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研究成果の概要：細菌べん毛モーターの回転は、イオン流に共役した回転子と固定子の間のダ

イナミックな相互作用で生じると考えられている。本研究では、ビブリオ菌の Na
+駆動型極べ

ん毛モーターを材料にし、GFPを融合させた固定子蛋白質 PomAまたは PomBを用いて固定子

の挙動を in vivo で観察した。その結果、PomA/PomB 複合体は共役イオンである Na
+の濃度に

応じてモーターへ集合・解離していることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

 

細菌の運動器官はスクリューとして働くべ

ん毛繊維で、根元に存在するモーターによ

り回転する。べん毛モーターは細胞膜の内

外に形成される H+または Na+の電気化学

ポテンシャル差をエネルギー源とし、モー

ター中を流れる共役イオン流に伴う固定子

と回転子の相互作用により回転力を発生す

ると考えられている。申請時には、固定子

の解析は膜タンパク質複合体であるために

扱いが難しく、遺伝学・分子生物学的解析

により機能残基は同定されてきたものの、

回転子に比べて生化学的解析は遅れていた。

そのため、固定子が (1) どのような形をし

て、(2) モーターのどの部分にどのように
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して自己集合し、(3) どれくらいのイオン

を透過させ、(4) イオン流と共役した回転

子との相互作用がどのように起こっている

のか、といった疑問に対する答えはまだ示

されていない。これらを解明するためには、

固定子構成要素を精製し、in vitro で機能を

正確に測定し評価できる実験系が必須とな

る。すなわち、変異体の詳細な機能解析に

より初めてモーター回転機構を素過程に分

けて議論できるようになる。申請時には、

こうした背景のもと、in vitro での固定子の

解析系を確立することを目指そうと考えた。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、上述のように固定子が (1) ど

のような形をして、(2) モーターのどの部

分にどのようにして自己集合し、(3) どれ

くらいのイオンを透過させ、(4) イオン流

と共役した回転子との相互作用がどのよう

に起こっているのか、の４つの課題の解明

を目標とした。これらの課題は有機的に結

びついており、固定子構成要素を単離・精

製することで固定子複合体の「かたち」を

観察でき、精製標品を膜小胞に再構成する

ことで in vitroで固定子中を流れるNa
+を定

量できる。完全再構成系が確立できれば、

回転子のどの構成要素が固定子と相互作用

しているかも解析できる。そこで、大きな

目標として固定子複合体の精製・再構成を

掲げた。また、申請時には GFPを融合させ

た固定子複合体の in vivo での観察ができ

るようになっていた。これを用いることで、

力発生に重要なステップである、回転子周

囲への固定子の集合についても解析するこ

とを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

本研究では、材料にイオン駆動力の制御が

容易で、特異的阻害剤の存在する海洋性ビ

ブリオ菌の Na
+駆動型極べん毛モーターの

固定子、PomA/PomB 複合体を用いた。本

研究では PomA/PomB 複合体の大腸菌での

大量発現系を構築し、精製することを試み

た。また、PomB のペリプラズム側を大腸

菌のホモログ MotB と交換したキメラタン

パク質 PotB は、PomA と複合体を形成し、

大腸菌のモーターに集合でき Na
+駆動型と

して機能することが分かっている。そこで、

PomA/PotBの大量発現系も作成した。これ

らの大量発現・精製により、上述 (1)、(3)

にまず取り組んだ。さらに、固定子と回転

子の相互作用(課題 4)に関しては、静電相互

作用が示唆されている回転子 FliG と固定

子 PomAの２つのタンパク質に焦点を当て、

保存された荷電残基をシステインに置換し

た変異体を組み合わせて、システイン残基

間をジスルフィド結合または各種クロスリ

ンカーにより架橋することを試みた。さら

に、固定子-回転子間の弱い相互作用を検出

することを目指して、オリンパス社MF-20

を用いた蛍光相関分光法(FCS)による  in 

vitro 解析系の立ち上げも行った。一方、ビ

ブリオ菌極べんモーターの特徴として、菌

体の極に１つだけモーターが構築されるた

め、GFPを融合させた固定子複合体が正常

にモーターに集合した場合は、極に局在す

ることが分かっている。そのため、GFPシ

グナルの極局在で固定子のモーターへの集

合を簡単に評価することが出来る。この系

を用いて、共役イオンの Na
+の培地中の濃

度が固定子集合にどのように影響するのか

を調べた。また、回転欠損変異をもつ固定

子（または回転子）は集合できるのか、in 

vivo 観察を行うことで、課題 2の固定子の

集合についての解析も進めた。 

 

４．研究成果 

 



(1) Na
+駆動型固定子複合体の精製： 

初年度に PomA/PomB、PomA/PotB 複合体の

大腸菌大量発現系を構築し、確かに膜上に大

量に発現していることを確認した。その後、

可溶化条件の検討のため複数の界面活性剤

を試したが、複合体を維持しながら可溶化で

きるものがなかなか見つからず、複合体精製

は滞っていた。昨年共同研究先で、マルトー

ス系の非イオン性界面活性剤 Cymal-5を用い

て精製に成功したとの情報を得て、実際に試

したところ高い純度で精製することができ

た。ようやく精製標品を得ることが出来たの

で、これから「かたち」や再構成系の確立に

挑む予定である。 

 

(2) 固定子と回転子の相互作用： 

初年度にまず固定子-回転子架橋実験を試み

た。大腸菌の H
+駆動型べん毛モーターにおい

ては、回転子 FliGと固定子MotAのアミノ酸

残基間に静電相互作用があり、回転力発生に

関与していると考えられている。ビブリオ菌

においてもFliGとPomAの残基間の静電相互

作用が見られることから、これらの各荷電残

基をシステインに置換し、酸化条件下で

FliG-PomA分子間ジスルフィド結合を形成さ

せることを試みた。しかし、複数の残基の組

み合わせを試してみたが、分子間架橋は見ら

れなかった。クロスリンカーも複数種試して

みたがこれも架橋を得ることが出来なかっ

た。 

 架橋が成功しなかったのは、固定子-回転子

間の相互作用がトランジエントで弱いもの

であるからではないかと考えられたので、弱

い相互作用を検出可能な測定機 MF-20 を用

いた実験系の立ち上げを２−３年目に試みた。

MF-20では、蛍光相関分光法によりブラウン

運動に起因する蛍光蛋白質の並進拡散時間

を測定できる。分子間相互作用があれば、並

進拡散時間の変化としてとらえることがで

きる。PomA-FliG間の相互作用検出を最終目

標とするが、まずはサルモネラ菌のモーター

において生化学実験により相互作用が検出

されている、回転子の膜タンパク質 FliFと可

溶性 FliG 間の作用の検出により解析系の確

立を目指した。FliGの大量発現・精製をまず

行い、パイロット実験でモノマーFliG同士の

相互作用を示唆する結果を得た。続いて FliF

を含む基部体と FliG の相互作用を試したが、

シグナルが大きくばらつき測定が困難であ

った。そのため、精製 FliFリングをサンプル

に用いる方針に転換し、FliFの大量発現・精

製系の立ち上げを行った。３年目にようやく

進展があり、FliFの大量発現と粗精製、およ

び FliGの精製と蛍光標識まで成功した。これ

から実際の FCS解析を試みる予定である。 

 

(3) 固定子のモーターへの集合 

ビブリオ菌の極べん毛モーターは、菌体の極

に１つだけ構築される性質を利用し、GFP融

合固定子の極局在により固定子の集合を容

易に評価することができる。１−２年目にお

いて、我々は固定子蛋白質PomAまたはPomB

に GFP を融合し、PomA/PomB固定子複合体

の挙動を in vivo で観察したところ、共役イオ

ンの Na
+が培地に存在すると固定子は極局在

しているが、Na
+を除いて K

+に置換すると、

極局在しなくなることを発見した。すなわち、

固定子複合体のモーターへの集合解離が共

役イオン(Na
+
)に依存していた。さらにこの現

象の解析を進めて、Na
+駆動型モーターの阻

害剤フェナミルにより固定子複合体の極局

在が低下すること、Na
+非存在下においても

PomA-PomB 間相互作用は低下せず複合体を

維持していることを見いだし、これまでの結

果と合わせて論文を発表した（文献①）。 

 これまでに我々はモーターの回転が欠損

した変異体を pomA, pomB, fliG 遺伝子上に多

数単離してきた。そこで３年目には、これら

の変異体では PomA/PomB固定子が集合でき

ているのかどうかを、GFP融合固定子を用い



て解析した。その中で、回転子側の FliGの変

異 R317Dにより、固定子の極べん毛基部への

集合が著しく阻害されることを見いだした。 

(下図) 

（図： 左；野生型 FliG発現株、右；

FliG-R317D発現株。左の野生型 FliGを発現

する株では極に GFP固定子の局在を示す明

るいドットが観察されるが、R317D変異 FliG

を発現する右の株では極局在がみられない） 

 

この結果は固定子の回転子周囲への集合に

おいて、回転子である FliGがターゲットのひ

とつとして関与していることを示唆し、固定

子-回転子相互作用を間接的であるが裏付け

ている。現在 FliGにおける更なる変異導入実

験により、FliGと固定子の集合の関係を詳細

に調べている。 
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