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研究成果の概要（和文）：細菌べん毛は、生物界において唯一の回転運動器官である。細胞膜に組み込まれたモ
ーターが、イオン流入と共役して高速で回転する。膜超分子複合体であるこの超小型高速ナノマシンは、電気モ
ーターなどと同じく、回転子と固定子から構成されており、それらの間で回転力を発生する。研究代表者のこれ
までの研究蓄積をもとに、固定子と回転子のクライオ電子顕微鏡による構造解析と生化学的機能解析などから、
回転子と固定子がタンパク質ギアのような働きによって回転力が作られるというモデルを提案することができ
た。また、固定子のプラグ領域がスパナのような機能によってイオン輸送の制御を行っているという新しいモデ
ルを提案できた。

研究成果の概要（英文）：Bacterial flagella are the only rotary locomotive organelles in the living 
world. A motor built in the cell membrane rotates at high speed in conjunction with ion influx. This
 ultra-small, high-speed nanomachine, a membrane supramolecular complex, is composed of a rotor and 
a stator, just like an electric motor made by us, and the torque is generated by the interaction 
between rotor and stator. Based on the accumulated researches done by this investigator, the 
structural analysis of the stator and rotor using a cryo-electron microscope and the biochemical 
analysis have been done and a model in which the rotor and stator generate torque by acting like 
protein gears was presented. In addition, a new model has been proposed in which the plug region of 
the stator controls ion transport by functioning like a spanner.

研究分野： 生物物理

キーワード： 生体エネルギー変換　モータータンパク質　べん毛

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膜超分子複合体であるこの超小型高速ナノマシンは、電気モーターなどと同じく、回転子と固定子から構成され
ており、それらの間で回転力を発生する。イオン流がどのようにべん毛複合体の中を流れ、固定子分子と回転子
分子間の相互作用が、回転エネルギーに変換されるメカニズムの解明に大きく貢献した。そして、固定子と回転
子の構造と機能解析から、それらタンパク質の構造変換がどのように起こり、どのような相互作用によって回転
力に変換されるのかを明らかにし、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の解明に大きく貢献した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 研究代表者は、大腸菌の欠損株に大腸菌とビブリオ菌のべん毛の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。回転計測技術を
持っているグループと共同研究することで、この大腸菌キメラモーターを用い、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。一方、ビブリオ菌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)を融合し発現することに成功していた。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。PomBについては、膜貫通領域の直後に存在するプラグ領域
欠失体を用いることで、イオン透過能を増大させることに成功し、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を可能にしていた。これは、プロトン駆動型で
もなし得なかった固定子複合体のイオン透過を直接測定した画期的な成果として報告していた。
このように、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は、タンパク質の構造と機能研究においてもっとも進
んでいる研究分野でとして認識されていた。べん毛モーターの回転力は、まさに、ヒトが作った
電気モーターのように固定子と回転子間の相互作用によって作られる。固定子タンパク質であ
る PomAの細胞質領域と回転子タンパク質である FliGの C-末端領域との相互作用によって力発
生することは分かっているが、どのような相互作用が力を発生させているのかは、ほとんど解明
されていなかった。２０１０年に超好熱性細菌 A. aeoricus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、回転方向制御についてモデルが提案された。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想されている（参考文献１）。
回転方向が変わるということは、固定子と回転子との相互作用が変わるということを意味して
いる。研究代表者の用いている
Na+駆動型の V. alginolytius の
FliGについても大量精製には成
功しているが、結晶化せず、構
造解析に成功していなかった。
また、FliGの機能をサポートし
ていると考えられている Cリン
グの構成因子である FliM と
FliNタンパク質の構造解析もビ
ブリオ菌では行われていなかっ
た。一方で、Cryo-EMについて
は、エール大学の Jun Liuの協力
を得て、クライオ電子顕微鏡ト
モグラフィーによる構造解析が
行われ、世界最高レベルのトモ
グラフィーによるべん毛モータ
ー構造解析が発表されていた
（図１）（参考文献２）。 
 
２．研究の目的 
 細菌べん毛は、生物界において唯一の回転運動器官である。細胞膜に組み込まれたモーターが、
イオン流入と共役して高速で回転する。膜超分子複合体であるこの超小型高速ナノマシンは、電
気モーターなどと同じく、回転子と固定子から構成されており、それらの間で回転力を発生する。
イオン流がどのようにべん毛複合体の中を流れ、固定子分子と回転子分子間の相互作用が、回転
エネルギーに変換されるメカニズムの解明を目指す。本研究では、代表者らのこれまで研究蓄積
をもとに、固定子と回転子の構造と機能解析から、それらタンパク質の構造変換がどのように起
こり、どのような相互作用によって回転力に変換されるのかを明らかにすることを目的とした。
最先端のべん毛運動機構の研究を発展させ、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の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
エネルギー変換ユニットの構造基盤：ビブリオ菌由来のナトリウム駆動型エネルギー変換ユニットであ
る PomA4PomB2 複合体のクライオ電子顕微鏡での構造解析を行う。最近になって、新しいタイプの界面
活性剤を使うこと、ヒスチジンタグの場所を変えることで、複合体として安定に精製した。特に膜タンパク
質の場合は、ナノディスクに再構成することで、高分解能で構造解析が行われている。ナノディスクへの
PomA4PomB2 複合体再構成の条件検討、クライオ電子顕微鏡観察用サンプルの凍結条件検討行い、

 
図１：Vibrio 鞭毛モーター部分の全体構造。 （A）野生型モーターの平均像。 上の

パネルから、中央部での切片像、T リング部位の切片像、細胞質膜（CM）の上部
の切片像である。 最下部のパネルは、13 回対称を適用した後の対応する断面を

示した。 ビブリオ鞭毛モーターの全体構造の側面像（B）および上面像（C）が示さ

れている 
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原子レベルの単粒子解析を行った。 

膜モーター回転子タンパク質の構造解析：回転子タンパク質である FliGは、全長をコールドショッ
クベクターpCold に組み込み、E. coli BL21 株を用いて発現させ、非常に良好な結果が得られて
いる。機能解析を行っている大腸菌、サルモネラ菌、ビブリオ菌由来の FliG については、多く
の結晶化の努力にもかかわらず、構造情報は得られていない。そこで、代表者が用いている機能
解析の可能な Vibrio alginolyticus の FliGの構造や FliGと相互作用する FliF や FliM/FliNとの複
合体として精製して構造解析を行った。 
システイン置換による相互作用の検出と架橋による機能解析：PomA と FliG の推定相互作用面
のアミノ酸残基をシステイン残基に置換した変異株を作製し、これらの変異タンパク質を組み
合わせ、両者のシステイン残基部分のジスルフィド架橋（S-S結合）の検出を行った。架橋され
たタンパク質は SDS-PAGE後、イムノブロットによって同定した。 
部位特異的光架橋技術による相互作用部位の検出:LB 培地で終夜培養した pBAD24 系のプラスミド
にストップコドンを導入した遺伝子をクローン化し、アンバーコドンに光架橋アミノ酸 p-benzoyl-L-
phenylalanine(pBPA)を導入できる pEVOL-pBpF を大腸菌で発現させ、菌体をU V 照射して光架橋アミノ
酸と近傍のタンパク質とを架橋した。その後、菌体の架橋タンパク質をイムノブロット法で検出した。 
回転子の精製:サルモネラ菌の FliFを大腸菌において大量発現させると、膜中にMSリング構造
を形成することが知られている。FliF は約 60kDa 二回膜貫通タンパク質で、約３０分子がリン
グに重合する。MS リングは複雑な構造をしているのに単一タンパク質 FliF から構成されてい
る。ビブリオ菌の FliFを大腸菌で発現させ、サルモネラ菌の FliF 精製の類似の方法で（参考文
献３）、回転子を精製した。 
 
４．研究成果 
べん毛モーター回転機構の解析 
 べん毛モーターは、電気モーターと同様に、固定
子部と回転子部に機能的に分けられる。べん毛回転
は、細胞膜上の固定子中をイオンが透過し、固定子
－回転子間の相互作用が変化し、回転力が生じる。
これまでの研究から、遺伝学的には、固定子と回転
子の相互作用が示されているが、生化学的には解明
できていない。そこで本研究では、残基特異的な光
架橋法とジスルフィド架橋法によって、固定子－回
転子間で架橋を形成する残基の特定を行った。その
結果、これまでに遺伝学的に示されていた荷電性残
基に加え、その周辺に複数の推定相互作用残基が実
際に相互作用していることを直接的に示すことがで
きた。光架橋された残基の中で、特に架橋効率の良
かったPom-K89、FliG-R281、FliG-D288を中心に、PomA
とFliGにそれぞれシステイン残基を導入し、ジスルフ
ィド架橋を形成させた。その結果、PomAとFliGの架橋
産物が形成され、固定子－回転子間相互作用を行う
残基ペアを同定した。これらの結果を構造解析され
た固定子複合体の構造解析結果(参考文献４,５）と合
わせ、固定子と回転子がギアのように噛むような相
互作用によって回転力をつくるモデルを提案した
（図２）。これは、べん毛の回転力発生に必須な固
定子－回転子間相互作用の本質に迫れる道を開いた
ものである。実際に固定子が回転しているかを検証
する為に、GFPタンパク質をPomBに融合し、精製を行
い、AFMによる観察を行った。しかしながら、固定子
の構造を明確に観察することはできなかった。 
べん毛モーターのイオン流入制御機構 
 べん毛モーターの活性化を制御することが報告されているビブリオ菌PomBのプラグ領域に
着目し、部位特異的変異導入を用いて、プラグ領域と相互作用するPomAの領域を探索した。
PomBのF47~A57の各残基に対応する遺伝子にアンバーコドンを導入して、pomApomB遺伝子を
大腸菌DH5αで発現させた。その際、アンバーサプレッサーtRNAにフェニルアラニン誘導体で
あるpBPAをチャージして、タンパク合成を行わせた。UVにより光架橋することで、F47、
I50、A51、M54において、PomAとの架橋産物が同定された。これらの残基と相互作用する
PomAの残基を特定するために、構造の対応する残基で近傍と思われる残基をシステインに置
換して、ジスルフィド結合するかを調べた。その結果、PomA-M169CとPomB-I50Cで、還元剤
非存在下でPomA抗体とPomB抗体に反応する分子量の大きくなったバンドを検出できた。
PomA-M169CとPomB-I50Cを単独で発現させた場合には遊泳能は阻害されなかったが、二重変

 
図２：FliG と PomA の相互作用のモデル (上面図 
(A) と側面図 (B))。クライオ電子顕微鏡 (cryo-
EM) 構造に基づき、モデルを組み立てた。FliG と
相互作用する PomA は色をつけ、他の 4 つの 
PomA は灰色で示した。R88、K89、E96 の位置は
矢印で示されている。FliG 残基 K300、R301、
A302 は、E. coli の残基 Q280、R281、A282 (括
弧内) に対応し、それぞれシアン、青、赤の球で示
されている。CM、細胞膜。 
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異により運動能が阻害された。この阻害効果は、還元剤であるDTTを培地に加えることで解消
された。次にプラグ領域のF47、I50，M54の残基をアラニン(A)とグルタミン酸（E)に置換した
変異体を作成した。Aにした変異体は運動能、生育ともに野生型と同様な表現型を示したが、
Eにした変異体は生育阻害がおこり、軟
寒天培地でのスワーム（遊泳）能が低
下した。以前にPomA-D170CとPomB-
S38Cでジスルフィド架橋することが示
されていた。この残基はPomAとPomB
のTM領域の端に位置している。これら
システイン二重変異にさらにPomB-
F47EとPomB-M55E変異を導入した菌で
の運動能を調べた。PomA-M169Cと
PomB-I50Cを導入して、PomB-F47Eを
導入するとDTT非存在下でも運動能が
回復した。これらの実験で、確かに
PomAの細胞外ループ領域とプラグ領域
が相互作用して、イオン流入を止めて
いることが明らかにした。プラグ領域
がスパナとしてローターの回転をブロ
ックすることでイオン流入を止めると
いうモデルを提案した（図３）。 
べん毛固定子の構造解析 
 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好熱性
のバクテリアである。この超好熱細菌 Aquifex aeoricus の固定子は安定に精製できることが予想
されたことから、この菌の DNA をドイツの研究グループから得てクローン化し、大腸菌で発
現させた。構造を決める前に、その機能を調べた。A. aeolicusのMotA/Bを単純に発現させただ
けでは大腸菌のモーターを機能させるに至らなかったのに対し、MotBのペプチドグリカン結合
ドメインを大腸菌のものに置き換えたキメラ型MotA/Bは、大腸菌のべん毛をわずかに動かす機
能があることが分かった。さらに MotA の C 末端領域に点変異を導入することでモーター機能
が向上することが分かった。これは、常温では構造的に安定すぎる好熱菌由来のMotAタンパク
質が、点変異の導入によって構造的に柔軟となり、室温でも機能を発揮するようになったためと
推測された。本来、大腸菌べん毛モーターは H+駆動型であるが、A. aeolicusのMotA/Bを発現さ
せることでNa+駆動型モーターへと変換された。よってA. aeolicusのべん毛はNa+駆動型であり、
A. aeolicusのMotA/Bは自身を介した Na+流を回転力へと変換する能力があると考えられた。し
かし、MotABを大量発現用のベクターにクローン化して、固定子複合体の精製を試みたが、成
功しなかった。一方、MotA だけを単独で精製することは可能であり、MotAがMotBなしに固
定子複合体構造をとっていることがわかった。界面活性剤 LMNGを用いて菌体を破砕して、膜
分画を超遠心分離で得たのちに、可溶
化し、MotA につけたヒスチジンタグ
を使い、Ni アフィニティークロマト
グラフィーで精製し、さらにサイズ排
除クロマトグラフィーによって精製
した。精製した Aa-MotA の構造をク
ライオ電子顕微鏡を用いた単粒子解
析法によって 3.42 Å の解像度で決定
した (図４)。Aa-MotA プロトマーは 
9 つの α ヘリックス (α1～9) で構成
されており、α7 と α8 は長い反平行 
2 ヘリックス束構造を構成し、分子の
バックボーンを形成していた。α1、α2、
α3、および α1 と α2 を接続するルー
プ (1-2 ループ) は、バックボーンの
中央に台形に配置されいた。 α1、α2、
およびバックボーンの中央部分は
LMNGミセルに埋め込まれており、α3
と 1-2 ループはそれぞれミセルの上部
境界と下部境界に位置していた。した
がって、α1、α2、α7、および α8は膜
貫通ヘリックスであると結論するこ
とができた。α4、α5、α6、α9、α7の C
末端領域、および α8の N末端領域は
球状ドメインを形成し、細胞質に位置していた。 α7と α8を繋ぐループ（7-8ループ）、α7の N

 
図３：ステーター活性化のモデル。PomA の細胞質領域が FliG と相
互作用すると、おそらくスパナとして機能する PomB のプラグ領域

（黒）が PomA の Loop1-2 から解放される。PomA の五量体が回転

し、PomA と PomB の回転によってイオンが移動する。 

 
図４：(A) 精製された Aa-MotA5 の Cryo-EM 密度マップ。Aa-MotA 

プロトマーはさまざまな色で色付けされ、界面活性剤ミセルは灰色で色

付けされている。スケールバーは 25 Å を示す。(B) Aa-MotA5 の原子

モデル。灰色の四角は細胞膜を示す。 
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末端領域、および球状ドメインの反対側にある α8の C末端領域は、ペリプラズム内に存在して
いた。これらの構造的特徴は、他の既に決定された細菌のMotA5MotB2複合体のMotA サブユニ
ットと類似していた（参考文献４、５）。MotBが欠けているにもかかわらず、Aa-MotA5の中央
の穴のサイズ（1.2nm）は、既知の MotA5MotB2複合体の MotA 五量体の穴のサイズに匹敵して
いた（図４B）。次に、我々の研究で主に使っている海洋性ビブリオ菌の PomAPomBに関して、界
面活性剤や変異体を用いて、クライオ電子顕微鏡による構造解析を行った。十分な数の固定子
構造を選択することができ、原子レベルの構造構築とそのリファインメントを行った。原子レ
ベルの構造構築とそのリファインメントが終わり、ナトリウム結合部位について詳細に解析を
行った。しかし、我々の使っている PomABとほぼ同じタンパク質構造がデンマークのグループ
によって先に発表されてしまった（参考文献６）。そこで、新たな付加価値をつけて投稿するた
めにイオン結合部位の構造についてさらなる詳細に解析を行った。 
べん毛回転子の構造解析 
 べん毛基部に存在し、回転子の一部を形成するMSリングは、べん毛形成で最初に作られる
部分で、FliFという 2回膜貫通タンパク質が、34個集合し形成される。このMSリングの直下
に FliG、FliM、FliNが Cリングを作る。FliGが固定子と相互作用し、回転力発生に寄与するも
っとも重要なタンパク質の 1つである。ネズミチフス菌(S. enterica)が FliFと FliGを融合しても
機能するという知見をもとに、V. alginolyticusの fliF-fliG融合遺伝子を pCold ベクターにクロー
ン化し、大腸菌内で過剰発現させ、融合タンパク質の精製を行い、機能と構造を調べた。FliF
と FliGの分子量は、各々ca.64kDaと ca.39kDaである。融合タンパク質は、SDS-PAGEにより
130kDaのマーカー付近に分離され、FliFと FliGの抗体に反応した。菌体を破砕し、低速遠心
した上清を、超遠心分離したが、FliF 単独を発現精製した時と同様に、多くのタンパク質は、
リング形成していなかった。細胞質画分由来の FliFGは、ca.350kDaの位置にゲル濾過により分
離されたが、膜画分を界面活性剤で可溶化したものについては、Void付近の非常に大きな分子
量の位置に分離された。膜分画から
得られた構造体を負染色による電子
顕微鏡、あるいは原子力間顕微鏡に
より観察すると、FliF 単独の時より
は、FliFG融合タンパク質の方が多く
のリングが形成していることが確認
された。Vibrio 由来の FliFが FliGを
融合することによって、大腸菌で効
率的にMSリング形成することが判
明した。しかし、Cリング構造は、
FliM や FliNがないと安定にリング構
造を作ることが出来ないらしく、電
子顕微鏡でも AFMでの観察でも、サ
ルモネラの基部体を精製したとき観
察されたような、明確な Cリング構
造は観察出来なかった。しかし、ク
ライオ電子顕微鏡で構造解析をおこ
ない、原子レベルの構造について S
リングの部分については得ることが
できた（図５）。 
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図５：ビブリオ菌とサルモネラ菌の S リングと FliF 構造の比較。(A) Cα 

リボン図として示されたビブリオの S リング構造の断面図。プロトマー
は、N 末端の青から C 末端の赤まで虹色のグラデーションで着色さ

れています。(B) (A) のプロトマーの拡大図。(C) サルモネラの S リン

グ構造の断面図。(D) (C) のプロトマーの拡大図。 
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