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１．研究計画の概要 
 

膜超分子である細菌べん毛は、イオン流入の
エネルギーを動力源として、らせん形のべん
毛繊維を高速で回転させる、生物界において
唯一の回転運動器官である。しかも、その回
転速度は、毎秒 1700 回転にも達し、超遠心
機をはるかに上回る。この超小型な高速マシ
ンは、一方では、細菌の細胞の中では最大か
つ複雑なタンパク質装置でもある。細菌べん
毛モーターは，電気モーターと同じく、回転
子とそのまわりに複数個ある固定子から構
成されており，それら固定子と回転子の間で
回転力が発生していると考えられている。し
かし、回転子と固定子内のどの蛋白質が回転
力を作っているかは、推定はされているが、
決定的な証拠はない。また、べん毛は、極に
生えるものや菌体の周囲に生えるものなど
があり、細胞の特定の位置や数を制御する仕
組みを備えている。本研究では、べん毛の構
造研究に重点をおき、その形態形成の解析も
含め、回転機構を明らかにする。 
 

２．研究の進捗状況 
 

Vibrio alginolyticusの極べん毛は、ナトリウム
イオンの共役による電気化学ポテンシャル
差をエネルギーにして回転する。べん毛モー
ターの回転に必要なタンパク質としてPomA, 
PomB, MotX, MotY が同定されており、この
うち PomA, PomBは内膜でナトリウムイオン
チャンネルとして機能していると考えられ
ている。MotX, MotY はそれらを一つでも欠
損した菌は遊泳能を失うが、その機能の詳細
は分かっていない。機能的なモーターを単離
する目的で、Vibrio alginolyticusの基部体を精
製し、確認のため電子顕微鏡による観察を行

ったところ、これまで大腸菌などには存在し
ない、基部体リングから突出した爪状の新し
い構造を作ることを見いだした。これを
T-ringと命名した。T-ringはペプチドグリカン
層に埋まっている P-ring と内膜に存在する
MS-ring との間に存在することが分かった。
さらに、この構造が、ナトリウムモーターに
特異的な MotX と MotY から構成されること
を明らかにした。これら２つのタンパク質に
関して、大量精製を行い、結晶構造解析を行
っていたが、MotY については、2.9 Å分解能
で X 線結晶構造を得ることが出来た。MotY
は大きく 2つのドメインに（N,C末ドメイン）
分別された。N 末ドメインの構造は 10 個の
b-strandと 2個の a-helixからなり、新規の fold
であった。また、生化学実験から MotX と相
互作用をするドメインであることが示唆さ
れた。ペプチドグリカン結合モチーフを持つ
C 末ドメインの構造は、ペプチドグリカン結
合タンパク質である Palや RmpMに非常によ
く似ていた。Pal とペプチドグリカンが相互
作用する重要な残基が NMR による構造解析
から見いだされており、MotY にも保存され
ていることから MotY とペプチドグリカンの
相互作用部位を推測することができた。 
 FliG、FliM、FliN から構成される Cリング
は、基部体の下に存在して、回転子として固
定子と相互作用する。回転力を作り出す生化
学的相互作用の解析の第一歩として、ビブリ
オ菌でのCリング構造を含むべん毛基部体の
精製を行ってきたが、ビブリオ菌ではサルモ
ネラ菌とは異なり、FliN と FliM は基部体か
ら解離することが確認された。電子顕微鏡で
基部体の構造を詳細に観察することで、FliG
が基部体に構造体として存在することを観
察できた。このことによりビブリオ菌の基部
モーター構造解析を進める準備が整った。大
腸菌において固定子はプロトンチャネルと
して機能する MotA/MotB 複合体からなり、
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MotB の C末端領域にある PGB（ペプチドグ
リカン結合）ドメインによって固定子は回転
子周辺につなぎとめられていると考えられ
ている。我々は大腸菌 MotB PGB ドメインの
系統的システイン変異導入実験と、機能の全
く異なるペプチドグリカン結合リポタンパ
ク質 Pal とのキメラタンパク質解析を行い、
Palの PGBドメインがMotBの PGBドメイン 
と交換可能であることを示した。これに基づ
き既知の Palの立体構造に MotB PGBドメイ
ンの一連の系統的 Cys変異部位をマッピング
し、それらの構造と機能の相関について新し
い知見が得られた。 
 

３．現在までの達成度 
 
②おおむね順調に進展している。当初の計画
通りに進んでいるとは言えないが、モーター
タンパク質について、MotY や MotB のペプチ
ドグリカン結合部位の構造決定に成功した。
これまでに、モーターの固定子タンパク質に
ついて、構造がまったく解かれていないこと
を考えると大きな進展であると言える。べん
毛の構造を回転子の重要な部分であるＣリ
ングは、界面活性剤の種類や可溶化条件を詳
細に検討したが、FliN と FliM が外れてしま
うことが明らかになった。FliG がべん毛基部
体に相互作用している状態で精製すること
に成功したことは、今後の研究を行う上でも
大きな進展であった。 
 

４．今後の研究の推進方策 
 

申請者らのグループが遺伝学的手法から同
定した Na+ チャネルユニット（PomA, PomB, 
MotX, MotY の４種類）は複合体を形成してい
ることを示唆するデータが得られている。
MotY については、構造解析に成功したので、
PomB の結晶化を重点的に進める。大腸菌にお
いて PomA または PotB に YFP を融合する。作
成に成功した場合、蛍光エネルギー移動によ
る両者の距離の変動を測定し、ナトリウムイ

オン流入に依存したタンパク質構造変化の
ダイナミックスの検出を試みる。温度感受性
PomA を精製し、膜に再構成したときのナトリ
ウムイオン流入の温度依存性を測定する。ま
た、蛍光 PomA にもこの変異を導入したもの
を構築して、温度変化と FRET を測定するこ
とで、タンパク質の構造変化を推定する。
FliG-GFP で回転しているモーターを、その蛍
光を指標に精製し、蛍光Ｃリング超分子構造
体を単離する。ビブリオ菌で Cリングを基部
体ともに精製することに成功していない。し
かし、Cリング構成蛋白質の一つである FliG
と基部体とを精製は成功したので、電子顕微
鏡による構造解析を行う。モータータンパク
質の PomA および PomB と蛍光蛋白質の融合蛋
白質で可視化して、ナトリウム依存的な動的
集合の観察に成功した。この動的な集合と機
能の関連に重点をおいて、解析をおこなう。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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