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研究成果の概要（和文）：FliH, FliI, FliJからなるべん毛特異的 ATPase複合体が FliHと輸送ゲ
ート蛋白質 FlhA との相互作用を介して輸送ゲート結合プラットフォーム上に集合すると、
FliJ-FliI6リング複合体が形成される。FliHおよび FliIの助けにより FliJが FlhAと相互作用する
と、輸送ゲートが細胞膜に形成されるプロトン駆動力をエネルギー源に利用してべん毛蛋白質
を細胞外へ輸送する。 
 
研究成果の概要（英文）：The bacterial flagellar ATPase complexes, which consist of FliH, FliI and FliJ, 
associate with the docking platform of the export gate through an interaction between FliH and an export 
gate protein FlhA, thereby forming the FliI6-FliJ ring complex. A specific interaction of FliJ with FlhA 
brought about by the FliHX-FliI6 complex allows the export gate to fully utilize proton motive force 
across the cytoplasmic membrane to drive flagellar protein export. 
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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約 30
種類の蛋白質からなる生体超分子複合体
で、回転モーターとして働く基部体、ユ
ニバーサルジョイントのフック、らせん
型プロペラの繊維の、少なくとも 3 つの
部分構造からなる（図 1）。べん毛の伸長
はその先端にべん毛蛋白質が連続的に重
合することによって起こる。そのため、
細胞質内で合成されたべん毛蛋白質は効
率良くその先端へ運ばれる必要がある。

べん毛の基部に存在する独自の輸送装置
は、6 つの細胞膜内在性蛋白質（FlhA, 
FlhB, FliO, FliP, FliQ, FliR）と 3つの細胞
質内在性蛋白質（FliH, FliI, FliJ）からな
り、非常に高い特異性を持ってべん毛蛋
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。 
 ATPase である FliI が、細胞質内で ATPase
制御蛋白質 FliH、輸送基質蛋白質、そして細
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胞質シャペロン FliJ と複合体を形成し、FliH
を通して基部体 C リング構成蛋白質 FliN に
結合して輸送ゲートそばで待機し、進行中の
輸送が終了して輸送ゲートが空くとそこへ
リクルートされ、FliI が 6 量体リングを形成
して結合していた輸送基質の輸送を開始す
ること、FliIによる ATP加水分解反応で生じ
るエネルギーは、継続的輸送過程を邪魔しな
いよう、輸送ゲートや輸送基質蛋白質から
FliH/I 複合体を解離させるために使われるこ
とが示唆されていた。しかしながら、界面活
性剤などで細胞膜を壊してべん毛基部体を
単離精製すると、輸送装置の大半が基部体か
ら解離してしまうため、実際に輸送装置が基
部体のどこに結合しているのかについては
未だ明らかではなかった。そのため、具体的
にどのように FliH/I複合体がATP依存的に離
合集散を繰り返すのかについては謎のまま
であった。 
 
２．研究の目的 
 遺伝学的および生化学的機能解析法を活
用し、電子顕微鏡による画像解析をうまく組
み合わせることで、FliH/I 複合体の離合集散
の分子機構を解明すること目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) FliI6-FliJリング複合体の in vitro再構成 

FliIおよび FliJを精製した。精製標品に 5 
mM ADP, 5 mM AlCl3, 5 mM NaF, 5 mM 
MgCl2, 100 mg/ml大腸菌由来のリン脂質
を添加し、37℃で約 30分間インキュベー
トした後、電子顕微鏡を用いて観察した。 
 

(2) プルダウンアッセイ 
輸送装置構成蛋白質間の相互作用を解析
するために、GSTアフィニティークロマ
トグラフィー法を利用した。さらに、遺
伝学的機能解析法を上手く組み合わせる
ことで、それらの蛋白質間相互作用に重
要な領域を同定した。 
 

(3) 部位特異的光架橋実験 
FliHの７番目および 10番目のトリプトフ
ァン残基が輸送ゲート複合体のどのコン
ポーネントと相互作用するのかは明らか
にするために、光感受性のフェニルアラ
ニン誘導体である p-benzoyl-phenylalanine
を部位特異的に導入し、350-365 nmの紫
外光の照射によって近傍の C-H結合と共
有結合させることで、光架橋実験を行っ
た。 

 
４．研究成果 
(1) FliI-FliJ相互作用 
 FliJ は FliI に結合し、FliI の ATPase
活性を促進することが示されていたが、

その分子機構は不明であった。本研究
では、FliJが FliIの C末ドメインにある
α1 ヘリックスに結合することで、FliI
リング複合体の形成を促進し、その結
果 FliIのATPase活性が上昇することが
判明した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 FliJ と FliI が形成する複合体を電子顕
微鏡や生化学的解析により調べた結果、
FliJ が FliI リングの中央の穴に突き刺さ
って安定な FliI6FliJ 複合体を形成するこ
とが明らかとなった（図 2）(Ibuki et al., 
Nat. Struct. Mol. Biol. 2011)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

(2) べん毛蛋白質輸送における FliJ-FlhA 相互
作用の役割 
 6 種類の膜蛋白質からなる輸送ゲート
は、細胞膜内外に形成されるプロトン駆
動力、すなわち細胞膜を隔てた電位差
（Δψ）と細胞膜内外のプロトン濃度差
（ΔpH）の和として定義される生体エネ
ルギーを動力源としてべん毛蛋白質を細
胞外へと運び出す。輸送ゲートがどのよ
うにプロトン駆動力を利用しているのか
は明らかにするために、野生株のサルモ
ネラ菌と、輸送ゲート複合体のみでも効
率よくべん毛を形成できる変異株を用い、
輸送装置がΔpH を使わずΔψだけで働
くこと、輸送ゲート複合体に結合する

図 1. FliIリング複合体形成における FliJの
効果. (a) FliIのみ (b) FliI + FliJ (FliI : FliJ = 
6 : 1) 

図 2. 電子顕微鏡によるFliI-FliJ複合体
の画像解析 (a) FliIのみ, (b) FliI + FliJ. 



FliH、FliI、および FliJ という可溶性蛋白
質が欠損すると、プロトン駆動力が一定
に保たれていても、ΔψとΔpHのどちら
かを消失させるとべん毛蛋白質が輸送さ
れないこと、さらに、FliH および FliI の
助けにより、FliJ が輸送ゲート構成蛋白
質 FlhA と相互作用すると、輸送ゲートが
膜電位のみに依存した高効率な輸送エン
ジンに変化することなどが明らかとなっ
た（Minamino et al., Nat. Commun. 2011）。 
 Gln38, Leu42, Tyr45, Tyr49, Phe72, 
Leu76, Ala79および His83の 8つのアミ
ノ酸残基は FliJ オーソログ間で非常に高
く保存されており、FliJの分子表面に露出
している（図 2）。本研究では、これらの
保存性の高いアミノ酸残基について遺伝
学的機能解析を行った。プラスミドから
GST-FliJを野生株および fliH-fliIバイパス
変異株内で発現させると、べん毛蛋白質
輸送が著しく阻害された。GST アフィニ
ティークロマトグラフィー法を利用した
プルダウン実験を行った結果、輸送阻害
の原因は GST-FliJ が FlhA に結合したた
めであることが判明した。F72A および
L76A変異を GST-FliJに導入すると、FlhA
に対する結合親和性が著しく低下し、そ
の結果蛋白質輸送における GST-FliJの阻
害効果が緩和された。以上の結果から、
FliJの Phe72および Leu76が FlhAとの相
互作用に重要であることが示唆された
（Ibuki et al., J. Bacteriol. 2013）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3) FliI-FliT相互作用 
 FliTは、4本の αヘリックスからなる可
溶性タンパク質で、べん毛繊維キャップ
タンパク質 FliDに特異的に結合する分子
シャペロンである。FliT が輸送装置構成

蛋白質の一つである FliI ATPaseと特異的
に相互作用することで、FliD の輸送が促
進される。これまでの研究から、FliT の
C 末端側の α-ヘリックが分子スイッチの
ように構造変化することで、FliI ATPase
との相互作用が巧みにコントロールされ
ることを見いだしたが、その詳細な分子
機構は不明であった。そこで、GST アフ
ィニティークロマトグラフィー法を利用
したプルダウン法により FliT-FliI 相互作
用を詳細に解析した結果、C 末端側の α-
ヘリックが欠失した FliT94は FliIの N末
近傍領域（FliIEN）と強く、ATPaseドメイ
ン（FliICAT）と弱く結合すること、C末端
側の α-ヘリックが FliIENとの強い相互作
用を抑制すること、輸送装置構成蛋白質
である FliH の添加により FliT94 が ATP
の有無に関係なく FliIから解離すること、
FliDが FliT94-FliICAT相互作用を安定化す
ることなどを見いだした（Minamino et al., 
Mol. Microbiol. 2012）。 
 

(4) FliH-FlhA相互作用 
 FliHの N末近傍領域に存在する非常に
保存された 2 つのトリプトファン残基が
６種類の膜蛋白質からなる輸送ゲートと
相互作用することが報告されているが、
輸送ゲートのどのコンポーネントと相互
作用するのかは不明であった。本研究で
は、これらのトリプトファン残基の位置
に光感受性のフェニルアラニン誘導体を
導入し、in vivoで光架橋反応を行った。
その結果、これら２つのトリプトファン
残基が輸送ゲート構成蛋白質 FlhA の近
傍に位置することが判明した。さらに、
遺伝学的機能解析から、FliHと FlhAの相
互作用により FliI が効率よく輸送機能を
発揮できることが示唆された。以上の結
果から、FliH の N 末近傍領域と FlhA と
の相互作用を介して FliI リングが輸送ゲ
ートに結合すると言うモデルを提案した
(図 3)（Hara et al., J. Bacteriol. 2012）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 2. FliJ オーソログ間で非常に高く保存
されているアミノ酸残基.（A）FliJの立体
構造,（B）FliI6-FliJリング複合体モデル. 

図 3. べん毛 III型輸送装置のモデル 
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