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研究成果の概要（和文）：本研究では、未だ明らかにされていないⅢ型分泌系の蛋白質分泌機構を解明すること
を目的とし、クライオ電子顕微鏡を用いてその全体構造を高分解能で明らかにすることを目指した。
同じⅢ型分泌系に分類される細菌べん毛蛋白質輸送装置に着目し、構成膜蛋白質の構造解析を行った結果、これ
までの生化学的実験から予想されていたものとは異なる対称性で構造を形成していることが明らかになった。ま
た、その構造は、すでに報告されているイオンチャネルの構造と類似性があることが示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the mechanism of protein secretion in 
the type III secretion system by using cryo-electron microscopy to reveal the overall structure of 
the system at high resolution.
We focused on the bacterial flagellar type III protein secretion system, which is classified into 
the same type III secretion system, and analyzed the structure of the constitutive membrane protein,
 revealing that it form symmetries different from those predicted by previous biochemical 
experiments. In addition, the structure is similar to the previously reported ion channels suggested
 that the function were also similar.

研究分野：構造生物学

キーワード： クライオ電子顕微鏡　タンパク質輸送　膜タンパク質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多剤耐性菌の出現により治療困難な感染症が増え、新たな視点からの感染症対策が急務となっている。本研究で
着目しているⅢ型分泌系の蛋白質分泌機構を分子・原子レベルで解明し、これらの働きを不活化することができ
れば、細菌を殺さず病原性のみを破壊する新しいタイプの感染症治療薬の開発につながることが期待される。ま
た、すでに報告されているイオンチャネルの構造との類似性が示されたことから、これまで提唱されていた分泌
機構とは異なる、新たな蛋白質の分泌機構の解明につながることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 

毎年、細菌感染による食中毒が発生する。中でも O157

に代表される腸管出血性大腸菌は溶血性尿毒症症候群

を発症するなど重症化しやすく、日本やアメリカなど

の先進国でも集団感染が発生し、大きな社会問題とな

っている。現在、細菌感染の治療には様々な抗生物質が

用いられている。しかしながら、抗生物質を多用するこ

とで抗生物質に耐性を持った耐性菌が出現し、治療困

難なケースが報告されている。そのため、抗生物質を使

わずに新たな着眼点からの感染症治療 薬の開発が求

められている。  

図 1. 蛋白質輸送装置の概略図  

病原性細菌は、様々な分泌系を用いて病原因子であるエフェクターを宿主細胞に送り込み、細

菌感染症を引き起こす。病原性細菌によって保有する分泌系は異なるが、なかでもⅢ型分泌系は

サルモネラ、赤痢菌、O157 を含む腸管出血性大腸菌など、細菌性食中毒を引き起こす細菌が持

つ分泌系として知られている。Ⅲ型分泌系は細胞外構造と、内膜と外膜を含む細胞表層膜内に存

在し、中心に直径 2 nm のチャネル構造がある基部構造で構成されている。さらに基部直下には、

ATPase を 含む 8〜9 種類のタンパク質で構成される蛋白質輸送装置が存在し、輸送のタイミン

グを制御することで効率の良いタンパク質輸送を可能にしている。申請者は、クライオ電子線ト

モグラフィーを用いてサルモネラ、赤痢菌のⅢ型分泌系の構造解析を行い、蛋白質輸送装置の細

胞質ドメイン構造を明らかにした。さらに、Ⅲ型分泌系の構成蛋白質と高い相同性を持ち、同じ

Ⅲ型分泌系に分類される細菌べん毛蛋白質輸送装置の細胞質ドメイン構造を明らかにした。2つ

の蛋白質輸送装置の細胞質ドメイン構造は類似しており、共通の輸送メカニズムを有している

ことが示唆された。しかし、蛋白質輸送装置の構成蛋白質の多くは膜蛋白質で、その全体構造に

ついては未だ明らかにされていない。そのため、どのようにして輸送基質蛋白質であるエフェク

ターやべん毛蛋白質が 細胞膜を透過し細胞外に分泌されていくのか、Ⅲ型分泌系の蛋白質分泌

機構の詳細は分かっていない。これまで、国内外の研究グループが蛋白質輸送装置の単離精製を

試みているが、膜貫通領域を含む蛋白質輸送装置の単離精製の成功例は報告されていない。申請

者らは最近、べん毛蛋白質輸送装置に着目し

精製方法を検討した結果、蛋白質輸送装置だ

けではなく、基部体の部分構造と共に発現、

精製を行うことで、６種類の構成膜蛋白質を

含むべん毛蛋白質輸送装置の単離精製に成

功した(予備実験）。上記結果は、Ⅲ型分泌

系の蛋白質分泌機構の解明を飛躍的に進め

るものである。                            図２.精製したべん毛蛋白質輸送装置と基部体 

 
２．研究の目的 
本研究は、抗生物質を使わず細菌感染を治療する新規治療薬開発に向けて、未だ明らかにされ

ていないⅢ型分泌系の蛋白質分泌機構を解明することを目的としている。具体的には、同じⅢ型

分泌系に分類される細菌べん毛蛋白質輸送装置に着目し、クライオ電子顕微鏡を用いてその全

体構造を高分解能で明らかにする。野生型と蛋白質の分泌頻度が高くなる変異体の構造を比較



することで、蛋白質輸送装置の構造変化を明らかにし、輸送装置の開閉機構および蛋白質分泌機

構の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
本研究では、細菌べん毛蛋白質輸送装置の立体構造を明らかにし、Ⅲ型分泌系が有する蛋白質

の分泌機構を原子レベルで解明するために、以下の研究計画を実施した。 

(1) 単離精製したべん毛蛋白質輸送装置のクライオ電子顕微鏡構造解析 

予備実験から、べん毛蛋白質輸送装置の単離精製に成功している。また、負染色法による電子

顕微鏡観察により、クライオ電子顕微鏡構造解析に適した試料濃度、分散状態であることは確認

済みである。クライオ電子顕微鏡を用いて、単離精製したべん毛蛋白質輸送装置の構造解析を行

う。精製されたべん毛蛋白質輸送装置にはべん毛基部体の部分構造が含まれているが、申請者は

すでにその部分の構造解析に5.6Å分解能で成功している。本研究で得られた立体構造と基部体

の部分構造を比較することで、べん毛蛋白質輸送装置の構造を明らかにする。さらに、得られた

立体構造と配列から予想される二次構造を比較し、べん毛蛋白質輸送装置の原子モデルを構築

する。 

(2) 単離精製したべん毛蛋白質輸送装置変異体のクライオ電子顕微鏡構造解析 

べん毛蛋白質輸送装置の構成膜蛋白質であるFlhA、FlhBの変異により、べん毛蛋白質の分泌頻 

度が高くなることが報告されている(Minamino and Namba.Nature.2008)。申請者らはクライオ

電子線トモグラフィーを用いて、変異体の細胞質ドメインを観察し、べん毛蛋白質輸送装置の構

造が変化していることを明らかにした(予備実験)。これらの結果から、FlhA、FlhBの変異によっ 

て蛋白質が膜透過しやすい構造(オープン構造)に構造変化していると考えられる。この構造変

化したべん毛蛋白質輸送装置の構造を明らかにすることができれば、輸送装置の開閉機構を解

明することができる。上記仮説を検証するために、クライオ電子顕微鏡を用いてべん毛蛋白質輸

送装置変異体の構造解析を行う。初年度は、FlhA(V404M)、FlhB(P28T)の変異を導入した発現系

を作成し、べん毛蛋白質輸送装置変異体の単離精製法の検討を行う。 

前年度に作成した発現系と単離精製法を用いて、べん毛蛋白質輸送装置変異体の構造解析を

行う。野生型のべん毛蛋白質輸送装置の構造を基に変異体構造の原子モデルを構築する。そして、 

野生型と変異体の構造を比較し、べん毛蛋白質輸送装置の構造変化を明らかにする。FlhA、FlhB 

の変異に伴う構造変化から輸送装置の開閉機構を明らかにし、Ⅲ型分泌系の蛋白質分泌機構の

解明を行う。 

 
４．研究成果 

 クライオ電子顕微鏡を用いて、単離精製したべん毛蛋白質輸送装置の構造解析を行った。得ら

れた立体構造と基部体の部分構造を比較することで、べん毛蛋白質輸送装置の同定を試みたが、

低分解能で不明瞭な部分が多く、べん毛蛋白質輸送装置の構造を同定することは出来なかった。

低分解能の理由として、精製過程で構成膜蛋白質が欠落し、構造が不安定になったことが考えら

れる。そこで、可溶化に用いる界面活性剤の濃度や種類を複数検討し、べん毛蛋白質輸送装置の

構造解析を再度行った。得られた構造はわずかながら分解能を向上させることに成功したが、べ

ん毛蛋白質輸送装置の同定には至らなかった。本研究では、べん毛基部体と一緒にべん毛蛋白質

輸送装置を単離精製したが、べん毛蛋白質輸送装置の構造を安定化させるためには、べん毛繊維

構造などを含めたべん毛モーター全体を単離精製して構造解析する必要が考えられる。今後、べ

ん毛モーター全体の精製方法を検討し、高分解能での構造解析を行うことで、べん毛蛋白質輸送

装置の全体構造を明らかにしていく。 



 次に、蛋白質輸送装置全体構造の精製だけではなく、部分構造の単離精製を試み、４種類の部

分構造の単離精製に成功した。そこで、単離精製が成功した４種類の構成膜蛋白質に着目して構

造解析を進めた。４種類のうち、３種類の構成膜蛋白質の構造は昨年、海外のグループによって

構造が発表されたが、１種類の構成膜蛋白質の構造は明らかにされていない。精製条件を検討し

た結果、構造解析に十分な濃度での単離精製に成功した。また、低分解能であるが、構造解析に

も成功した。構造解析の結果から、これまでの生化学的実験から予想されていたものとは異なる

対称性で構造を形成していることが明らか

になった。また、その構造は、すでに報告さ

れているイオンチャネルの構造と類似性が

あることが示された。今後は、高分解能での

構造解析を成功させ、イオンチャネルとの類

似性を議論するとともに、蛋白質の分泌機構

の詳細についても明らかにする予定である。 

                       図 3. 構成膜蛋白質の２次元平均像 

  

さらに、輸送過程中の蛋白質輸送装置の構造にも着目して研究を進めた。細胞の内と外をひっ

くり返した反転膜小胞の系を用いて、輸送過程中の蛋白質輸送装置の可視化実験をクライオ電

子線トモグラフィー法を用いて行った。輸送基質を膜外から加えることで、反転膜内部に形成さ

れたべん毛繊維および輸送基質と結合した蛋白質輸送装置の可視化に成功した。この実験系か

ら ATPase 複合体による ATP 加水分解エネルギーとプロトン駆動力のどちらか片方のエネルギー

さえあれば、輸送が駆動する

ことが明らかになり、Ⅲ型分

泌系がそれぞれのエネルギー

を独立して使うことのできる

ハイブリッドエンジン型の装

置であることが示唆された。

また、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。             図 4. 反転膜小胞内にできたべん毛繊維構造と蛋白質輸送装置 
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