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研究成果の概要（和文）：細菌べん毛を構築するべん毛輸送装置のタンパク質分泌メカニズムとべん毛構築・機
能メカニズムについて研究した。反転膜小胞を用いた試験管内輸送再構成系を使い、フック、フィラメントをin
 vitroで構築させることができた。また、物差しタンパク質FliKによってフックの長さを55nmに制御できた。こ
れらの研究成果によって、べん毛が自分自身の構成要素だけで自律的に構築される分子機械であることを明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：We studied the mechanism of protein export, construction and function of the
 bacterial flagellum. Using an in vitro transport assay with the inverted membrane vesicles, we were
 able to construct hook and filament in vitro. The length of hook was regulated to 55 nm by the 
molecular ruler protein FliK. These results revealed that the flagellum is a molecular machine that 
is autonomously constructed using only flagellar components.

研究分野： 細菌学

キーワード： 細菌べん毛　III型分泌装置　光架橋　in vitro再構成　タンパク質分泌

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細菌べん毛は、細胞外に長く伸びた線維状の超分子複合体である。その構築メカニズムを明らかにすることによ
って、タンパク質から構築される分子機械の作動原理と設計原理を知ることができる。本研究の成果によって、
べん毛の構築原理の一端を解き明かすことができ、学術的意義のある研究成果を得ることができた。

※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 
腸管出血性大腸菌やサルモネラ属菌は、ニードル複合体と呼ばれる針状の細胞小器官を使い、上
皮細胞などに病原性タンパク質を直接送り込んでいる。これによって、宿主細胞の生理機能を操
り、様々な病原性を発揮する。ニードル複合体の根元には、III 型分泌装置と呼ばれるタンパク
質輸送体が存在しており、これが病原性タンパク質(エフェクター)の膜透過を行っている。ニー
ドル複合体の構成タンパク質の結晶構造や電子顕微鏡による全体構造は解析されてきたが、そ
の内部に存在する III型分泌装置のタンパク質輸送については十分に理解されていない。一方で、
細菌の運動器官であるべん毛も、その根元に III 型分泌装置を持っており、同じファミリーのタ
ンパク質輸送体である。両者は、アミノ酸配列から超分子構造までよく似ており、基本的には同
じ作動機構で働くと考えられている。べん毛は約２０種類の構成タンパク質が、数万分子集合し
て構築される超分子複合体である。研究の歴史の長さから、べん毛 III 型分泌装置の分子メカニ
ズムの研究は、ニードル複合体よりも進んでいる。べん毛 III 型分泌装置は、６種類の膜タンパ
ク質(FlhA、FlhB、FliO、FliP、FliQ、FliR)からなる輸送ゲートと、３種類の細胞質タンパク
質(FliH、FliI、FliJ)からなる ATPase 複合体で構成されている。タンパク質輸送のエネルギー
源はプロトン駆動力であり、ATP 加水分解エネルギーが輸送効率を高めるために使われている。
輸送される基質タンパク質は FlhB によって選別され、べん毛構成タンパク質(１３種類)のみが
輸送される。そして、基質タンパク質は、輸送ゲートを通過して細胞外へと輸送される。しかし
ながら、III 型分泌装置によるタンパク質の膜透過において、(１)基質タンパク質がどのように
輸送ゲートに運ばれ、(２)輸送ゲートのどこを通って細胞膜を横断するのかはほとんど分かって
いない。そこで、タンパク質の膜透過経路の解明を行うために、基質タンパク質と III 型分泌装
置の間に部位特異的光架橋を行う。 
 
２．研究の目的 
基質タンパク質が III 型分泌装置のどこを通って細
胞膜を横断していくのか明らかにする。そのための
方法として、in vitro 輸送アッセイ系と光架橋性基
質タンパク質を使う。従来の in vivo 実験では、遺伝
子発現のフィードバック制御や複数の基質タンパク
質が存在するため、細胞内の条件を制御することが
難しかった。それらの問題を解決するための手法と
して、最近我々は、輸送能を持った反転膜小胞を作
製し、in vitro で基質タンパク質の輸送を検出する
ことに成功した(図 1)。この方法を使えば、外液に目
的の基質タンパク質１種類だけを加え、その輸送のみを検出することが可能である。光架橋性非
天然アミノ酸 p-benzoyl-phenylalanine (pBPA)は、UV 照射によって相互作用しているタンパク
質と共有結合的に架橋することができる。pBPA 導入した基質タンパク質を in vitro 輸送アッセ
イ系で輸送させ、UV 照射で光架橋を起こし、架橋相手を同定することでタンパク質の膜透過経
路を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）べん毛輸送装置を基質タンパク質がどこを膜透過するのか明らかにするために、部位特異
的光架橋法を用いた。輸送基質としてフックキャップタンパク質 FlgD を使った。また輸送を一
定の場所で止めるために C 末端に GFP を融合させた。FlgD-GFP に、アンバーコドンサプレッサ
ーを用いた光架橋性非天然アミノ酸(pBPA)の導入を行った。光架橋実験は、細胞内と in vitro
輸送再構成系の 2種類の方法を試みた。 
 
（2）In vitro 輸送再構成系を用いて、べん毛の構築過程の詳細な解明を行った。In vitro 輸送
再構成系は、サルモネラ属菌（ネズミチフス菌）の細胞を高圧ホモジェナイザーで破砕すると形
成される膜の内外が反転した膜小胞のことである。反転膜小胞溶液に、輸送基質タンパク質と
ATPase 複合体、ATP を加えることによって反転膜内へと基質タンパク質を輸送させる計測系で
ある。膜透過経路の解明には、FlgD のみならず他の基質タンパク質の膜透過の動態を計測する
ことも重要であると考える。そこで、in vitro 再構成系を用いて、フック、ジョイント、フィ
ラメントの構築の再現を行った。 
 
（3）べん毛輸送装置は、細胞膜上の MS リングの内側に形成される。サルモネラ属菌では、輸送
装置が存在しなくともMSリングの構成タンパク質FliFのみでMSリングが形成される。一方で、
これまでの研究から、ビブリオ属菌の MS リングは FliF のみでは形成されないと考えられてき
た。そこで、ビブリオ属菌の MS リングの構築に必要な要素の探索を行った。 
 



（4）べん毛の構築を in vitro 再構成系によって再現できた。次に、機能的なべん毛モーターの
再構成と、それを用いた機能解析を達成したいと考えた。そこでまずは、べん毛が回転するため
に必要な固定子と回転子の間の相互作用の実体について、部位特異的光架橋法を用いて明らか
にした。 
 
４．研究成果 
（1）輸送基質タンパク質と輸送装置の間に光架橋によって架橋形成させ、相互作用を検出する
ことを試みた。基質となる FlgD の様々な位置にアンバーストップコドン変異を導入し、UV反応
性非天然アミノ酸 pBPA をアンバーコドンサプレッサー法により導入した。細胞に UV 照射後、い
くつかの変異体において、基質 FlgD と輸送装置 FlhA との間に架橋産物が検出された。また、in 
vitro 輸送再構成系を用いて、光架橋実験を行った。しかしながら、両実験系において再現性良
く架橋産物を検出することができず、実験条件によって結果がぶれてしまった。 
 
（2）In vitro 輸送再構成系によって、べん毛の構造構築を試験管内で再現することを試みた。
この実験によって、実験条件を厳密に制御したうえでべん毛がどのように構築されていくのか
あきらかにする。べん毛のフックの長さは、55nm に制御されている。これを担っているのは、
輸送装置 FlhB と基質タンパク質 FliK である。FliK はたまに輸送され、フックの長さが 55nm に
満たない時は細胞外へと分泌される。しかし、フックが 55nm に達すると FliK の C 末端領域が
FlhB の C 末端領域と相互作用し、基質特異性が切り替わり、フックの伸長が止まる。この現象
を in vitro 輸送再構成系を用いて再現することを試みた。その結果、FliK を反応溶液中に加え
ることによって、フックの長さを 55nm 程度に制御することに成功した。この結果は、フックの
長さ制御には FliK と輸送装置が必要十分であることを示している。次に、基質特異性の切り替
えが起こり、フィラメント型基質が輸送されるようになっていることを確かめるために、溶液中
にフィラメント型タンパク質を加え in vitro 輸送アッセイを行っ
た。その結果、正常なフックの後にフィラメントが形成されていた。
また、フックとフィラメントの継ぎ目にはジャンクションが形成さ
れていた(図 2)。この結果から、べん毛線維の構築には、構成コンポ
ーネント、FliK、輸送装置が必要十分に働くことが明らかになった。
In vivo では、遺伝子発現とべん毛構築の共役が見られるが、この
共役はべん毛構築を効率的に行うための機能であることが推測され
た。また、in vitro でべん毛構築過程を再現できたことで、今後、
タンパク質分泌の分子レベルでの作動機構を明らかにすることがで
きると期待される。さらに、べん毛輸送装置が III 型分泌系に属す
ることから、in vitro 輸送再構成系を使ったタンパク質分泌阻害剤
スクリーニング系の構築が期待される。 
 
（3）細菌べん毛の構築は、細胞質膜上の MSリングと輸送装置の構築から始まると考えられてい
る。MS リングは、FliF が数十個集合して構築されるリング構造体であり、その内部に輸送装置
が構築される。そのため、輸送装置の機能を明らかにするためには、MS リングの構築について
も知る必要がある。ビブリオ属菌の MS リングの形成過程について明らかにするために、FliF と
他のタンパク質を過剰発現し、MS リングを形成する条件を検討した。ビブリオ属菌の FliF はべ
ん毛位置・本数制御タンパク質 FlhF、あるいは C リングタンパク質 FliG との共発現によって、
MS リング形成を促進されることが分かった。また、形成された MS リングを高速原子間力顕微鏡
を用いて観察したところ、大きな土台の上に小さなシリンダーが乗ったような形状をしており、
その先端には穴のような窪みが観察された。この穴は輸送装置から膜透過された基質タンパク
質の透過経路であると考えられる。これら一連の結果は、FlhF、FliG が FliF の適切な空間的／
時間的制御を行い、MS リング形成及び最終的にはべん毛形成を制御していることを示唆してい
る。 
 
（4）in vitro 輸送再構成系を構築し、べん毛構築を試験管内再構成できたことで、次にモータ
ー機能までの完全なべん毛機能の再構成を視野に入れた研究を長期的に考えている。そこで、ま
ずは、べん毛モーターがどのようなメカニズムで回転するのか明らかにすることを目指した。べ
ん毛モーターの回転は、固定子と呼ばれる膜タンパク質複合体中を流れるイオン流と共役して
起こる固定子の構造変化と、それに伴う固定子-回転子間
相互作用によって発生すると考えられている。しかしな
がら、固定子-回転子間相互作用に関わる残基は遺伝学的
な変異体解析から示されているが、物理的な相互作用を
生化学的に示した研究はほとんどなかった。そこで、本
来の研究目的で使用した部位特異的光架橋法を使い、固
定子-回転子間相互作用に直接かかわる残基の同定と、相
互作用ペアの同定を行った。その結果、相互作用に関わ
る残基を同定した。また、これまで知られていなかった
新規相互作用残基を同定することにも成功した。更に、



システインジスルフィド架橋法を用いて、相互作用する残基ペアの同定を行い、固定子 PomA K89
と回転子 FliG R281 のペア、固定子 PomA K89 と回転子 FliG D288 のペアを同定した。これらの
結果から、固定子と回転子の間の静電的な誘引と反発がトルクを発生させる可能性と歯車回転
モデルを提案した(図 3)。今後、更に詳細な固定子-回転子間相互作用の分子メカニズムを明ら
かにすることで、生体型分子回転モーターの作動基盤を理解し、将来的な人工ナノマシン創成に
つなげることができるかもしれない。 
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