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研究成果の概要（和文）：病原細菌の多くは、III型分泌系を用いて病原性分子を宿主細胞へ直接送り込み、宿
主の生理機能を制御することで感染する。我々は III型分泌の分子機構を明らかにするため、べん毛III型輸送
装置を対象とし、電子顕微鏡解析、結晶構造解析、AFM、反転膜小胞(IMV)を用いた機能解析によりIII型分泌の
構造動態の解明を目指した。その結果、輸送ATPase複合体の構造と新規の役割、輸送シャペロンがダイナミック
な構造変化により輸送を制御するしくみ、輸送ゲート形成過程の解明、輸送スイッチングが起こる新規分子機
構、輸送基質どうしによる輸送制御といった、III型輸送における新たな概念、知見を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Type III secretion system (T3SS) is one of the bacterial protein 
transporters used to deliver virulence proteins directly into their eukaryotic host cells for 
infection. To elucidate the molecular mechanism of the type III secretion, we investigated the 
flagellar T3SS, which is used for construction of the bacterial flagellum and is the most 
well-studied T3SS, by X-ray crystallography, electron microscopy, atomic force microscopy and 
inverted membrane vesicle assay techniques. We solved the structure of the export ATPase complex and
 found its novel roles on T3SS export. The structure of an export chaperone was also determined and 
the regulation mechanism of the secretion order was revealed. In addition, we proposed novel 
mechanistic models on the flagellar protein export, such as the mechanism of the export substrate 
switching, the assembly mechanism of the export gate complex and regulation of protein export by the
 interaction between the export substrates.
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１．研究開始当初の背景 
 病原細菌の多くは、III型分泌系と呼ばれる
ニードル状の超分子複合体を用いて感染す
る。この分泌系により宿主細胞内に直接輸送
されたエフェクターと呼ばれる蛋白質群は、
宿主細胞の生理機能をコントロールし、病態
が発現する。エフェクターの輸送能を失った
菌株は病原性を失うため、III型分泌系は菌の
病原性のみを破壊する新たな薬剤ターゲット
として注目され、分泌メカニズムの解明が医
学・農学の広い分野において待望されている。
これまでに電子顕微鏡による全体構造と構
成蛋白質の結晶構造を組み合わせた研究に
から、ペリプラズム領域を貫く分泌装置躯体部
の構造が、サルモネラ SPI-1 系や赤痢菌分泌
装置について明らかになっている。しかし、細
胞質側で働き、分泌輸送の本質に関わる輸送
ATPase複合体と輸送ゲート複合体の構造・機
能の知見は乏しく、基質選択・輸送のエネル
ギー変換・膜透過のしくみは、ほとんど分か
っていない。一方、細菌べん毛形成で働く蛋
白質輸送装置は、形態的にもアミノ酸配列レ
ベルでも III型分泌装置と高い相同性を持ち、
III 型分泌系に分類される。約 30 種類の蛋白
質がそれぞれ数個から数万個重合してできた複
雑で巨大な構造体であるべん毛を構築するため、
べん毛輸送系は輸送基質を適切なタイミングで
選択的に輸送する機能を持つ。べん毛研究は
歴史が長いことから、III型分泌系の中ではべ
ん毛輸送系の研究が最も進んでいる。べん毛
輸送装置の輸送ゲート複合体は FlhA, FlhB, 
FliO, FliP, FliQ, FliR の 6種類の膜蛋白質、輸
送 ATPase複合体は FliH, FliI, FliJの 3種類の
可溶性蛋白質で構成され、さらに輸送シャペ
ロン蛋白質群が輸送を制御している。我々は、
べん毛 III 型分泌装置蛋白質の構造・機能研
究を進め、輸送に関わる分子の多くが多機能性
を持ち、ダイナミックな離合集散を通じて機能す
ることを見出した。また、スフェロプラスト化し
たサルモネラ菌から輸送能を保持した反転
膜ベシクル(IMV)を作製し、外部条件の厳密
な制御と精密な輸送測定が可能な系の構築
に成功した。しかし、輸送の本質である、基質
選択、エネルギー変換、膜透過のしくみの本格
的な解明には、ATPase複合体と輸送ゲート複
合体の構造輸送ゲートに対して輸送 ATPase
複合体や輸送基質/輸送シャペロンが離合集
散する際の構造動態を明らかにする必要が
あった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では III型分泌の分子機構を明らかに
するため、III型分泌系で最も研究が進んでいる
べん毛 III 型輸送装置を対象とし、III 型分泌の
構造動態の解明を目指している。輸送シャペ
ロン、輸送基質／シャペロン複合体、輸送
ATPase 複合体、輸送ゲート複合体蛋白質の
構造とそれらの相互作用を、電子顕微鏡解析、
結晶構造解析、反転膜小胞(IMV)を用いた機
能解析により明らかにし、その解析結果を統

合して、III型分泌系の構造基盤をを明らかに
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 輸送シャペロン、輸送基質／シャペロン複
合体、輸送 ATPase複合体、輸送ゲート蛋白
質の各構造は X線結晶構造解析により、輸送
ゲート複合体の構造は電子顕微鏡解析によ
り解析した。また、電子線トモグラフィーに
より作動状態にある輸送装置の低分解能解
析に結晶構造解析結果を当てはめ、疑似原子
レベル分解能のモデルを構築した。さらに、
反転膜小胞による機能解析を組み合わせ、輸
送 ATPase複合体の機能、輸送シャペロンの
機能、輸送基質特異性発現のしくみの解明を
目指した。 
 
４．研究成果 
（１）輸送 ATPase 複合体を構成する FliI と
FliH フラグメント複合体の結晶構造解析に
成功した。FliHは V-ATPaseの stalkと同様の
構造であった。得られた結晶構造は FliH2-FliI
複合体を形成していた。結晶構造に基づき
F1-ATPase の構造をテンプレートにした
ATPase 複合体モデルを作成し、ミニセルか
ら得られたクライオ電子顕微鏡像と比較し
たところ、両者はきれいに重なり、輸送
ATPase 複合体の向きを特定した。また、結
晶構造に含まれない N 末領域がコイルドコ
イルを形成すると仮定すると、N末領域の先
端は C-リングと相互作用できることが示さ
れた (Imada et al., Proc Natl Acad Sci USA 
2016)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FliH-FliI複合体の構造 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

輸送 ATPase複合体の構造モデル 



（２）輸送シャペロンおよび輸送基質／シャ
ペロン複合体の構造解析 
① FlgNの構造と輸送基質受け渡し機構の解
明 
輸送シャペロンFlgNの結晶構造を解明した。
３本のヘリックスのうち、alpha1とalpha2の間
のループの構造変化により全体計上を大きく
変えることと、C末のalpha3の折れ曲がりで輸
送基質、輸送装置蛋白質との親和性を大きく
変え、輸送基質のゲートへの受け渡しを行う
ことを明らかにした（Kinoshita et al., Mol 
Microbiol., 2016） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       FlgNの構造比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FlgNの構造変化により輸送基質の結合・解離
を起こす様子のモデル図 
 
② FliT-FliD複合体の構造解析 
 FliT-FliD複合体結晶の構造解析を行った。
結晶構造にFliT部分の構造は現れなかったが、
FliD５量体の構造が明らかになった（投稿準
備中）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FliD５量体の結晶構造 

（３）FliPの構造 
 FliPのペリプラズムドメインの結晶構造を
明らかにし、FliP複合体の電子顕微鏡投影像
にあてはめることで、FliP が直径約 10 nmの
dimer of trimer 型のリング複合体を形成する
ことを明らかにした。また、FliO-P複合体の
電子顕微鏡解析と生化学解析より、FliO が
FliP複合体形成における scafoldであることを
明らかにした。さらに、残りの 4種類の輸送
ゲートタンパク質（FliQ, FliR, FlhB, FlhA）が
FliPリングに直接結合すること、FlhAがべん
毛基部のMSリングに直接結合することも明
らかになった（Fukumura et al., PLoS Biol., 
2017）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FliPの dimer of trimer型リング複合体構造（左
上）、FliO-FliP複合体の電子顕微鏡投影像（左
下）、輸送ゲート複合体形成モデル（右）。 
 
（４）FlhAリングの動的構造 
FlhAの細胞質ドメインの9量体リング形成過
程を高速AFMで可視化し、9量体形成がFlhA
の膜貫通領域と細胞質ドメインをつなぐリン
カー部分のコンフォメーション変化により調
節されることが明らかになった。さらにリン
カー部分の変異実験から、リンカー部による
FlhAの9量体リング構造の変化により輸送基
質特異性がフック型からフィラメント型にス
イッチするモデルを提出した（Terahara et al., 
Sci Adv. 2018）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
リンカーが調節する FlhA のリング形成 



（５）反転膜ベシクルを用いた実験から、
ATPase 複合体によるATP加水分解エネルギ
ーのみでも輸送が駆動すること、溶液中の
FliH-I複合体が輸送効率を著しく上昇させる
ことから細胞質中のFliH-I複合体がATPase 複
合体形成時と異なる役割を持つことを明らか
にした。また、フックキャップ蛋白質輸送がフ
ック蛋白質輸送と競争せず、逆に促進するこ
とから、輸送基質どうしの相互作用が輸送順
序や輸送効率に関係することが明らかになっ
た（Terashima et al., mBio. 2018）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FlgDとFlgEの輸送により反転膜ベシクル内に
形成されたフック（A）と、FlgDによるFlgE
輸送の促進効果（B）。 
 
（６）輸送装置のハウジングを形成するべん
毛回転子蛋白質 FliF について、FlhA と相互
作用する領域を含むフラグメントの結晶構
造を解明した。このフラグメントは SPI-I III
型輸送装置のハウジングリングを形成する
PrgHと PrgKに相当する構造を持ち、べん毛
輸送装置では FliFが PrgHと PrgKが融合した
蛋白質に相当すると考えられる。また、
PrgH-PrgK 複合体リング構造に基づいたリン
グモデルを構築した（投稿準備中）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FliFフラグメントの結晶構造 
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