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研究成果の概要（和文）：ナトリウム駆動型べん毛モーターの固定子におけるイオン透過時のダイナミックな構造変化
と、回転エネルギー変換機構について解析した。in vivoでの固定子のイオン取り込み活性を原子吸光により直接測定
することに始めて成功した。また、ビブリオ菌固定子イオン結合残基PomB-D24Nは運動能欠損となるが、PomA-N194D変
異によりその欠損を抑圧する事を示し、イオン結合能が回復すると推測された。さらに、PomBのC末端断片（PomBC）の
結晶解析により構造し、大腸菌MotBの構造と比較した。それら構造情報をもとにPomBとMotBのキメラタンパク質PotBを
作成し、機能解析を行った。

研究成果の概要（英文）：The dynamic structural change of the stator in the sodium-driven flagellar motor 
of Vibrio was analyzed for the mechanism of rotational energy conversion when the coupling ions flow in 
the stator of the motor. The ion uptake activity by the stator has been detected directly and firstly in 
vivo by atomic absorption analysis. In addition, although in Vibrio stator the mutation of the ion 
binding residues, PomB-D24N, give completely nonfunctional penotype, the additional PomA-N194D mutation 
suppress the defect. It is inferred that the ion binding capacity was recovered by the mutation. 
Furthermor, the structure of the C-terminal fragment of PomB (PomBC) was determined by crystallographic 
analysis and was compared with the structure of the correponding region of E. coli MotB. Based on these 
structural information chimeric proteins PotB made of PomB and MotB were constrected and carried out the 
functional analysis of these chimeric proteins.

研究分野：生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
細菌べん毛の研究は、大腸菌・サルモネラ
菌の研究が先行していた。その中で、代表者
者のグループでは、海洋性ビブリオ菌 Na+ 駆
動型モーターを用いて研究を進め、代表者は、
Na+ 駆動型モーターの発見者として世界的に
認知されていた。H+ イオンは、水中に普遍的
に存在するため、H+ 駆動型モーターのイオン
共役に伴うエネルギー変換の解析は困難で
ある。それに対し、溶液中での Na+イオンの制
御が容易なため、Na+駆動型モーターを使っ
た解析は、モーター回転とイオン共役機構の
解明において大きなブレークスルーを期待で
きる。実際、このモーターに関する遺伝子の
同定が世界の研究室で試みられ、代表者の
グループと米国MaCarter らのグループとが
各々、Na+ 駆動型モーターのエネルギー変換
ユニット、あるいは、イオンチャネルに相応す
ると考えられる遺伝子、PomA、PomB、MotX、
MotYのクローン化に成功した。これらの遺伝
子を解析する事で主に以下のことを代表者は
明らかにしていた。１）大腸菌の欠損株にキメ
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(JMB, 327:453-463)。代
表者らは、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(Nature, 437: 916-919, 2005)。２）
ステーターの構成因子である PomA もしくは
PomBに緑色蛍光タンパク質(GFP)を融合さ
せ (GFP-PomA, GFP-PomB)、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、そしてその極局在がローター
依存的であることを示した(JMB, 
351:707-717, 2005)。3) MotY は MotX と複合
体となり、べん毛基部体で T リングと呼ばれる
構造を作ることを明らかにした (Mol Microbiol, 
62: 1170- 1180, 2005)。モータータンパク質の
MotYの結晶構造を解き、ペプチドグリカン結
合構造と新規構造の２つのドメイン構造を持
つことを示し、MotYの C末領域はペプチドグ
リカンと、また、N末端領域はMotX と相互作
用することを示した(PNAS, 105: 7696-7701, 
2008)。4) PURESYSTEMを使った無細胞タ
ンパク質合成系において、ホスファチジル
コリンで作成したリポソーム存在下で
PomABの合成に成功し、PomAと PomBが
膜上で複合体形成をしていることを示した
(J Biochem, 144;635-642, 2008) 。5) GFP融
合 FliG タンパク質(ローター構成因子の一つ)
は Na+ 濃度によらず菌体の極に局在するが、
PomAB ステーターの極局在は Na+ イオンが
必要であることを示した。Na+ が結合すること
で、ステーターがローターの周囲に集合でき
るような構造に変化するのではないかという、
ダイナミックなステーター集合と Na+ の関係を
予測したモデルを提案した(Mol Microbiol 71: 
825-835, 2009)。6) 全反射型赤外分光法
（ATR-FTIR）を用いて PomAB複合体でのイ
オンの相互作用の検出を試みた。その結果、
Na+ 存在下で、COOH型から COO-型へ変化
するカルボン酸を見出した。これは、直接的な
イオン結合を、実験的結果として示す画期的
なものである(Biochemistry, 48:11699-11705, 
2009)。7) イオン取り込み側に位置し、H+駆
動型で Ala39、Na+駆動型で Cys31に保存さ
れている残基に着目し、側鎖の大きさを変え
る種々の変異体を作成した。その、イオン透

過を運動能により評価することで、イオン透過
経路に関与する残基を推測した(Biophysics, 
5:45-52、2009)。8) これまで必須と思われて
いた PomBの膜貫通領域にある荷電残基の
Asp24に変異導入して機能を失ったものに、
PomAの TM4のN194を荷電残基に変えるこ
とで機能回復するという驚くべき結果を示した
(JMB, 397: 689-696, 2010)。さらにオーストラリ
アのグループにより回転子タンパク質 FliGの
全長結晶構造解析が報告された（Nature, 
46:996-1000, 2010）。この論文では結晶構造
解析の結果をもとに、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
ことを予測している。べん毛モーターのエネル
ギー変化に重要な部分である回転子および
固定子ともにダイナミックな構造変換が機能
発現に重要であるという事実が明らかにされ
ていた。 
 
２．研究の目的 
 膜超分子体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。この超小型な高速マシンは、回転す
る生命体ともよばれる複雑な超分子複合体で
もある。細菌べん毛モーターは、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。構
造解析や一分子レベルの回転計測が進んで
いる一方で、イオンチャネルであるエネル
ギー変換体のどこをどのようにイオンが通
過するかという基本的な事実さえ解明され
ていない側面もある。本研究では、代表者
らのこれまで研究蓄積をもとに、イオンが
タンパク質内をどのような経路で流れ、結
合し、それがタンパク質の構造変換を起こ
し、どのような相互作用によって回転力に
変換されるのかというエネルギー変換機構
の本質に迫ることを目標とした。 
 
３．研究の方法 
研究方法としては、以下の計画を立案した。
（１）エネルギー変換複合体の力発生タンパ
ク質の相互作用解析：固定子を構成する Pom
Ａの細胞質領域と回転子を構成する FliG の
Ｃ末端領域が相互作用して力発生をすると
いうモデルがある。代表者のグループでは、
FliGの大量調製に成功し、FliFとの相互作用
をＦＣＳ（蛍光相関分光法）により検出して
いる。PomA を大量調製できれば、相互作用
検出が可能となる。そのため、種々の欠失変
異体や可溶化タグを付け加えることで可溶
性の PomA細胞質領域を調製する。ＦＣＳ法
やさらに NMR、Biacore、ITC などの手法を
駆使して、相互作用の検出を試みる。（２）
イオン透過活性の in vivo測定系の開発：イオ
ン感受性蛍光色素が多く開発されてきてい
る。ナトリウムイオン感受性蛍光色素などを
用い、べん毛回転における内部ナトリウムイ
オン濃度変化の検出系の開発を行う。この測
定系が開発できれば、大腸菌において、モー
タータンパク質変異体のイオン輸送能とエ
ネルギー変換能の欠損を区別できることに
なり、エネルギー変換機構の解明に大きな寄
与をすると考えられる。（３）エネルギー変
換ユニット中でのイオン透過経路の解明：
PomAB 複合体のイオン結合部位 Asp24 にど
のような経路でイオンが流入し、流出するの
かは解析されていない。これまでに
PomB-Asp24 (Asp32-MotB)のヘリックス２タ
ーン分離れ、イオン取り込み側に位置し、H+

駆動型で Ala、Na+駆動型で Cysに保存されて



いる残基に着目した。イオン通過経路に対応
する残基を、同様なストラテジーで徹底的な
変異導入を試み、イオン透過経路を詳細に推
測する。同時に、プロトン駆動型のモーター
タンパク質についても行う。（４）固定子複
合体のプロテオリポソーム再構成によるイ
オン透過活性の測定：べん毛固定子複合体
(PomA/PomB)のイオン透過活性の測定なし
には、べん毛モーター回転機構解明すること
は最終的に不可能である。PomA/B 複合体を
可溶化するための界面活性剤の再検討を行
い、Na+取り込み実験を行う。（５）ビブリオ
菌モータータンパク質の構造相互作用解
析：PomB の細胞外領域はナトリウムの結合
により大きな構造変換が予想されている。
PomB のペリプラズム領域の部分については、
発現系を構築して既に十分量のタンパク質
量を調整し、結晶化は試みている。その構造
変換の検出を行う。（６）エネルギー変換複
合体構造の動態測定：PomA 全長は膜貫通領
域を４カ所もった疎水性タンパクであるた
め、発現も悪く、精製も難しい。しかし前年
度のエネルギー変換複合体の力発生タンパ
ク質の相互作用解析で調製した PomA細胞質
領域を含む欠失変異体を用いることで、タン
パク質調製が格段に容易になるため、15N で
ラベルをし HSQCを測定するなどして、構造
の概略を比較する。そのなかで、解析できそ
うなスペクトルを与えたものについて、詳細
な条件検討を行い、３次元構造解析を行う。 
 
４．研究成果 
大腸菌にナトリウムイオン駆動型ビブリオ
菌由来の固定子タンパク質を発現すること
で、in vivoでの固定子のイオン取り込み活性
を原子吸光により直接測定することに成功
した。種々のこれまで解析された固定子変異
体のイオン透過能を直接に調べることが可
能となり、機能解析に大きな進展があった。
イオン透過経路に関して、固定子タンパク質
である PomBの膜貫通領域に存在する F22残
基が、ナトリウム結合残基である D24からの
イオンのリリースに重要であることを示し
た。回転子タンパク質 FliG の C 末端ドメイ
ンのコアを形成する残基への変異(L259Q, 
L270R, L271P)によって、固定子の集合が阻害
され、べん毛モーターが回転できなくなるこ
とを示した。これらの変異により、固定子と
の相互作用を担う FliG の C 末端ドメイン
(FliGC)の構造が実際に変化するかについて、
FliGCを発現・精製し、精製タンパク質のトリ
プシン感受性を調べた。その結果、３種の変
異体ともに野生型の分解パターンとは異な
っており、変異により構造が大きく変化して
いることが示唆された。さらに固定子タンパ
ク質 PomA細胞内領域の７つの運動能欠損変
異体ついて固定子の集合能を調べたところ、
すべてにおいて GFP 融合固定子の極局在率
は低下していた。それら PomA変異体の多く
が、発現量・固定子複合体形成能・固定子の
Na+透過能のいずれかにより固定子集合の低
下を引き起こしているが、PomA-H136Y変異
体では、固定子-回転子間相互作用の阻害が固
定子集合の低下の原因である可能性を示す
ことができた。 
 固定子タンパク質MotB (PomB)の膜貫通領
域にはイオン結合部位として、高度に保存さ
れたアスパラギン酸残基が存在する。このア
スパラギン酸をアスパラギンに置換した
PomB-D24N は運動能欠損となるが、
PomA-N194D変異がこの D24Nによる運動能
欠損を回復させることを示した。この

PomB-D24N/PomA-N194変異体の運動能は非
常に弱く、より運動能の高い変異体の取得を
試み、４種類のup-motile変異体 (sp1, sp2, sp3, 
sp4)を得ることに成功した。これらの変異体
は染色体上にそれらの up-motile 変異がある
ことが推察されたが、調べた限りにおいて、
べん毛関連遺伝子に変異が見つからなかっ
たため、変異同定することはできなかった。
そこで、次世代シーケンサーを用いて全ゲノ
ム解析を行い、up-motile変異を同定した。sp1
と sp2についてゲノム解析を行ったところ、
sp1、sp2ともに ATP合成酵素の aサブユニッ
トに変異が同定された(sp1は A214V、sp2は
E174ochre) 。 ゲ ノ ム 解 析 の 結 果 と 、
PomB-D24N/PomA-N194 変異体に Δa subunit
変異導入することで、up-motileの表現型を示
すようになることから、ATP合成酵素の aサ
ブユニットに変異が入ることで，運動能が上
昇することを明らかにした。Na+低濃度にお
いて、Δa subunit 株の遊泳速度は、NMB191
株よりも 50～80%速いこと、また、KCN存在
下ではこの高い運動能が抑制されることか
ら、up-motile の原因として、a サブユニット
の変異により、FoF1ATP 合成酵素が機能しな
いため、呼吸鎖により形成される H+の電気化
学ポテンシャル差が解消されず膜電位が上
昇し、結果として Na+駆動力が上昇すると想
像される。 
 ビブリオ菌のナトリウム駆動べん毛モータ
ーの固定子は、PomAとPomBで構成される。
PomBのC末端断片（PomBC）の結晶構造を2.1 
Åの分解能で決定し、大腸菌MotBの構造と比
較した。それらの構造情報は、固定子が回転
子に集合する際にPomBCのN末端領域に大き
な構造変化が起こることを示唆していた。構
造に基づいて、in vivoでのジスルフィド架橋実
験のためPomBに２つのCys残基を導入した二
重変異体を作成して運動能を調べた。その結
果、いくつかの変異の組み合わせで運動能が
阻害されることが分かった。還元剤を加える
ことで、その運動阻害は回復することができ
た。これらの実験から、固定子が集合して活
性化するためには、PomBのα1 ヘリックス（
154-164）のN末端の約三分の二部分の構造が
変化することが必要だと推測された。また、
システイン架橋して機能を欠損しても、固定
子のイオン透過性や集合に影響を与えなかっ
たことから、α1ヘリックスとPomBCのコアド
メイン間のコンホメーション変化は、回転子
に固定子が集合する際の最終段階で起こると
考えられた。これらの結果から、C末端α1ヘリ
ックスとBサブユニットのコアドメインの構
造変化が、固定子の回転力発生機能と固定子
を回転子の周りに集合する際に重要であるこ
とが示された。また、動的なBサブユニットの
構造変化により、固定子複合体のチャンネル
が開口し、イオン流入が誘発され、回転力が
発生する機構の理解に大きく貢献すると考え
られる。  
 固定タンパク質 PomB(ビブリオ菌由来）と
MotB（大腸菌由来）の plug 領域を切り替え
部位としたキメラタンパク質 PotB（以後
PotB59）は V. alginolyticusの ΔpomAB株、大腸
菌の ΔmotAB株で発現させると、どちらの菌
においても運動能を示すことがわかってい
た。このキメラタンパク質を発現するプラス
ミドを鋳型として 3種類の新規のキメラタン
パク質を野生型の PomAと共に発現するプラ
スミドを作成した。1つ目は α1の手前を切り
替え部位とした PotB91、2つ目は α1直後を切
り替え部位とした PotB129、3 つ目は α２直後
を切り替え部位とした PotB138である。これら



のキメラタンパク質を V. alginolyticus の
ΔpomAB株または ΔpomABΔmotX株で発現さ
せると、両方の株において運動能を示し、共
に PotB138 株がキメラ体の中で最も大きな運
動能を示した。次に、キメラタンパク質を大
腸菌のΔmotAB株でPomAと共発現させると、
軟寒天培地上では PotB59以外運動能をほぼ示
さなくなったが、液体培地中では遊泳能を多
少保持していることがわかった。そこでべん
毛の回転方向の転換を観察することのでき
るテザードセル法を用いてキメラ体の方向
転換頻度を観察した。すると新規キメラ体は
全て PotB59と比べて方向転換頻度が低下した
ことがわかった。さらに、大腸菌の ΔmotAB
株においてキメラ体の軟寒天培地上での運
動能の向上が見られる抑圧変異体を数株単
離することができた。これらの変異はキメラ
タンパク質をコードするプラスミド上の
PomAまたは Bサブユニットの PomB側をコ
ードする領域上に存在していることがわか
った。この変異は固定子—回転子間の界面に
影響し、べん毛の回転方向転換頻度を向上さ
せるのだろうと推測された。 
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