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研究成果の概要（和文）：細菌のべん毛の根元にはべん毛モーターと呼ばれる超分子複合体が存在し、これを船
のスクリューのように回転させる事で細菌は運動する。このモーターのエネルギー源をナトリウムイオン流であ
り、その流れと共役して回転するモーターの固定子と回転子を構成するタンパク質のエネルギー変換に関与する
重要な残基を明らかにした。進化系統樹上、非常に初期の段階で分岐したと考えられている超好熱性の細菌の固
定子タンパク質が大腸菌で機能することを明らかにし、べん毛モーターの起源についての新しい知見を与えた。
また、べん毛モーター回転の精密測定を行い、エネルギー変換における固定子と回転子相互作用について考察し
た。

研究成果の概要（英文）：The Bacterial flagellar motor is a supramolecular complex and exists at the 
base of flagellum in the cytoplasmic membrane. Bacteria can move by rotating the flagella as a 
screw. We revealed important residues of the stator and rotor proteins for the energy conversion of 
motor which is rotated by the sodium ion flow. Furthermore, we found that stator protein derived 
from the super thermophilic bacterium, which is thought to have branched at a very early stage of 
the evolutionary phylogenetic tree, can function in Escherichia coli. This gave the new concept on 
the origin of the flagellar motor. Furthermore, by precise measurement of rotation of the flagellar 
motor, we obtained the new insight of energy conversion mechanism when the stator and rotor interact
 with each other.

研究分野： 生物物理

キーワード： 細菌べん毛　生体エネルギー変換　イオン駆動力　モーター
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
細菌べん毛の研究は、大腸菌・サルモネラ菌の
研究が先行していた。代表者は、海洋性ビブリ
オ菌Na+ 駆動型モーターを用いて研究を進め、
Na+駆動型モーターの発見者として世界的に認
知されていた。H+ イオンは水中に一般的に存在
するため、H+駆動型モーターのイオン共役に伴
うエネルギー変換の解析は困難である。それに
対し、溶液中のNa+イオンの制御が容易なため、
Na+駆動型モーターを使った解析は、モーター回
転とイオン共役機構の解明において大きなブレ
ークスルーを期待できる。このモーターに関す
る遺伝子の同定が世界の研究室で試みられ、本
計画班代表者と米国McCarter らのグループと
が独立に、Na+ 駆動型モーターのエネルギー変
換ユニット、あるいは、イオンチャネルに相応
すると考えられる遺伝子、PomA、PomB、MotX、
MotYのクローン化に成功した。これら遺伝子を
解析する事を出発点にして、大腸菌の欠損株に
キメラモーターを発現させ、通常H+駆動型べん
毛モーターで回転する大腸菌のべん毛を、Na+

駆動力で動かすことに成功した。これは、大腸
菌でNa+駆動型モーターを研究できるという画
期的な成果であり、H+ 駆動型とNa+ 駆動型モー
ターが本質的に同じ機構で動くことを示した結
果でもある。この大腸菌キメラモーターを用い、
代表者らは、モーター回転が26ステップである
という計測に成功した。固定子の構成因子であ
るPomAもしくはPomBに緑色蛍光タンパク質
(GFP)を融合させ、これらの融合タンパク質が菌
体内のべん毛のある極に局在すること、そして、
その固定子の極局在が回転子の存在に依存して
いることを示した。MotYはMotXと複合体とな
り、べん毛基部体でTリングと呼ばれる固定子を
モーターに集合させる構造を作ることを明らか
にした。さらに、モータータンパク質のMotYの
結晶構造を解き、ペプチドグリカン結合構造と
新規構造の２つのドメイン構造を持つことを示
し、MotYのC末領域はペプチドグリカンと、ま
た、N末端領域はMotXと相互作用することを示
した。GFP融合FliGタンパク質（回転子構成因子
の一つ)は、 Na+濃度によらず菌体の極に局在す
るが、PomAB固定子の極局在はNa+ イオンが必
要であることを示した。Na+が結合することで、
固定子が回転子の周囲に集合できるような構造
に変化するのではないかという、ダイナミック
な固定子集合とNa+ の関係を予測したモデルを
提案した。名古屋工業大学の神取グループと共
同研究を行い、全反射型赤外分光法（ATR-FTIR）
を用いてPomAB複合体でのイオンの相互作用
の検出を試み、Na+ 存在下で、COOH型からCOO-

型へ変化するカルボン酸を見出した。これは、
直接的なイオン結合を、実験的結果として示す
画期的なものである。イオン取り込み側に位置
し、H+駆動型とNa+駆動型で保存されている残基
に着目し、側鎖の大きさを変える種々の変異体
を作成した。その、イオン透過を運動能により
評価することで、イオン透過経路に関与する残
基を推測した。さらに、これまで必須と思われ
ていたPomB膜貫通領域の荷電残基のAsp24に変
異導入して機能を失ったものに、PomAのTM4
のN194を荷電残基に変えることで機能回復す
るという驚くべき結果を示した。PomBのプラグ
領域欠失体を用いることで、PomAPomB複合体
のナトリウムイオンの取り込みを、原子吸光法
により測定に成功した。これは、固定子複合体
のナトリウムイオン透過を直接測定した画期的
な成果である。以上のようにNa+駆動型べん毛モ
ーター研究は、それまでに思いもよらなかった
ダイナミックな構造変化と、共役イオンに依存
したモーター構成部位の集合の模様が見えてき
ていた。さらに、２０１０年に超好熱性細菌の

回転子タンパク質FliGの全長結晶構造解析がネ
ーチャー誌に報告され、結晶構造解析の結果を
もとに、べん毛回転方向を変化させる際に、ダ
イナミックな構造変化が起こることが予測され
た。べん毛モーターのエネルギー変化に重要な
部分である回転子および固定子ともにダイナミ
ックな構造変換が機能発現に重要であるという
事実が明らかにされつつある状態であった。 
 
２．研究の目的 
 本計画研究は、電子顕微鏡構造解析と回転計
測の専門家を分担者に加え、エネルギー変換体
の全体構造解析を強力に進め、Na+駆動型べん毛
モーターのエネルギー変換ユニットである固定
子におけるイオン透過時のダイナミックな構造
変化と、回転子相互作用を明らかにすることを
目的とした。固定子回転子相互作用にはNMR、
FCS、Biacore、ITCなどの手法を駆使して、解析
し、構造変化の検出にはNMRを用いて多くの変
異体タンパク質を比較する事によって明らかに
する。結晶構造解析もほとんどが好熱性細菌由
来のタンパク質で行われているが、Na+駆動型の
我々の解析しているタンパク質を自前で構造解
析も行う。また、イオン流入を検出する系を立
ち上げたことで、この検出系を発展させ、構造
変化とイオン透過能を結びつけることが出来る
ようになり、エネルギー変換の本質に迫れる研
究を目指した。べん毛モーターという独創的な
研究材料を使った研究から、エネルギー変換機
構の新しいパラダイムを生みだすことも重要な
目的としている。ＮＭＲ、Ｘ線結晶構造、電子
顕微鏡などにより、現在の最高技術レベルで構
造情報を取得し、その情報と回転計測を組み合
わせることで、分子間相互作用と力発生機構の
解明に結びつけることを目的とした。運動に必
要なタンパク質の同定と生化学的解析、それら
の構造解析から物理化学解析分野に突入してい
る細菌べん毛の研究をさらに進めることで、領
域内のモータータンパク質の研究を活性化し、
新しい運動器官の運動機構の研究から、普遍的
なモータータンパク質が内包するエネルギー変
換に必要な構造と生命科学における普遍的な物
理化学的法則を発見することを、実現は難しい
が５年間の大きな目標とした。 
 
３．研究の方法 
 固定子を構成するPomＡの細胞質領域と回
転子を構成するFliGのＣ末端領域が相互作用
して力発生をするというモデルがある。しか
し、回転子と固定子の相互作用は再現性のあ
る結果として報告されていない。回転機構を
明らかにしてモデルを正すためには、FliGと
PomAの相互作用の検出と相互作用部位を決
めることが必須である。このためには、PomA
の大量調製が必須である。そのため、種々の
欠失変異体や可溶化タグを付け加えることで
可溶性のPomA細胞質領域を調製することを
目標とする。それら細胞質領域を含むタンパ
ク質を調製することができれば、ＦＣＳ法が
適用可能である。さらに、弱い相互作用であ
ることが予想されることから、NMR、Biacore、
ITCなどの手法を駆使して、相互作用の検出を
試みる。 
 低温電子線トモグラフィー法は、単離・精
製することなく、生体内部の構造を解析でき
る唯一の手法である。これまでにTreponema
で、またBorreliaでそれぞれ低温電子線トモグ
ラフィー法により、詳細な構造解析に成功し
ている。ビブリオ菌のべん毛モーターの構造
解析は、分解能が非常に低く、構造機能相関
を解析する分解能は得られていない。そこで
本計画研究では、低温電子線トモグラフィー



による高分解能構造解析を行う。固定子と回
転子のインタクト構造を明らかにできる現状
では唯一の方法である。べん毛モーター基部
体の電子顕微鏡による単粒子解析をおこなう
ことで、トモグラフィー法による解像度の低
さを補完する。 
 PomAB複合体のイオン結合部位Asp24にど
のような経路でイオンが流入し、流出するの
かは解析されていない。これまでにPomAの膜
貫通領域の側鎖の大きさを変える種々の変異
体を作成し、運動能によりイオン透過を評価
することで、イオン透過経路がNa+駆動型の方
がH+駆動型に比べ、14〜19 Å3広いと推定され
た。またPomA-M206がPomB-C31と向かい合
いイオン透過経路を形成しているとの予測が
されている。この結果を基に、イオン通過経
路に対応する残基について、徹底的な変異導
入を行い、イオン透過経路を詳細に推測する。
同時に、プロトン駆動型のモーター蛋白質に
ついても行う。 
 PomA全長は膜貫通領域を４カ所もった疎
水性タンパクであるため、発現も悪く、精製
も難しい。しかし、エネルギー変換複合体の
力発生タンパク質の相互作用解析で調製した
PomA細胞質領域を含む欠失変異体を用いる
ことで、タンパク質調製が格段に容易になる
ため、15Nでラベルし、HSQCを測定して構造
の概略を比較する。べん毛モーターの回転機
構および回転方向切り替え機構を理解するた
めには今まで以上に高い時空間分解能で力発
生の素過程を検出し、ステップの立ち上がり
時間（回転子と固定子が実際に相互作用して
いる時間）や停止時間（固定子が次の回転子
と相互作用するまでの時間）について反応速
度論的な解析が必須である。これまでは照明
系の明るさの制限のため必要な時空間分解能
を達成できなかったが、最近、金や銀のナノ
粒子をプローブとして光散乱法を用いること
によりその制限は回避できることが判明した。
そこで、①140万フレーム／秒で撮影可能な
ノビッテク社製の高速度カメラを用いてかつ
てない高時間分解能ナノ光計測装置を構築す
る。②金粒子をべん毛モーターに効率よく標
識するために、分子生物学的手法を駆使して
解析に適した菌を作製する。③野生型べん毛
モーターと変異体の力発生の素過程の計測を
行う。得られた計測結果を基に、べん毛モー
ターの力発生サイクル機構についての数理モ
デルを構築する。 
 細胞質領域やペリプラズム領域の部分構造
については、タンパク質収量に問題があるた
め、発現系のさらなる改良が必要である。厳
密に発現をコントロールできるベクターを用
い、培養条件に細心の注意を払うことによっ
て、結晶化に向けて十分なタンパク質量の確
保を目指す。得られた複合体について、その
電子顕微鏡による単一粒子解析も試み、電子
顕微鏡像に結晶構造をはめ込む努力を行う。
超好熱性真正細菌A. aeolicus VF5株のゲノム
配列を解析したところ、固定子遺伝子として
１つのmotA遺伝子と2つのmotB遺伝子(motB1, 
motB2)があることが分かった。ペリプラズム
領域を大腸菌のMotBと置き換えたキメラ体
で、大腸菌中で機能することから、この固定
子複合体の結晶化を行う。さらに、グラム陽
性菌枯草菌のNa+駆動型固定子であるMotP/S
複合体の精製にも成功していることから、
MotP/S複合体の結晶化を行う。 
 
４．研究成果 
 細菌のべん毛の根元にはべん毛モーター
と呼ばれる超分子複合体が存在し、これを回

転させる事で細菌は運動する。べん毛モータ
ーは固定子と回転子という二つの部位から
構成されている。一方、これまでの大腸菌の
H+駆動型モーターにおける研究において、回
転力産生のための回転子-固定子間相互作用
において、FliG と MotA の荷電残基間の静電
的相互作用が重要であることが示唆されて
いる。FliG および PomA の保存荷電残基およ
びその周辺残基に着目し、それらの残基を電
荷をもたない残基および逆の電荷をもつ残
基に置換した変異体を作成した。変異によっ
て、FliG および PomA の発現量が大きく変化
する事がない事を確認した上で、それらの変
異を組み合わせたFliG/PomA二重変異体を作
成した。顕微鏡や軟寒天中での運動能観察し
た約 170 の変異体のうち、約 20 変異体にお
いて顕著な運動能の協調的な阻害が見られ
た。特に、R88A(PomA)/R301A(FliG)変異体や
K89A(PomA)/R301A(FliG)変異体では運動能
の阻害が見られなかったのにもかかわらず、
R88A/K89A/R301A では強い運動能阻害が見
られた事から、PomA の隣接する R88 と K89
残基は相補的に FliG 側の負電荷残基と相互
作用している可能性が考えられる。また、4
つの変異体においては、FliG/PomA 二重変異
によって運動能阻害からの抑圧が観察され、
PomA-E97 と FliG-K284 との間の静電的相互
作用、PomA-R88/K89 と FliG-D308/D309 との
間の静電的相互作用、PomA-E96 と FliG-R301
との間の相互作用がモーター機能に重要で
あることが推測された。以上のことにより、
Na+駆動型べん毛モーターにおいては、大腸
菌の H+駆動型モーターとは異なり、1 残基-1
残基間相互作用というよりは多残基-多残基
間の相互作用がモーター機能に重要である
事が判明した。 
 べん毛の根元にあるCリングには回転力発
生、回転方向変換そしてべん毛繊維の形成と
いう３つの大事な機能がある。このCリングは
FliG、FliM、FliNの３種類のタンパク質から構
成される。この中でFliGはそれ自身でリング
を形成し、固定子複合体と直接相互作用をす
る最も大事な部分である。FliGの３残基欠損
変異体はSalmonelaやE. coliで回転方向が一方
向にロックされたり、べん毛形成しなくなっ
たりすることが知られている。V. alginolyticus
における相同箇所を欠損させたFliG(PSA)を
発現するプラスミドを作製し、その表現型を
調べた。べん毛繊維が生えなかったが、Vibrio
菌内で野生型と同様に変異体でも極への局在
が観察された。極局在したドットの蛍光強度
を解析したところ野生型と変異体でほぼ同じ
ことから、欠損変異体もリング構造を保持し
ているものと考えられた。欠損変異体を発現
するプラスミドを野生株VIO5に導入し、染色
体から野生型のFliGを、プラスミドから変異
体のFliGを発現させた。その結果、べん毛繊
維は構築されたのに対し、運動能は大きく抑
制された。この結果が一般的な現象かどうか
検討するため、べん毛形成できないことが知
られている点変異体R179HとA219Eを用い、
野生株VIO5にこれらの変異体を発現させた
ところ欠損変異体と同じような結果を示した。
報告されているFliG-FliM複合体の結晶構造か
ら推測すると、今回使用した変異体はFliMと
の結合能が失われていると考えられる。これ
らの変異体FliGはリング構造を保持している
ものの、べん毛繊維を構築することができな
い。しかしながら、リング内にわずかに野生
型のFliGがあればべん毛繊維を構築できるよ
うになると考えられた。ビブリオ（Vibrio）種
は、海洋環境に生息するグラム陰性細菌であ



る。ヒトおよび動物の病原体として知られて
いるほとんどのビブリオ種は非常に高い運動
性をもつ。多毛になったビブリオ菌極毛変異
体を用いることで、多くの観察像を低温電子
断層撮影法（cryo-ET）によって取得し、詳細
なべん毛モーター構造モデルの作成を行った。
べん毛繊維を囲んでいるシースにべルトのよ
うなリング状の構造が観察され、これをSリン
グと名付けた。ビブリオ特異的モーター構造
において、MotXとMotYから構成される T-リ
ングが13回対称性を有することを示した。こ
れまで詳細に研究されているサルモネラ菌と
ビブリオ菌のモーター構造の比較することが
できた。また、MSリングの構造解析を7.4Å
分解能で成功した。 
 Aquifex属は真性細菌の進化系統樹上、非常
に初期の段階で分岐したと考えられている超
好熱性のバクテリアである。85°Cでの運動能
を観察したところ、約90μm/secという速い遊
泳能を示した。この遊泳速度は温度を低下さ
せるに伴って遅くなり、室温(23°C)ではまっ
たく遊泳しなかった。よってA. aeolicusは熱に
対して構造的・機能的に安定なべん毛を持ち、
それを使って遊泳することが示された。A. 
aeolicusのMotA/Bを大腸菌motAB欠失株で発
現させた時に、ナトリウム駆動型べん毛モー
ターとして機能することが明らかになった。
A. aeolicusのMotAは、系統的に離れてはいる
ものの大腸菌のモーターと相互作用して回転
力を生み出す能力があることから、両者が機
能的な相関関係を維持していることが示され
た。A. aeolicusのMotAを大腸菌で発現・精製
したところ、MotB非存在下であるにもかかわ
らず、ゲル濾過クロマトグラフィーにより、
約210 kDaの分子量位置に溶出された。架橋剤
をつかった実験から、２量体、３量体、４量
体と推測されるバンドがSDS-PAGEによって
検出された。単量体は約30kDaであることから
多量体構造をとっていることが判明した。精
製MotAを電子顕微鏡で観察し単粒子解析し
たところ、構造を持つことが分かった。MotA
はMotB非存在下でも4量体構造を形成すると
推測された。べん毛モーターの回転ステップ
速度は予想以上に大きく揺らぐことが判明し
た。 
 ナトリウムイオン駆動型ビブリオ菌モー
ターでは、2 種類の膜タンパク質(PomA, 
PomB)から構成される固定子と、3 種類の可
溶性タンパク質(FliG, FliM, FliN)からなる回
転子との相互作用によって回転力が作られ
る。べん毛モーターは時計回り(CW)と反時計
回り(CCW)の両方向で回転することができる。
FliGと PomAの相互作用面が変化することに
よって回転方向が切り替わると考えられて
いる。べん毛の回転方向切り替えの際に FliG
がどのように構造構造変化するのかを、NMR
と構造シミュレーションによって、回転方向
制御に異常がみられる変異体の取得とその
解析によって明らかにした。枯草菌のナトリ
ウムイオン駆動型べん毛モーターの固定子
複合体である MotPS 複合体が、外部負荷を感
知して回転子リング複合体の周りに配置さ
れる固定子の数を制御することを示した。ま
た、MotPS 複合体はナトリウムイオンやポリ
多糖に依存してべん毛モーターに組み込ま
れることが判明した。MotPS 複合体の精製に
も成功した。さらに、高速 AFM により MotS
の構造変化の可視化に成功した。そして、
MotS のＣ末端部分の構造変化がナトリウム
イオンに依存することを明らかにした。 
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