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ナノサイズ回転モーターである細菌べん毛の 
構造構築と機能の研究

寺島 浩行

細菌べん毛は，細胞外に構築された線維構造をスクリューのように回転させて機能する運
動器官である．その回転速度は毎秒1700回転にも達し，べん毛モーターは驚異的な性能を
持つ分子機械であるといえる．べん毛構造は，細胞膜上のべん毛タンパク質特異的輸送装
置が細胞外へ構成タンパク質を分泌し，合計数万分子が積み重なって形成される．本稿で
は，最初にビブリオ菌べん毛モーターの超高速回転を可能にする構造基盤について紹介す
る．次に，サルモネラ菌べん毛輸送装置の分泌メカニズムについて，筆者が確立した生化
学的な in vitro輸送再構成実験系を用いて解析した結果を中心に紹介する．本稿を通じて，
生物分子ナノマシンである細菌べん毛の持つ驚異的な性質について興味を持っていただき
たい．

1. はじめに

動くことは生物にとって非常に重要な機能である．動物
は元より植物も太陽光を求めて枝を伸ばし，細菌もまた自
分自身にとってより好ましい環境に向かって移動する（図
1A）．細菌が持つ特に主要な運動器官として，細菌べん毛
があげられる．細菌べん毛は，細胞外に長く伸びたらせん
状のタンパク質線維構造であり，これをスクリューのよう
に回転させることで，水中を遊泳したり固体表面をはい
回ったりすることが可能である（図1B, C）．注意していた
だきたいのは，真核生物の「鞭毛」が微小管-ダイニン系
の鞭打ち運動をするのに対して，細菌「べん毛」は起源が
まったく異なる細胞小器官であり，べん毛の根元の細胞表
層に埋まった回転モーターを，イオン駆動力を用いて回転
させる．筆者は，この細菌べん毛がどのように構築され，
そして回転するのか，そこに興味を持ちこれまで研究を続
けてきた．しかしながら，細菌べん毛に興味がない方に

は，そもそも細菌べん毛の何がすごいのかよくわからない
と思う．そこで，まずは細菌べん毛の「すごさ」をお伝え
したい．第一に，回転モーターによって駆動することがあ
げられる．我々人類にとって回転モーターは電気モーター
でおなじみであるが，生物界ではとても珍しいシステムで
ある．実質的には，FoF1-ATP合成酵素，VoV1-ATPase，そ
して細菌べん毛の3種類である．さらに細菌べん毛のすご
いところは，大腸菌で秒速300回転，ビブリオ菌において
は驚くべきことに秒速1700回転という超高速回転が可能
なところである．その上，左右両方向に回転方向を切り替
えることができる 1, 2）．秒速1700回転を分速に換算すると
10万回転であるので，皆さんが研究室で使う卓上超遠心
機に匹敵する速度である．これだけでも細菌べん毛の驚異
的な機能の一端をおわかりいただけると思う．第二に，20
数種類のタンパク質が合計数万分子集合して構築される超
分子タンパク質複合体であることがあげられる．細菌べん
毛の大部分は細胞外に構築されるため，細胞膜を横断して
構成タンパク質を細胞外へと分泌する必要がある．その機
能を担っているのがべん毛タンパク質特異的輸送装置であ
る 3）．一般的なタンパク質の膜透過は，原核生物から真核
生物までSecトランスロコン系が担っているが，細菌には
毒素や病原因子の分泌，細菌べん毛や線毛の構築に働く特
異的タンパク質分泌装置が複数存在しており，輸送メカニ
ズムの違いから大きく I型から IX型に分類されている．そ
のうちの一つである III型分泌系には，細菌べん毛とイン
ジェクチソーム（あるいは III型分泌装置と呼ばれる）が
含まれ，腸管出血性大腸菌O-157やサルモネラ属菌におい
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て宿主感染に決定的に重要な働きをする 4）．細菌べん毛と
インジェクチソームは，アミノ酸配列，構成タンパク質の
構造，複合体構造に至るまで相同性を有し，共通祖先から
進化した細胞小器官であると考えられている．III型分泌
系はSecトランスロコンと比べるとその複合体構造は非常
に複雑で，べん毛輸送装置では，ハウジングとスキャホー
ルド（MSリング，Cリング）を含めると計12種類の構成
タンパク質からなる約7 MDaの巨大複合体を形成する．中
心部のべん毛輸送装置は，細胞内で翻訳された構成タン
パク質を計2万分子以上細胞外へと分泌し，それが集合す
ることで細菌べん毛が構築される．このように，細菌べ
ん毛はまさに生物の持つ分子ナノマシンといっても過言で
はなく，私自身この研究が遠い未来にSFで描かれるよう
な「生体ナノマシン」への萌芽になるのではないかと夢見
ている．本稿では，私がこれまでに行ってきた研究を中心
に，（1）ビブリオ菌のべん毛モーターがなぜ秒速1700回転
できるのか，その構造基盤について，（2）べん毛タンパク
質輸送装置がタンパク質分泌を駆動する仕組みについて紹
介する．

2. 細菌べん毛の基本的な構造

細菌べん毛の構造は種を超えて保存されており，機能的
に分けて大きく五つの部分から構成されている（図1C）5）． 
（1）回転する部分である回転子，（2）回転子を回転させる
ために必要なエネルギー変換を行う固定子，（3）回転子の
回転を保持するための軸受け（ただし外膜を持つグラム陰
性菌のみ），（4）回転子とつながる軸構造（ロッド，フッ
ク，線維），（5）軸構造を構築するためのタンパク質膜透過
装置であるべん毛輸送装置である．回転子は，細胞膜上
のMSリングと，MSリングの細胞質側に結合したCリン
グから構成される．MSリングのペリプラズム（グラム陰
性菌が持つ細胞膜と外膜の間の細胞外空間）側には，べん
毛輸送装置によって分泌された軸構造タンパク質が軸構造
として積みあがっていき，べん毛線維構造が構築される．
軸受けであるLリング，Pリング（以下LPリングと記述）
は，バリア機能を持つ外膜に軸構造が接しないようにする
ために，軸構造を囲むように形成される．固定子は，Aサ
ブユニット4個，Bサブユニット2個からなるヘテロ六量
体の膜タンパク質複合体（大腸菌・サルモネラ菌はMotA/

図1 細菌べん毛
（A）細菌べん毛を使った細菌の運動の模式図．自らにとって好ましくない環境（忌避物質）に近づくと，べん毛の
回転方向を右に変換し方向転換する．自らにとって好ましい環境（誘引物質）に近づくと直進する．（B）サルモネ
ラ属菌の負染色による電子顕微鏡写真．細胞外に伸びた線維がべん毛線維である．（C）細菌べん毛の模式図（断面
図）．細胞表層に回転子，固定子，軸受けが存在する．回転子は，軸構造（ロッド，フック）とつながり，さらに
その先にはべん毛線維が形成される．回転子の内側にはべん毛輸送装置が存在し，べん毛の軸構造タンパク質を細
胞外に輸送する．MSリング：緑，Cリング：黄緑，ロッド：シアン，フック：青，ジャンクション：紫，べん毛線
維：紺，固定子：ピンク，軸受け：黄，べん毛輸送装置：オレンジ．
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MotB，ビブリオ菌はPomA/PomB）であり，回転子の周り
に最大で10数個の複合体が集合する．固定子複合体内を
共役イオン（ほとんどの場合H＋かNa＋）が透過するとき，
固定子複合体の構造変化と，それに伴うCリングとの相互
作用が誘起され，回転力が発生すると考えられている．

3. 超高速回転するビブリオ菌べん毛に特徴的な新規リ
ング構造の発見

上記のように，べん毛の基本構造は種を超えて共通して
いるが，回転速度やトルクの大きさは種ごとに大きく異
なっている．代表的な例として，ビブリオ菌べん毛は大腸
菌べん毛より5倍以上速い秒速1700回転で回転することが
できる 2）．しかしながら，他の菌と同じ構造で本当にこの
超高速回転は保持できるものだろうか？　つまり「普通自
動車にF1マシンのエンジンを積んでも大丈夫か？」とい
うことである．実はその答えは「No」であり，ビブリオ
菌の軸受け周辺には大腸菌には存在しない付加的な構造が
存在している．まずは，筆者が発見した付加的構造である
TリングとHリングについて紹介する．
この研究が始まったとき，筆者が所属していた本間研究

室では，MotX, MotYという2種類のタンパク質がべん毛
の回転機能に必須であることを見いだしていた 6, 7）．MotX, 
MotYはビブリオ菌など一部の細菌にしか存在しないタン
パク質であり，ペリプラズムに存在する 8）．しかしなが
ら，べん毛の回転は細胞膜直下の固定子‒回転子間相互作
用によって生じるため，MotX/MotYが細胞膜外であるペ
リプラズムからどのようにして回転力発生に関与するのか
不明であった．そのような背景において，筆者は，単離し
たべん毛基部体（回転子，ロッド，フック，軸受けの複合
体）画分中にMotX, MotYが含まれていることを見いだし
た 9）．また，電子顕微鏡で基部体を観察すると，大腸菌の
基部体よりもLPリング周辺が幅広で，突起状の構造が存
在していた．これにより，突起状構造がMotX/MotYで形
成されている可能性が浮上した．そこで，motX/motYを欠
損させ，その変異体から基部体を精製すると，突起状構造
が失われることを見いだした．これらの結果から，この構
造をTリングと名づけ，MotX/MotYから構成されているこ
とを明らかにした（図2A）．
しかしながら，motX/motY欠損変異体から精製した基部

体には，まだLPリング周辺の幅広構造が残っていた．こ
の結果は，未知のタンパク質がLPリング周辺に結合し

図2 ビブリオ菌べん毛
（A）ビブリオ菌べん毛の模式図（断面図）．ビブリオ菌のべん毛には，追加的なリング構造が存在する．軸受け
LPリングの周囲にHリングとTリングが形成される．HリングはFlgT, FlgO, FlgPによって形成される．Tリング
はMotX, MotYによって形成される．Hリング：赤，Tリング：茶．（B）ビブリオ菌べん毛基部のクライオ電子線
トモグラフィー法による三次元再構成像．この画像は，Zhu et al. （2020） In situ structure of the Vibrio polar flagel-
lum reveals distinct outer membrane complex and its specific interaction with the stator. J. Bacteriol., 202, e00592-19, DOI：
10.1128/JB.00592-1914） より改変して引用した．すべての著作権は，American Society for Microbiologyに属している．
（C） MotY, FlgTのX線結晶構造解析．MotYの立体構造（上，PDB ID code：2ZF8）とFlgTの立体構造（下，PDB 

ID code：3W1E）．MotY-Nドメイン：青，MotY-Cドメイン：黄，FlgT-Nドメイン：シアン，FlgT-Mドメイン：緑，
FlgT-Cドメイン：ピンク．
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ている可能性を示唆していた．その候補となるタンパク
質として，基部体画分に含まれるタンパク質を同定する
過程で，FlgTというペリプラズムタンパク質を見いだし
た 10）．FlgTが欠損すると，コレラ菌においてべん毛が抜
けやすくなることが報告されており 11），筆者はFlgTが幅
広構造を形成するのに必要ではないかと考えた．flgT欠損
変異体の基部体では，幅広構造と突起構造の両方が失わ
れていたことから，幅広構造をHリングと名づけ，FlgTが
両方の構造の形成中心になっていることを明らかにした 
（図2A）10）．FlgT欠損によって，ビブリオ菌のべん毛形成
効率は大きく低下することから，Hリング形成はビブリオ
菌のべん毛形成に重要な働きがあることが示唆された．ま
たさらに，クライオ電子線トモグラフィー解析によって，
FlgO, FlgPという外膜タンパク質がHリングの構造を形成
することを報告している（図2A）12‒14）．これらの結果から，
ビブリオ菌ではTリング，Hリングという付加的な構造が
存在しており，これらがビブリオ菌のべん毛形成・回転に
重要な役割を持つことが示された．また，最近ビブリオ菌
べん毛基部のクライオ電子線トモグラフィー解析から，詳
細なTリング，Hリングの超分子構造を明らかにすること
ができた．LPリングの周囲に形成されるTリング，Hリン
グの密度には，MotY, FlgTの結晶構造とMotXの推定構造
モデル各26分子を矛盾なく当てはめることができた．（図
2B）14）．また，Tリングの先端にはさらに別の密度が存在
し，PomBのペプチドグリカン結合ドメインの結晶構造を
13分子当てはめることができた．この密度は固定子タンパ
ク質欠損変異体（ΔpomAB）で消失したことから，Tリング
に固定子タンパク質が相互作用するようすを示している．

4. Tリング，Hリングの機能

ビブリオ菌のTリング，Hリングが，べん毛形成・回転機
能に重要であることが示されたので，次に詳細な分子メカ
ニズムの解明を目指した．そのためにMotYとFlgTのX線
結晶構造解析を行った（図2C）15, 16）．MotYは，新規フォー
ルドを持つNドメインとペプチドグリカン結合モチーフを

持つCドメインから構成されていた 15）．基部体の電子顕微
鏡観察とイムノブロットの結果から，MotYはNドメイン
を介して基部体およびMotXと結合することが示された．
motY欠損変異体では，MotXが基部体に結合しないことか
ら，基部体にMotYが結合し，その先にMotXが結合するこ
とが示唆された．さらに，MotX, MotYの欠損によってべん
毛が回転しなくなることから，固定子との相互作用が存在
することが推測された．そこで，固定子複合体にGFPを融
合し，野生型とmotX/motY欠損変異体内での蛍光局在を観
察した．その結果，野生型ではべん毛周辺に固定子複合体
が集合するのに対して，変異体では集合しなかった 9）．こ
れは，Tリングが固定子のモーター内への組込みを行って
いることを示している．この結果は，MotXとPomBが相互
作用するという生化学的なデータとも一致している 17）．さ
らに，上記のようにクライオ電子線トモグラフィー法に
よって，Tリングの先端にPomBのペプチドグリカン結合ド
メインと一致する密度が存在し，MotXと相互作用してい
た 14）．この結果もMotXとPomBの相互作用によって固定子
がモーター内に組み込まれるということを強く示している．
次に，FlgTのX線結晶構造解析の結果から，FlgTはN, 

M, Cの三つのドメインから構成されていることが明らか
になった 16）．基部体の電子顕微鏡観察とイムノブロット
の結果から，FlgTはMドメインによって基部体に結合し，
Tリング，Hリング形成のスキャホールドになることが示
された．また，Nドメインの欠損でHリングの大部分が失
われることから，NドメインがHリングの形成に特に重要
であることが示された．クライオ電子線トモグラフィー
観察の結果から，Hリングの外膜接触部はFlgOとFlgPに
よって構築されているため，FlgTを足場としてFlgO/FlgP
がHリングへ集合するのかもしれない 12‒14）．
これまでの研究をまとめ，ビブリオ菌べん毛モーターの
形成過程を提案した（図3）．まず，基部体にFlgTがMド
メインを介して結合する．そしてFlgTのNドメインを起
点としてFlgO/FlgPが結合しHリングが形成される．次に，
FlgTが起点になりMotY/MotXが集合しTリングが形成さ
れる．Tリングは，MotXを介して固定子をモーター内に

図3 ビブリオ菌べん毛モーターの形成過程
まず，FlgTが軸受け（LPリング）の周囲に集合する．次に，外膜タンパク質FlgOとFlgPがFlgTのNドメインを
ターゲットにして集合し，Hリングを形成する．MotXとMotYは，FlgTのMドメインをターゲットにして基部体の
周囲に集合し，Tリングを形成する．複数の固定子（PomA/PomB）が，Tリング中のMotXとの相互作用を介して
モーター内に組み込まれ，安定化される．Hリング，Tリングの欠損は，固定子の安定なモーター内への集合がで
きなくなるため，べん毛回転ができなくなる．
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組み込み，安定化する．ビブリオ菌のべん毛モーターで
は，Hリングが外膜と相互作用，Tリングが固定子とペプ
チドグリカン層と相互作用し，強固で安定なモーター構造
を形成すると考えられる．Tリング，Hリングは，ビブリ
オ菌の驚異的な回転速度を作るために固定子をべん毛モー
ター内で安定化し，かつ回転を保持するための強化フレー
ムのような機能を持つことを明らかにすることができた．

5. べん毛特異的タンパク質輸送装置

ここまでビブリオ菌べん毛の超高速回転を可能にする構
造基盤について紹介してきたが，次にべん毛輸送装置の分
泌メカニズムについて，最近筆者らが確立した in vitroタ
ンパク質輸送実験系を使って明らかにした知見を中心に
紹介する．細菌べん毛は，細胞外に長く伸びた構造であ
るため，細胞内から細胞外へとタンパク質を輸送しなけ
ればならない．タンパク質の分泌を担っているのは，MS
リングとCリングの内側に集合するべん毛輸送装置であ
る（図4）．べん毛輸送装置は III型分泌系に属するタンパ
ク質輸送体で，病原性タンパク質を宿主細胞内に直接注
入する「分子注射器」インジェクチソーム（あるいは III
型分泌装置）と同じファミリーに属している 3, 4）．べん毛
輸送装置は，細胞膜上で輸送ゲート複合体を形成する膜
タンパク質FlhA, FlhB, FliP, FliQ, FliRと，ATPase複合体で
ある細胞質タンパク質FliH, FliI, FliJから構成される 3）．ま

ず，細胞質で翻訳されたべん毛軸構造タンパク質は，輸送
ゲート複合体へターゲティングされる．べん毛輸送装置
は，プロトン駆動力とアデノシン5′-三リン酸（adenosine 
5′-triphosphate：ATP）加水分解エネルギーを利用し，基
質タンパク質のアンフォールドを行いながら膜透過を行
う 18‒21）．ATPaseであるFliIとその結合タンパク質FliHが欠
損しても軸構造タンパク質はわずかに分泌されるが，カ
ルボニルシアニド-m-クロロフェニルヒドラゾン（carbonyl 
cyanide m-chlorophenyl hydrazone：CCCP）でプロトン駆動
力を消失させると分泌が止まるため，プロトン駆動力が分
泌に必須なエネルギー源であることが示唆されている．ま
た，ATPase複合体が存在すると分泌活性が著しく高まる
ことから，ATP加水分解エネルギーが分泌活性の亢進に使
われていることが示唆されている．

6. べん毛軸構造の構築過程

細胞外へと分泌された軸構造タンパク質は，べん毛軸構
造が形成するチューブ空間内を拡散によって移動し，軸
構造の先端で複合体構造内へと取り込まれる 22）．べん毛
軸構造は，MSリングのペリプラズム側に順に集合し構築
される 5）．まず，FliEがMSリングのペリプラズム側に相
互作用する．次に，FlgB, FlgC, FlgFからなるプロキシマル
ロッドが形成され，さらにFlgGからなるディスタルロッ
ドが形成される．ロッドが形成されるとき，ロッドの先
端にロッドキャップFlgJが相互作用することが必要であ
る．キャップ構造はロッド，フック，フィラメントに対応
してそれぞれ1種類ずつ存在し，各軸構造タンパク質の線
維構造内への組込みをアシストしている．ディスタルロッ
ドの周囲にはLPリングが集合し軸受けを形成する．ロッ
ドが外膜を突き抜けた後，ロッドの先端には，FlgJに代わ
りフックキャップFlgDが相互作用する．フックタンパク
質FlgEが，軸構造先端とFlgDキャップの間で軸構造内へ
と組み込まれ，フックが形成される．フックはユニバーサ
ルジョイントと呼ばれ，べん毛線維の角度を自由に変える
ことができる自由継手として働く．フックが55 nmの長さ
まで集合すると，次にFlgK, FlgLからなるフック-フィラ
メントジャンクションが形成される．ジャンクションの先
端にフィラメントキャップFliDが相互作用し，最終的に
べん毛線維タンパク質フラジェリンが軸構造内に組み込ま
れ，フィラメントが形成される．フラジェリンは数万分子
集合し，フィラメントの長さは10 µmに達する．

7. べん毛輸送装置の基質特異性の切り替え

べん毛形成は，遺伝子発現とも密接にリンクしている．
べん毛遺伝子群全体の発現は，マスターレギュレーターと
呼ばれる転写因子によって制御されている 23）．大腸菌やサ
ルモネラ菌ではFlhD/FlhC複合体であり，ビブリオ菌や緑膿
菌ではFleQ（FlaK）である 24, 25）．マスターレギュレーター

図4 べん毛タンパク質特異的輸送装置の模式図
べん毛輸送装置は，MSリングとCリングの内側に集合するタ
ンパク質膜透過装置である．細胞膜上の輸送ゲートと，細胞質
タンパク質からなるATPase複合体から形成される．輸送ゲー
トはFlhA, FlhB, FliP, FliQ, FliRから構成され，ATPase複合体は
FliH, FliI, FliJから構成される．べん毛軸構造タンパク質（輸送
基質）は輸送ゲートによってアンフォールドされて細胞外へと
分泌される．分泌のエネルギー源にはプロトン駆動力とATP加
水分解エネルギーが関与している．MSリング：緑，Cリング：
黄緑，ロッド：シアン，FlhA：赤，FlhB：青，FliP：紫，FliQ：
ピンク，FliR：茶，FliH：桃，FliI：オレンジ，FliJ：黄，輸送
基質：灰．
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によってクラス2と呼ばれる基部体，べん毛輸送装置，ロッ
ド，フックの構成タンパク質が発現する．一方でロッド／
フック構造が構築されている間，フラジェリンや固定子タ
ンパク質の発現は抑制されている．また，そもそもべん毛
輸送装置は，初めロッド／フック型タンパク質のみを認識
し分泌している．分子物差しタンパク質と呼ばれるFliKは，
ロッド／フック構築中に時折分泌されているが，フックの
長さが55 nmに達していないとき，細胞外へと放出される．
一方で，フックが55 nmに達すると，FliKのC末端ドメイン
と輸送ゲートFlhBが相互作用し，輸送基質の特異性が切り
替わる 26, 27）．基質特異性が切り替わったべん毛輸送装置は，
アンチシグマ因子FlgMを細胞外へと放出し，シグマ因子
FliAが活性化する．FliAはクラス3に属するフィラメント型
タンパク質の発現を誘導し，べん毛輸送装置を介してフィ
ラメント型タンパク質が認識され分泌される．

8. べん毛輸送装置研究における課題

ここまで示してきたように，べん毛構築の分子メカニズ
ムやエネルギー変換については多くの知見が得られてい
る．しかしながら，細菌細胞を使った in vivoでの研究では
実験条件の制御に限界があった．たとえば，生物には恒常
性があるため，プロトン駆動力や細胞内ATPをゼロにする
ことは困難である．また，べん毛タンパク質以外の要素が
べん毛タンパク質分泌に与える影響について完全には排除
できない．こういったことから，さらなる詳細な分子メカ

ニズムの解明のためには，実験条件を厳密に制御すること
が可能な実験系を必要としていた．そこで筆者らは，べん
毛タンパク質の分泌を in vitroで機能的に再現することを
目指した．in vitro再構成実験系では，実験系に与えるエネ
ルギー源やタンパク質の種類・濃度を厳密に制御できると
いうメリットがある．
一般的に，in vitro再構成実験系はターゲットタンパク質
を精製し，試験管内で機能的に再構成し，活性を計測す
る．しかしながら，べん毛輸送装置は巨大な膜タンパク質
複合体であるため，機能を保った状態で精製することは
困難であるし，これまで誰も成功していなかった．そこで
筆者らは，別のアプローチとして，反転膜小胞を用いた in 
vitro輸送再構成実験系の構築を試みた（図5）28‒30）．反転膜
小胞を利用するメリットは，反転膜小胞が細胞膜由来の膜
小胞であるため，べん毛輸送装置を精製・脂質再構成する
必要がないことである．また，細胞膜の裏表が逆転してい
るため，細胞質側の条件を任意に制御することが可能であ
る．さらに，反転膜作製時に懸濁する溶液の組成によって
ペリプラズム側の溶液条件も規定することが可能である．

9. in vitro輸送再構成実験系の構築

筆者らは，サルモネラ菌のべん毛輸送装置をターゲッ
トに実験系の構築を行った 28）．まず，反転膜小胞を作
製するための変異体の作製を行った．サルモネラ菌は通
常8本程度のべん毛が形成されるが，より分泌活性を検

図5 反転膜小胞を用いた in vitroタンパク質輸送再構成実験系の概略
（A）反転膜小胞の作製．培養したサルモネラ菌をEDTAとリゾチームで処理し，外膜とペプチドグリカン層を除去
する．次に，高圧ホモジェナイザーで細胞破砕し，細胞膜を反転させる．超遠心分離とショ糖密度勾配遠心によっ
て反転膜小胞を単離する．（B）典型的な in vitro輸送再構成実験．反転膜溶液にATPと輸送基質を加える．内在性の
FoF1-ATP合成酵素の逆反応によってプロトンが反転膜中に汲み上げられ，また反転膜作製時に膜内外のイオン濃 
度／pH差を与え，プロトン駆動力を形成させる．反転膜上のべん毛輸送装置は，プロトン駆動力とATP加水分解
エネルギーによって輸送基質を反転膜中へと輸送する．最終的に，反転膜を回収しイムノブロットで解析する．実
験条件は，FoF1-ATP合成酵素欠損株から反転膜を作製したり，反転膜内外のイオン濃度／pH差をなくしたり，加
える輸送基質，ATPase複合体コンポーネントの濃度，種類を変えることで，自由に調整することが可能である．
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出しやすくするために，べん毛本数を増やすための遺伝
子操作を行った．まずはマスターレギュレーター FlhD/
FlhCをプラスミドから発現し，またFlhD/FlhCの抑制因
子であるfliTを欠損させ，べん毛遺伝子群の発現量を増加
させた．次に，ロッドより先の構造を構築させないよう
にするために，フックキャップタンパク質flgDを欠損さ
せた．さらに，基質タンパク質としてロッド／フック型
基質に属するFlgDを利用することを計画したため，ロッ
ド／フック型基質からフィラメント型基質へ基質特異性
が変化しないFlhB（N269A）変異体 31）を発現させた．こ
のような遺伝的バックグラウンドのサルモネラ菌株を
用いて，反転膜小胞の作製を行った（図5A）．まず，培
養した菌体を，リゾチームとエチレンジアミン四酢酸
（ethylenediaminetetraacetic acid：EDTA）で処理し，ペプチ
ドグリカン層と外膜を除去しスフェロプラストを形成させ
た．スフェロプラストは高圧ホモジェナイザー（いわゆる
フレンチプレス）で破砕し，反転膜小胞を形成させた．学
会などで頻繁に受ける質問として，なぜ高圧ホモジェナイ
ザーによる細胞破砕で膜が反転するのか聞かれるが，実際
のところ詳細な理屈は十分に理解されていない．膜画分
を超遠心分離で回収後，ショ糖密度勾配遠心分離法によっ
て，反転膜小胞をDNAや凝集体，残存外膜から分離した．
次に，in vitro輸送再構成実験を行った．この実験系の仕

組みを以下に示した（図5B）．まずATPを反転膜溶液に加
える．反転膜は細胞膜由来の膜小胞であるため，内在性
のFoF1-ATP合成酵素の逆反応によって，反転膜小胞内に
プロトンが汲み上げられる．これによって，反転膜に膜電
位が形成される．また，反転膜形成時に，膜内をpH 6.0, 
300 mM NaClで満たしており，外液はpH 7.5, 125 mM KCl
に置き換えてある．そのため，イオン濃度／pH勾配が反
転膜を隔てて内外に与えられている．これらによって反
転膜小胞にプロトン駆動力を形成させた．べん毛輸送装
置は，プロトン駆動力を使い，基質タンパク質を反転膜小
胞内へと輸送する．実験条件は，ある程度任意に変更する
ことが可能である．たとえばFoF1-ATP合成酵素による膜
電位の形成がない条件を調べたいときは，FoF1-ATP合成酵
素欠失変異体（呼吸鎖が止まっても解糖系で生育できる）
から反転膜を調製することが可能である．また，反転膜
溶液中にATPase複合体を形成するFliH2/FliIを加えること
によって，ATPase複合体によるATP加水分解エネルギー
の効果を検証することが可能である．このように，エネ
ルギー状態，輸送基質の種類と濃度，ATPase複合体コン
ポーネントの種類と濃度を自由に制御することができる in 
vitro再構成実験系が構築できた．

10. in vitro輸送再構成実験系によるべん毛軸構造の構
築過程の再構成

まず，反転膜小胞溶液に，輸送基質タンパク質FlgD, 
ATPase複合体のコンポーネントの一つFliJ，そしてATPを

加えて in vitro輸送再構成実験を行った．ATPを加えると，
上記のようにプロトン駆動力が発生し，FlgDの反転膜内
への輸送がイムノブロットによって検出できた．一方で，
プロトンイオノフォアCCCPを加えると，プロトン駆動力
が壊れ輸送は検出されなかった．このことから，プロトン
駆動力に依存したタンパク質分泌を試験管内で再現でき
たと結論した．次に，ATPase複合体のコンポーネントで
あるFliH2/FliIを加えて同様に実験を行った．それにより，
輸送活性を劇的に上昇させることに成功した（図6A）．こ
の結果は，in vivoで観察されているATPase複合体による
輸送活性の促進を再現したものである．
さらに，反転膜内へのタンパク質の輸送が，べん毛軸
構造形成を正常に起こすかどうか確かめた．輸送基質に
FlgDに加えフックタンパク質FlgEを追加し，同様に in 
vitro輸送再構成実験を行った．輸送反応後にクライオ電子
線トモグラフィーで反転膜を観察すると，反転膜内部に
フック構造が構築されていることを観察することができ
た（図6B）．これらの一連の実験から，筆者らは細胞内で
みられるべん毛タンパク質の分泌と構造構築を in vitroで
機能的に再現することに成功したと結論づけた．フック
の構築には成功したが，この実験条件では基質特異性の切
り替わらないFlhB（N269A）変異体の反転膜を使い，ま
た，溶液中に分子物差しタンパク質FliKを加えていない
ため，ひたすらフック構造が伸びるポリフックを形成して
いた．そこで，in vitro輸送再構成実験系でも正常なフック
長55 nmに制御できるかどうか，野生型FlhBを発現させた
反転膜溶液にさらにFliKを追加して in vitro輸送再構成実
験を行った．FliKを加えないときに形成されるフックの長
さはまちまちだが，FliKを加えたときにはおおよそ55 nm
に制御することができた．この結果は，FliKによって基質
特異性が切り替わり，ロッド／フック型タンパク質の分
泌が停止したことを示している．また，FliKを加えるだけ
でフック長が制御されたことは，フックの長さ制御はFliK
によって必要十分に決定されていることを示している．
ここまでで，フックの長さ制御と基質特異性の切り替え
まで再現することに成功した．そこで次に，筆者らはそ
の先を目指した．すなわちフィラメント構築の再現であ
る 30）．フックまで形成させた反転膜を超遠心分離によっ
て回収し，フィラメント型タンパク質，ATPase複合体，
ATPを含む溶液で懸濁し，in vitro輸送再構成実験を行っ
た．フィラメント型タンパク質には，フィラメントタン
パク質FliC，フィラメントキャップタンパク質FliD，フッ
ク-フィラメントジャンクションタンパク質FlgK, FlgLを，
ペアとなる特異的分子シャペロンタンパク質（それぞれ
FliS, FliT, FlgN）との複合体として与えた．その結果，正
常な長さのフックの先にフィラメント構造を構築すること
に成功した．次に，フック構築，フィラメント構築が，べ
ん毛輸送装置と軸構造タンパク質に依存したプロセスか
どうか調べた．そこで，フック形成に必要なタンパク質
（FlgD, FlgE, FliK）とフィラメント形成に必要なタンパク
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質（FliC/FliS, FliD/FliT, FlgK/FlgN, FlgL/FlgN）すべてを同
時に反応溶液に加え，in vitro輸送再構成実験を行った．そ
の結果，先ほどの実験同様に正常なフックの先にフィラメ
ントが形成された．これら一連の結果は，フィラメントま
でのすべてのべん毛軸構造構築を in vitroで再現すること
に成功したことを示している．この結果から示唆されるこ
とは，べん毛軸構造構築は，べん毛輸送装置，軸構造タン
パク質，分子物差しタンパク質FliKによって達成される
プロセスであるということである．そして，べん毛構築に
おける遺伝子発現との共役は，べん毛形成の効率化・最適
化のための機能であることを示唆している．

11. 新たに見いだしたべん毛輸送装置のエネルギー変
換メカニズム

筆者らは，構築した in vitro輸送再構成系を使い，べん
毛輸送装置のタンパク質分泌におけるエネルギー変換を解
析することにした 28）．これまでの in vivoの研究から，プロ
トン駆動力が輸送のエネルギー源であり，ATP加水分解エ
ネルギーがそれを促進していると考えられていた 18‒20）．し
かしながら，細胞内でプロトン駆動力を壊すと，呼吸鎖に
よるATP合成が止まるので細胞内ATPは速やかに枯渇す

るように思われる．すなわち，in vivoでの実験では，プロ
トン駆動力が存在しないがATPが存在するという条件を
検討することが困難である．そのため，分子メカニズムの
点からは，べん毛輸送装置がATP加水分解エネルギーでタ
ンパク質分泌を駆動できるのかどうかは不明である．筆者
らの in vitroの実験系は，そのようなエネルギー条件の厳
密な制御が可能である．これまでの実験から，プロトン駆
動力依存的なタンパク質輸送とATP加水分解エネルギー
による輸送促進は再現することができた．そこで次に，プ
ロトン駆動力が完全に失われたがATPが存在する条件で
輸送が起きるかどうか検証した．プロトン駆動力は，反転
膜内外のpH／イオン濃度差と，内在性FoF1-ATP合成酵素
の逆反応によるプロトン汲み上げによって形成される．そ
のため，サルモネラ菌株からFoF1-ATP合成酵素の遺伝子
を欠損させ，反転膜内外のpH／イオン濃度条件を同一に
し，反転膜にプロトン駆動力が生じないようにした．この
ようにして作製した反転膜に対して，輸送基質タンパク
質，ATPase複合体，ATPを加えて in vitro輸送再構成実験
を行ったところ，わずかではあるが輸送活性を保持してい
ることを見いだした（図6C）．さらに，この条件にCCCP
を加えることによって完全にプロトン駆動力を破壊した
が，なお輸送を検出することができた（図6D）．この結果

図6 in vitroタンパク質輸送再構成実験
（A） in vitroタンパク質輸送実験の典型的な結果を示した．反転膜溶液に，輸送基質，ATPase複合体コンポーネント
（FliH, FliI, FliJ），ATPを加えて輸送反応を起こした．FliH2/FliI複合体とFliJ存在時に輸送活性が劇的に促進された．
（B）フックタンパク質FlgEとフックキャップタンパク質FlgDを輸送させた後の反転膜を，クライオ電子線トモグラ
フィー法にて観察した．膜の内部に形成されたフックを矢印で示した．（C）プロトン駆動力が存在しない反転膜で
の in vitroタンパク質輸送実験．FoF1-ATP合成酵素欠損株型から反転膜を調製した．反転膜の内外のpH／イオン濃
度差は形成させていない．プロトン駆動力が存在しなくても，FliH2/FliI複合体，FliJ, ATPが存在するとき，FlgDの
輸送が検出された．バンドを矢印で示した．（D）（C）の条件にCCCPを加えてプロトン駆動力を完全に消失させた
条件で in vitroタンパク質輸送実験を行った．CCCP 40 μMを添加してもFlgDが検出された．これらの画像は，Tera-
shima et al. （2018） In Vitro Reconstitution of Functional Type III Protein Export and Insights into Flagellar Assembly. mBio, 9, 
e00988-18, DOI：10.1128/mBio.00988-1828） より改変して引用した．ライセンスについての詳細は以下のアドレスか
ら確認できる．（https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/）
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は，べん毛輸送装置にとってプロトン駆動力が必須では
ないことを示している．次に，ATPaseであるFliIの活性中
心残基E211をQに置換し不活性化した変異体を加えたと
き，輸送が起きるかどうか確かめた．しかしながら，FliI
（E211Q）を加えた条件では輸送は起こらなかったことか
ら，FliIによるATP加水分解が，べん毛輸送装置のタンパ
ク質分泌に必要であることが示された．これら一連の実験
を通して，これまでプロトン駆動力が分泌に必須であり，
ATP加水分解エネルギーがそれを促進しているというモデ
ルに対して，筆者らは，べん毛輸送装置はプロトン駆動力
でもATP加水分解エネルギーでもどちらのエネルギー源
を使っても分泌を駆動できる「ハイブリッドエンジン」型
分泌装置であることを提案した．また，両方のエネルギー
が存在したとき，輸送活性は相乗的に高まることから両者
は協調的に働いていることが示唆された．では，べん毛輸
送装置はなぜこのようなロバストなシステムになったのだ
ろうか？　細菌は栄養条件が乏しい環境下でべん毛を形成
し運動能を発揮する．べん毛の構築には，細胞分裂と同じ
程度の時間がかかる上に，数万分子のタンパク質を翻訳，
分泌しなければならない．これにかかるエネルギーコスト
は非常に大きい．それにもかかわらず低栄養条件でべん毛
を形成，運動するのは，生存のためにはべん毛形成と運動
という多大なエネルギーコストを支払ってでもその環境か
ら逃れることが重要であることを示唆している．そういっ
た細菌の生存戦略において，プロトン駆動力の一時的な消
失やATPの一時的な枯渇によってべん毛形成が滞ること
は，生死を分ける事態であると思われる．そのため，ど
んな環境でもべん毛形成を継続できるよう2種類のエネル
ギー源をハイブリッドに利用できるロバストなシステムを
進化させたのではないだろうか？

12. おわりに

これまでに紹介したように，細菌べん毛は興味深い機能
を持つ細胞小器官である．しかしながら，いまだ分子レベ
ルでの作動メカニズムという点において十分な研究がなさ
れていない．その大きな原因は，in vitroで精密に条件を制
御した状態での機能計測系が確立できていないからであ
る．筆者らが確立した in vitro輸送再構成計測系は，タン
パク質分泌の分子レベルでの作動メカニズムを明らかに
するための第一歩である．今後，よりピュアな実験系，す
なわちべん毛輸送装置の精製・脂質膜再構成を行う完全
in vitro再構成を構築できれば飛躍的に研究が発展するだろ
う．また，べん毛輸送装置は III型分泌系に属することか
ら，感染症との関わりが深い．in vitro輸送再構成計測系
は，タンパク質分泌阻害剤をスクリーニングするための格
好なアッセイ系であると考えている．さらに，べん毛の回
転メカニズムについても，in vitro再構成系の構築を目指す
ことは重要な課題である．FoF1-ATP合成酵素やミオシン・
キネシン等のモーター分子の作動メカニズムの解明には in 

vitroでの一分子計測の発展が大きく貢献した．細菌べん毛
でも同様に，生化学的な再構成系の確立が決定的な貢献を
することが期待されている．
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