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研究成果の概要（和文）：大腸菌は外部からの受容体への刺激をべん毛モーターの回転を時計・

反時計回りの転換を制御する内部の情報伝達に変換する機能を持つ．今回我々は，高速度ビデ

オカメラを用いてべん毛モーターの回転を取得し，同一セルの異なる二つのモーターの回転変

換が，細胞内情報伝達物質，リン酸化 CheY(CheY-P)によって制御されていることを見いだした．

転換は非常に高い協同性を持ち，さらにはサブ秒の時間遅れを伴っていた．この時間遅れは，

極の受容体からの位置に関連していた．この高い協同性は CheY の突然変異系である caCheY
の発現により抑制された．さらに，この協同的な変換は脱リン酸化酵素である CheZ を必要と

することも明らかになった．今回の結果は，受容体からの一過的なシグナル濃度の上昇，減少

が必要となる．このことはまるで濃度の変化が波のように伝わることを意味する． 
 
研究成果の概要（英文）：An Escherichia coli cell transduces extracellular stimuli sensed by 
chemoreceptors to the state of an intracellular signal molecule, which regulates switching of the 
rotational direction of the flagellar motors from counterclockwise (CCW) to clockwise (CW). Here, we 
performed high-speed imaging of flagellar motor rotation and showed that the switching of two different 
motors on a cell is controlled coordinately by an intracellular signal protein, phosphorylated CheY 
(CheY-P). The switching is highly coordinated, with a sub-second delay between motors that is 
correlated with the distance of each motor from the chemoreceptor patch, which is localized at the cell 
pole. The coordinated switching was disordered by the expression of constitutively active CheY protein, 
which mimics the CW-rotation stimulating function. Also, the coordinated switching was required the 
CheZ, which is a phosphatase for CheY-P. Our results suggest that a transient increase and decrease in 
the concentration of a signal protein from the chemoreceptor patch, which is probably a wave-like 
change in under a second, triggers and regulates the coordinated switching of flagellar motors. We firstly 
measured the propagation of intracellular signaling in a single bacterial cell by applying the 
simultaneous measurement for the rotation of multiple flagellar motors. 
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１．研究開始当初の背景 
 バクテリアべん毛モーターは，直径が

40nm のナノモーターであり，菌体内外

のイオン濃度差，膜電位差によるイオン

駆動力により回転する．大腸菌において

は，5 本程度のモーターを有し，この回

転方向の頻度を変えることにより，より

好ましい方向に進む．走化性シグナルは，

細胞極に存在するレセプターに結合し，

その情報は細胞内に伝わり，各モーター

に伝わった情報により，モーターの回転

方向が転換される．このバクテリア走化

性応答に関わるタンパク質，その局在な

どに関しては，様々な研究が進んでいる

が，いまだに，各タンパク質はそれぞれ

何分子必要なのか?数のゆらぎはどう制

御されているのか?必須なのか?時間的

制御はどのように行われているのか?な
どといった具体的な知見は未だ理解で

きていない．一般的には生体分子が拡散

によって細胞内を伝搬される，と記述さ

れるが，これはあまりにも抽象された記

述に過ぎない．蛍光イメージングが盛ん

になり，細胞内の生体分子の局在や運動

などが直接観察できるようにはなって

きているが，さらにはリン酸化・非リン

酸化を区別したイメージング手法はま

だ限られており，一般的ではない．さら

には，どのようにして，イオンの流れを

回転力に変換しているのか?回転方向転

換はどのようなメカニズムで起こって

いるのか?というモーター自体のメカニ

ズムもまだ未知の部分が多い． 
 
２．研究の目的 
本申請においては， 
 バクテリア細胞内の情報の流れを，複

数のべん毛モーターの相関から明らか

にする 
 ケージド化合物を用いた時間・空間

的・時間的局所励起による摂動  
の 2つの新しい計測技術を用いることに

より， 
  各モーター間の応答の時間差と相

関の様子 
  走化性シグナルによる各モーター

の応答，相関の変化 
  ケージド化合物を用いた局所的環

境変化と細胞の応答の相関 
をマルチモーター解析，ケージド化合物

による摂動を用いて計測し，外部刺激→

レセプター→細胞内情報伝達物質→モ

ーター→回転方向の変換，の一連の流れ

を定量的に評価し，その機構を明らかに

する． 
 

(1) 各モーター間の応答の時間差と相関の様

子，に関しては，先行研究により，複数のべ

ん毛モーターの回転方向転換に関しては明

らかな相関があることが明らかになってい

る．また，その相関にはサブ秒の時間遅れが

あり，このことから，レセプターからの情報

が拡散現象などを使って細胞内を伝搬し，各

モーターに情報が伝わり，モーターの回転方

向が転換される，という現象を強く示唆して

いる．しかし，一般的な拡散ではこれらの現

象を説明できず，さらに踏み込んだメカニズ

ムを考えなくてはならない． 
(2) 走化性シグナルによる各モーターの応答，

相関の変化，に関しても先行研究により，走

化性シグナル存在下においてもモーター間

の相関は見られ，このモーター間の相関が細

胞内情報伝達物質によるものであることが

強く示唆されている．また，適応現象（ある

濃度の走化性物質にさらされるとその応答

がリセットされる）についても，100 秒程度

の時間遅れで適応現象が起こり，モーター間

の相関においても興味深い知見が得られて

いる． 
(3) ケージド化合物を用いた局所的環境変化

と細胞の応答の相関，に関しては，1980 年代

の報告があるだけで，その後の追従実験はな

い．現在，ケージドセリンによる研究を行っ

ているが，水銀ランプ，レーザー照射による

べん毛モーターの応答が見られている．本申

請においては，独自にケージド化合物を合成

することにより，誘引物質，忌避物質，様々

な化合物を作り出すことが可能である． 
 
３．研究の方法 
(1) マルチモーター計測・解析システムの構

築  
 マルチモーターの回転計測においては，従

来 4 分割フォトダイオードではなく，高速

度・高感度カメラを用いる．モーターの回転

計測にはモーターからのべん毛フィラメン

トに微小ビーズを固定し，位相差像を高速度

で取得する．各ビーズの重心位置をナノメー

トル，サブミリ秒の分解能で取得し，角速度，

回転方向を取得する．複数のべん毛モーター

の回転を同時に計測することにより，回転速

度，回転方向転換の各モーター間の相関を解

析し，細胞内部の情報伝達の様子を明らかに

する．また，高速度カメラによる画像情報の，

PC への変換，転送，画像解析はそのデータ

量から膨大な時間がかかる．そのため，既存

の解析ソフトでは対応出来ないため，

LabView を用いて，すべて自作する． 
(2) 新規ケージド化合物の構築 
 ケージド化合物には，安定性，波長特異性，

定量性，細胞・生体分子への安全性などのさ

まざまな要件が必要となる．すでに我々は



(Nitroveratroyl)oxy 基を有するセリンの

ケージド化合物を合成し、実際の実験に

おいて，ケージドセリンを水銀ランプ，

半導体レーザーを用いて安定してバク

テリアに適用できることを確認してい

る．しかしながら，励起光量とセリンの

生成量との対応，光照射による細胞のダ

メージなど，まだ未確認事項がある．本

年度においては，まず、すでに合成した

ケージドセリンの定量的評価，細胞・生

体分子への安全性について検討する．さ

らに，アスパラギンなどの新規ケージド

化合物の合成，アンケージされた分子を

不活性化する新手法の検討を始める． 
(3) バクテリア内イメージングシステム

の構築 
 べん毛モーターなどの外部出力によ

る細胞内情報伝達のモニターは本申請

においての大きな特徴となるが，さらに

蛍光イメージングによる細胞内分子の

局在，相互作用を同時にモニターするこ

とは細胞内情報伝達を明らかにする上

で，非常に重要なテーマとなる．すでに

我々は細胞内情報伝達分子の一つであ

る，CheW，の GFP 誘導体の発現による，

レセプターの局在の同定に成功してい

る．本年度においては，さらに細胞情報

伝達に関与するタンパク質，特に，脱リ

ン酸化酵素である CheZ の局在との関係

を明らかにするために，ミュータントの

作成，GFP の融合を進める．さらには，

CheZ と CheY，CheY とモーター基部体

に存在し，CheY と相互作用すると言わ

れている Fli-N との相互作用を確認する

ために，FRET を用いた観察系を立ち上

げる．そのためにも各タンパク質の蛍光

GFP の標識を行う 
(4) 局所環境の変化における細胞の応答 
 バクテリアは局所的な環境変化に対

応して応答し，よりよい環境へ向かう．

今までは，環境変化への応答を調べるた

めには，溶液交換，という手法しかなく，

時間・空間分解能は限られていた．しか

しながら，ケージド化合物を用いること

により，局所的に（0.2 マイクロメート

ル），短時間に（ミリ秒以下）で外部環

境を操作できるようになった．本年度に

おいては，レーザーによる局所励起シス

テムの構築を目指す．具体的には，紫外，

近紫外レーザーの導入，光学系の確立を

目指す．また，紫外領域の光は細胞など

にダメージを与えてしまう．そこで，細

胞へのダメージの影響（モーターの回転

速度を目安に）を距離，強度を変化させ，

確認する．また，細胞へのダメージを与

えぬよう，照射時のみにマスクを適用す

るなどの新しい手法も検討する． 

 

４．研究成果 

 単一菌体における複数のべん毛モーター

の回転を同時に計測し，解析したところ，明

らかにモーター間において回転方向のタイ

ミングには相関が見られた．さらにその相関

においては，100 ミリ秒オーダーの時間遅れ

が存在した．この時間遅れとモーターとレセ

プターとの関係を明らかにするために，レセ

プター構成タンパクの一つに GFP を融合さ

せ（北大，永井教授との共同研究），モータ

ーの回転と蛍光を同時に観察したところ，モ

ーター間の距離が長くなるほど，相関の遅れ

は大きくなり，さらに，レセプターに近いモ

ーターが先に方向転換することを見いだし

た．このことは，レセプターからの情報が各

モーターに拡散などの何らかの情報伝達機

構により，各モーターに伝達されていること

を意味する．また，それぞれの回転方向転換

（CW→CCW，CCW→CW）において，レセ

プターに近いモーターの回転方向転換が早

いことから，細胞内においては，単純な拡散

現象ではなく，波のような状態で情報伝達物

質が伝搬することを明らかにした． 
 さらに，外界からの刺激に対する応答を明

らかにするために，時間，空間的に局所的に

刺激を与える目的で，caged 化合物（東北大，

金原教授との共同研究）を用いた走化性応答

を検討した．菌体にとっての誘引物質である

セリンの caged 化合物を，レーザーにより短

時間で照射，励起したところ，細胞における

モーターの回転は方向転換を停止し，20 秒ほ

ど後に，復帰することを見いだした． 
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