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研究成果の概要（和文）：細菌のべん毛モーターは、固定子と回転子からなる回転モーターとして機能する超分
子複合体である。ナトリウムイオンチャネルとして機能する枯草菌由来の固定子複合体MotPSの立体構造および
その動的構造変化を高分解能で明らかにするために、精製した固定子複合体のクライオ電子顕微鏡および高速
AFM観察を行った。より効果的な氷包埋を実現するために化学修飾したグリッドの検討を行ったところ、より多
くの単分散した粒子を観察することに成功した。一方、高速AFM観察時に使用するマイカ上では、サンプルの膜
貫通領域がマイカ表面と非常に強い相互作用を有することが明らかとなり、向きを制御するにはさらなる工夫が
必要である。

研究成果の概要（英文）：A bacterial flagellar motor is a supramolecular complex that functions as a 
rotary motor consisting of a rotor and a stator. The energy for torque generation is mediated by an 
inward ion flux through the channels of the stator complex. Here, to clarify the structure of 
sodium-channel MotPS that acts as a Bacillus subtilis flagellar stator and its dynamic structural 
changes with high resolution, cryo-electron microscopy and high-speed AFM observation of the 
purified stator complex were carried out. We tested the chemically modified grids to achieve more 
effective ice embedding. More monodisperse particles were observed in one modified grid. On the 
other hand, high-speed AFM observation revealed that the transmembrane regions of MotPS stator 
complex strongly interact with the mica surface. Further improvements are necessary to control the 
orientation.

研究分野： 生物物理

キーワード： 生体分子モーター　クライオ電子顕微鏡　高速AFM

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
固定子がどのようにイオンの流れを回転力に変換しているのか全く不明である。固定子の高分解能構造およびそ
の動的構造変化の情報は、べん毛モーターの回転メカニズムを明らかにする上で必須である。さらに、これらの
情報はべん毛モーター研究だけでなく、生物分子モーターの動作原理の解明の一端を担う重要な研究課題として
位置づけられる。そして、それらの知見は人工的な分子マシンを構築する際に多くの知見をもたらすと期待され
る。

※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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１．研究開始当初の背景 
 細菌は、べん毛と呼ばれる細胞外に伸びたらせん状のフィラメントを回転させることで様々
な環境中を移動できる。べん毛の根元には基部体と呼ばれる回転モーターが存在し、大まかに回
転子と固定子から構成される。特に固定子は、陽イオンチャネルとして機能する膜タンパク質で
ある。細胞膜を隔てて形成される陽イオンの電気化学的ポテンシャル勾配に沿って陽イオンが
固定子のイオンチャネルを流れると、固定子と回転子が相互作用して回転力が発生すると考え
られている。大腸菌などの多くの細菌のべん毛モーターは、H+を共役イオンとして利用する固
定子 MotAB によって駆動するのに対し、H+駆動力を効率よく利用することができない高アル
カリ性環境を好んで生育する好アルカリ性 Bacillus 属細菌や、比較的 Na+が豊富に存在する海
洋環境に生育する海洋性 Vibrio 属細菌のべん毛モーターでは、それぞれ MotPS や PomAB と
呼ばれる Na+を共役イオンとして利用する固定子が回転力を発生させる。 
 MotB や MotS、PomB の C 端側領域にはペプチドグリカン結合（PGB）ドメインが存在し、
ペプチドグリカン層に強く結合して固定されると考えられている。ところが、蛍光タンパク質を
用いた固定子複合体の細胞内挙動の観察によって、モーターに組み込まれている固定子と細胞
膜中にプールされている固定子がおよそ 2〜3 秒毎に 1 個の固定子が入れ替わることが観察され
ており、固定子複合体のダイナミックな振る舞いが明らかにされている。我々の研究グループは、
Na+を共役イオンとして利用する固定子 MotPS 複合体の MotS の PGB ドメインが、Na+が存在
しない時は立体構造が解きほぐされてひも状になり、Na+を添加すると再び折りたたまれてきち
んとした立体構造をとることを発見
した（図 1）。このように、固定子が
外環境を感知してモーターに組み込
まれる過程は明らかになった。組み
込まれた後は、固定子が陽イオンを
透過することでモーターが回転する
と考えられているが、固定子の詳細
な構造情報および回転力発生時にお
ける構造変化は捉えられておらず、
どのように回転力を発生しているの
か全く分かっていない。 
 
２．研究の目的 
 モーターに組み込まれた固定子が、どのようにイオンの流れを回転力に変換しているのか全
く不明である。そこで本研究では、高空間および高時間分解能観察が可能な 2 つの顕微鏡、クラ
イオ電子顕微鏡（Cryo-EM）と高速原子間力顕微鏡（HS-AFM）を駆使することで固定子複合
体の高分解能で立体構造を明らかにし、かつその動的構造変化を直接可視化することで、べん毛
モーターの回転メカニズムが明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、Na+を共役イオンとして利用する固定子 MotPS 複合体の構造解析を目指した。
大腸菌を用いた大量発現系により培養した細胞は、フレンチプレスにより破砕し、低速遠心およ
び超遠心を経て MotPS を含む膜画分として回収した。得られたペレットはホモジェナイザーに
て破砕し、適当な緩衝液にて再懸濁した。この膜懸濁液に界面活性剤 DMNG を添加し、膜タン
パク質を可溶化した。可溶化画分から MotPS を粗精製するために、Ni-NTA カラムを用いたア
フィニティークロマトグラフィーを行った。さらに、回収したタンパク質はゲルろ過クロマトグ
ラフィーを行うことで純度を上げ、最終精製サンプルとした。 
 Cryo-EM による膜タンパク質の高分解能構造解析では、界面活性剤の存在下でサンプルを凍
らせて解析する場合もあるが、本研究ではさらに Amphipols A8-35 で処理したサンプルも準備
した（図 2）。Amphipols A8-35 は両親媒性高分子で、膜タンパク質の膜貫通領域を保護するよ
うな性質を持ち、界面活性剤のように膜タンパク質の可溶化を促す。したがって、一般的な可溶
性タンパク質と同様な扱いが可能であり、氷包埋試
料を改善することができると期待される。さらに、
界面活性剤を除くことができるので、タンパク質の
濃縮時における界面活性剤の濃縮の問題を避ける
ことができ、緩衝液中のイオン強度を自由に変える
ことができる。精製した MotPS 複合体をバイオビ
ースによって界面活性剤を除去しながら両親媒性
高分子である Amphipols A8-35 と反応させ、再度ゲ
ルろ過クロマトグラフィーを行った。これらのサン
プルを Cryo-EM によって観察した。 



 一方、以前に報告した HS-AFM による 1 分
子イメージング実験結果では、MotPS 複合体
の膜貫通ドメイン側からの偏った構造情報し
か得られなかった。そこで今回、マイカ上での
分子の配向を制御する方法の確立を目標とし
た。MotPS 複合体は、MotP もしくは MotS に
融合したヒスチジンタグを用いてアフィニテ
ィークロマトグラフィーによって単離精製を
行う。そこで、このヒスチジンタグを利用して、
マイカ基盤表面上にMotPS複合体の配向を制
御する方法を確立する（図 3）。特に、構造情
報がほとんどない MotP サブユニットの高分
解能イメージングに挑戦し、回転子と相互作用
して回転力を発生させる領域の構造情報を得
ることを目指した。この領域の高分解能イメー
ジングが達成されれば、回転子との相互作用メ
カニズムの議論が可能になると期待される。 
 
４．研究成果 
 固定子として機能する膜タンパク質 MotPS 複合体は界面活
性剤存在下で、単分散した状態で精製することに成功した。さ
らに、Amphipols A8-35 と反応させ、界面活性剤を一切含まな
い緩衝液中で 12nm 前後の粒子状の構造体がよく単分散された
状態で精製できた（図 4）。そこで、このサンプルを用いて Cryo-
EM 観察用の氷包埋試料を作製し観察したところ、単分散して
いたサンプルが大きな凝集体を作った。これは、氷包埋時の物
理的影響によるものと考えられた。そこで、氷包埋時の条件を
検討した。サンプル側の条件としてタンパク質の濃度に加え、
緩衝液の種類、塩濃度を様々な組み合わせで実験した。一方、氷
包埋試料作製装置 Vitrobot の条件として、アプライするサンプル量、ブロッティング時の温度
と湿度、時間等の様々な組み合わせで実験した。しかし、どれも劇的に改善される条件ではなか
った。そこで、氷包埋で使用するクライオグリッドの種類を検討した結果、以前よりも多くの単
分散した粒子を観察することができた。現在、そのデータを用いて解析中である。 
 一方、同じ精製サンプルを HS-AFM でも観察を行い、MotPS 複合体のマイカ基板上における
配向制御を目指した。マイカ基板上にヒスチジンタグ融合タンパク質を配向させる方法はいく
つか知られているが、まずは最もシンプルなニッケルもしくはコバルトをマイカ基盤上に撒く
方法を試した。しかし、MotPS 複合体の膜貫通領域がマイカ表面と非常に強い相互作用を有す
るためか、様々な方向を向いて観察され、配向を制御することができなかった。現在、精製時の
界面活性剤を変更し、マイカとの相互作用が低下する条件を検討中である。一方、ヒスチジンタ
グ融合タンパク質の 2 次元結晶化によく用いられるニッケルキレート NTA 脂質であらかじめマ
イカ基板上に膜を張り、その上に MotPS 複合体を配向させる方法も検討した。ニッケルもしく
はコバルトをマイカ基盤上に撒く方法とは対照的に、MotPS 複合体とニッケルキレート NTA 脂
質の相互作用が非常に弱いためか、観察される分子の数が少なく、配向の制御には至らなかった。
現在、あらかじめ脂質膜に再構成した状態であるプロテオリポソームを作成し、これらをマイカ
基盤上に撒くことで展開し、観察する方法を検討している。 
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