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研究成果の概要（和文）：枯草菌のべん毛モーターの一分子解析によるトルクを算出し、このモ

ーターが H+型固定子 MotAB と Na+型固定子 MotPS からなるハイブリッドモーターであることを

明らかにした。また、枯草菌の固定子 MotAB、MotPS の３番目と４番目の膜貫通領域の間にある

親水性領域に存在する複数の荷電アミノ酸残基からモーターの回転と固定子複合体の安定性に

重要なアミノ酸残基を同定した。更に、好アルカリ性細菌 Bacillus alcalophilus のべん毛が、

これまで報告例のないカリウムイオンで駆動する新規なモーターであることを明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：At first, we identified that the flagellar motor of B. subtilis 

was a hybrid motor and it rotated by using both ion motive forces, H+ and Na+, by a single 

molecular mechanism. Next, the critical charged amino acid residues between the second 

and third transmembrane cytoplasmic loop region in MotA and MotP subunits of B. subtilis 

were identified by using site-directed mutagenesis. Moreover, we identified a novel type 

flagellar motor from alkaliphilic Bacillus alcalophilus which stimulates swimming speed 

under elevated K+ or Rb+ concentrations. This is the first report that describes a 

flagellar motor that can use both K+ and Rb+ as coupling ions. 
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１．研究開始当初の背景 
  べん毛が“回転している”という発見か
ら 40 年以上経つが、固定子複合体の原子レ

ベルの構造が未解明であるため、回転機構の
詳細は不明であった。べん毛モーターは細胞
膜に埋まっていて、細胞膜を横切る H+または
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Na+の電気化学的駆動力により回転する。モー
ター駆動部は回転子と固定子からなり、イオ
ンチャネルとして機能する固定子 “Mot”
複合体中をイオンが通過する際に、回転子複
合体中の FliG タンパク質と相互作用してト
ルクが発生すると考えられている。固定子は、
１ユニットあたり 4 個の MotA 型サブユニッ
トと 2 個の MotB 型サブユニットからなり、
回転子の周囲に 8 個から最大 16 個の固定子
ユニットが存在すると考えられている。これ
まで、固定子に関する研究は、大腸菌など多
くの微生物に存在する H+駆動型固定子 MotAB
と、Vibrio 属細菌で見つかった Na+駆動型固
定子 PomAB で行われてきた。しかし、我々の
グループは枯草菌や好アルカリ性バチルス
属細菌から新たに Na+駆動型固定子 MotPS を
発見し、それまで大腸菌と同様に H+駆動力を
利用すると考えられてきた枯草菌のべん毛
モーターが、Na+駆動力だけを利用して回転で
きることを明らかにした（Ito et al., Mol. 
Microbiol., 2004 ）。 MotPS は 、 Vibrio 
alginolyticus の Na+駆動型固定子 PomAB と
36％の相同性（62％の類似性）があり、枯草
菌の H+駆動型固定子 MotAB と 40％の相同性
（62％の類似性）を持つ。系統樹解析の結果
から、MotPS が PomAB や MotAB と異なる第３
のグループをべん毛モーター固定子ファミ
リー中に形成することが示された。ところで、
Vibrio 属細菌は、H+駆動型の周べん毛モータ
ーと Na+駆動型の極べん毛モーターを持ち、
それぞれのモーターに H+駆動型固定子 MotAB
と Na+駆動型固定子 PomAB に対応した別々の
回転子とべん毛基部遺伝子群を持つ。しかし、
枯草菌は２種類の固定子（MotAB、MotPS）に
対して１セットの回転子とべん毛基部遺伝
子しか持たない。研究の初期段階では、モー
ターから固定子部分だけが入れ替わること
で、駆動エネルギーを使い分けると考えられ
ていたが、野生株と Mot 欠損変異株を用いた
研究から、ひとつの枯草菌べん毛モーターが
MotAB と MotPS の両方の固定子ユニットで構
成されるハイブリッドモーターであること
を発見した（Terahara et al. J. Bacteriol., 
2006）。つまり、枯草菌のべん毛モーターは
H+または Na+のどちらか一方の駆動力のみを
利用して回転するのではなく、両方の駆動力
を合算したエネルギーで回転すると推定さ
れた。また、pH7 から pH11 付近まで生育する
好アルカリ性細菌 Bacillus clausii のべん
毛モーターの研究から、Bacillus clausii の
べん毛モーターが、外環境 pH の変化に応じ
て中性から pH9.5付近までは主にプロトン駆
動力を、pH10 以上では主にナトリウム駆動力
を利用して回転する環境 pH 応答型べん毛モ
ーターであることを明らかにした（Terahara 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2008）。
これまでこのような報告例はなく、枯草菌や

Bacillus clausiiのべん毛モーターの機能を
解析することで、べん毛モーター回転機構の
解明はもちろんのこと、蛋白質のイオン選択
性やエネルギー変換機構について、全く新し
い知見が得られるのではないかと期待され
た。 
 
２．研究の目的 
 我々は、好アルカリ性細菌から新規な Na+

駆動型のべん毛モーター固定子 MotPSを発見
し（Ito et al., Mol. Microbiol., 2004）、
枯草菌（Bacillus subtilis）の２つの固定
子 MotAB と MotPS の各サブユニットの機能的
な役割を解明した（Ito et al., J. Mol. Biol., 
2005、Terahara et al., J Bacteriol., 2006）。
更に、2008 年に、pH7 から 11 付近まで生育
が可能な好アルカリ性細菌Bacillus clausii 
KSM-K16 株のべん毛モーターが、中性から
pH9.5 付近までは主にプロトン駆動力を、
pH10 以上では主にナトリウム駆動力を利用
する、これまでに例のない環境 pH 応答型の
べん毛モーターであることを明らかにした
（Terahara et al.,Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 2008）。これらの成果を踏まえ、今回は
以下の目的について研究を行った。 
(1) 枯草菌や Bacillus clausii が持つべん
毛モーターについて、一つのモーターユニッ
トのトルクを算出することにより、モーター
の性能を解析する。 
(2) 枯草菌のべん毛固定子 MotAB、MotPS と
相互作用する回転子複合体の構成タンパク
質である FliG に着目し、べん毛モーターの
回転に関与するアミノ酸残基を特定する。 
(3) 枯草菌が持つNa+駆動型固定子MotPSに
ついて、大量精製系を確立して X線結晶構造
解析を行い、モーターの回転機構を原子レベ
ルで解明する。 
(4) 新規な共役イオンを利用して回転する
モーターの探索を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) べん毛モーターのトルク測定 
 4 分割光センサー顕微鏡を用いて枯草菌の
べん毛モーター一分子のトルクを算出し、モ
ーターの特性を調べた。 
(2) 固定子と回転子への部位特異的変異導
入と運動性解析 
 枯草菌固定子 MotAB と MotPS の 2 番目と 3
番目の膜貫通領域に存在する親水性のルー
プ領域と回転子 FliG の C-末端領域に存在す
る荷電アミノ酸に着目し、これらのアミノ酸
に変異を導入し、各タンパク質の発現、運動
性への影響を解析した。 
(3) 固定子タンパク質の大量発現 
枯草菌の MotPS に着目し、代表菌を用いた

大量精製系の確立を試みた。 
(4) 新規なべん毛モーター固定子の探索 



 

 

19 種類の好アルカリ性 Bacillus 属細菌を
理化学研究所 JCM より分譲を受け、それらの
べん毛モーター固定子のクローニングと塩
基配列の同定および運動特性の解析を行っ
た。 

 
４．研究成果 
(1) 4 分割センサー顕微鏡を用いた枯草菌
のべん毛モーター一分子によるトルク特性
の結果は、枯草菌野生株のべん毛モーターが
MotAB と MotPS の 2 種類の固定子を一つのモ
ーターに組み込んで駆動する結果を得るこ
とができた。この結果は、まとまり次第、投
稿を予定している。 
(2) 枯草菌の固定子 MotAB と MotPS への変
異導入実験では、固定子の構造面と機能面に
重要なアミノ酸残基の同定を行うことがで
きた。現在、この成果は、研究成果を補足す
るために更なる追加実験を行っている。また、
回転子 FliG に関しても、現在、機能面で重
要なアミノ酸残基の同定を行っている。現在、
投稿準備中である。 
(3) 19種類の好アルカリ性Bacillus属細菌
の 中 か ら 好 ア ル カ リ 性 細 菌 Bacillus 
alcalophilus のべん毛モーターが、これまで
報告例のない Na+と K+を利用できる新規べん
毛モーターであることを明らかにした。また、
固定子中の一アミノ酸を置換することでK+が
利用できないモーターの創成に成功した。
（PLOS ONE, 2012）。また、19 種類の菌株の
運動性と固定子遺伝子に関する情報をまと
めた。この詳細は、現在、投稿準備中である。 
(4) 枯草菌の MotPS について大量精製系の
確立と結晶化を進めた。精製タンパク質の量
が微量でスクリーニングが可能な結晶化ロ
ボット等を用いた結晶化スクリーニングを
行ったが、得られた結晶の回折測定で目的の
回折像はまだ得られていない。膜タンパク質
の結晶化は可溶性タンパク質と比較すると
非常に難しく、結晶構造の成功例は圧倒的に
少ない。今後は、不活性な複合体やサブユニ
ット単独の結晶化などのステップを経る地
道な作業によって完全な複合体構造の構造
解明に近づけたいと考えている。 
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