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研究成果の概要（和文）：細菌べん毛モーターは細胞膜を介したイオン駆動力を回転力に変換するナノマシンで
ある。モーターの固定子中をイオンが流れる際に、固定子が回転子と相互作用することで回転力が生じるが、極
めて短時間に連続的に生じるこの相互作用はこれまで物理的には捉えられていなかった。本研究では、部位特異
的に回転子または固定子タンパク質に導入した光反応性の非天然アミノ酸に光を照射し、近傍の残基と瞬時に架
橋させるin vivo光架橋法を用いて、固定子タンパク質(MotA/PomA)と回転子タンパク質FliG間の物理的相互作用
を初めて検出することに成功し、相互作用残基のペアを見出すことができた。

研究成果の概要（英文）：Bacterial flagellar motor is a rotary nanomachine driven by the ion-motive 
force across the cytoplasmic membrane. Rotational force is generated by the rotor-stator interaction
 that couples to ion conduction through the stator complex. Since the rotor-stator interaction 
occurs very transient and rapidly, it was not detected physically or biochemically in protein level.
 Here we employed the in vivo photo-crosslink method to capture this rapid interaction. In this 
approach, the photo-reactive but non-natural amino acid (pBPA) was site-directly incorporated into 
the rotor or stator protein respectively (FliG or MotA/PomA) in Eschericha coli cell. After the UV 
flash irradiation to the cell, the photo-crosslinked protein was detected by the SDS-PAGE followed 
by the immunoblotting. Using this method, we could detect for the first time FliG-MotA or FliG-PomA 
interactions between the residues reported genetically for the electrostatic interactions.

研究分野： 生化学・分子生物学・生物物理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細菌べん毛モーターの回転機構を理解するためには、回転力発生の核となる回転子-固定子間相互作用の実態を
明らかにする必要がある。しかし高速回転するモーターにおいて短時間かつ連続的に生じるこの相互作用は、こ
れまでタンパク質レベルで検出されていなかった。本研究では光を用いて瞬時に相互作用を捉える光架橋法を用
いて、初めて固定子と回転子間のタンパク質間相互作用を検出することに成功した。本研究で見出した相互作用
残基は、遺伝学的解析で同定されていた静電相互作用に関与する残基であり、今後、最近得られた固定子と回転
子タンパク質の立体構造情報と合わせた解析により、相互作用界面の実態を明らかにすることが期待できる。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
べん毛モーターの構成要素や全体像は大腸菌・サルモネラで解析が進んでいるが、機能メカニズ
ム研究は同じ回転ナノマシンである ATP 合成酵素に比べて非常に遅れている。遺伝学的解析の
結果から固定子-回転子間相互作用により回転力が発生すると考えられているが、物理的な結合・
解離が検出されていないために実体が不明で、エネルギー変換機構を考える上で大きな障害と
なっている。申請書を書いた当時は、そもそも回転子と固定子が回転するモーターにおいて本当
に相互作用しているという実験的証拠が明確に示されていなかった。遺伝学的に示されていた
のは、運動能を欠損した変異体の解析から固定子側の MotA と回転子側の FliG が持つ保存され
た荷電残基が、固定子-回転子界面において静電相互作用することが回転に重要であることであ
った。我々は静電相互作用残基を含む領域を発現・精製し、プルダウンや NMR、Fluorescence 
correlation spectroscopy (FCS)といった様々な手法を用いて、in vitro での相互作用解析を進めてき
たが、これまで有意な相互作用の検出には至っていなかった。 
 
２．研究の目的 
細菌のべん毛モーターは、細胞膜を介したイオンの電気化学勾配を回転力に変換するナノマシ
ンである。このモーターは細胞表層に埋まった回転子を、エネルギー変換を担う膜タンパク質複
合体の固定子ユニットが１０数個取り囲む形で形成され、固定子内を共役イオンが流れる際に、
回転子と固定子が相互作用して回転力が発生する。ところが、回転機構を理解する上で決定的に
重要な回転子と固定子の物理的な相互作用は未だに検出されておらず、イオン流に共役した両
者の結合・解離の実態は全くわかっていない。モーターの回転は秒速 300 回転と非常に高速であ
るため、回転子-固定子間の相互作用は極めて短時間かつ連続的に生じると考えられる。この特
殊な相互作用の性質により、精製した構成要素を用いたプルダウンなどの単純な in vitro 結合実
験ではこれまで検出できなかったと考えた。そこで発想を転換し、生細胞のモーター内において、
できる限り長時間固定子と回転子を相互作用させ、その条件において要素間光架橋または蛍光
共鳴エネルギー移動（FRET）といった高感度の手法により検出することを考えた。本研究では、
モデル生物の大腸菌を用いて、今まで全く不明であった回転子-固定子間の物理的相互作用を可
視化し定量評価することで、高速回転を可能にするモーター内相互作用の実態を明らかにし、べ
ん毛モーターにおける回転力発生機構解明のための基盤となる知見を得ることを目標とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 長時間の固定子-回転子相互作用の実現方法 
生物物理学的解析から、モーターに非常に大きな外部負荷がかかる状況では、モーターの発生ト
ルクと外部摩擦抵抗力が釣り合い、回転できなくなって停止することがわかっている。この時、
回転子と固定子は解離せず相互作用を続けていると考えられ、そのため既存の高感度の手法を
応用すれば相互作用の検出が期待できる。具体的には、A: 遊泳する大腸菌の懸濁液に抗べん毛
抗体を加えて回転を物理的に阻害する、B: べん毛を１本だけスライドガラス表面に固定し菌体
を回転させる（テザードセル）ことで、１個のモーターに大きな負荷をかける、の２つの条件を
考えた。なお、実際にはこうした長時間の相互作用を考慮せずとも後述(2)の光架橋で相互作用
を検出できてしまったので、(1)は実際には行わなかった。 
 
(2) in vivo 部位特異的光架橋による相互作用検出 
蛋白質間相互作用検出をアミノ酸残基レベルの空間分解能で可能にする in vivo 部位特異的光架
橋法を、固定子-回転子間相互作用検出に応用する。これまでに分子生物学的解析から、固定子
を構成する MotA と回転子に位置する FliG の保存された荷電アミノ酸残基が、静電相互作用す
ることが知られている。これらを候補残基とし、光反応性架橋基を持つ非天然アミノ酸（pBPA）
に置換して発現させ、紫外線を照射し、近傍の残基と光架橋させる。光反応後の細胞を回収し、
全細胞抽出液を電気泳動・免疫ブロットして、架橋産物を検出する。十分な量の架橋産物が期待
できる場合は、電気泳動ゲルから抽出し、質量分析により架橋相手の反応残基（領域）の同定を
試みる。 
 
(3) FRET による相互作用検出 
固定子を構成する MotA の細胞質側ループには、回転子側の FliG と静電相互作用することが知
られている保存された荷電残基が存在する。この残基を含む短いペプチドが回転子-固定子相互
作用面に入り込むと、固定子ユニットからの発生トルクが回転子へ伝わらず、回転の阻害が期待
される。そこで、荷電残基を含む様々な長さのペプチドをデザインし、適切な長さのリンカーを
介して蛍光タンパク質 GFP に融合する。この融合タンパク質を大腸菌の野生株においてプラス
ミドから発現させる。もし、融合タンパク質が大腸菌の遊泳を阻害するならば、予想通り回転子
-固定子の界面に佐用し、回転を阻害していると考えられる。そこで次にべん毛をスライドガラ
スに固定して菌体を回転させる“テザードセル”を作成して全反射顕微鏡で観察する。プラスミド
から融合タンパク質を発現後、阻害された回転の中心に GFP の蛍光が観察できれば、融合タン
パク質による回転阻害を強く支持する証拠となる。続いて固定子側に CFP、回転子側の FliG に
YFP を融合し、プラスミドにもたせて大腸菌の fliG 欠失株に導入する。まず FliG-YFP のみ発現
させた状態でテザードセルを作成し回転を確認した後、固定子ペプチドを融合した CFP の発現



を誘導し、回転を阻害させる。ここで CFP を励起し、FRET が生じて YFP 由来のシグナルが得
られるか検討する。テザードセルでは菌体を１個のモーターで回転させるため、高い負荷がモー
ターにかかり回転子- 固定子間相互作用の増加が期待でき、CFP-YFP 間で生じる FRET により
検出・定量できる可能性があると考えた。実際には、上述(2)の光架橋により回転子-固定子間相
互作用の検出がうまく進んだため、光架橋に焦点を当てて研究を行い、申請書に書いたこの提案
は行わなかった。 
 
４．研究成果 
(1) 大腸菌回転子タンパク質 FliG と固定子タンパク質 MotA の光架橋 
これまでに遺伝学的解析から、FliG の C 末端ドメイ
ンに保存された荷電残基と、MotA の細胞質領域（第
2-第 3 膜貫通領域間）に保存された荷電残基間の静電
相互作用がモーター回転に重要であることがわかっ
ていた（文献 1）。そこでまず、回転子タンパク質 FliG
の荷電残基(K264, R281, D288, D289, R297)に amber 
mutation を導入し、amber suppressor 法により光反応
性架橋基を持つ非天然アミノ酸（pBPA）に置換して
プラスミドから大腸菌内で発現させた。液体培地で
培養した菌体をサンプルとして UV 光を照射し、全細
胞抽出液を電気泳動後、immunoblot により FliG と
MotA の検出を行った。その結果、281 番目および 288
番目の位置に pBPA を導入した FliG と、染色体由来
の MotA の間で架橋が再現よく生じていた（図１）。 
 
(2) Na+駆動型固定子 PomA/PotB 複合体を用いた光架橋実験 
上記(1)では、in vivo 光架橋法がすでに確立している大腸菌の H+駆動型モーターを用いて実験を
行った。一方で、申請者の所属研究室では、海洋性ビブリオ菌の Na+駆動型モーターを主な研究
対象としている。我々はこれまでに、ビブリオ菌の回転子タンパク質 FliG と固定子 PomA 間の
静電相互作用が大腸菌に比べてより複雑で、ロバストであることを見出している（文献 2）。す
なわち、回転子と固定子の相互作用界面は基本的に大腸菌と共通だが、大腸菌よりも多数の荷電
残基間で相互作用が生じており、より強い相互作用があると考えられた。また、ビブリオ菌固定
子の B サブユニット(PomB)の C 末端側を大腸菌の MotB と入れ替えたキメラタンパク質 PotB
を、PomA と大腸菌で共発現すると、Na+駆動型モーターとして機能することがわかっていた（文
献 3）。PomA/PotB 固定子を発現させた大腸菌を用いて、上記の成果(1)と同様の光架橋実験を行
えば、大腸菌固定子(MotA/MotB)よりも相互作用の検出が容易になる可能性が考えられた。 
 まず、以前報告している PomA の細胞質側の荷電残基に pBPA を導入してプラスミドから発現
させ、染色体由来の FliG との光架橋の検出を試みたところ、検出能の良い抗 FliG 抗体でいくつ
かの PomA-FliG 架橋産物が検出された。そこで、PomA の細胞質側に存在する 74 番目から 104
番目までの 31 残基について網羅的に pBPA を導入し、PomA-FliG 光架橋が起こるかどうかを調
べた。その結果、D85, R88, K89, G90, F92, L93, E96 の位置で光架橋が検出された。特に K89 の
位置での光架橋の効率が高かった。これらの残基は、PomA の構造予測モデルにおいて、αへリ
ックス上に一列に並ぶ様に点在して
いた。さらに、光架橋された残基の中
で、特に架橋効率の良かった PomA 
K89、FliG R281、D288 を中心に、PomA
と FliG にそれぞれシステイン残基を
導入し、ジスルフィド架橋を形成さ
せた。その結果、PomA と FliG の架
橋産物が形成され、固定子−回転子間
相互作用を行う残基ペアを同定する
ことができた。以上の結果から、べん
毛の回転力発生に必須な固定子−回
転子間相互作用の本質に迫れる道を
開くことができた。本成果をまとめ
た論文を準備している。 
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