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研究成果の概要（和文）：多くの細菌は、運動器官であるべん毛を利用して環境中を移動する。これまで、べん
毛運動はH+やNa+などのイオン駆動力によって駆動することが知られていた。 本研究で、世界で初めてCa2+や
Mg2+などの二価陽イオンで駆動するべん毛モーターの単離に成功した。 この他に、好アルカリ性バチルス属細
菌由来の従来型とは異なるカチオンを利用するべん毛モーターの解析を行った。これらのべん毛モーターと従来
のモーターとの間のイオン選択性の差異は、分子生物学的手法を用いて詳しく解明された。 本研究の結果よ
り、駆動エネルギーを選択的に利用できる人工ナノマシンや分子スイッチの開発が期待されている。

研究成果の概要（英文）：Many bacteria migrate through the environment using the flagellar apparatus 
which is a motion organelle. Until now, the flagellar motor was known to be driven by an ion motive 
force such as proton and sodium ion. In this study, we succeeded to isolate Paenibacillus sp. TCA20 
with flagellar motors driven by divalent cations such as calcium ions and magnesium ions for the 
first time in the world. Besides this, we also characterized nonconventional cation-coupled 
flagellar motors derived from the alkaliphilic Bacillus. Differences in ion selective permeability 
between these flagellar motors and conventional motors were elucidated using molecular biological 
techniques. Based on the results of this study, it is expected to create artificial nanomachines and
 molecular switches that can selectively use driving energy.

研究分野：極限環境微生物学、微生物生理学

キーワード： べん毛モーター　好アルカリ性細菌　イオンチャネル　ハイブリッドモーター　枯草菌　固定子　プロ
トン駆動力　ナトリウム駆動力
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１．研究開始当初の背景 
（１）1973 年に初めて細菌のべん毛が回転
しているという報告から 44 年以上経つが、
エネルギー変換ユニットである固定子 Mot
複合体の原子レベルの構造が未解明である
ため、回転機構の詳細は現在も不明であった。
べん毛モーターは、直径が約 40 ナノメート
ルで細胞膜に埋まっていて、細胞膜を横切る
H+または Na+の電気化学的駆動力により回
転する。モーター駆動部は回転子と固定子か
らなり、イオンチャネルとして機能する固定
子 Mot 複合体中を共役イオンが通過する際
に、回転子複合体中の FliG タンパク質と相
互作用して回転トルクが発生すると考えら
れていた。また、固定子は、１ユニットあた
り 4 個の MotA 型サブユニットと 2 個の
MotB 型サブユニットからなり、回転子の周
囲に 8 個から最大 16 個の固定子ユニットが
存在すると考えられていた。 
 
（２）研究当初は、固定子に関する研究は主
に大腸菌や枯草菌が持つ H+駆動型固定子
MotABと Vibrio属細菌で見つかった Na+駆
動型固定子 PomAB、更に、好アルカリ性
Bacillus属細菌で見つかったNa+駆動型固定
子 MotPS で行われていた。このように、そ
れまで発見されていたべん毛モーターの固
定子は、H+または Na+のどちらかを使えるも
のしかなかった。しかし、2008 年を境に、
この分野に新たなパラダイムシフトが起こ
った。それは、我々のグループによる好アル
カリ性細菌 Bacillus clausii が持つべん毛が
外環境 pH に応答して H+と Na+の 2 種類の
共役イオンを使い分けることができる新奇
な“ハイブリッド型べん毛モーター”である
ことの発見であった（Terahara et al, PNAS 
2008）。この結果は、単細胞の微生物であっ
ても棲息する外環境に応じてべん毛モータ
ーを”適応進化“させて適応していることを
示唆していた。 
 
２．研究の目的 
（１）細菌のべん毛モーターにハイブリッド
型モーターが発見されたことにより、この分
野は新たな時代に入った。本研究は、好アル
カリ性 Bacillus 属細菌のハイブリット型べ
ん毛モーター固定子と好中性 Bacillus 属細
菌の単一のイオンのみを利用するべん毛モ
ーター固定子のイオン選択透過の違いを分
子生物学および構造解析手法により比較解
析する方法でイオン選択透過分子機構を解
明することを目的とした。 
 
（２）本研究では、ハイブリッド型モーター
という異なるイオンを利用するメカニズム
の解明であることからイオン選択や何がイ
オン流のエネルギー変換に本質的に重要で
あるかを明らかにすることがことが期待さ
れた。そして、回転マシナリー以外の他のイ
オン駆動輸送系マシナリー分子の解明にも

普遍的に拡大適用が期待された。 
 
３．研究の方法 
（1）枯草菌べん毛モーターH+駆動型固定子
MotABとNa+駆動型固定子MotPSの回転駆
動力の発生に重要なアミノ酸残基の特定と
解析および枯草菌べん毛モーター固定子に
おけるイオン流入経路に関与するアミノ酸
残基の特定と解析をアライメント解析と部
位特異的変異法、それに野生株と変異株の遊
泳解析を用いて試みた。 
 
（2）好アルカリ性菌 Bacillus pseudofirmus 
OF4 のべん毛モーターの Na+駆動型固定子
MotPSは、アルカリ性環境である pHが 8.0
以上環境ではNa+濃度の上昇に依存した運動
性を示すが、中性環境である pH 7.0では 100 
mM以上のNa+濃度にならないと運動性を示
さない。しかし、好中性細菌である枯草菌の
べん毛モーターの Na+駆動型固定子 MotPS
は、外環境の pH が変化しても、Na+濃度の
上昇に依存した運動性を示す。同じ Na+駆動
型固定子 MotPS を持つべん毛モーターにお
いて好中性細菌と好アルカリ性細菌では中
性環境においてNa+に対する親和性に違いが
あることが示唆された。そこで、好中性
Bacillus 属細菌の枯草菌と好アルカリ性 B. 
pseudofirmus OF4と B. halodurans C-125
に着目し、中性環境における Na+親和性に重
要と考えられる領域の同定をアライメント
解析と部位特異的変異法、それに野生株と変
異株の遊泳解析を用いて試みた。 
 
（3）これまで報告例のないMg2+や Ca2+とい
った二価のカチオンを利用して細菌べん毛
を回転させることができる細菌の探索を目
的として、これらの二価カチオンを生育に要
求する Paenibacillus sp. TCA20株を自然界
より分離した。次世代シークエンサーを用い
た本菌のドラフトゲノム配列解析でべん毛
固定子の同定を試みた。同定された 2種類の
べん毛モーター固定子 (TCA-motAB1 と
TCA-motAB2)の機能を解析するために遺伝
子工学的手法が容易な枯草菌の系を用いた。
まず、枯草菌固定子欠損株（運動性なし）に
固定子（TCA-MotAB1又は TCA-MotAB2）
を発現する株（AB1株と AB2株）を作製し、
Mg2+や Ca2+濃度に依存した運動性があるか
解析を行った。これを更に検証するため、H+

駆動型モーターの阻害剤 CCCP と Na+駆動
型モーターの阻害剤 EIPAによる遊泳阻害実
験を行った。AB1 株の細胞内へ Mg2+が輸送
しているかを確認するため、枯草菌の主要な
Mg2+取り込み系を欠損させ 5mM Mg2+条件
下で生育できない株(ΔykoKΔyfjQ 株)を利
用した。AB1 株から ykoK と yfjQ を欠損さ
せた株（AB1ΔKQ）を構築し、5mM Mg2+

条件下での生育と運動性解析を行った。更に、
細胞内Mg2+濃度を測定した。 
 



*（4）好アルカリ性細菌 Bacillus alcalophilus
のべん毛モーターの固定子複合体は、複数の
イオンを利用できる新奇性の高い固定子で
ある。Bacillus alcalophilus のMotSの構造
と機能の相関についての知見を得るために、
固定子として機能する最小のタンパク質の
領域の決定を試みた。N末端あるいは C末端
を段階的に欠失したMotSをコードする遺伝
子断片を PCRにより増幅し、MotSと複合体
を形成するMotPをコードする遺伝子ととも
にベクターpBAD24に連結した。作製したプ
ラスミドは固定子 MotAB を欠失させた大腸
菌 RP6894株に導入した。導入した大腸菌を
用いて遊走解析および遊泳解析を行った。ま
た、免疫染色によって各種末端欠失型 MotS
の発現量を解析した。 
 
(5)上記（4）で好アルカリ性細菌 Bacillus 
alcalophilus のMotS最小機能領域の情報も
活用して、MotS の最小機能領域の親水性部
分を pCold ベクター系と pET ベクター系の
プラスミドにクローニングした。それらを利
用した大腸菌での大量発現系の確立と精製、
および結晶化を試みた。 
 
(6)H+や Na+といった従来型の共役イオンで
はないカチオンを利用して駆動するべん毛
モーターを自然界から探索、発見することで
べん毛固定子アミノ酸配列情報から共役イ
オンの選択透過性の情報を得ることを試み
た。具体的には、昆虫などの腸内のアルカリ
性環境に生息する好アルカリ性細菌を分離
し、全ゲノム解析を行うことで固定子の同定
を試み、運動性解析を行うことで新規な固定
子の発見を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 枯草菌が持つ H+駆動型固定子 MotAB
の MotB サブユニットの 24 番目のアスパラ
ギン酸残基と Na+駆動型固定子 MotPS の
MotSサブユニットの30番目のアスパラギン
酸残基はイオン結合部位であると推定され
ていた。そこで、これら推定イオン結合部位
に着目し部位特異的アミノ酸残基置換変異
体を作製した。これらアスパラギン酸残基を
他のアミノ酸残基へ置換した結果、MotS サ
ブユニットの 30 番目のアスパラギン酸残基
を グ ル タ ミ ン 酸 に 置 換 し た 株
（MotS-D30Eup）以外は運動性を失った。
MotS-D30Eup 株の運動性は野生株に比べて
非常に低下していた。また、MotB サブユニ
ットの 24 番目のアスパラギン酸残基をグル
タミン酸残基に置換した株（MotB-D24E)と
MotSサブユニットの30番目のアスパラギン
酸残基をグルタミン酸残基に置換した株
（MotS-D30E)から自然突然変異により運動
性向上株を取得した。取得した運動性復帰株
（MotB-D24Eup と MotS-D30Eup）の変異
箇所は固定子遺伝子内に同定された。次に、
これらの変異箇所が運動性の向上に関与し

ているのかを確認した。MotB-D24Eupから
同定されたMotB-T181Aは、MotBサブユニ
ットの C 末端領域に存在するペプチドグリ
カン結合モチーフ配列中に存在していた。大
腸菌では、MotB-T181 がアミノ酸残基は複
合体形成に重要であることが報告されてい
る。次に、MotS-D30Eup から同定された
MotP-L172Pは、固定子のイオン流入経路を
形成するチャネルポアの面とは反対側に位
置していると推定された。このことから、
MotPサブユニットの 172番目のロイシン残
基がプロリン残基に置換したことによりイ
オン流入経路の構造が変化したことにより、
Na+が流入しやすくなり、運動性が回復した
と推定した。今回、同定された変異は、二か
所とも固定子のイオン流入経路の構造変化
に関与していると考えられた。このことから、
イオンチャネルである固定子のイオン流入
経路は固定子の構造に依存的なのではない
かと考えた。現在、固定子の立体構造はMotB
の C 末端側の親水性領域の構造のみが報告
されている。今後、固定子の立体構造が明ら
かになれば共役イオンの流入経路に関して
興味深い結果を得ることが出来ると考える。
今後のさらなるイオンの流入経路解析は、べ
ん毛モーターの回転機構の解明の有力な情
報となることが期待される。 
 
(2) MotSサブユニットの 3番目の膜貫通領
域内で好中性 Bacillus 属細菌と好アルカリ
性 Bacillus 属細菌で保存性の異なるアミノ
酸残基を同定した。好中性 Bacillus属細菌で
はリジン残基が、好アルカリ性 Bacillus属細
菌ではグルタミン残基が高度に保存されて
いた。これらアミノ酸残基に対して構築した
置換変異株の運動性試験の結果、好中性
Bacillus属細菌のリジン残基と好アルカリ性
Bacillus 属細菌のグルタミン残基は、Na+親
和性には関与していないことが示唆された。 
枯草菌の固定子欠損株に B. pseudofirmus 
OF4由来の Na+駆動型固定子MotPSを導入
した株（OF4PS）は pH 7.0では NaClを 200 
mM添加しても運動性を示さなかった。そこ
で、運動性復帰株を取得した。運動性上株か
らリボソーム結合サイト(RBS)の繰り返し挿
入配列とMotPサブユニットの 186番目のア
スパラギンがアスパラギン酸に置換された
点変異(MotP-N186D)、2 種類の変異を同定
した。中性環境中での運動性の復帰には
MotP-N186D が関与していることが示唆さ
れた。MotP-N186は、MotPサブユニットの
3番目と 4番目のペリプラズム側のループの
3 番目の膜貫通領域の直前部分に位置してい
ると推定した。このとこから、イオン流入ポ
アの入り口付近のアスパラギン残基がマイ
ナスの荷電を持つアスパラギン酸残基に置
換されたことで、Na+がイオン流入ポアに入
りやすくなったために中性環境中において
運動性を回復したのではないかと推定した。 
中性環境中においても枯草菌は低Na+濃度下



で十分な運動性を示したが、OF4PS は運動
性を示さなかった。なぜ、B. pseudofirmus 
OF4由来の Na+駆動型固定子MotPSは、中
性環境、低 Na+濃度下では運動性を示さない
のか検証した。低 Na+濃度下における運動性
向上株は全てにおいてMotSサブユニットで
変異が同定された。MotS サブユニットで同
定した変異箇所は、膜貫通領域やPlug領域、
基部体に固定子が組み込まれるために大き
く構造変化すると考えられている C 末端領
域であった。サルモネラ菌の H+駆動型固定
子 MotAB の MotB サブユニットの Plug 領
域は、固定子の不活性化のために重要だと報
告されている。Plug領域を欠損させた固定子
を細胞内で発現させると共役イオン流入制
御ができないため細胞内外のイオン濃度勾
配を維持できないことから生育に影響する。
また、V. alginolyticus の Na+駆動型固定子
PomB サブユニットの推定イオン結合部位 
(D24)に変異を導入した D24N 固定子はイオ
ンチャネルとして機能できないので Plug 領
域が欠損していてもイオンの過剰な流入が
起こらない。そのため、野生株と同等の生育
を示す。これらのことから、Plug領域は固定
子の共役イオンの流入制御に重要であると
考えられる。低 Na+濃度下において取得され
た運動性向上株の変異導入箇所 5ヶ所中 3ヶ
所が Plug領域であったことからも、Plug領
域が外環境の pHやイオン濃度に対応してモ
ーターの駆動を制御している可能性が示唆
された。また、今回、取得された運動性向上
株のうち、他の 2つの変異箇所ついては、固
定子の構造的な要因が考えられた。今回の結
果から、中性環境における B. pseudofirmus 
OF4の運動性の低下の原因が、Na+駆動型固
定子 MotPS の Na+の流入制御にイオン流入
ポア付近に存在するアミノ酸残基(N186)や
MotS サブユニットの Plug 領域が関与して
いることを示す結果を得ることができた。今
回の結果は、べん毛モーター固定子の共役イ
オン流入制御機構を解明するための重要な
発見となった。 
 
(3) Paenibacillus sp. TCA20株は、二価の
アルカリ土類金属イオンの濃度に依存した
運動性を示した。次世代シークエンサーを用
いた本菌のドラフトゲノム配列解析の結果、
2 種類のべん毛モーター固定子遺伝子
(TCA-motAB1 と TCA-motAB2)が同定され
た。次に、枯草菌固定子欠損株（運動性なし）
に固定子（TCA-MotAB1又はTCA-MotAB2）
を発現する株（AB1株と AB2株）を作製し、
運動性解析を行った結果、両菌株とも運動性
の回復が見られた。更に、AB1 株は Mg2+や
Ca2+濃度に依存した運動性を示した。また、
AB1株の運動性は、H+駆動型固定子や Na+
駆動型固定子阻害剤どちらに対しても非感
受性であった。この結果は、H+や Na+は、固
定子 TCA-MotAB1 の共役イオンではないこ
とを示していた。一方で、AB2 株の遊泳が

CCCP に感受性を示したことにより固定子
TCA-MotAB2 は、H+型固定子であることが
示された。AB1 株が実際に細胞内へ Mg2+が
輸送しているかを確認するため、AB1株から
ykoK と yfjQ を欠損させた株（AB1ΔKQ）
を用いて 5mM Mg2+条件下での生育と運動
性を観察した結果、AB1ΔKQ 株は、運動性
を有し、野生株と同様の生育を示した。更に、
細胞内Mg2+濃度を測定した結果、AB1ΔKQ
株の細胞内 Mg2+濃度は、野生株と同程度で
あった。このことは、TCA-MotAB1がMg2+

を細胞内へ輸送していることが示された。こ
れにより、世界で初めて二価カチオンで駆動
する細菌べん毛モーターを発見し、報告した。 
 
（4）Bacillus alcalophilus のMotSの N末
端から 41番から 85番目および、236番目か
ら C 末端までのアミノ酸配列を欠失した
MotSΔ85Δ236 を保持する固定子 MotAB を
欠失させた大腸菌 RP6894株は LB軟寒天培
地上で遊走し、顕微鏡下でも遊泳が認められ
た。一方、それより N 末端側を欠失させた
MotSΔ90、N 末端および C 末端側を欠失さ
せたMotSΔ85Δ226を発現させた株では遊走
および遊泳は観察できなかった。これらの結
果からMotSの最小領域はMotSΔ85Δ236で
あることが分かった。大腸菌中での発現を確
認したところMotSΔ85Δ236より短くしたタ
ンパク質は、発現はするがべん毛タンパク質
としての機能を失っていることが分かった。 
 
(5) Bacillus alcalophilus の MotS の最小
機能領域の親水性部分をpColdベクター系と
pET ベクター系のプラスミドにクローニン
グしたものから、条件検討の結果、pColdベ
クターにクローニングしたものからMotSの
親水性領域を大量精製する条件を確立し、結
晶化を行い、現在、結晶化サンプルの確認を
行っている。今後、構造解析に向けた取り組
みを行う予定である。 
 
(6) 好アルカリ性Bacillus alcalophilus (BA
株)のべん毛モーターの固定子MotPSは、共
役イオンとしてNa⁺以外にもK⁺を利用して
べん毛を回転させることができるハイブリ
ッド型べん毛モーターの初めての報告例で、
BA株以外に共役イオンとしてK+を利用でき
る細菌は報告されていなかった。今回、カブ
トムシの幼虫の腸内から単離された好アル
カリ性 Bacillus trypoxylicola (BT株)が BA
株と同様に Na+と K+を利用できる 2 例目の
ハイブリッド型べん毛モーターであること
を明らかにした。 
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