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研究成果の概要（和文）：細菌べん毛ロッド形成に必須である FlgJ のペプチドグリカン加水分

解ドメインの構造を解明し、リゾチームとの類似性を明らかにするとともに、加水分解の分子

機構を明らかにした。また、FlgJ の酵素活性が微量のカチオンで著しく阻害されることを見出

した。さらに、精製したフックからロッドを再構成できることを示し、フックキャップ蛋白質

FlgD とロッドの相互作用についても明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we determined the crystal structure of a C-terminal 
fragment of FlgJ, which has a muramidase activity, and revealed the molecular mechanism 
of the peptidoglican hydrolysis. The active site structure and the overall folding of 
FlgJ resemble those of hen egg white lysozyme. Interestingly, the activity of FlgJ is 
strongly inhibited by a very small amount of cation. We reconstituted distal rod by adding 
rod proteins to the purified flagellar hook. Moreover, we elucidated the interaction 
between the rod and FlgD, the hook cap protein. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００８年度 5,200,000 1,560,000 6,760,000 

２００９年度 4,800,000 1,440,000 6,240,000 

２０１０年度 4,900,000 1,470,000 6,370,000 

年度    

  年度    

総 計 14,900,000 4,470,000 19,370,000 

 
 
研究分野：生物学 

科研費の分科・細目：生物科学・構造生物化学 

キーワード：X 線結晶解析、分子機械、ナノマシン、生物物理、蛋白質、生体分子 

 
１．研究開始当初の背景 
 細菌の運動器官であるべん毛は、約 30 種
類の蛋白質が数万個集合してできた巨大な
蛋白質複合体である。内膜に埋め込まれたモ
ータが、菌体から伸びる繊維状の軸構造体を
回転させることで細菌は泳ぎ回る。基部体内
のモータで発生したトルクは、ロッドと呼ば
れる剛直なドライブ・シャフトによりペプチ
ドグリカン層を貫いて自在継ぎ手のフック
に伝達される。フックは FlgE 蛋白質のらせ

ん集合体で、回転力をべん毛フィラメントに
スムーズに伝えるため、曲げに柔軟且つねじ
れに対して堅い構造を持ち、回転に応じて連
続的な構造変化を起こす。一方、べん毛フィ
ラメントは FliC 蛋白質（フラジェリン）の
らせん集合体で、ゆるやかな超らせんを形成
する。べん毛フィラメントは推進力を発生す
るために剛性に富むが、モータの反転に応答
して超らせん形態を変換する柔軟性を併せ
持つ。また、フック-フィラメント間には、
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FlgK と FlgL の２種の蛋白質が複数結合して
できた複合体があり、力学的特性の異なるフ
ックとフィラメントを連結するカップリン
グジョイントとして働く。これまでに、X 線
結晶構造解析による各構成蛋白質の高分解
能構造と電子顕微鏡による構造体全体の低
分解能構造を組み合わせることで、べん毛フ
ィラメント、フック、カップリングジョイン
トの構造が明らかになっている。フックやフ
ィラメントがそれそれ FlgE, FliC という単
一の蛋白質で構成されているのに対し、ロッ
ドは分子量の小さい 4 種類の蛋白質（FlgB、
FlgC、FlgF、FlgG）から成る。強い捻れの力
を受けるにもかかわらず、ロッドはフックや
フィラメントに比べかなり細いことが基部
体の電子顕微鏡観察から知られている。また
ロッドは、外膜に存在しベアリングの働きを
する LP リングの中を貫く。ロッドは 1 万 rpm
以上で回転することから、LP リングとロッド
の間のナノスケールでの潤滑のしくみが注
目されている。しかし、ロッドは単離精製が
困難なこと、精製したロッド構成蛋白質はア
ミロイド様沈殿を非常に生じやすいこと、
in-vitro での再構成が困難なことから構造
研究はほとんど進んでいなかった。 
 各軸構造体は、構築中のべん毛中央の穴を
通って先端まで運ばれきた構成蛋白質が重
合することで伸長する。軸構造先端の成長端
にはキャップ状の蛋白質複合体が存在し、キ
ャップ直下で運ばれてきた蛋白質の重合を
補助する。各軸構造には、それぞれに対応す
るキャップ蛋白質があり、フックには FlgD、
フィラメントには FliD から成る複合体がキ
ャップとして働く。これまでに、FliD-フィ
ラメント複合体の低分解能構造から、フィラ
メント伸長機構を明らかになっている。ロッ
ドも同様のキャップ蛋白質により重合が補
助されていると考えられているが、ロッドは
ペプチドグリカン層を貫くため、形成過程に
おいてペプチドグリカン層に穴を開ける必
要がある。FlgJ は、C 末端側がムラミダーゼ
活性を持ち、FlgJ を欠失するとロッドが形成
されないこと、ロッド構成蛋白質と相互作用
することから、ペプチドグリカンに穴を開け
ると同時にロッド形成を補助するロッドキ
ャップ蛋白質であると考えられていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、べん毛ロッド形成のメカニズ
ムを明らかにするため、ロッドキャップ蛋白
質と考えられる FlgJ の構造と機能を詳細に
調べた。FlgJ は、リゾチーム等他のムラミダ
ーゼと比べると、活性が著しく弱く、しかも
ロッドと相互作用する領域と考えられてい
るN 末が活性を制御することが示唆されてい
る。FlgJ の構造と酵素化学的な研究などから、
ペプチドグリカン分解活性発現と制御機構

を明らかにし、ペプチドグリカン層に穴を開
けてオルガネラが構築されるメカニズムの
解明を目指した。また、べん毛形成過程で
FlgJ およびフックキャップ蛋白質 FlgD と相
互作用し、フックとの連結に関わるロッド蛋
白質 FlgG の構造と、これらの蛋白質間の相
互作用を調べた。さらに、単離精製が難しい
ロッドをフックから再構成し、ロッドの構成
を明らかにすることを狙った。 
 
３．研究の方法 
 FlgJ についてはムラミダーゼ活性を有す
る様々なフラグメントを作成し、結晶構造解
析を行った。また、FlgJ およびこれらのフラ
グメントについて、酵素化学的な性質を調べ
た。続いて、構造に基づいて変異蛋白質を作
成し、ムラミダーゼ活性発現機構を検討した。
ロッド蛋白質 FlgG、FlgF はフレキシブルな
NC 末端を除いた様々なフラグメントを作成
し、結晶化を行った。FlgG と FlgJ, FlgD, FlgE
との相互作用は、生化学的、遺伝学的な手法
で調べた。ロッドの再構成は、 
単離精製した短いフックに様々な条件下で
ロッド蛋白質を順次加えることで行い、生成
物を電子顕微鏡で観察した。 
 
４．研究成果 
(1) FlgJ 21 kDa フラグメントの構造とペプ
チドグリカン加水分解機構の解明 
 ペプチドグリカン分解活性を有する FlgJ 
21 kDa フラグメントの X 線結晶構造解析を行
い、1.9Å 分解能で構造を明らかにした。FlgJ
は、シーケンス上で全く相同性が見られなか
った卵白リゾチームと似たフォールディン
グをしていた。また、活性部位を構成する領
域の構造は非常によく似ており、リゾチーム
と同様の反応機構でペプチドグリカン鎖の
切断を行うと考えられた。そこで FlgJ とリ
ゾチームの立体構造比較から、活性部位の残
基に変異を加えた蛋白質を作成し、べん毛形
成能とペプチドグリカン分解活性を測定し、
FlgJ のペプチドグリカン分解に必須なグル
タミン酸を同定した。また、グルタミンへの
変異させると活性が著しく低下する、別のグ
ルタミン酸も同定した。しかし、この残基は
活性発現には重要であるにもかかわらず、こ
こに変異を持つミュータントはべん毛を形
成した。このことから、ロッド形成には高い
ムラミダーゼ活性は必ずしも必要ではない
ことが明らかになった。 
 また、FlgJ の基質結合部位であるドメイン
間の溝がリゾチームに比べて大きく開いて
いることから、反応時に溝が閉じることが考
えられた。そこで構造比較と変位実験を行い、
K207 がドメイン間の開閉を引き起こす引き
金となることを明らかにした。さらに、基質
と相互作用し、加水分解反応に適した状態に



基質を固定する役割を果たす残基を同定し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) FlgJ の酵素化学的性質 
 FlgJ 21 kDa フラグメントの酵素化学的性
質を詳しく調べたところ、至適 pH は中性付
近であること、FlgJ は微量のカチオンによっ 
て加水分解活性が著しく阻害され、生理的塩
濃度下では殆ど活性を持たないことが明ら
かになった。また、この阻害はカチオンの種
類ではなくイオン強度に依存して起こるこ
と、アニオンには依らないことを明らかにし
た。このことは、通常の状態では FlgJ によ
る溶菌の危険性が無く、ロッド形成時にのみ
何らかの活性発現機構が働いてペプチドグ
リカン層を分解する可能性を示唆している。 
 さらに、FlgJ の加水分解反応は自身の N 末
領域(通常は disorder している)により阻害
されることを示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) ロッドの再構成 
 精製したフックに精製したロッド蛋白質
を様々な条件下で加え、フックからロッドの
再構成を行い電子顕微鏡で観察した。その結
果、フックから安定して FlgG ロッドを再構
成する条件を見出した。また、その先端に
FlgF が結合したフック-FlgG ロッド-FlgF 複
合体の再構成にも成功した。これらの実験か
ら、フック側のロッドの構成が明らかになっ
た。また、FlgG ロッドは伸長するが FlgF ロ
ッドは伸長しないことから、FlgF がべん毛の
各プロトフィラメントに1 分子ずつ結合する
ことが分かった。 
 さらに、回転子 FliF フラグメントから作
成したリングにロッド蛋白質 FliE, FlgB, 

FlgC を添加して電子顕微鏡観察を行ったと
ころ、リング中央部に密度の増加が見られた。
このことは、回転子から細胞側ロッドの再構
成が可能であることを示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) ロッドの完成とフック成長への切替わ
り 
 FlgG 完成後に FlgG 上でキャップ構造を形
成し、その後フックキャップとして機能する
FlgD 変異体の解析から、軸構造に共通する N
末ヘリックス領域で FlgG 軸構造と相互作用
し、C 末ドメインが新たに輸送されてきたフ
ック分子の漏れを防ぐキャップ機能を担う
ことを明らかにした。 
 また、FlgE 変異株の遺伝学的解析から、
FlgEの D1と高い相同生を示すFlgGのコアド
メインと FlgE の D1 ドメインが相互作用する
ことを明らかにした 
 
(5) ロッド蛋白質の結晶化 
 ロッド蛋白質 FlgG の NC 末のフレキシブル
な領域を切断したフラグメントから 2.3Å 分
解能まで回折する結晶の作成に成功した。
Se-Met 誘導体の結晶化にも成功し、回折強度
を測定を行った。現在構造解析中である 
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