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研究成果の概要（和文）：べん毛モーター固定子蛋白質 MotY と MotB フラグメントの構造を明ら

かにし、固定子がモーターへの組込みまれるしくみを明らかにした。また、モーター回転子蛋

白質 FliG 変異体の構造と回転計測から、モーターの反転機構を明らかにした。さらに、輸送装

置蛋白質 FliI と FliJ が F1-ATPase 構成蛋白質と同様の構造を持ち、F1-ATPase と同様の

FliI6-FliJ 複合体を形成することを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：We determined the crystal structures of MotY and MotB, which are 
stator proteins of bacterial flagellar motor, and revealed the molecular mechanism of 
the stator assembly into the motor. We proposed a new model for the arrangement of FliG 
in the rotor and the cooperative switching mechanism based on the structure and the 
characterization of a mutant FliG that shows a CW-biased rotation. We also solved the 
structures of FliI, FliJ and their complex, which are soluble components of the flagellar 
type III protein export apparatus, and found that the apparatus shares common architecture 
with F1-ATPase. 
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１．研究開始当初の背景 
 細菌の運動器官であるべん毛は、約 30 種
類の蛋白質が数万個自己集合してできた生
体超分子機械である。べん毛基部に存在する
直径約３０ナノメートルのモーターにより
べん毛繊維が回転し、細菌は泳ぎ回る。モー
ターは、膜を介したイオンの電気化学的ポテ
ンシャル差を利用して回転し、水素イオンで

駆動するものとナトリウムイオンで駆動す
るものが知られている。主に内膜蛋白質で構
成された固定子複合体中をイオンが通過す
るときに起きる、固定子複合体と回転子複合
体との間の相互作用変化が回転力を生み出
すと考えられている。トルク発生の中心とな
る蛋白質として回転子側では FliG が、固定
子側では、水素イオン駆動型の MotA・MotB、
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Na イオン駆動型の PomA・PomB といった内膜
蛋白質が同定された。さらに Na イオン駆動
型では、外膜蛋白質 MotX と MotY が固定子複
合体に含まれることが知られている。また、
べん毛モーターは、イオンの流れる方向を変
えることなく逆回転することができる。べん
毛モーター構成蛋白質について、分子生物学
的解析が精力的に行われてきたが、トルク発
生を担う蛋白質の構造が FliG の部分構造の
除き不明であるため、回転の分子機構の理解
は、進んでいなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、各種の構造解析手法を駆使し、
細菌べん毛のトルク発生ユニットの構造基
盤を明らかにすることにより、分子モーター
の構築・回転機構の解明を目指した。固定子
蛋白質、固定子と直接相互作用する回転子蛋
白質の原子レベルでの構造決定を行い、エネ
ルギー変換機構の理解に迫ることを目指し
た。また、べん毛特異的輸送モーターの特性
を明らかにし、べん毛形成システムと
F0F1-ATPase の間のエネルギー変換の共通原
理、同じエネルギー源を異なる仕事に変換す
る仕組みの解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
 変異導入やフラグメントをデザインする
ことにより、べん毛モーター蛋白質を大量に
発現・精製し、各構成蛋白質の構造を X 線結
晶構造解析法により明らかにし、電子顕微鏡
法で明らかにした低分解能の複合体構造に
結晶構造を当てはめることで、トルク発生ユ
ニットの構造の解明を行った。また、構造か
ら得られた知見に基づき、変異実験と回転計
測を行って、機能を調べた。 
 
４．研究成果 
(1)固定子蛋白質 MotY の構造 
 Na イオン駆動型べん毛モーター固定子蛋
白質 MotY の構造を 2.9Å 分解能で解析した。
固定子蛋白質では初めての構造である。MotY
はモーター基部で MotX と共に T リングを形
成する。MotY は 2 つのドメインから成り、N
末ドメインが新規構造であるのに対して C末
ドメインは、Pal などのペプチドグリカン結
合蛋白質と非常に似ていた。N 末ドメインは
MotX と基部体へ結合することで、基部体周囲
への固定子の組み込みに関わり、C 末ドメイ
ンは高速回転する Na モーターの固定子ユニ
ットを細胞壁に強固に固定することがわか
った。また、ペプチドグリカン結合部位は結
晶構造中で disorder していた。ペリプラズ
ム中に輸送された MotX と MotY は複合体を形
成しペリプラズム中を彷徨うが、その間はペ
プチドグリカンに結合せず、基部体と結合す
ることで初めてペプチドグリカン結合部位

はフォールディングし、ペプチドグリカンに
固定されると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)水素イオン駆動型モーター固定子蛋白質
MotB のペリプラズムフラグメントの構造 
 固定子のモーターへの組込み及びペプチ
ドグリカンへの固定に働く MotB のペリプラ
ズムフラグメント(MotBC)の構造解析を行い、
３種類の結晶について５つの独立な MotBC 分
子の構造を明らかにした。MotBCは２量体を形
成しており、２量体形成を阻害する変異を入
れたところ、モーター機能が失われると共に、
イオンチャネルを形成する内膜部の構造も
変化することが明らかになった。また、MotBC
の構造とミュータントの解析からから、モー
ターに組み込まれる際に大きな構造変化が
起こり、それがイオンチャネルにプロトンを
流す ON/OFF とカップルしていることが示唆
された。また、モーターに組み込まれた後の
構造に対応すると考えられる MotB((L119P)
変異体の結晶作成に成功した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) Na イオン駆動型モーター固定子蛋白質
PomB のペリプラズムフラグメントの構造 
 Na イオン駆動型モーターにおいて固定子
のモーターへの組込み及びペプチドグリカ
ンへの固定に働くPomBc (132-315) の構造を
2.5 Å 分解能で解析した。MotBc と同様の２
量体を形成し、N 末側に長短２本のヘリック
スが存在した。さらに、PomB の機能に重要な
122-131 の領域を含む PomBc (122-315)の結
晶化にも成功し、回折データを収集した。 

MotYの構造と固定子の集合機構モデル 

MotBcの構造と組込時の構造変化モデル 



 
(4)回転子構成蛋白質FliGの構造と回転計測
に基づく回転方向スイッチ機構の解明 
 時計回りの回転と反時計回りの回転にバ
イアスされたモーターの回転ステップ計測
を行い、トルク発生の素過程が回転方向によ
らず対称であることを示した。また、時計回
りに回転方向がバイアスされた変異 FliG の
MC ドメインの 2.3Å の構造を解明し、モータ
ーの回転方向がスイッチする分子モデルを
提案した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5)固定子蛋白質の機能解析 
 固定子構成蛋白質である MotA を単独で発
現させると、野生株のモーター機能が著しく
低下した。その原因は MotA が モーターに組
み込まれ、回転子周囲の正常な固定子複合体
の数が減少したためであり、MotA がモーター
組込みの機能を持つことが明らかになった。
また、MotA の細胞質ループ中の荷電残基が固
定子の回転子周囲への組込みに重要である
ことを見出した。 
 さらに、pH 感受性蛍光蛋白質フルオリンを
コードする遺伝子をサルモネラ菌の染色体
に組み込んだ。このフルオリン発現株を用い
る ことで、固定子複合体のプロトン透過活
性の測定が蛍光変化で容易に行えるように

なった。 
 
(6)べん毛輸送系モータータンパク質 
 X 線結晶構造解析から、べん毛輸送装置蛋
白質 FliI が F1ATPase の α/β サブユニット
と、FliJ が F1ATPase の γサブユニットと著
しい類似性を持つことを明らかにした。さら
に、極低温電子顕微鏡による画像解析から、
FliJ と FliI が、F1ATPase における a3b3g 複
合体と同様の構造を持つ FliI6FliJ 複合体を
形成することを明らかにした。このことから、
輸送装置が F1ATPase と共通の作動機構を持
つことが示唆された。また、FliJ 変異体の解
析から FliI-FliJ 複合体が FliJ を介してべ
ん毛輸送装置を構成する膜蛋白質と相互作
用し、その結果 FliI の ATPase 活性が著しく
上昇することを明らかにした。さらに、べん
毛輸送装置の輸送駆動力がATP 加水分解エネ
ルギーではなく、水素イオンの濃度差である
ことを明らかにし、輸送装置と F0F1システム
との類似性は、F0部分にまで広がる可能性を
見出した。 
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