
も ��～ ��フレームしかデータ収集ができなかったという
ことである。このため，膨大な数の結晶を使って，膨大な
数の回折像を集め，その中から使えるものだけを選び出し
て，初めて１つのデータセットを得ることができた。結晶
のモザイク幅が非常に小さかったことも幸運であった。
当時 ��では，�����と ������，������に設置された

巨大分子用ワイセンベルグカメラとオフライン式のイメー
ジングプレート読み取り装置（�����������������������）
を利用していた。このため �つのフレームのデータをと
る毎にイメージングプレートを取り外してオフラインの
読み取り装置で読み出すという作業を人間が行う必要があ
った。最終データの多くは大型 ��読み取り装置（�������）
を利用したが，読み取りに要する時間が �枚あたり ��分
程度であったのに対し，露光時間が �分であったので，��

読み取り装置を３～４台同時に使っていたにもかかわら
ず，データ収集が順調だと読み取りが間に合わなくなっ
てしまい，データ収集を待つこともしばしばあった。この
ため �����でデータ収集を行いながら，������で読み取
り装置が空いている時にはそれも平行して利用しながら作
業を進めた，つまり実験ホールのほぼ半周を何度も往復し
ながらの実験であった。また，通常無視されることの多い
���Å以下の極低分解能のデータ収集も，ダイレクトビー
ムストッパーを工夫することよって可能とした。このよう
な努力の末に測定した膨大なデータ（Ｘ線を照射した結晶
だけでも ���個以上）の中から，構造解析には，最終的に
��個の結晶から得られた全部で ����フレームの回折像を
利用した。分解能やモザイク幅の問題でデータ収集に至ら
なかったものや，回折像は得られたがデータ処理の時点で
棄却したもの（結晶がデータ収集中に動いてしまったと考
えられるものやＸ線損傷が激しく使い物にならなかったも
の）など，その何倍ものデータが使われないままになって
いる。

2-2.　位相決定
構造解析は，球状ウイルスの対称性を利用した，非

結晶学的対称性平均化（������������������������������

���������������）法を用いて行った。���のような球状
ウイルスでは，そのキャプシドは正二十面体の対称性を

保っている。この対称性を利用して，位相改良／位相拡張
を行い，最終的に原子レベルの分解能の電子密度図を得る
という方法である。今回の構造解析では，低温電子顕微鏡
で得られた ��Å分解能の電子密度図を初期モデルとして，
����法を適用した。その一方で，完全に一様な球殻構造
の電子密度を初期モデルとして，改良した ����法を適
用することにより，正しい電子密度を得ることにも成功し
ている ���。特に後者の方法は，初期モデルを必要としな
い，いわゆる ���������法の１つとして，今後，さらに多く
の球状ウイルスの構造解析に適用されていくことが期待さ
れる。
最終的に得られた ���Å分解能の電子密度図は，はっき

りとした側鎖の電子密度の形状を示す非常に良好なもので
あった（������）。特に，���Å分解能に関わらず，内外殻
のキャプシド構造だけではなく，正二十面体の内側，�回
軸上付近の電子密度を（��残基という短い領域であった
にも関わらず），その形から ���結合に関連した ��タン
パク質であると同定できたことは，電子密度の質の高さを
示すものである。通常の解析に比べて非常に良好な電子密
度図が得られた最も大きな理由の �つは，精度の高い回折
強度データを収集することができたことであろう。データ
収集には膨大な時間と労力を費やしているし，また，ダイ
ナミックレンジが広く，検出面の大きなイメージングプレ
ートを利用できたことが，精度の高い回折強度データの収
集につながり，最終的な解析の質の向上につながったと言
えるであろう。

2-3.　構造解析
���のキャプシド構造は正二十面体の対称を保持して

いるため，構造解析は，その ����の領域についてのみ行
えば良い。すなわち，外殻を構成している ��タンパク質
��分子と内殻を構成している ��タンパク質 �分子の構造
を決め，それを元に正二十面体の対称に従って等価な分子
を発生させれば，球殻構造を再構成することができる。
構造解析は，最終的に，ウイルスの �重殻を構成する

����������� �������������������������������������������
��������������� ����������������� ����������������� ������ ������� ����
�����������������
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3-2.   内殻タンパク質 P3の構造
��タンパク質は，��´��´���Åの大きさで，三日月状に

やや曲がった，非常に薄い板状の外形をしている。これま
でに解析された他のレオウイルス科のウイルス（��������，
���������������������������）と比べて，�次構造の配置を保
存しているなど，比較的よく似た形をしている。また，は
っきりとしたドメイン構造を持っていないが，良く見ると
���と同様に，���������������������������������������������

������の �つのドメインに分けることができる（������）。
内殻は，�通りの異なった環境にある ��タンパク質か

ら構成されている。同じポリペプチド鎖からできている
サブユニットであるが，その環境の違いによって，若干異
なった立体構造を取っている。すなわち，全体的に見ると
���分子に比べて ���分子の方が三日月状の曲がりが大
きく，また，���分子ではＮ末端まで構造を取っているの
に対して，���分子では，Ｎ末端の ��残基は一定の構造
を取っていない。

3-3.   外殻タンパク質 P8の構造
��タンパク質は，はっきりと �つに分かれるドメイン

構造をとっており，内殻と相互作用するドメインは aへリ
ックスからなり，外界の宿主細胞などと相互作用する領域
は bシートからなるバレル構造を取っている（������）。こ
の �つのドメインを交換する形で強固な三量体構造を形成
している。外界と相互作用する bバレルからなるドメイン
は，他のウイルスの外殻タンパク質などに良く見られる
����������������とよばれる構造を取っている。��タンパク
質は，正二十面体の対称を持つウイルス球殻上では ��種
類の異なった環境下にある。三量体を単位として考えると
５種類（うち�つは，正二十面体の�回軸上に存在している）
の ��タンパク質三量体が存在していることになる。�いず
れも非常によく似た構造を取っており，内殻と接する領域

��および ��タンパク質のほぼすべてと，��タンパク質
の一部の領域の原子モデル（内殻を構成している ��タン
パク質 �����残基中 �����残基 �外殻を構成している���タ
ンパク質全 �����残基中 �����残基，��タンパク質 ���

残基中 ��残基）を構築し，���～ ���Åの ���������反射
（�������������������）を用いて構造の精密化を行った結果，
�因子が �����（������因子は �����）となった。

３．イネ萎縮ウイルスの原子構造
3-1.  全体構造
構造解析に利用したサンプルは，精製中にウイルス粒

子から欠落した昆虫への感染に関連した ��タンパク質を
除くすべてのタンパク質核酸コンポーネントを保持してお
り，結晶中も同様である。しかし，ウイルス粒子内部に関
しては，正二十面体対称を保持していないため，�一義的な
原子モデルを作成することができなかった。������に，イ
ネ萎縮ウイルスの全体像を示す。イネ萎縮ウイルスは，直
径は約 ���Å，外形は球と言うよりは正二十面体形に近い形
をしている。内殻は，������（����残基）の ��タンパク
質 ���個から，外殻は �����（���残基）の ��タンパク
質 ���個から構成されている。さらに，内殻の内側，正
二十面体の �回軸に近いところに，��タンパク質と bシ
ートを形成する形で，��タンパク質の一部が強く結合し
ていた。

�� ��

��

�����������������������������������������������������
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������������������������������������� ����������������������������
�����������������������������������������������������������������

���������������������� ������������������������������������������ ����
���������������

�� ��

最近の研究から



PHOTON FACTORY NEWS Vol. 22 No. 3 NOV.

14 15

14

�����������������������������������NOV

15

最近の研究から

および横同士が接触する領域で一部構造が変化している以
外は，ほとんど同じ構造を取っている。

４．イネ萎縮ウイルスの構造構築機構
4-1.   階層的な構造構築機構
イネ萎縮ウイルスの球殻構造は，内殻が ���個，外殻

が ���個の合計 ���個のタンパク質によって形成されてい
る。���もの分子が自発的に会合し，�つの規則正しい構
造を形成するということは，一見非常に難しいことのよう
に思われる。しかし，自然界は階層的な構造構築という非
常に巧妙な仕組みを使ってこの問題を解決しているようで
ある。
イネ萎縮ウイルスの場合でも，��タンパク質だけを発

現させた場合にも安定した球殻構造を形成することが知ら
れているし，また，ウイルス粒子から順次外殻タンパク質
を外していくということもできることなどからも，最も安
定な構造から順次より高次な構造へと組み上げられていく
という階層的な構造構築が行われるということが示唆され
ている。�
この階層構造を直接観察することは難しいが，最終的

に組み立てられた構造の中で，より強い結合を持っている
ものから先に組み立てられていったと考えるのはそれほど
不自然なことではない。今回の構造解析は，���の二重
殻構造を完全な形で明らかにしており，それぞれのサブユ
ニット同士がどのような相互作用しているかということか
ら，その構造構築機構を明らかにしていった。

4-2.   内殻構造の形成
この内殻を構成する ��タンパク質は単独で内殻の構造

に相当する球状の殻構造を形成する能力を持っている ���。
このことから，���の構造構築の際には，まず ��タンパ
ク質のみが会合することが強く示唆される。��は，薄い
板状の構造をしていて，キャプシド内には �種類のコン

フォメーションの異なる ��タンパク質（���と ���）が
存在している。これらの ���と ���タンパク質は，似て
はいるが，全体的にはかなり異なった形をしている。内殻
上での ��タンパク質間の相互作用を見た時，������に示
す �������の �量体がもっとも強い相互作用をしていた。
この二量体間では，���分子のＮ末端の ��残基ほどの領
域が ���と強く相互作用し，それによって ���に構造変
化を生じさせ，球状構造を形成するのに適した構造を作り
出している様子が明らかになった。しかも，�末端のわず
か ��残基が相手の �末端領域をブロックし，このことが
ポリペプチドレベルでは全く同じタンパク質が �つの異な
る構造をとるきっかけとなっていることを示唆しており，
この推測は，ミュータントを用いた実験により支持されて
いる ���。また，この強固に結合している二量体は，生化
学的な解析により観測されている ���。���の内殻構造は，
この ��の非対称二量体をジグソーパズルの �ピースとし
て使い，正二十面体の対称性を保つ形で構造形成をすると
考えている。

4-3.  外殻タンパク質間の相互作用
��タンパク質は強固な �量体を形成し，さらに三量体
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自身で会合し，チューブ状の �次元結晶を形成する能力，
すなわち，横同士の相互作用で平面的に結合する能力を持
っている ���。��タンパク質 �量体の表面電荷を計算する
と，この結合面は片方ずつ正負逆に荷電しており，�量体
同士が隣り合うことによって，正に荷電した領域が負に荷
電した領域と結合するような配置をとる。このことから，
��タンパク質 �量体は静電相互作用により自己会合する
ことが明らかとなった（������）。

4-4.  2 層のキャプシドタンパク質間の相互作用：異種タン
パク質間の相互作用

��タンパク質 �量体は，内殻の ��タンパク質に対して
�種類の異なった相互作用で結合している。通常，タンパ
ク質の結合は �対 �であるので，どの様にしてこの多様な
結合が可能となっているのか興味深い。�種類の位置での
���三量体と ��タンパク質との結合力を見積もったとこ
ろ，最も強固に結合している �量体は，正二十面体の �回
軸のところに存在する ��������とよばれるものであった。
原子のゆらぎを示す温度因子も，���������が最も低く，�回
軸から最も遠い ��������で最も高くなっている。このこと
も，��������が内殻とより強固に結合し安定していること
を示している。実際，ウイルス粒子は ����の�����の溶
液中では ��������以外が外れてしまうことがクライオ電子
顕微鏡の単粒子解析において観測されている ����。これら
の結果から，ウイルス粒子はまず内殻粒子に ��������が結
合した後に，他の ��タンパク質 �量体が ����で述べた横
同士の結合により順次結合していくものと考えられる。す
なわち，�回軸上の ��������が他の ��タンパク質 �量体
の会合の為のアンカーの役割を果していると考えられる。
この強固に結合している ��������と内殻タンパク質 ��

との結合は，�個所の正に荷電した ��������の領域と �

箇所の負に荷電した ��の領域による主に静電的な相互
作用によりなされていて，この静電的な相互作用により
��������の内殻上での向きが規定されている（������）。

4-5.  2 層のキャプシド間の対称性の不一致
��� では，� 層のキャプシドが，それぞれ ��� と

����ℓと異なった対称性で構築されている。この異なる
対称性は���������が結合する �回軸と ��������が取り囲む
�回軸上で一致する。�回軸上では，��������が強固に内
殻粒子に結合することにより，内殻粒子の �回軸に存在す
る大きな穴を塞ぎ，粒子を安定化させるとともに，異なっ
た対称性を持つ �層目のキャプシドタンパク質がアセンブ
リーする為のアンカーとなる。そして，�層のキャプシド
層が異なった対称性を持つことにより，キャプシド内に出
来る穴を完全に塞ぎ，イオンやラジカルなどの外界の攻撃
からウイルスゲノムを保護しているものと考えられる。
その一方で，宿主に感染する際には，複製した ���を

キャプシド外へ送り出す機構があり，それが５回軸部分に
あると考えられる。特に ��������の示す高い温度因子と，
���結合タンパク質 ��が �回軸周りに存在することは，
このことを強く支持している。

4-6.  イネ萎縮ウイルスの構造構築
��タンパク質の非対称二量体と ��タンパク質三量体

は，その強い相互作用からウイルスの自己組織化において
それらが構造構築のための単位として振舞っているように
考えられる。外殻タンパク質の ��の存在なしに内殻タン
パク質 ��は球殻構造を形成することが出来ることから，
ウイルス粒子を構築する際には，内部の核酸や ����ポリ
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メラーゼなどを取り込みながらまず内殻粒子ができると考
えられる。��タンパク質の非対称二量体間の粒子内での
結合力は，�回軸周りと �回軸周りにおいてほぼ同じであ
るので，�通りの会合モデルが考えられるが，�回軸の内
殻粒子の内側には ��タンパク質や転写複合体が存在し ��

と相互作用しており，その相互作用により �回軸まわりで
の会合が促進するものと考えられる（������������）。内殻構
造が形成された後（����������），最も内殻粒子と強固に結
合している ��������が静電相互作用により �回軸上に結合
し（図 �����），����ℓの格子の方向が決定される。そして，
��タンパク質 �量体同士の相互作用により隣の ��������

が結合し（����������），順次 �，�，そして ��������が結合し，
�層目のキャプシド層が完全に構築される（������������）。

��タンパク質 �量体は，�通りの内殻粒子表面を認識
し結合しているのではなく，���の �回軸周りの一箇所を特
異的に認識して結合しており（��������），それ以外の ���

三量体は，最初に結合した ��������とそれに続く ���三量
体との横同士の結合によりその位置が決定されて結合して
いる。このように ���のタンパク質からなる複雑なキャプ
シドは，階層的に構造を構築することにより他の助けなし
で正確に粒子を形成することが出来ると考えられる。
ウイルスがごく限られた種類のタンパク質を用いて，

対称性によって自己会合しながら巨大な超分子複合体を形
成するためには，特異的な強い相互作用を使うとすると，
全体としてすべての場所において安定な相互作用を作り出
せないだけでなく，逆に場所によっては強い不安定性を引
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き起こすことになる。このため，比較的あいまいな相互作
用を使いながら，重要な鍵となる場所においては特異的な
相互作用を使って全体として安定な集合体を作り出してい
るのであろう。

５．終わりに
本研究は，���年以上の長い年月をかけた成果であるが，

その成功は，放射光やイメージングプレートの利用なし
には考えられない。イネ萎縮ウイルスの最後のデータ収集
を行ってから既に５年以上が経過した。その間，放射光を
取り巻く環境もさらに大きく変化し，光源から解析法に至
るすべてのステップにおいての方法論が格段に進歩してき
た。今後，さらに複雑なウイルスや生体超分子複合体の構
造が，より精度良く決定されていくことが期待される。
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