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研究成果の概要（和文）：細菌の運動機関であるべん毛はその根元に左右両方向に回転できる基部体と呼ばれる
回転モーターを持つ。このモーターの回転方向の切り替えは基部体の細胞質側に装着されたCリングと呼ばれる
スイッチタンパク質からなる複合体で行われる。本研究ではべん毛モーターの回転方向制御機構を理解するため
にCCW(左回転)型とC W（右回転）型のCリングの構造解析を行い、二状態のCリングの擬似原子モデルを得ること
ができた。

研究成果の概要（英文）：Bacterial flagellar has a reversible rotary motor that can rotate in both 
counterclockwise (CCW) and clockwise (CW) direction. The switching of the motor rotation direction 
is controlled by the complex located at the bottom of the basal body called the C ring, constructed 
from switch proteins. To understand the switching mechanisms of motor rotation in detail, we 
analyzed the C ring structure of the wild type (CCW) and the CW- baias mutant by clectron 
cryomicroscopy. We obtained high-resolution density map of the C ring in the two states and built 
pseudo-atomic models of the C ring.   

研究分野： 構造生物学

キーワード： 単粒子解析　　電子顕微鏡　分子モーター

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究クライオ電子顕微鏡は近年目覚ましく発展し構造解析手法であり、生命活動を原子レベルで解明するため
の強力な手法である。また現在では創薬分野でも広く活用され新規薬剤の開発とうにも応用されている。我々は
この手法に着目し、複雑で巨大な生体超分子であるべん毛モーターの構造解析に成功し、この分野の進展に貢献
した。

※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 

 
サルモネラ菌や大腸菌な

どの細菌は運動器官とし
て数本のべん毛を持ち、べ
ん毛の根元にあるモータ
ーの回転を反時計周り
（CCW）または時計回り
（CW）方向に可逆的に切
り替え、直進運動と方向変
換を繰り返しながらより
より好ましい環境へ移動
する。細菌のべん毛は約
30 種類の蛋白質からなる超分子複合体で、反転制御機構を持つモータである基部体とユニバー
サルジョイントとしてのフックプロペラに相当するフィラメントの三つの部分構造に分けられ
る。基部体は細胞膜中に埋め込まれ MS リング（FliF）、ドライビングシャフトであるロッド、
外膜側にある軸受けである LP リングと細胞質側にある C リングで構成されている。C リング
は３つのスイッチ蛋白質(FliG, FliM, FliN)から成り、モーターの反転頻度を制御することから
スイッチ複合体と呼ばれている(図１a)。中でも FliM は走化性シグナル分子であるリン酸化
CheY（CheY-ｐ）の標的分子であり、CheY-p が FliM に結合すると FliG の構造変化が引き起
され回転方向が変換する。FliG はその C 末端領域に固定子である MotA と相互作用する領域を
持ち、トルクの発生に関与している(図１b)。また FliN はべん毛に特異的な輸送装置の一部とし
て働くことが知られている。このように C リングはモーターの反転スイッチ、べん毛形成時の
蛋白質輸送装置、そしてモーターのトルク発生装置の一部にもなる多機能な複合体であり、C リ
ングの構造情報はこれらの機能を理解する上で非常に重要である。 
Cリングの構造は以前から電子顕微鏡による単粒子解析とX 線結晶構造解析によって研究され

てきた。C リングは M リングの直下にあるインナーローブ（Inner Robe : IR）とその周りを囲
う外筒（Outer Wall : OW）の２つの構造に分けられる。かつて M S リングは２６回対称性を示
すと考えれてきたが最近の電子顕微鏡による高分解能の構造から C リングと同じく３４回対称
性を示すことが明らかになった。しかし C リングには個々のモーターによって３２−３６の対称
性のばらつきがあり、また柔軟性に富んだ構造領域をもつことから C リング構造は全体での結
晶化は難しく、結晶構造解析は成功していない。これまでの研究で、スイッチ蛋白質の部分、全
長、一部複合体の結晶構造は精力的に行われてきた。そこでスイッチ蛋白質の結晶構造、遺伝学
的解析、並びに生化学的解析により示されたスイッチ蛋白質間の相互作用様式に電子顕微鏡に
よる C リングの構造情報を合わせて数多くの C リングの原子モデルが提唱されているが原子構
造の組み立てに使用される電子顕微鏡の三次元構造の分解能が低いことから数多くのモデルが
提唱され、決定打に欠けている状態である。 
 
 
２．研究の目的 

 
我々はモーターの回転方向制御機構を理解するために野生型並びにスイッチタンパク質 FliG

の変異により回転方向が CW偏った変異体から C リング付き基部体を精製し、電子顕微鏡によ
る単粒子解析を行い C リングの構造解析を行ってきた。当初得られた構造の比較から CCW, 
CW間での IR の位置の移動、OR の表面構造の構造変化など観察できた。しかし、構造解析に
用いられた粒子数が少なすぎたため三次元構造の分解能が低く、正確にスイッチ蛋白質の結晶
構造をはめ込むまでは至らなかった。 
本研究ではまず更なるデータ収集を行い、解析方法の改良を加えならが分子構造の当てはめが
可能となる７Åの構造解析を目指す。CCW 並びに CW 状態の C リングの構造を比較すること
によって回転方向変換時の C リングの構造を可視化する。さらにモーターの回転制御切り替え
時の詳細な構造情報を得るために、CheY-p の結合型の C リングの構造解析を行っい、これらの
結果を合わせて回転方向切り替えの段階的な構造変化を明らかにし、回転制御機構を分子レベ
ルで解明することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 

 
（１）凍結条件の最適化とデータ収集 



 

 

基部体の精製にはフックの重合ができない変異体を用い、べん毛を高発現させるために ClpPの
欠損株を用いた。 CCW 型としては野生型の基部体を使用し、CW 型としては FliGの 169-171の
欠損株を使用した。精製方法と凍結方法の検討を行い最適な試料凍結条件を決定した。その後ダ
イレクトディテクターを搭載したクライオ電子顕微鏡でデータ収集を行なった。ダイレクトデ
ィテクターを用いることでこれまでの構造解析で問題となってきた電子線照射によるドリフト
の影響を抑えることが可能になり、高分解能の解析に非常に有効であった。 
 
（２）Cリング構造の高分解能化に向けた構造解析 
 
クライオ電子顕微鏡像から基部体に結合した Cリング（以降 MS-Cリングと表記する）を切り出

し、構造解析に使用した。しかし、MSリングと Cリング構造の接続領域は構造が柔らかく MS-C
リング（以降 MS-Cリングと表記する）の状態での構造解析では高分解能構造は望めなかった。
このため MS-Cリング像から Cリング領域のみを切り出し、構造解析に使用した。対称性を仮定
しない 3D クラス分けを行い、34 回対称性を示したクラスをだけを用いて構造解析を行なった。 
 
（３）シグナル分子 CheY結合型 Cリングの再構成と構造解析 
 
CheY 結合型 C リングの再構成には CheY-p と同様に作用することが知られている変異型
CheY(D13K, Y106W:caCheY)にラベル分子として蛍光蛋白質 YFP を融合した蛋白質(caCheY-YFP)
を使用した。CW 型の基部体と混合したのちグルタルアルデヒド複合体を固定化し、初頭密度勾
配遠心法で caCheY-YFGの結合した MS-Cリングを精製した。精製した複合体は蛍光スペクトル
を確認し、caCheY-YFP の結合を確認した後、氷包埋電子顕微鏡で確認し、画像解析を行い、
caCheY-YFPの結合位置を同定した。 
 
 
４．研究成果 

 
（１） Cリング凍結条件の最適化と三次元構造解析 
 
以前までの凍結条件では氷の中での MS-Cリングの配向が Top view方向に偏りがちで構造解析

の効率を妨げていた。そこで界面活性剤と添加物のスクリーニングを行ったところ界面活性剤 
LMNGとイミダゾールの存在下で MS-Cリングの氷の中での配向の偏りが大きく改善された。そこ
でこの凍結条件を用いてダイレクトディテクターを装置着したクライオ電子顕微鏡で CCW 並び
に CW 型の MS-C リングの氷包埋像を収集した。ダイレクトディテクターを用いることでこれま
での構造解析で問題となってきた電子線照射による試料のドリフトの影響を抑えることが可能
になり S/N 比の高いコントラストの良い画像を得ることができ、高分解能の解析に非常に有効
であった。氷包埋像から CCW、CW 型共に約 40 万粒子の MS-Cリング像を切り出し、画像解析を進
めた。しかし MS リングと C リングの間の構造の揺らぎのために MS-C リング全体での構造解析
は低分解能の構造しか得ることができなかった。そこで MS-Cリング像から Cリングの領域だけ
を切り抜き対称性を仮定せず３D クラス分けを行った。このクラス分けの結果、約 10 万粒子か
らなるクラスは 34 回対称性を持つリング構造を示した。この 34 回対称性を持つクラスを選択
し、その後構造の精密化と３４回対称性を仮定したクラス分けを行い細かい構造が確認できた
クラスを集めて最終の構造の精密化を行った。その結果 CCW 型の Cで 7.6Å(図２a)、CW 型で 7.8
Åの Cリング構造(図２b)を得ることができた。 
 
（２） CCW 型並びに C W 型の Cリングの原子構造組み立て 
 
得られてた構造は OR 領域の構造はαヘリックス
由来のロッド状構造が確認できる分解能であった
ため、ORの既存のスイッチタンパク質の結晶構造
を当てはめることが可能であった。ORの上部には
3HJL (Aquifex aeolicus の FliG)、中央領域には
4GC8(H. pyloriの FliM中央ドメイン)、下部の螺
旋状構造には一ユニットにつき一分子の 4VXB(サ
ルモネラの FliM C 末端ドメイン)と三分子の
1O6A(Thermotoga maritima の FliN の N末端を除
く構造)を当てはめることができた。どちらの構造
も IR 領域の構造の分解能が低く既存の FliG の N
末端構造を正確に当てはめることはできなかっ
た。これはこの領域が MSリングと Cリングの接合
領域であるが、構造的に非常に軟らかい領域であことが原因であると考えられる。coot を用い
てこれらの当てはめたスイッチタンパク質の配列をサルモネラ菌由来の配列に置き換えること



 

 

で、FliG と FliM の N 末端ドメインを除くスイッチタン
パク質の擬似原子モデルを構築した（CCW 型の C リング
は図 2b、CW 型の Cリングは図 2d）。 
基部体上での C リングの位置を特定するために低分解

能の MS-Cリング構造の Cリングの位置に高分解能の Cリ
ングの構造を当てはめた。図３は二状態の Cリングの MS
リングに対する位置を示している（左半分は CCW 型、右
半分は CW 型）。CCW 型から CW 型への構造変化では FliM
中央ドメインがリングの中心に向かって傾斜し、これに
伴い Cリング構造が Mリングに向かって持ち上がるよう
な構造変化が生じている。この構造変化により C リング
は細胞膜により近い位置へ移動する。この Cリングの位置の変化によって MotAとの相互作用が
変化する。またこの時 FliGの C末端ドメインが 180°回転する。このドメインの回転によって、
MotAと相互作用するトルクヘリックスの相互作用面は大きく変化すると考えられる。 
 
（３） CheY-p結合型 Cリングの観察 
 CheY結合型 Cリングのクライオ電子顕微鏡による観察を行い、画像解析によって caCheY-YFP
由来の密度が観察できた。この密度の位置は ORの外側、中央より下側に位置している。この結
合位置は現在の FliMのフィッティングでちょうど N末端領域の付近にあり、FliMの N末端領域
で CheYと相互作用するのに非常に適した位置にあると思われる(図３)。しかし、この CheY結合
型 C リングは収量が低く三次元構造解析を行うだけのデータ収集は難しいかった。このためお
およその CheY-pの結合位置を推測するだけにとどまっている。 
今後は現在構造が明らかになっていない FliGの N末端領域の構造を決めるべく解析を進めてい
る。 
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