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研究成果の概要（和文）：べん毛モーター構成素子の GFP 融合タンパク質の構築，およびそれ

らの全反射照明を用いた退色後蛍光回復（Eva-FRAP）を単一モーターで観察することで，細

菌べん毛モーターの回転子構成素子が，機能的に回転しているモーターにおいて交換されてい

ることが明らかにされた．またべん毛繊維に付着させた微小ビーズの回転を高速カメラで同時

に計測することで，単一細胞上の複数べん毛モーターの回転方向転換が，受容体を基準とした

時間差を伴って同調することが分かった．このことから細胞内シグナル伝達分子の濃度上昇お

よび減少が細胞内を波状に伝播することが示唆された． 

 
研究成果の概要（英文）：Expression systems for GFP-FliN, FliM-GFP, and GFP-FliG were 

constructed, and the functional incorporation was confirmed. In a fluorescently labeled 

motor by GFP, the recovery of fluorescence after photobleaching by the evanescent light 

was observed. This is the first evidence for the exchange of rotor components in a 

functioning bacterial flagellar motor. The rotation of motors of individual E. coli cells by 

combining a high-speed camera and the bead assay method. From this experiment, it was 

showed that the switching of two different motors on a cell is controlled coordinatedly by an 

intracellular signal protein, phosphorylated CheY. From these results, wave-like 

propagation model of intracellular signal was proposed. 
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１．研究開始当初の背景 

細菌のべん毛モーターは直径 50 nm ほどの
巨大なタンパク質複合体である．運動器官と
してのべん毛は，べん毛繊維，膜に埋め込ま
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れたモーター，両者をつなぐフックの 3 つの
部分から構成されており，数十種類のタンパ
ク質が，それぞれ数十分子ずつ重合すること
で構成される．モーターは複数のリングとロ
ッドで構成される回転子と，その周囲に配置
された 10 個程の固定子から成る． 

研究代表者は，これまでに回転子構成因子
と緑色蛍光タンパク質（GFP）の融合タンパ
ク質を大腸菌に発現させることで，回転する
モーター内で構成素子を可視化すること，ま
た，構築途中のモーターが細胞質膜上で拡散
することを明らかにした．これは，べん毛は
あらかじめ決まった場所に構築されるので
はなく，拡散する構築途中のべん毛構造体が，
何らかの要因によって膜内に固定されるこ
とを示唆した． また，ビブリオ菌の Na+駆
動型モーターにおいて，駆動力の Na+が，モ
ーター回転だけでなく，固定子のモーターへ
の組込みを制御することを明らかにした．こ
れらの先行研究の知見から，モーターを構成
する素子が，機能的なモーターに置いても積
極的に交換されていること，またその交換が
外的要因によって制御されることが示唆さ
れていた． 

 

 

２．研究の目的 

（１）流動性に富む細胞膜上において，べん
毛の構築部位を決める機構を明らかにする． 

べん毛モーターがモーターとして機能する
ために，構築途中のモーターは膜上を拡散し
ている．いつ，どのように固定され，べん毛
の構築が続けられるのかを明らかにする． 

 

（２）超分子複合体であるべん毛モーターの
機能維持機構を明らかにする． 

従来の解釈では，機能的なべん毛モーター回
転子の構成素子は交換されないとされてい
たが，モーターが細胞内で適切に機能し続け
るためには，それらの機能を維持する機構が
存在すると考えられた．本研究では機能的回
転子構成素子の可視化系を利用し，素子交換
反応を可視化する．  

 

３．研究の方法 

（１）べん毛モーター回転子構成素子を緑色
蛍光タンパク質（GFP）で蛍光標識し
（GFP-FliN， GFP-FliM，あるいは GFP-FliG），
単一モーターを可視化する系を開発する． 
 

（２）方法（１）で可視化されたべん毛モー
ター構造体（構築途中のもの）の細胞膜上で
の拡散を計測する． 

 

（３）方法（１）で可視化された単一のべん
毛モーターをテザードセル法（べん毛繊維を
カバーグラス表面に付着させることで，べん

毛繊維の代わりに細胞が回転する）で観察す
る．全反射蛍光顕微鏡での観察を組み合わせ
ることで，細胞の回転中心に機能的なモータ
ーが GFPの輝点として観察される．また全反
射蛍光顕微鏡下において，全反射照明を用い
てモーターに融合させた GFPを退色させ，そ
の後の蛍光回復の過程を観察する（Eva-FRAP
法）． 

 

（４）大腸菌のべん毛繊維に微小ビーズを付
着させ，微小ビーズの回転を高速カメラで撮
影することで，複数のモーターの回転を同時
に計測する． 

  

 

４．研究成果 
（１）Eva-FRAP法による機能的べん毛モータ
ー構成素子の交換 
① 研究方法（１）～（３）で記載した方法
を用いて，細胞中のモーターを蛍光観察した
結果，１細胞あたり６個程度の固定されたモ
ーターが存在し，また２０個程度の構築途中
のモーターが細胞膜中を拡散していること
が分かった． 
② モーター構成素子 FliM-GFP，GFP-FliN
の蛍光強度を単一モーターで計測したとこ
ろ，両者の蛍光強度比が１：４でありこれま
での知見と矛盾しない結果を得た． 
③ Eva-FRAP 法にて GFP-FliN，FliM－GFP，
あるいは GFP-FliG の組込まれた単一モータ
ーについて退色後の蛍光回復を観察したと
ころ，GFP-FliNあるいは FliM－GFPが組み込
まれた機能的なモーターにおいて，退色後の
蛍光回復が観察された．以上の結果から生体
膜上の生物機械である細菌べん毛モーター
の回転子構成素子が，機能的に回転している
モーターにおいて交換されていることが明
らかにされた（図１）． 
 

 
（１）に関する成果は Biochem. Biophys. Res. 
Commun. (2010) 394:130-135.に掲載された．
また Proc. Natl Acad. Sci. (2010) 107: 
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11151-11152. の Commentary に紹介記事が
掲載されたり，Yuan et al. Nature (2012)
に引用され彼らの研究の着想に深く関与す
るなど，海外を含めた研究に広くインパクト
を与えた． 
 
 
（２）高速カメラを用いた大腸菌複数べん毛
モーターの同時回転計測 
① 研究方法（４）で記載した方法を用いて，
大腸菌の複数べん毛モーターの回転を同時
に計測することで，単一細胞上の複数べん毛
モーターの回転方向転換が同調することが
分かった（図２）． 
 
② 同調したモーター同士の回転方向転換
では，受容体からの距離に依存した時間差が
あることが分かった（図２）． 
 

 
図２ 

 
 
③ ①および②の結果から，大腸菌では，受
容体を基準とした細胞内シグナル伝達分子
（リン酸化 CheY）の濃度増加／減少の方向性
を伴った伝播（波状伝播）によって複数のモ
ーターの回転方向転換を制御することを提
唱した（図３）． 
 

 

（２）に関する成果は本研究実施の過程で明
らかになり，これまでの知見を覆す全く新し
い発見であり，当該分野の研究発展において
非常にインパクトを与えた．成果は Terasawa 
and Fukuoka et al. Biophys. J. (2011) 
100:2193-2200に掲載された． 
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