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研究成果の概要（和文）：我々はアミノ酸変異情報に基づいてプロトン駆動型べん毛回転モーターMotA/B複合体の膜貫
通部位の立体構造モデリングを行い、プロトン透過のメカニズムを分子シミュレーションから明らかにした。MotA/Bは
内部に疎水性のチャネルを持ち、プロトンはこの内部をヒドロニウムイオンとして透過することが明らかになった。細
胞質ドメインが剛体的に運動すると仮定するとプロトン化・非プロトン化のサイクルによって、ラチェット的動きを誘
起できることも示した。この研究成果は、現在はProc Natl Acad Sci USAに印刷中である。

研究成果の概要（英文）：We have conducted a structure modeling of the transmembrane part of the stator 
complex MotA/B in the flagellar motor of Escherichia coli and investigated the proton permeation process. 
We found that hydrophobic channels are formed in MotA/B and protons are transported as hydronium ions 
through the channel. We also found that protonation/deprotonation of Asp32 can induce a ratchet motion of 
the cytoplasmic domain. This research result is now in press in the Proc Natl Acad Sci USA.

研究分野： 生物物理学、計算科学、情報生物学
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１．研究開始当初の背景 
細菌べん毛の回転モーターは細胞内外の

プロトンまたはナトリウムイオン勾配を用
いて駆動され、巨大な回転子の周りに７～8
個程度の固定子が配置された複雑な超分子
構造体である。その回転はシグナルタンパク
質によって反転可能であるがその分子機構
はまだ明らかになっていない。モーターの部
分構造は徐々に決定され始めているが、イオ
ン透過の心臓部である固定子の膜貫通部位
の立体構造は未決定であった。 
原子レベルでの３次元立体構造は未決定

であるが、大腸菌のプロトン駆動型モーター
の固定子MotA/Bに関してはBlairのグループ
によって調べられたアミノ酸変異の情報が
蓄積している。Cys 残基への変異による残基
間の遠近情報が 164 ペア、Trp 変異による機
能変化の情報が 60 あった。 

NMR による構造決定では距離情報等の多
数の拘束条件から立体構造を構築する。申請
者はこれまでに NMR の実験データとシミュ
レーションからタンパク質立体構造を精密
化する方法を開発してきた(Kitao & Wager, 
PNAS 2001/Mag Res. Chem, 2006)。この経験を
活かし NMR で用いられる手法を更に発展さ
せることで MotA/B の立体構造モデリングが
可能であるとの着想に至った。 
分子シミュレーションは近年では、膜タン

パク質の機能解析にも重要な役割を果たし
ており、自由エネルギー差などの定量的評価
も可能になってきた。本研究でも機能メカニ
ズムに関する重要な知見が得られるものと
期待できると考えた。 
 
２．研究の目的 
プロトン勾配で駆動される細菌べん毛モ

ーターの固定子である MotA/B とこれにホモ
ロジーを持ちナトリウムイオンで駆動され
るモーター固定子 PomA/B の立体構造を変異
体情報に基づいて構築し、大規模分子シミュ
レーションによって機能のメカニズムを解
明する。具体的には以下の点を目標とする研
究を行うことでイオン透過のメカニズムを
明らかにし、べん毛モーター全体の機能解明
の端緒とすることで、膜タンパク質が持つ未
知の原理を探求する。 

 
（１）プロトン駆動型べん毛回転モーター
MotA/B の立体構造モデリング 
膜貫通部位予測とアミノ酸変異データを

もとに、主に距離拘束条件を満たす立体構造
を構築する。そのあと、脂質 2 重膜・溶媒の
水分子やイオンを露わに含めて大規模シミ
ュレーションで、立体構造を精密化する。 

 
（２）MotA/B の機能シミュレーションとメ
カニズム解明 
精密化した立体構造を出発構造として、長

時間のシミュレーションを行い、機能メカニ
ズムを明らかにする。特に機能上重要だと考

えられているいくつかのアミノ酸残基に注
目した解析をおこない、モデルの妥当性を検
証する。更に構築した複合体モデル構造に基
づいて、そのモデルの妥当性を検証するため
の実験の提案をおこなう。 

 
（３）ナトリウムイオン駆動型べん毛回転モ
ーターPomA/B の立体構造モデリングと機能
解明 

MotA/B の研究によって、構築した立体構
造とメカニズムを検証した後で、ビブリオ菌
のナトリウムイオン駆動型モーター固定子
PomA/B のホモロジーモデリングをおこなう。
得られたモデルに関しても立体構造精密化
と大規模分子シミュレーションを実行する。
ナトリウムイオンの透過シミュレーション
を行い、その機構を解明する。既知と実験デ
ータとの整合性をチェックするとともに新
たな実験的検証を提案する。 
 
３．研究の方法 
（１）プロトン駆動型べん毛回転モーター

MotA/B の立体構造モデリング 
これについては膜貫通へリックス部位予

測による 2 次構造情報、Cys 変異により得ら
れた残基間の遠近情報、Trp 変異による機能
の喪失情報を考慮した。膜貫通へリックスに
関しては、複数の異なる膜タンパク質の膜貫
通部位予測プログラムを用いたところ、各部
位に関してほぼ一致する領域がヘリックス
として予測された。これらの部位は Blair ら
の予想ともよく一致している。予測されたヘ
リックス部位の情報は、NMR 情報による立
体構造決定でなされているように、へリック
ス部位での水素結合形成ペア間の距離拘束
条件に変換した。 

Cys 変異に関しては 164 残基変異ペアに関
する情報が蓄積している。MotA 間の変異に
関しては、4 つの MotA 単量体すべてが架橋
された 4 量体が得られる場合と、2 量体が得
られる場合がある。2 量体が得られる場合に
は残基ペアに関しては、複合体の対称性を考
慮して複数の組み合わせを考慮する必要が
あるので、それぞれのパターンについて立体
構造モデルを構築し、どのモデルが拘束条件
を満たすか検討し、最終的に最適なものを選
択した。本研究では変異によって多量体の収
率が大きいものを距離拘束条件に取り入れ
た。具体的には、収率 20％以上を基準とする
と４分の１である４１ペアが対象となり、対
称性も含めて 83 の残基間ペアに距離拘束を
与えた。 
立体構造モデリングのための分子シミュ

レーションは、まず、2 次構造予測に基づく
ヘリックスを保つための距離拘束条件と Cys
変異に基づく残基間距離拘束を用いて行っ
た。大まかなヘリックスのトポロジーは既に
Blair らが変異データの矛盾のないものを提
案しているので、これを初期条件として用い
た。本研究で用いる情報は NMR の距離情報



に比較してあいまいさが予想されるので、拘
束条件は NMR の構造決定の場合よりも弱く
設定した。またこの段階では、分子シミュレ
ーションに用いるエネルギー項は、拘束エネ
ルギーの他に化学結合に関するエネルギー
と原子間反発力に留め、誘起双極子―誘起双
極子相互作用（レナードジョーンズの引力
項）と静電相互作用は含めない。これにより
計算の収束を速くし、多重極小問題をなるべ
く回避できる（Kitao & Wanger, Mag. Res. 
Chem. 2006）。得られた構造分布が大振幅揺ら
ぎにおいてもほぼガウス分布になっており、
拘束条件に大きな矛盾がなく、中心極限定理
に従ったものとしてサンプリングがうまく
いったことが確認できた。 

Trp 変異を導入した場合には、60 の変異箇
所に対して約半数の 26 か所で機能が保たれ
ている。これらの残基は、表面に露出してい
るなど、大きく構造を変化させない位置にあ
ると期待される。上記のモデリングにで得ら
れた大量の構造群の立体構造１つ１つにつ
いて、Trp 置換をコンピュータ上で実行し、
すべてのロータマーで他の残基に干渉しな
いものを高スコアとして評価したところ、
Cys 変異情報から構築された立体構造モデル
と Trp 変異情報が矛盾していないことが確認
できた。 

 
（２）MotA/B の機能シミュレーションと

メカニズム解明 
長時間シミュレーションによって立体構

造変化と安定性・構造揺らぎの特徴を中心に
解析をおこなった。特にプロトン輸送に重要
だと考えられている Arg32 に注目し、プロト
ン化による構造変化を明らかにした。また
Steered Molecular Dynamics（SMD）シミュレ
ーションによって、ヒドロニウムイオン・ナ
トリウムイオン・水分子の透過過程を明らか
にした。更に、アンブレラサンプリングを用
いてこれらのイオンが透過する際のエネル
ギー地形を計算し、透過の速度定数を概算し
た。またこの研究のモデリングでは含んでい
ない MotA の細胞質ドメインがプロトンの透
過によってどのような位置変化を示すかも
調べた。 

 
（３）ナトリウムイオン駆動型べん毛回転

モーターPomA/B の立体構造モデリングと機
能解明 

MotA/B の構造をもとに、PomA/B 構造のホ
モロジーモデリングをおこなった。これらの
タンパク質間ではキメラタンパク質が機能
することが知られており、比較的立体構造も
類似性が高いと期待できる。つまり、MotA/B
のモデリングが妥当であれば、得られる
PomA/B のモデリングも比較的容易であると
考えられる。 
 
４．研究成果 
（１）プロトン駆動型べん毛回転モーター

MotA/B の立体構造モデリング 
MotA/B 複合体は 1 本の膜貫通へリックス

とペプチドグリカン結合ドメイン（PBD）か
らなる MotB の２量体を中心に、4 本の膜貫
通へリックス（TM1-4）をもつ MotA の 4 量
体が取り囲んでいると考えられている。モデ
リングの結果、安定性の高い、原子レベルの
立体構造モデルが構築できた。 

MotA/B は内部にチャネルを持つが、チャ
ネルの表面は疎水性が高く、プロトンは
Hydrogen Bonded Chain（HBC）のメカニズム
では透過できない。また Water wire も形成さ
れないこことから、プロトンはこの内部をヒ
ドロニウムイオンとして透過することが示
唆された。 

 
（２）MotA/B の機能シミュレーションと

メカニズム解明 
得られた原子構造に基づいて、多数回の

SMD シミュレーションを行い、イオン透過の
時間経過について詳細な解析を行った。イオ
ンチャネルには親水性のアミノ酸残基は少
ないが、上記のシミュレーション中ではヒド
ロニウムイオンの透過時にはいわゆる Water 
wire が形成されることが観察された。この結
果から、プロトンはチャネル内のもっとも狭
い部位をヒドロニウムイオンとして透過し、
Water wire が形成されてからは水分子を媒介
にしてプロトンが輸送されるという透過メ
カニズムを示唆される。 
アンブレラサンプリングを用いたイオン

透過の自由エネルギー地形計算の結果から
は、水の透過では途中では変化があるものの
透過前と比べて予測通り自由エネルギーの
差し引きの変化はないが、ヒドロニウムイオ
ン・ナトリウムイオンでは透過によって十分
なエネルギーの低下があることが確かめら
れた。またヒドロニウムイオン透過がチャネ
ルの最も狭い部分（ゲート）を透過するとき
のエネルギー障壁から透過の速度定数を概
算したところ、実験的に概算されるプロトン
の透過速度定数とほぼ一致することがわか
った。このことから、ゲートの通過が、プロ
トン移動の律速になっていることが示唆さ
れた。 
更に、イオンの選択性が 1 アミノ酸の変化

によってもたらされるという実験的な解析
を受け、シミュレーションによってどのよう
な変化がみられるかを検討した。その結果、
検討した二つのアミノ酸変異はイオンチャ
ネルの一番狭い領域の半径を変化させるこ
とが明らかになった。これはアミノ酸変化が
あると小さなイオンしか透過しないという
事実とよく対応していた。つまり、アミノ酸
の違いによるイオンチャネル構造の変化が
イオン選択性と密接にかかわっていること
を示せた。 
また、プロトン結合部位である MotB の

Asp32 をプロトン化した場合、MotA のヘリ
ックス構造が変化することがシミュレーシ



ョンから明らかになった。細胞質ドメインは
今回の構造モデルには含まれていないが、こ
れが剛体的に運動すると仮定するとプロト
ン化・非プロトン化のサイクルによって、細
胞質ドメインの想定される回転子結合部位
は平均 5Å（最大 11Å）変化することができ
ることが示唆された。このことはプロトン透
過が固定子の細胞質ドメインのラチェット
的動きを誘起できることを意味する。この動
きが、回転子の運動の何らかの関係を持って
いる可能性がある。 
ここまでの研究成果は、Proc Natl Acad Sci 

USA に受理され、現在印刷中である（①）。 
 
（３）ナトリウムイオン駆動型べん毛回転

モーターPomA/B の立体構造モデリングと機
能解明 

MotA/B の構造をもとに、PomA/B の構造は
ホモロジーモデリングをおこない、長時間の
分子動力学シミュレーションによってその
立体構造安定性を確かめた。また、現在、ア
ミノ酸の役割や変異データとの対応関係に
ついて詳細な解析を行っている。 
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