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研究成果の概要（和文）： 
	
 
細菌べん毛モーター回転のエネルギー源は、電気化学的ポテンシャル差によるイオンの流入で
ある。海洋性ビブリオ菌 Vibrio alginolyticusは、ナトリウムイオンで動く極べん毛を持つ。これ
までに固定子内のイオン透過経路については、ほとんど研究が進んでいなかったが、ATR-FTIR
を用いた測定により Na+結合部位をはじめて実験的に明らかにした。また、固定子タンパク質
膜貫通部位への変異導入により、イオン透過経路を推測した。固定子構成タンパク質に GFPを
融合させて、それらの局在の条件を調べたところ、Na+依存的な局在を明らかにした。固定子
のダイナミックな集合解離の重要性を示唆した。固定子タンパク質のペリプラズム側断片の結
晶構造を解明しすることにより、大きな構造変化がイオンチャネルの活性化に必要であること
を示唆することができた。	
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
The bacterial flagellar motor is a molecular machine powered by an electrochemical potential gradient 
of ions across the cytoplasmic membrane. The marine bacterium Vibrio alginolyticus has a single polar 
flagellum that enables it to swim in liquid by Na+ ions. Until this study, the ion flux pathway in the 
stator complex is almost unknown. We experimentally showed that Na+ ions bind to PomB-24 by 
ATR-FTIR. Furthermore, the ion pathway was inferred by the mutations of the transmembrane regions 
of stator proteins. Next, we investigated the localization of the GFP-fused stator complex and we found 
that the stator is assembled into a functional motor around the rotor only in the presence of Na+ ions.	
 
Furthermore, we determined the crystal structure of a C-terminal periplasmic fragment of a stator 
protein and we could suggest that drastic conformational changes in the N-terminal portion of the stator 
protein are required both for PG binding and the ion channel activation. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 本研究をスタートした時には、通常 H+ 駆
動型べん毛モーターで回転する大腸菌の欠
損株に、キメラモーターを発現させることで、
大腸菌のべん毛を Na+ 駆動力で動かすこと

に成功していた。これは、生命科学技術をも
っとも応用しやすい大腸菌を用いて Na+ 駆
動モーターを研究できる画期的な成果であ
る。一般的な H+ 駆動型モーターの解析の場
合、H+ イオンがあまりにも水中に普遍的に存
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在するため、イオン共役に伴うエネルギー変
換の解析は困難である。しかしながら、この
大腸菌 Na+駆動型キメラモーターを使った解
析は、溶液中での Na+イオンの制御が容易で、
イオン流入数に対する回転運動量の直接的
な計測が可能である。また、H+駆動型よりも、
極べん毛特異的な回転阻害剤が存在するな
どの利点も多い。加えて、大腸菌の H+ 駆動
型べん毛のモーターとの比較により研究を
進めることが出来る状態であった。 
 
２．研究の目的 
	
 イオン流入を動力源として回転する、超小
型ナノマシンである ATPase とバクテリアべ
ん毛モーターにおいて、イオン流入がどのよ
うなメカニズムによって回転運動に変換さ
れるかを解明することを大きな目標とした。
本研究計画では、これまでに多くの研究が行
われてきたプロトン型のモーターに対して
ナトリウムイオン駆動型のモーターについ
て研究を進めた。イオン共役と回転の仕組み
を分子レベルで明らかにすることを目的に、
モータータンパク質によるイオン流入を直
接検出する方法を確立し、イオン流入する際
のモータータンパク質構造変換と回転を同
時計測することを目指した。 
	
 特定領域内における我々の研究班は、蛋白
質科学（生化学）の手法を駆使し、膜蛋白質
の基本特性を理解した上で、現在の最先端生
命科学技術の応用をする立場にある。膜蛋白
質の精製や分子生物学的技術に精通した班
である。積極的な共同研究を背景に、膜蛋白
質間の蛍光エネルギー移動やイオン流入制
御と力発生を測定するという独創的なアイ
デアを真に現実化できるグループである。さ
らに研究班代表者は、べん毛モーターの回転
揺らぎを検出することで、べん毛モーターの
ルースカップリングを指示する結果を出し
ている。FoF1-ATPase の回転モーターの運動
と ATP 分解エネルギーやイオン流入との共
役機構とを比べることが出来る協力体制と
して研究することを目的とした行った。 
 
３．研究の方法 
１）生化学的手法による PomA−FliG間の相互
作用の検討：固定子タンパク質 PomAと回転
子タンパク質 FliG との間で回転力が作られ
ていると考えられている。それを直接的に示
す実験事実は得られていない。しかも、PomA
と FliG の相互作用は非常に微弱であると予
測されている。そこで、PomA の精製過程に
おいて界面活性剤の種類を検討するなど、出
来るだけ相互作用を損なわないような条件
下での共沈実験を行った。 
２）蛍光相関分光法による相互作用の検出：
弱い結合の測定の為に、蛍光相関分光法を用
いて測定を行った。FliF の大量発現系を構築
して精製を進め、大量発現させた菌体を破砕
し、超遠心で分画を行ったところ、半分以上
のFliFが可溶性画分に存在することを確認し
た。そこで、この可溶性画分の FliFを用いて
蛍光相関分光法で相互作用を測定した。 
３）試験管内モーター膜蛋白再構成系の構
築：PomA・PomB複合体を精製し、試験管内
でプロテオリポソームに再構成して、膜電位
依存的なナトリウムイオンの取り込み活性
を検出している。しかし、この実験系は、モ
ーター蛋白質の精製と効率の良い再構成系
に問題があった。膜再構成系の確立の為に、

試験管内無細胞蛋白質合成系を開発した。 
４）エネルギー変換ユニットの同定：PomA・
PotB複合体の、界面活性剤に対する可溶性や
複合体としての安定性などの生化学的性質
を、MotA・MotB 複合体や PomA・PomB 複
合体あるいは PomA・PotB変異体と比較した。
精製方法については、ヒスチジンタグに対す
るアフィニティクロマトグラフィーとカラ
ムクロマトグラフィーによる分離法の組み
合わせ、可溶化の条件、界面活性剤の種類、
濃度などの見直しを行った。 
５）固定子タンパク質の構造解析：固定子タ
ンパク質の構造決定に向けて、タンパク質の
大量調製を行っているが、膜タンパク質であ
ることから十分な量が得られていない。そこ
で、固定子タンパク質の可溶性部分だけを大
量に調製して結晶化とその構造解析を行っ
た。 
６）エネルギー変換ユニットの動態観察：固
定子と回転子との静電相互作用が重要だと
いうこれまでのエネルギー変換機構のモデ
ルを根底から覆す結果を研究代表者は発表
している。また、エネルギー変換ユニットが
ダイナミックに共役イオンの存在に伴って、
集合解離が起こるという新しい現象も発見
している。この集合解離の原因を調べるため
に、多くの GFP融合タンパク質と変異導入を
行い、集合能を調べた。 
７）ナトリウムイオン認識部位の同定：
Na+-Asp24の結合を全反射型赤外分光法
（ATR-FTIR）を用い、分光解析によって検
討を行った。Asp24に至る透過経路を形成す
るアミノ酸（Cys31-PomB, Ala39-MotB）を提
案している。この経路を変異体の導入と先述
のナトリウムイオン取り込み活性測定法を
組みあわせて検討を行った。 
 
４．研究成果 
	
 in vitro べん毛モーターの再構成系の構築
のためには、まずリポソームに再構成した
PomAB 複合体に Na+チャネル活性が存在し、
取り込んだ Na+の定量的測定系の確立が必要
である。これまでに大腸菌由来の転写翻訳再
構成系 PURESYSTEM(ポストゲノム研究所）、
大腸菌抽出液系 RTS(ロシュ)、小麦胚抽出液
系 ENDEXT テクノロジー(セルフリーサイエ
ンス)を使用した固定子タンパク質(PomAB)
の合成を試みた。その結果、PURESYSTEM
を使った系において、界面活性剤存在下でタ
ンパク質合成を行い、PomAB の合成と可溶
化画分からの回収に成功した。これらの合成
PomAB を用いて、プロテオリポソームへの
再構を行い、Na+取り込み活性の測定を行っ
たが、活性の検出はできなかった。 
	
 固定子構成タンパク質 PomBにGFPを融合
させたGFP-PomBの局在の条件を調べたとこ
ろ、培地に Na+が存在するときは極局在がみ
られるが、培地を交換して Na+を K+に置換す
ると極局在がみられず蛍光は菌全体に拡散
し、更に蛍光ドットの局在と拡散は可逆的で
あることが分かった。次に、PomB の推定イ
オン結合部位を含む、種々の変異体を作成し
てモーターの局在化を調べ、モーター機能と
局在の関連をさらに明らかにできた。また、
イオノフォアを用いた実験で、局在には、お
そらく膜電位は必要ではないことが示され
た。固定子の集合が適切に行われないために
遊泳欠損(Mot-)を示す FliG の変異体があるの
ではないかと考え、Mot-となる FliG変異体の



 

 

取得を行った。それら変異体を用いて、回転
子タンパク質の FliG の変異によって固定子
複合体のべん毛モーターへの集合に影響が
生じることを示すことができ、FliGが固定子
の集合に重要であることが示唆された。 
	
 べん毛モーター固定子中を透過するイオ
ンは、固定子複合体中の膜貫通部位に唯一存
在するカルボン酸、Asp24-PomB(Asp32-MotB)
がイオン結合部位と推定されている。全反射
型赤外分光法（ATR-FTIR）を用い、Asp残基
とイオンの相互作用を確かめることに成功
した。PomA/PomBをビブリオ菌で発現させ、
精製を行い、大腸菌Polar lipidに再構成した。
この試料を用い塩存在下・非存在下での測定
を行った。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。D24N変異体での信号消失から、Asp24
と Na+の結合による変化であることを確かめ
るとともに、２つの信号が残ることから、
Asp24 以外の Na+結合部位を明らかにするこ
とができた。さらに、Asp24 に至る透過経路
について検討した。Asp24 (Asp32-MotB)のヘ
リックス２ターン分、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、側鎖の大きさを
変える種々の変異体を作成した。その結果、
MotA-M206がMotB-A39と向かい合いイオン
透過経路を形成していることが推定された。 
	
 本研究で用いている海洋性ビブリオ菌
(Vibrio alginolyticus)は、固定子タンパク質と
して PomA、PomB を持ち、4A:2B 複合体を
形成する。この複合体中を Na+が透過し、共
役して回転力が発生する。PomAの 3番目、4
番目の膜貫通領域と PomBの膜貫通領域によ
ってイオン透過経路は形成されると考えら
れている。PomB の膜貫通領域には、高度に
保存された、べん毛の回転に必須なアスパラ
ギン酸残基(PomB-D24)が存在し、Na+結合残
基として働く。必須である PomB-D24の負電
荷を中和し運動能を完全に欠損した変異体
から、運動能を回復させる抑圧変異体を得る
ことが出来た。この変異は、PomA の 4 番目
の膜貫通領域の PomA-N194Dであった。この
結果は、固定子複合体のイオン結合ポケット
において負電荷は必要とされるが、
PomB-D24 の位置である必要はないことを示
唆している。タンデムに融合した PomAダイ
マーは、N 末端側、C 末端側どちらの PomA
に PomA-N194D 変 異 を 導 入 し て も 、
PomB-D24N のバックグラウンドにおいて運
動能が回復した。これは、PomB-D24は、PomA
ダイマーのどちらのサブユニットともイオ
ン結合ポケットを形成できることを示唆し
ている。これらのことは、固定子複合体のイ
オン結合メカニズムの新たな情報を与えた。 
	
 ナトリウム駆動モーター固定子 Pom 複
合体と相同である Mot タンパク質からな
る固定子複合体は、プロトン流と共役し回
転力を発生している。Mot複合体は、MotB
の推定ペプチドグリカン結合(PGB)ドメイ
ンを介して、PG 層に固定されていると考
えられている。またプロトンの透過は固定
子がモーターに設置されて始めて 活性化
される。我々はMotBの C末端ペリプラズ
ム側断片(MotBC)の結晶構造を解明した。
MotBCには PGBドメインだけでなく、ペ
リプラズム側 において運動に必須な部分
がすべて含まれている。構造情報をもとに
行った機能解析により、PGBドメインはプ

ロトンチャネルを形成するために二量体と
なっていること、MotBC の N 末端部分の
大きな構造変化が PG結合とプロトンチャ
ネルの活性化に必要であることが明らかと
なった。同様な構造変換が PomB の PGB
ドメインでも起こっていることが推測され
た。 
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