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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、生きた細胞内で働くタンパク質分子機械の機能発現をコントロールできる
新しい分析手法の開発に取り組んだ。高圧力技術を利用して、細胞内のタンパク質と水との相互作用を変えながら高解
像度の実時間観察を行える新しい顕微鏡を構築した。開発した高圧力顕微鏡を用いて、生きた大腸菌内でトルク発生を
行うべん毛モーターの回転方向を変化させることに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we developed a new assay that enables to control the fun
ctional expression of molecular machines working in living cells. We constructed a new high-pressure micro
scope that allows us to modulate the intermolecular interactions between protein and water molecules. By u
sing this system, we were successful to change the rotational direction of Escherichia coli flagellar moto
rs.
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１．研究開始当初の背景 

細胞内に含まれる物質のうち、実に 7割は水

分子である。タンパク質をはじめとする生体

分子は、その表面や内部を水分子に取り囲ま

れ水素結合を形成している。こうした水とタ

ンパク質の相互作用は、複雑な立体構造形成

や、酵素活性をはじめとする生命活動に必須

な化学反応を生みだしている。言葉をかえる

と、タンパク質と水との相互作用を変えるこ

とができれば、分子構造や機能も変わること

になる。 

 研究代表者は、これまでから、高圧力下で

の実時間イメージングを可能にする高圧力

顕微鏡の開発を行ってきた。一般に、100 

MPa程度の圧力下では、タンパク質分子間の

疎水性相互作用や静電相互作用が可逆的に

弱まるため、分子構造や機能を可逆的に変化

させることができる。また、都合のいいこと

に、圧力は細胞膜を破壊する事なく、その内

部にまで伝達させることができるメリット

がある。本研究課題では、生きた細胞内で働

くタンパク質分子機械の機能発現をコント

ロールできる新しい in vivo イメージングの

技術開発に着手した。 

 

２．研究の目的 

大腸菌は、生命科学分野で幅広く利用されて

いる代表的なモデル生物である。高圧力研究

においても、常圧力環境で生育する生命体が

高圧力環境下でどのような影響を受けるの

かを調べるため、高圧力下にある大腸菌の細

胞増殖や分裂反応に関してよく調べられて

きた経緯がある。これまでの研究により、高

圧力下にある大腸菌は運動能力を失うこと

は知られていたが、その詳細な阻害機構は知

られていなかった。本研究課題では、生きた

大腸菌内で運動能を生み出しているべん毛

モーターに注目し、その回転運動が高圧力下

でどのように変化するのか明らかにする研

究に取り組んだ。数ある代表的な生命機能の

中でも運動機能は、実時間観察を可能とする

光学顕微鏡の特徴を生かせる研究課題であ

る。高圧力下で各種の顕微観察像を取得でき

る装置を開発し、新しい分析手法を確立する

ことが目的である。 

３．研究の方法 

図１に、研究代表者が開発した高圧力顕微鏡

の写真を示す。ハンドポンプのレバーを文字

通り手動で動かすと，圧力媒体である蒸留水

が押しだされ，セパレーター内にある厚さ 0.2 

mm のテフロン製の膜を変形させる。このテ

フロン膜の変形を介して、水圧が高圧力チャ

ンバー内を満たす緩衝溶液の圧力へと適切

に変換され、高圧チャンバー内に封入した実

験サンプルに圧力をかけることができる。 

 装置の耐圧性能は 150 MPa であり，地球上

で最も深い場所である太平洋のマリアナ海

溝チャレンジャー海淵最深部（10,924 m，海

上保安庁観測船による測定値）の静水圧～

110 MPa よりも高い値である．この装置を利

用して、観測窓に吸着させた直径 1µmのビー

ズを観察したところ、圧力 100 MPa条件下で

あっても結像能や倍率にほとんど影響はな

く，常圧力とは変わらぬ解像度で多様な顕微

観察像（明視野，暗視野，位相差，蛍光像）

が得られることが確認できた（図２）。 

 

 
図１ 高圧力顕微鏡 

 

 

図２ １µｍビーズの各種顕微観察像 



４．研究成果 

（１）大腸菌の遊泳運動観察 

大腸菌は、細胞外に長く伸びたべん毛繊維を

スクリューのように回転させることで遊泳

運動を行っている。培養した大腸菌を高圧力

チャンバーに封入し、菌体の位相差像を観察

した。図３に大腸菌の遊泳運動の軌跡を示す。

常圧力下（0.1 MPa）では、菌体は約 20 μm s–1 

の速度で滑らかに泳いでいたが、圧力の増加

とともに、泳ぐ菌体の割合や、その速度がだ

んだん低下していった．圧力が 80 MPa に到

達するとすべての菌体は遊泳運動を停止し、

ブラウン運動により水溶液中を不規則に動

きはじめた。常圧力まで減圧したところ、減

圧後、菌体は再び、元の運動能を回復したた

め、高圧力による遊泳運動の阻害は可逆的で

あることが明らかになった。 

 

（２）べん毛モーターの回転運動観察 

大腸菌べん毛モーターの回転運動を測定す

るために、テザードセルの実験を行った。こ

の実験系では、べん毛繊維をカバーガラスな

どの光学基盤（今回の実験では高圧力チャン

バーの観測窓）に吸着させることで、細胞内

にあるモーターが発生する回転運動を細胞

本体の回転として手軽に観察できる．圧力を

変えながらテザードセルの回転運動がどの

ように変化するのかを調べた（図４）。 

 常温常圧力（20 ℃、 0.1 MPa）下では、モ

ーターは反時計方向に滑らかに回転してい

たが、圧力値の増加とともに、回転速度が少

しずつ低下した。意外なことに、大腸菌が遊

泳運動を完全に停止した 80 MPa であっても、

モーターは依然として反時計方向に回転運

動を持続しており、その速度は、加圧前の約

60%であった．さらに、直径 250nmの金微粒

子を動きの指標としてべん毛繊維に取り付

け、低粘性抵抗条件下で回転運動を観察した

ところ、80MPaであっても大腸菌が遊泳運動

を持続できるだけのトルクを発生している

ことが判明した。 

 遊泳運動を行う大腸菌は、回転するべん毛

繊維を束化することで、一方向性の推進力を

発生させている。つまり、高圧力下にある大

腸菌の運動能が停止するメカニズムとして、

べん毛繊維の束化阻害が要因として考えら

れる。 

 

（３）べん毛モーターの逆回転運動 

テザードセルの実験系を用いて、さらに圧力

を高めてモーターの回転運動を観察した。

120 MPa以上の圧力条件下では、一部のモー

ターは、これまでとは逆方向、つまり、時計

方向に回りはじめた。それ以外にも、回転方

向を頻繁に変更しながら回転運動を持続す

るモーターや、回転運動を停止したモーター

なども見られた。モーターの回転の方向性に

ついて解析したところ、時計方向つまり、逆

方向に回転する確率は圧力の増加と共にシ

グモイド状に増加することが明らかになっ

た。また低温条件下では、より低い圧力で逆

に回り出した。反時計方向と時計方向の回転

状態が熱平衡状態にあると仮定すると、その

平衡定数は高圧力と低温では同じように変

化することになる。したがって今回の実験結

果は熱力学的にもつじつまがあうことにな

る。 

 

 
 

図３ 大腸菌の遊泳運動 a）遊泳運動の軌跡

(5 秒間)．b）泳ぐ菌体の割合．c）遊泳速度． 

 

 

図４ 回転するテザードセルの連続画像(１

秒間)。同じ菌体の位相差像を各圧力で取得。 



 自然界では、べん毛モーターの回転方向は、

リン酸化型 CheYの結合反応によりコントロ 

ールされている。高圧力下をかけることで、

あたかもリン酸化型 CheY が結合したかのよ

うにモーターの構造が変化したものと考え

られる。 
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