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研究成果の概要（和文）：細菌の運動器官であるべん毛を作るために必要な部品は、その根本に存在する独自の
輸送装置により運び出される。べん毛輸送装置は多種類の部品をランダムに運び出すのではなく、フックとその
先に長く伸びるべん毛繊維の明確に区別して規則正しい順番で送り出す。本研究では、べん毛輸送装置が、分子
物差しの役割を果たす蛋白質を時折送り出すことで細胞外に伸びるフックの長さを計測し、その情報にもとづい
て輸送装置の基質特異性を切り替えることでフックの成長を止めてべん毛繊維の成長を開始するしくみを原子レ
ベルで明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The bacterial flagellum is a supramolecular motility machine consisting of 
the basal body, the hook, and the filament. Flagellar assembly begins with the basal body, followed 
by the hook and finally the filament. The bacterial flagellar type III secretion system (fT3SS) 
transports flagellar building blocks from the cytoplasm to the distal end of the growing flagellar 
structure. The fT3SS switches it substrate specificity from the hook protein to the filament protein
 when the hook reaches its mature length of about 55 nm in Salmonella enterica. As a result, hook 
assembly terminates and filament assembly initiates. FliK, FlhB, and FlhA are directly involved in 
hierarchical protein export by the fT3SS. we have shown that FliK forms a temporal complex with FlhB
 and that this FliK-FlhB complex induces structural remodeling of the FlhA ring structure 
responsible for export switching of the fT3SS.

研究分野：分子生物学、生物物理学

キーワード： 細菌　蛋白質　遺伝学　電子顕微鏡　感染症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細菌感染症対策の主流である抗菌剤に対して多剤耐性菌の出現により治療困難な感染症が増加しているなか、抗
菌剤に代わる新たな治療薬開発が求められている。WHOの調査によれば、数十年後には細菌感染者数の死者数が
癌による死者数を上回ると予想されており、抗菌剤に代わる新たな治療薬の開発が急務となっている。細菌感染
症に直接関与するべん毛は病原性細菌の生育にとっては必須でないことから、本研究で解明したFlhACの作用機
序を直接ターゲットにした効率的な創薬スクリーニングが可能となり、社会的にも大きな課題となっている新興
細菌感染症を制御する新技術の開発に直結すると期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
細菌の運動器官であるべん毛は細胞の内から外に向かって基部体、フック、繊維の順に構築され、
べん毛の先端、すなわち細胞から遠い側の端にべん毛構成タンパク質が順序正しく重合するこ
とで構築が進む。基部体の細胞質側に存在する独自の蛋白質輸送装置が、非常に高い特異性を持
ってべん毛構成蛋白質を認識し、べん毛基部体の中心にあるゲートからべん毛中心を貫通する
細長いチャネルの中へ、そして先端へと輸送する。べん毛輸送装置は 14種類のべん毛構成蛋白
質をランダムに輸送するのではなく、べん毛の構築過程に応じて必要な蛋白質を輸送する。フッ
ク構築中では、輸送装置はフック形成に関わる蛋白質のみを輸送する。フックの長さが 55 nmに
到達すると、輸送装置はフック蛋白質の輸送を停止し、繊維形成に関わる蛋白質の輸送を開始す
る。このように、べん毛基部体の細胞質側にある輸送装置は約 90 nmも離れたところにあるフッ
クの長さ情報を感知し、その情報にもとづいて輸送装置の基質特異性を切り替える。これまでに、
フック構築中に分泌される FliKがフックの長さを測定する分子物差しとして働くこと、FliKの
C末ドメイン（FliKC）が輸送ゲート蛋白質 FlhB の C末細胞質ドメイン（FlhBC）と相互作用す
ると輸送装置の基質特異性がスイッチすること、さらに 9 量体リングを作って働く輸送ゲート
蛋白質 FlhA の C 末細胞質ドメイン（FlhAC）の構造変化により繊維形成に関わる蛋白質の輸送
が開始することが示唆されていた。しかしながら、フック完成に伴って過渡的にしか存在しない
FliKC、FlhACおよび FlhBCからなる準安定なフック完成シグナリング複合体がどのように組み上
がるのか、組み上がった複合体がどのように FlhACリング複合体の輸送基質特異性を変化させる
のか、については謎であった。 
 
２．研究の目的 
 
フックの完成に伴って FlhAC リング複合体を構成する各 FlhAC サブユニットが協同的に構造変
化すると、べん毛蛋白質輸送の交通渋滞が発生することなく規則正しい順番でべん毛蛋白質が
送り出される。このことは、FlhACリング複合体を構成する各サブユニットが、例え化学的に等
価であったとしても、空間的な分子配置や時間変化によって自身の機能が切り替わることを意
味している。本研究は、フック完成に伴って誘導される FlhACリング複合体の協同的構造変化と
それに伴う機能変化を原子レベルで解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 運動培地を用いて輸送スイッチ機能が著しく低下した flhB(P270A)変異体から機能復帰変異
体を単離した。さらに、site-directed mutagenesisにより様々な FlhAC変異体を作成した。輸送ス
イッチ変異体から培地中に分泌されるべん毛構成タンパク質をウエスタンブロットにより定量
的に解析した。 
 
(2) 輸送スイッチ変異体からフック・基部体を精製して電子顕微鏡で観察し、フックの長さを定
量的に測定した。べん毛繊維を蛍光色素で染色して観察し、べん毛繊維の数およびその長さを定
量的に測定した。 
 
(3) Ni affinity chromatographyあるいは GST affinity chromatographyにより蛋白質間相互作用を解
析した。バイオレイヤー干渉法により蛋白質間相互作用を定量的に解析した。さらに、光感受性
のフェニルアラニン誘導体である p-benzoyl-phenylalanineを用いた光架橋実験を行った。 
 
(4) 輸送スイッチ機能が変化した変異型 FlhACの X 線結晶構造解析を行なった。 
 
４．研究成果 
(1) flhB(P270A)変異体を用いた遺伝学的および生化学的解析から、FliKC が FlhBC に結合すると
FlhBCの構造変化が起こり、その結果フック蛋白質の輸送が停止することが明らかとなった。さ
らに過渡的に形成される FliKC-FlihBC複合体が FlhACに結合すると、FlhACリング複合体が一斉
に構造変化し、その結果べん毛繊維蛋白質の輸送が開始することが判明した。 
 
(2) FliKのN末ドメインとFliKCをつなぐリンカー領域 (FliKL) の欠失解析から、FliKLはフックの

長さを測定する分子物差しの一部であること、FliKCとFlhBCとの相互作用を巧みに制御するこ

と、などが明らかとなった。 
 



 

 

(3) FlhBCのC末天然変性領域に挿入変異をもつ変異体の機能解析から、FlhBCのC末端天然変性

領域が輸送スイッチを制御するとともに、輸送チャネルのゲートの開閉も制御することを突き

止めた。 
 
(4) flhA(E351A/D356A)変異体およびflhA(E351A/W354A/D356A)変異体の遺伝学的および生化学的

機能解析、さらにFlhAC(E351A/D356A)のX線結晶構造解析から、FlhAの膜貫通ドメインとFlhAC

を繋ぐリンカー (FlhAL) がべん毛蛋白質輸送の交通整理を直接司る輸送スイッチの本体である

ことを明らかにした。 
 
(5) flhA(R391A)変異体の遺伝学的および生化学的機能解析、さらにFlhAC(R391A)およびそのサプ

レッサー変異体であるFlhAC(R391A/V404L)のX線結晶構造解析から、FlhAホモログ間で高く保

存されているArg-391が隣の分子のFlhALと直接相互作用することにより、FlhACリング複合体の

協同的な構造変化が引き起こされることが判明した。さらに、FliKCがFlhACに結合すると、

FlhACホモログ間で高く保存されているGYXLIモチーフを介してFlhAC内部の疎水的相互作用ネ

ットワークのリモデリングが起こることも突き止めた。 
 
(6) 輸送シャペロン変異体の解析から、FlgN, FliS, FliTの3種類の輸送シャペロンがFlhACと規則

正しい順番で相互作用するにより、べん毛繊維が効率よく形成されることが示唆された。 
 
(7) べん毛構築中にべん毛特異的ATPase複合体の機能が低下すると、輸送シャペロンとして働

くFlgNがFlhACに直接結合することで、輸送装置に搭載されているナトリウムイオン駆動型輸

送エンジンが活性化し、その結果輸送装置はナトリウムイオンの流れに共役してべん毛タンパ

ク質を細胞外へ送り出することを突き止めた。 
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