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研究成果の概要（和文）：バクテリアべん毛蛋白質輸送装置は6種類の膜蛋白質からなる輸送ゲート複合体と3種
類の細胞質性蛋白質からなるATPase複合体から構成される。輸送装置は、ATPおよび細胞膜を横切るプロトン駆
動力をエネルギーとして利用し、細胞内からべん毛構成蛋白質を細胞外へ輸送するが、そのエネルギー変換の仕
組みは不明であった。本研究では、輸送装置がATPの消費を最小限に抑えつつ、プロトン駆動力を使って高速に
かつ高効率にべん毛蛋白質を輸送すること、輸送ゲート蛋白質FlhAがイオンチャネルとして働くことを明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：The bacterial flagellar protein export apparatus, which consists of an 
export gate complex made of five transmembrane proteins and a cytoplasmic ATPase composed of three 
cytoplasmic proteins, utilizes ATP and proton motive force across the cytoplasmic membrane as the 
energy source  to drive flagellar protein export. To clarify the energy transduction mechanism of 
the export apparatus, we have shown that the flagellar export apparatus is a fuel-efficient export 
engine that can save ATP consumption for the enormous amount of protein export for flagellar 
assembly and that FlhA acts as an ion channel of the export gate complex to couple the proton flow 
with protein transport.

研究分野：分子生物学・生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
 べん毛は約 30 種類の蛋白質からなる生体超
分子ナノマシンで、回転モーターとして機能す
る基部体、ユニバーサルジョイントとして働くフ
ック、らせん型プロペラである繊維の、少なくと
も 3 つの部分構造からなる。べん毛の構築は、
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。べん毛の基部にある独
自の蛋白質輸送装置は、FlhA, FlhB, FliO, 
FliP, FliQ, FliR と呼ばれる 6 種類の膜蛋白質
からなる輸送ゲート複合体と FliH, FliI, FliJ の
3 種類の可溶性蛋白質からなる ATPase 複合
体から構成される。輸送装置は ATP および細
胞膜を横切るプロトン駆動力をエネルギーに
用い、べん毛蛋白質を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。しかしながら、輸送装置がこれらのエネ
ルギーをどのように利用するのか不明であっ
た。 
 
２．研究の目的 
 遺伝学的および生化学的手法を駆使し、
ATPase 複合体および輸送ゲート蛋白質 FlhA
を中心とする蛋白質相互作用ネットワークを網
羅的に解析するとともに、光学顕微ナノ計測技
術を活用してべん毛蛋白質の in vivo での動
態を定量的に計測することにより、べん毛蛋白
質輸送装置が備えている非常にロバストなエ
ネルギー変換システムの分子基盤の解明を目
指した。 
 
３．研究の方法 
 1 分子蛍光イメージング法を用いて FliI 
ATPase の in vivo 動態計測やべん毛繊維の伸
長速度を定量的に計測した。GST アフィニティ
ークロマトグラフィー法を利用し、遺伝学的機
能解析法を上手く組み合わせることで、蛋白
質間相互作用を解析した。我々が独自に開発
したイオンチャネル活性計測法を利用して輸
送ゲート蛋白質 FlhA のイオンチャネル活性を
測定した。輸送ゲート構成蛋白質の発現系を
構築し、輸送ゲート構成蛋白質間の相互作用
を解析した。 
 
４．	研究成果 

（１）	黄色蛍光蛋白質（YFP）1分子の蛍光を

十分に計測できる高感度の蛍光顕微鏡

を用いてべん毛基部に局在している

FliI-YFPの数を見積もった結果、6分子

以上のFliI-YFPがべん毛基部体のCリン

グおよび輸送ゲートプラットフォームに結

合していた。FliI-YFPはATPに依存せず

に1分間あたり約6回程度離合集散を繰り

返すことが判明した。これにより、ATPase
複合体は離合集散を繰り返す非常にダ

イナミクな構造であることを世界に先駆け

て示すことができた。 
（２）	 FliIのGlu-211残基はATPの加水分解反

応に直接関与する。E211Q変異体では、

ATPはFliIに結合するが、加水分解され

なかった。一方、E211D変異体では、

ATPはわずかに加水分解され、そのATP
加水分解活性は野生型レベルの1/100以

下であった。fliI(E211D)変異株の90％以

上の菌体で、べん毛の数及び長さはとも

に野生株と比べて1/2程度にしか低下し

なかった。さらに、fliI(E211Q)変異株でも

17％程度の菌体で、野生株と比べて1/4
程度の長さのべん毛が1〜2本形成され

た。したがって、輸送装置はATPの消費

を最小限に押さえながら、プロトン駆動力

を使って高速にかつ高効率に動く輸送エ

ンジンであると示唆された。 
（３）	輸送ゲート蛋白質FlhAがH+およびNa+チ

ャネルとして働くこと、ATPase複合体が

FlhAに結合すると、FlhAのイオン選択性

がH+でもNa+でも流すことができるデュア

ルチャネルモードからプロトンのみを選択

するシングルチャネルモードにスイッチす

ることが示唆された。さらに、このFlhAの

イオンチャネル活性が阻害されるとべん

毛が形成されないことから、FlhAを直接タ

ーゲットにした創薬スクリーニングが可能

となり、社会的に重要な問題となっている

新興細菌感染症を制御するための新技

術開発に直結できると期待された。 
（４）	べん毛繊維の成長速度を定量的に解析

した結果、べん毛繊維の形成初期は1分

間に100 nm伸長すること、その後べん毛

繊維が長くなるに伴って、べん毛繊維の

伸長速度が20 nm/minにまで低下するこ

とを見出した。この研究成果は2017年3月

にeLife誌に発表し、Faculty of 1000に選

出された。 
（５）	我々は世界に先駆けて高感度細胞内pH

イメージング技術を確立し、生体ナノマシ

ン内のpH計測を可能にした。その結果、

わずか1 µmほどのバクテリア細胞内でpH
勾配が形成されていること、さらに、べん

毛蛋白質輸送装置がATP加水分解とプ

ロトン駆動力をカップルさせて利用するこ

とで効率的な蛋白質輸送を行っているこ

とが明らかとなった。 
（６）	 6種類の膜蛋白質から構成される輸送ゲ

ート複合体を単離精製するために、様々

な発現系を構築した。その中で、世界に

先駆けてFliO/FliP複合体、FliP/FliR複合

体、FliO/FliP/FliR複合体、FliP/FliR/FliQ
複合体、FliO/FliP/FliR/FlhB複合体など

を単離精製することに成功した。今後、ク

ライオ電子顕微鏡による輸送ゲート複合

体の構造解析が可能となった。 
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