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研究成果の概要（和文）：ビブリオ菌は細胞の極に１本だけべん毛を形成し遊泳する。我々はべん毛形成の負の
制御因子でATPaseであるFlhGが、同じファミリーのMinDと異なりATP存在下で二量体を形成せず単量体で存在す
ることを見出し、ATP結合後に細胞の極において膜タンパク質HubPを足場に正の制御因子FlhFを阻害する可能を
提案した。一方FlhFは単独で極局在することができるが、GTP存在下で二量体を形成し、FlhGのN末端側依存的に
GTPase活性を示すことを見出した。従って細胞の極におけるヌクレオチド結合型FlhFとFlhGの本数制御活性のバ
ランスによって、極べん毛形成が１本に厳密に制御されていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Vibrio alginolyticus has a single polar flagellum used for swimming 
motility. We found that FlhG, the negative regulator for flagellar number and ATPase, exists as a 
monomer in the presence of ATP and do not form dimer as seen for its paralog MinD. We suggest that 
an ATP-bound FlhG localizes at cell pole via the membrane protein HubP, and then directly inhibits 
FlhF, the positive regulator for flagellar number. On the other hand, FlhF intrinsically localizes 
at cell pole. We found that a GTP-bound FlhF forms dimer and its GTPase activity was stimulated by 
the N-terminal region of FlhG. Our current model proposes that the nucleotide-bound active states of
 FlhF and FlhG function at cell pole, and their regulatory activities to determine flagellar number 
is strictly balanced at pole, so as to generate only a single polar flagellum.

研究分野： 生化学・分子生物学・生物物理学

キーワード： 細菌べん毛　タンパク質局在　ATPase　GTPase　FlhF　FlhG　HubP　SflA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
機能部位への生体分子の適量配置は、生命機能の正常な発現と維持に必須で、あらゆる生物に見られる普遍的生
命現象である。細菌べん毛は適量適所配置により運動能を実現することや、細菌の特色である増殖が早く様々な
研究手法が適用可能であることから、優れた研究対象である。我々はべん毛形成を制御する正と負の因子の生化
学活性と細胞内での振る舞い（極局在）を検討し、遺伝子発現レベルでの制御だけでなく、翻訳後の制御機構が
因子の生化学活性と共役して細胞の極で起こることを見出した。加えて細胞の極が細胞内において特殊な状況を
生み出し、超分子複合体の構築に適切な環境を与えていることを見出した点にも意義がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 生体分子は、機能すべき特定の位置に適切な数が集合して活性を発現し、生理機能を実現して
いる。生体分子の機能部位への適量配置は、基本的で必須の生命現象であるが、実現する仕組み
にはまだ謎が多い。この課題に取り組むため、我々は増殖が早く、様々な解析手法の適用が可能
な細菌を実験材料とし、研究の問いを「細菌の運動を担う超分子べん毛が、海洋性ビブリオ菌で
はなぜ細胞の極１本だけ形成されるのか」と設定した。 
 研究の開始までに、細菌べん毛の形成位置と本数制御にはオペロンを組む正の制御因子 FlhF
と負の制御因子 FlhG が関与することがわかっていた。FlhF はシグナル認識粒子(SRP)タイプの
GTPase に分類され、FlhG は細胞分裂面を制御する ATPase の MinD と同じファミリーに属する。
我々はビブリオ菌において、FlhF と FlhG は相互作用しべん毛本数をそれぞれ正と負に制御する
こと、FlhF はそれ自身が極局在する性質を持ち、FlhG 存在下では極局在が低下することを明ら
かにしていた。また、高い ATPase 活性を示す FlhG 変異体は野生型に比べてより極に局在しべ
ん毛形成を強く阻害する一方、ATP 結合部位の変異体は極局在できずべん毛形成を負に制御で
きないことを見いだしていた。総合して、FlhG は ATP 依存的に極において FlhF に作用し、その
分子数を適切な数に制御することでべん毛本数を制御するモデルを考えていた。 
 ところがその後、コレラ菌において極に局在し様々な蛋白質の結合プラットフォームとして
機能する膜蛋白質 HubP が発見され、FlhF は関与しないが FlhG の極局在は HubP に依存するこ
とが明らかになった。海洋性ビブリオ菌でも HubP を欠失させると FlhG の極局在は完全に失わ
れ、多べん毛になることが分かった。そこで、本研究開始当初に、FlhF の「べん毛形成促進活
性」を FlhG が２つの異なる仕組み（1. FlhF に結合し細胞質に留めて極移行を阻害する、2. ATP
かつ HubP 依存的に極に移行して活性化し、極の FlhF に直接作用して阻害する）、細胞極での
FlhF 活性を制御することでべん毛本数を１本に制御している、というモデルを提唱した。 
 
２．研究の目的 
 他の菌種ではあるが FlhF と FlhG の二量体結晶構造が報告され、また FlhF と FlhG それぞれが
GTPase, ATPase 活性を持つことも示されていた。しかし、これら生化学的活性とべん毛本数制御
の相関は菌種により異なり、また細胞内局在との関連も未解明であった。FlhF と FlhG が細胞内
および細胞極でいつ、どのように、どのような構造で相互作用し、それぞれの生化学活性が制御
されるのか？ また HubP はどのように関係するのか？ HubP を介して FlhG は FlhF に作用す
るのか？ FlhF のべん毛形成促進活性の本質は何か？など、FlhF/FlhG によるべん毛本数制御機
構には多くの謎が残されていた。 
 そこで本研究では、ビブリオ菌において FlhF と FlhG の生化学的活性とべん毛本数制御の関
連付けを行うことを大きな目標とした。つまり、GDP/ADP, GTP/ATP 結合フォームの存在を確認
するとともに、それらの細胞内局在とべん毛本数との関連を明らかにする。FlhF ホモログの
Ffh/FtsY 系では、ヘテロ二量体形成により GTPase が活性化し、GDP 加水分解後は速やかに機能
部位から解離することが知られている。FlhF の場合は GTPase 活性化には FlhG が関与するとさ
れているが、二量体形成や自身の極局在とどう関係するのか、また FlhF の FliF(MS)リング形成
促進能との関係も合わせて明らかにすることを考えた。FlhG の場合は極で ATPase 活性化が誘起
される可能性を検証する。また、HubP がどのように FlhG のべん毛形成抑制活性に関与するの
かを検討することも目標とした。 
 
３．研究の方法 
(1) FlhF と FlhG のヌクレオチド結合スキ−ムと構造 
 これまでの結果から、我々は細胞質に存在する FlhF, FlhG においてべん毛本数制御活性は低
く、極に移行すると活性化すると考えていた。その活性は結合するヌクレオチドによって制御さ
れると考えているが、まだ明らかではない。そこで FlhF の精製法を確立し、すでに精製が確立
している FlhG と共に精製標品を用いて、まず単独での生化学的性質を解析し、ヌクレオチド結
合による FlhF と FlhG の振る舞いを検討した。精製標品をゲルろ過カラムにより解析し、単独で
二量体を形成するかどうか、また各ヌクレオチド存在下で単量体と二量体の変換が起こるかど
うかを検証した。GTPase 活性、ATPase 活性を定法にて測定し、これまでに単離された GTPase, 
ATPase モチーフの変異体について同様に解析を行った。 
 
(2) FlhF-GTPase, FlhG-ATPase 活性の制御機構 
 FlhF, FlhG 単独での生化学的性質の知見を基盤として、精製標品を用いて FlhF と FlhG の
GTPase/ATPase の活性化機構解明に取り組んだ。枯草菌では FlhF-GTPase 活性が FlhG の N 末端
ペプチドによって活性化することが示されているが、ビブリオ菌では不明である。そこで、野生
型や以前に単離した FlhG 変異体の存在下で FlhF-GTPase 活性を測定し、FlhG による FlhF-GTPase
の活性化を検証した。一方ビブリオ菌の FlhG は、単独での低い ATPase 活性が変異により高く
なるため、活性化因子の存在が示唆されていた。この因子の候補として FlhF, HubP を考えた。そ
こで野生型および様々な FlhF 変異体の精製標品存在下で FlhG-ATPase 活性を測定し、FlhF によ
る FlhG-ATPase 活性化を検討した。また FlhG の極局在は HubP に依存するが、その作用部位は
明らかになっていない。HubP の細胞質領域は、リピート配列を含む 1000 残基以上から成りかな
り大きいので、断片化して発現・精製し、FlhG との相互作用をプルダウンにより検証すると同



時に、ATPase 活性化も検討した。 
 
(3) SflA の極べん毛形成における役割 
 ビブリオ菌の ΔflhFG 株において sflAに欠損が起きると、べん毛が体の側に形成された個体数
が増加する。従って、SflA は FlhF, FlhG 非存在下でべん毛形成を抑制する働きがあると考えられ
る。１回膜貫通型タンパク質である SflA のべん毛形成抑制能は、C 末端側の DnaJ ドメインが担
っており、我々はこのドメインのみを細胞内に発現してもべん毛形成が抑制されることを見い
だしていた。しかし、SflA がいつ発現し、どのようにしてべん毛形成を制御しているのかは全く
分かっていない。そこで、SflA の N 末端（ペリプラズム側）に mCherry を融合させたコンスト
ラクトを染色体から発現させ、分裂中の細胞において細胞内局在を調べた。さらに、N 末端ペリ
プラズム領域(SflAN)および C 末端細胞質領域(SflAC)のみを発現するコンストラクトを作成し、
ビブリオ菌内で発現させて、それぞれの領域と相互作用するタンパク質をプルダウンにより単
離を試みた。さらに、大腸菌でこれらの断片を大量発現後精製し、結晶化を試みた。 
 
(4) ビブリオ菌における MS リング形成機構 
 べん毛基部体は FliF タンパク質からなる MS リングが土台となり C リングや輸送装置が構築
されるが、FliF がどのように集合し MS リングを形成するのかは不明である。我々はビブリオ菌
の FliF を大腸菌で過剰発現させたが、細胞膜上にリング状の構造体を見いだすことができなか
った。そこで、ビブリオ菌内で FliF がどのようにしてリングを形成するのか、リング形成には
他の因子が必要なのか、検証を行った。研究の初期に FlhF が FliF の極局在に必要であることを
見出したため、大腸菌の FliF 発現系に FlhF を加え、MS リング形成が起こるかどうかを検討し
た。その結果、FlhF を FliF と共発現すれば、大腸菌内でビブリオ菌の MS リングを形成できる
ことがわかった。このリングの構造を高速原子間力顕微鏡や電子顕微鏡で解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ビブリオ菌 FlhF の GTPase 活性と GTP 依存的二量体形成 
 FlhF は大腸菌で過剰発現すると沈殿するため、これまで可溶性画分から精製できていなかっ
た。そこでコールドショック発現系を用いて FlhF を低温下で過剰発現させたところ、菌体破砕
後わずかに可溶性画分に回収された。条件の検討を重ね、破砕バッファーに MgCl2と GTP もし
くは GDP を加えると可溶性画分に回収される FlhF 量が増えることを見出し、FlhF を十分量精
製することができた。次に精製した FlhF を用いて GTPase 活性を測定したところ、FlhF 単独で
は有意な GTP 加水分解活性を示さなかったが、FlhG が存在すると GTPase 活性を示すことがわ
かった（図１）。 
 続いて FlhF の機能が低下している
GTPase モチーフへの点変異体 12 種の精
製を試みたが、E440K 変異体を除く全て
が沈殿してしまい精製できなかった。唯
一精製できた E440K 変異体は FlhG の存
在下で GTPase 活性を示さなかった。ま
た推定触媒残基の変異体 R334A を精製
したところ、R334A も FlhG の存在下で
GTPase 活 性 を 示 さ な か っ た 。
FlhF(R334A)を ΔflhF 株で発現させると、
FlhF の極局在やべん毛の形成は正常に
行われ、野生型 FlhF を発現させたときと
同様の表現型を示していた。さらにゲル
ろ過クロマトグラフィーの結果から、
FlhF は GDP 存在下では単量体だが、GTP
存在下では二量体として存在することが明らかになった。FlhF は GTP 存在下で二量体を形成す
ると細胞の極へ移行し、べん毛形成を促進すると考えられる。また、その極局在やべん毛の形成
には GTPase 活性は重要ではなく、GTP と結合することが重要ではないかと考えている。 
本成果は引用文献 1 に発表済みである。 
 
(2) ビブリオ菌 FlhG タンパク質の ATP 存在下での構造変化 
 これまでの経験から、精製した FlhG は不安定で時間経過とともに凝集してしまう。そのため
ゲル濾過カラムに通しても、カラムに吸着してしまいほとんど溶出されない。そこでまず様々な
緩衝液に精製 FlhG を懸濁し、凝集を抑える条件を探索した。その結果、ATP 存在下では野生型
といくつかの ATPase モチーフ変異体の凝集が抑えられたが、ADP 存在下では野生型と全ての
ATPase モチーフ変異体の凝集が抑えられることが分かった。一方、高い ATPase 活性を示す
D171A 変異体は、ATP 存在下において野生型や他の変異体に比べて高い凝集性を示していた。



続いて精製直後の野生型 FlhG を ATP 存在下
でゲル濾過カラムに通したところ、カラムへ
の吸着が抑えられて単量体の位置に溶出す
ることが分かった（図２）。同様に ADP 存在
下でゲル濾過クロマトグラフィーを行うと、
やはり単量体の位置に溶出した。つまり予想
に反して野生型 FlhG は ATP 存在下でも単量
体であり、ATP 依存的に二量体を形成するパ
ラログの MinD とは異なる性質を持つと考え
られる。D171A 変異体は ATP 存在下で高分
子側へ溶出ピークが移動したことから、FlhG
は ATPase 活性化の際に構造変化を引き起こ
す可能性が示唆された。本成果は引用文献 2
に発表した。 
 
(3) FlhG の N 末端領域の機能解析 
 研究成果(1)に示した通り、FlhG 存在下で FlhF は GTPase 活性を示すことが明らかとなった。
FlhG は MinD と同じ ATPase ファミリーに属し、結晶構造も非常によく似ているが、FlhG の N
末端側には MinD には存在しない 20 残基程度の領域が存在する。枯草菌の FlhG の解析から、こ
の領域が FlhF と相互作用し、その GTPase 活性を刺激することが知られている。ビブリオ菌 FlhG
にも MinD コアに繋がる N 末端領域が存在するため、N 末端 20 残基を欠失させた FlhG 変異体
の性質を解析した。するとこの変異体は FlhF-GTPase を活性化できなかった。さらにべん毛形成
の抑制能も低下していたが、それはビブリオ菌内での発現量が低下したためであり、過剰発現す
ると抑制能を示すことがわかった。従って FlhG の N 末端はべん毛形成を抑制する活性には直接
関係しないと考えられる。また、N 末端欠損により発現量が低下する原因として、FlhG の持つ
二箇所の発現開始部位の一つが失われた可能性が考えられた。本成果は論文投稿準備中である。 
 
(4) SflA の構造と機能 
 SflA は FlhF と FlhG の非存在下において、べん毛の形成を阻害する機能を持つビブリオ特異
的な１回膜貫通タンパク質である。SflA に対する蛍光タンパク質融合体は、FlhF および FlhG の
存在下で細胞の極に局在したが、ΔflhFG 細胞における局在はしなかった。一方、 SflA の極性局
在には HubP を必要とした。 SflA（SflAC）の C 末端領域だけの過剰発現によって、ΔflhFGΔsflA
細胞の側べん毛形成を抑制した。以上の結果は、SflA が鞭毛に局在し、SflAC が ΔflhFG 株にお
けるべん毛形成開始を抑制することを示唆している。また、X 線結晶構造解析により、N 末端側
ペリプラズム領域（SflAN）の構造を 1.9Åの分解能で決定した。 SflAＮのコア構造（SflAN1）は、
ドメインスワッピングした二量体になることにより、tetratricopeptide repeat（TPR）/Sel1-like repeat
（SLR）モチーフを形成していることが明らかになった。TPR/SLR モチーフは、タンパク質 - タ
ンパク質相互作用に関与するドメインによく見られる構造である。類似構造との比較、および構
造に基づいて作成した変異体の分析により、SflA がペリプラズム領域 SflANにおいて未知のタン
パク質に結合し、その結合シグナルが SflA 機能の正確な制御に重要であることが示唆された。 
本成果の前半は引用文献 3、後半の構造解析は引用文献 4 に発表した。 
 
(5) ビブリオ菌 MS リング形成と FlhF の関係 
研究の初期段階で、我々はビブリオ菌べん毛基部を形成する MS リング構成タンパク質 FliF の
極局在を、FlhF が担うことを見出していた。一方、大腸菌内でビブリオ菌 FliF を過剰発現させ
ても、MS リングの形成は見られないため、他のタンパク質が MS リング形成に必要であること
が示唆されていた。これらの結果を踏まえ、FlhF を FliF とともに大腸菌で発現させたところ、 
MS リングが効果的に形成され、FlhF が何らかの方法で MS リングの形成に寄与していることが
示された。また、C リングタンパク質の FliG を FliF と共発現させた時も、同様に MS リング形
成が観察された。大腸菌内で形成された MS リングを精製し、構造を電子顕微鏡と原子間力顕微
鏡で解析すると、サルモネラ菌の FliF によって形成された MS リングに似ていることがわかっ
た。FlhF は、FliF の膜上での局所濃度を高くすることで MS リング形成を促進しているのではな
いかと考えている。本成果は引用文献 5 に発表した。 
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