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研究成果の概要（和文）：細菌べん毛は高速回転（サルモネラなら300回転/秒）する生体ナノマシンである。この高速
回転を支えるドライブシャフトとして機能する細菌べん毛ロッドの構造を明らかにし、生体シャフトの仕組みの解明を
試みた。ロッドの主成分であるFlgGの結晶化に成功し、2オングストローム分解能での分子構造を明らかにした。得ら
れた分子構造をポリロッドの低温電子顕微鏡像にあてはめ 、FlgG同士が相互作用して作り上げるロッドの堅硬な構造
の仕組みを解明した。

研究成果の概要（英文）：Bacterial flagellum is a highly efficient nano-machine rotating at high speed, 
300 rpm/sec if Salmonella, in viscous environments. The rod of the bacterial flagellum acts as the drive 
shaft to enable the high-speed rotation. FlgG is the protein to constructs the distal rod which is a 
major part of the rod. We revealed the molecular model at 2 angstrom resolution of a core fragment of 
FlgG by X-ray crystal structure analysis. Furthermore we constructed the distal rod structure based on 
this FlgG model to fit to cryo-EM density map.

研究分野： 生物物理

キーワード： 結晶構造解析　細菌べん毛　ナノマシン
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１．研究開始当初の背景 
 
  細菌べん毛は約 30 種類ものタンパク質
が数万個も集合して構築されている巨大な生
体回転ナノマシンである。細菌は、細胞の内
膜に局在しているモータによって、菌体から
長く伸びた軸構造体をプロペラのように回転
させて泳ぎ回る。べん毛基部体のモータで発
生したトルクはペプチドグリカン層と細胞膜
を貫きドライブシャフトとして機能するロッ
ドに伝えられ、その後、細胞外のユニバーサ
ルジョイントとして機能するフックとプロペ
ラとして機能するフィラメントに伝えられる。
フックは FlgE タンパク質のらせん重合体で、
トルクをフィラメントにスムーズに伝えるた
めに、曲げに対しては柔軟でねじれに対して
は堅い構造をしており、回転に応じて連続的
に構造を変化させる。フィラメントは FliC タ
ンパク質（フラジェリン）のらせん重合体で、
ゆるやかな超らせんを形成しおり、推進力を
発生するための剛性と、モータの反転運動に
応じて超らせん構造の形態を変換させる柔軟
性を併せ持っている。力学的特性の異なるフ
ックとフィラメントはカップリングジョイン
トタンパク質 FlgK と FlgL を介してスムーズ
に連結している。（Samatey et al. 2001, 
Nature, Samatey et al. 2004, Nature, 
Arkhipov et al. 2006, Biophys J., Kitao et 
al. 2006, Proc Natl Acad Sci U S A., Furuta 
et al. 2007, J Struct Biol.) 
  フックやフィラメントが一種類のタンパ
ク質からなる比較的単純ならせん構造体であ
るのに対し、軸構造体の最もロータに近いと
ころに位置するロッドは、分子量の小さい
FlgB, FlgC, FlgF, FlgG, FliE と五種類もの
タンパク質で構成されている（図 1）。基部体
内から伸びてペプチドグリカン層と細胞膜を
貫くロッドは、強いねじれの力を受ける部分
であるにもかかわらず、フィラメントやフッ
クに比べて非常に細くて短い軸であることが
電子顕微鏡観察によって分かっている。ロッ
ドの LP リングを貫通している部分は FlgG の
みで構成されているディスタルロッド（また
は FlgG ロッド)と呼ばれる。ディスタルロッ
ドとロッドのベアリングとして機能する LP
リングとの間にはナノスケールでコントロー

ルされた一分間に二万回転もの高速回転を可
能にする潤滑機構が備わっており、生体ナノ
マシンが備える高性能潤滑機構として非常に
注目度が高い。生体試料の取扱いの困難さか
らフィラメントやフックに比べて遅々として
構造解析研究が進まなかったロッドであるが、
数年前に野生株よりも数倍長いディスタルロ
ッドをもつポリロッド変異株が発見されたの
をきっかけにクライオ電子顕微鏡法によるデ
ィスタルロッドの解析が行われ 7Å分解能像
が得られている（Fujii et al, unpublished 
data)。ディスタルロッドと MS リングの間に
FlgF, FlgC, FlgB で構成されているプロキシ
マルロッドがあると考えられているが、具体
的な構造や構成タンパク質の局在性に関して
は明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
 
  細菌べん毛ロッドの構造解析を行い、ロ
ッドの『強いねじれの力に耐えながらロータ
からフックにトルクを伝える機構』と『べん
毛の高速回転を可能にする高性能潤滑機構』
の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) ロッドタンパク質の X線結晶構造解析。 
  FlgG, FlgF, FlgC, FlgB, FliE の X 線結
晶構造解析行い、結晶構造をもとにロッドを
再構築してロッドの構造を明らかにする。ま
た、ディスタルロッドについてはすでにクラ
イオ電子顕微鏡像が得られているので、FlgG
の結晶構造が解明されれば、クライオ電子顕
微鏡像に当てはめてディスタルロッドの分子
レベルでの構造を明らかにする。各ロッドタ
ンパク質の X 線結晶構造解析を目指して、結
晶化試料を作製し、結晶化スクリーニングを
行う。 
 
(2) ロッドタンパク質の局在性の解明 
  FlgB、FlgC、FlgF、FlgG 欠損株から基部
体を精製し、電子顕微鏡観察と SDS-PAGE 解析
でロッドのどの部分が形成されているかを同
定する。 
 
４．研究成果 
 
(1) FlgG コア領域の精製と結晶化と構造解析 
  ロッドの主要部分であるディスタルロッ
ドを構成する FlgG タンパク質のコア領域の
結晶化に成功した。水溶液中での全長 FlgG は
N 末端領域と C 末端領域が適切に折り畳まれ
ていない構造をしているためにアミロイド様
繊維を形成しやすく、結晶化試料としては全
く適さないものであった(Saijo-Hamano et al. 
2004, J.Mol.Biol.)。そこで、折り畳まれて
いない領域を欠損させた FlgG コア領域
（FlgG47−227）の発現プラスミドを作製し、
大腸菌発現系を利用して大量合成した。大量

（図 1）細菌
べん毛の模
式図。陰の部
分がロッド 



合成した FlgG47-227 をアフィニティークロ
マトグラフィーと二回のイオン交換クロマト
グラフィーで精製し、これを濃縮して結晶化
用試料とした。最初に 2880 条件で結晶化条件
のスクリーニングを行ったところ、PEG と
PEGMMEを沈殿剤にした溶液の針状結晶ができ
た。さらにこの条件を基にして結晶化条件の
最適化を行ったところ、PEGMME を使った条件
でニードル結晶を得ることができた。同時進
行で作製していたセレノメチオニン結晶も同
条件で得ることができた。これらの結晶の回
折実験をSPring-8のBL41XUで行ったところ、
非常に良質の回折データを収集することがで
きた。これらの成果は Acta Crystallogr Sect 
F Struct Biol Cryst Commun.に発表した。こ
のときに使用した結晶の写真（図 2）は同雑
誌の世界結晶年（IYCr2014）を記念した新年
号の表紙写真（図 3）に採用された。 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
（2）FlgG コア領域の分子構造 
  (1)で得られた回折データから2Å分解能
での FlgG47-227 の分子構造を明らかにした
（図 4）。電子密度マップから構築された分子
構造Val72−Ala227はN末端側が折り畳まれて
おらず、構造的に妥当だと考えられたのは
Glu83-Ala227 領域だった。この領域は以前生
化学実験によって決定されたコア領域領域
(Saijo-Hamano et al. 2004, J.Mol.Biol.)
と同じであった。 
 
（3）ディスタルロッドの構造 
  FlgGコア領域の分子構造をポリロッドの
クライオ電子顕微鏡像（ Fujii et al. 
unpublished）に当てはめ、ディスタルロッド
の分子構造を明らかにした（図 5）。この作業
によりFlgGのAsn24-Ser82以外の分子構造が
明らかになった。 

この解析から FlgG は隣り合う分子同士が D1
ドメインの 11 スタートへリックス方向（図 5
左図白矢印）と 5スタートヘリックス方向（図
5 左図ピンク矢印）に強く相互作用している
こと、D0 ドメインの N 末端が下の FlgG 分子
と相互作用していることがわかり、ロッドが
堅硬な構造を形成していることがさかった。
この堅硬な構造が強いねじれに耐えながらロ
ータからフックにトルクを伝える機構の最も
重要な要素であると考えられる。 
 
（4）FlgG と FlgE の比較と FlgG をモデルに
した FlgE の分子構造の補完 
  FlgG とフックを構成する FlgE の D0D1 ド
メインのアミノ酸配列は相同性が極めて高く、
構造の相同性も高いであろうと予測されてい
た。実際に FlgG と FlgE の分子構造を重ね合
わせてみるとほぼ同じで、FlgG を基準にする

（図 2）FlgG47−
227 の結晶 

（図 4）FlgG コア
領域の分子構造。
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Welcome to 2014, the International Year of Crystallography! In honor of this momentous year, our
traditional crystals cover (the best from 2013) takes a new form: crystal images are projected onto a
solid figure. The images featured are from the following articles: Baelen et al. (2013), Bandeiras et
al. (2013), Choi et al. (2013), Degtjarik et al. (2013), Ha et al. (2013), Haikarainen et al. (2013),
Huang et al. (2013), Iourin et al. (2013), Kikuchi et al. (2013), Li etal. (2013) , Liu et al. (2013), Saijo-
Hamano etal. (2013), Sartmatova et al. (2013), Shan etal. (2013), Squeglia et al. (2013), Trastoy etal.
(2013) and Vengadesan et al. (2013).
A lso, in honor of the International Year of Crystallography,Acta Crystallographica Section F will

be publishing a series of articles on the state of the art of macromolecular crystallization. The series
begins in this issue with an introductory article written by Drs A lexander McPherson and Jose
Gavira. Throughout 2014 and into 2015 one article per month will be published on important
aspects of crystallization.
You will note that the Editorial Board includes a new Section Editor, Professor William Hunter

of the University of Dundee. His fellow editors welcome him to the team and look forward to
working with him.
Finally, we would all like to thank to our authors, Co-editors, reviewers (especially our review

panel) and the editorial staff in Chester for all their hard work during 2013.
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（図 3）Acta Crystallogr Sect F Struct 
Biol Cryst Commun.2014,F70,part1 の表紙
写真（左）と社説（右） 

（図 6） 
FlgG（青）と FlgE
（紫）の重ね合わ
せ図。 

（図 5）ディスタルロッドの分子構造。 



と FlgE が少し傾いているような構造である
ことがわかった（図 6）。この重ね合わせ解析
からFlgEの未同定部分だったAsp62-Ile76と
Gly353-Ser368 を FlgG の Gln83−Ile98 と
Gly212-Ala227 の分子構造を補完することが
でき（図 7）、今後のべん毛軸タンパク質の研
究に非常に役立つ情報を得た。 
 

 
（6）FlgF、FlgC、FlgB の結晶化 
  FlgG とアミノ酸配列の相同性の高い
FlgF については、FlgG 結晶化の成功例を踏ま
えて、FlgF の NC 両末端領域を欠損させた結
晶化用試料を作製し、結晶化スクリーニング
を進めている。可溶能が特に低い FlgCと FlgB
の結晶化用試料については、結晶化実績のあ
るタンパク質と融合させて結晶化する方針で、
こちらも進行中である。 
 
（7） ロッドタンパク質欠損株の解析 
  FlgB、FlgC、FlgF、FlgG 欠損株から基部
体を精製し、電子顕微鏡観察と SDS-PAGE 解析
でロッドのどの部分が形成されているかを解
析した結果、どのロッドタンパク質が欠けて
もロッドは形成されないことが明らかになっ
た。この結果からロッドの形成には四種のロ
ッドタンパク質の相互作用が非常に重要であ
ることが示唆された。   
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