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研究成果の概要（和文）：細菌は運動器官であるべん毛を反時計回り（CCW）または時計回り（CW）方向に回転させて
泳ぐ。FliG, FliM, FliNからなるスイッチ複合体はCリングを形成し、べん毛の回転方向の切り替えは走化性シグナル
であるリン酸化CheYが結合することによって起こる。本研究ではモーターの回転方向制御の機構を理解するために、CC
WまたはCWに偏った回転を示す変異体のC リング構造を極低温電子顕微鏡による単粒子解析で決定し、Cリング中のFliG
の位置と配向を決定するためにラベル実験を行った。さらにリン酸化CheY結合型Cリングの構造解析も合わせて行い、
回転制御機構の解明を目指す。

研究成果の概要（英文）：Many bacteria swim by reversibly rotating flagella. The switch complex consists 
of three switch proteins, FliG, FliM and FliN which control counter clockwise-clockwise (CCW/CW) 
switching of the motor rotation, form the C-ring on the cytoplasmic face of the MS ring. CheY is a 
response regulator in bacterial chemotaxis, and phosphorylated CheY (CheY-p) binds to FliM and changes 
the rotational direction from CCW to CW. We report the C ring structures locked in CCW (che deletion 
strain) and CW (FliG ΔPAA strain). Comparison of the two strucures showed differences in the position of 
the C ring and the subunit arrangement in its outer wall. FliM and FliN were well fitted into the middle 
and lower parts of the outer ring of the C-ring, but the location of FliG remains uncertain. We report 
the FliG labelling experiments and the structure analysis of the CheY-p bound C ring by electron 
cryomicroscopy.

研究分野：構造生物学
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様	
 式	
 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９、Ｚ‐１９（共通）	
 

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）に切り替え直進運動と
方向変換を繰り返しながらより好ましい環
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、プロペラと
して働くフィラメント、回転モーターである
基部体と両者をつなぐユニバーサルジョイ
ントとしてのフックによって構成されてい
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。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。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る。	
 
C リングは以前から電子顕微鏡による単粒

子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リング（IR）
とその周りを囲うアウターリング（OR）の２
つの構造に分けられる。M リングを構成する
FliF と FliG の融合変異体の C リングは野生
型と大きな変化が無いことから、FliF と FliG
は２６分子からなり、FliG は M リングの直下
の IR 付近に存在すると考えられている。さ
らに生化学的解析から FliM と FliN からなる
単位構造は主に３４回対称性を示すが、個々
のモーターによって３２－３６の対称性のば
らつきがあることが示されてきた。このよう
に Cリング構造は構造領域によって対称性が
異なりまたモーターごとに対称性のばらつ
きがあることから全体での結晶化は難しく、
結晶構造解析は行われていない。しかし、ス
イッチ蛋白質の部分、全長、一部複合体の結
晶構造が行われてきた。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元となる電子顕微鏡の
三次元構造の分解能が低いことから決定打
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 CCW または CW 方向に回転が偏

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で Cリングの構
造解析を行ってきた。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
てはめが可能なより高分解能の構造を目指
した。しかし FliG が占めると考えられてい
る領域は対称性の異なる構造がちょうど重
なった領域であるため、高分解能の構造解析
が困難である可能性が高かった。そこで Cリ
ング中の FliG の位置と配向を決めるためラ
ベル体を作成し、FliG の N 末端の位置の同定
を目指した。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
た。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）C リング構造の高分解能化に向けた構
造解析	
 
CCW,	
 CW 型の C リングの高分解能構造解析

に向けて液体ヘリウム温度でのデータ収集
を行った。C リングの構造解析では、初めに
33-35 回対称の C リング直径を持つ三つの初
期構造を用意して、C リングをその直径に基
づき分類した。その後 34 回対称性に分類さ
れた MSC リング像はそれぞれ 26 回対称と 34
回対称を仮定した三次元再構成を行った。さ
らに OR 領域の高分解能化を目指して C リン
グ領域だけを残すようなマスクをかけた画
像を用いて三次元構造解析を行った。	
 

 
（２）FliG 蛋白質の配置と配向決定に向けた
ラベル体の構造解析	
 
Cリング中のFliG蛋白質の位置と配向を決

めるために FliF-FliG 融合蛋白質を発現する
株と FliF の C 末端領域と FliG の N 末端領域
を欠失後融合された株（FliF-FliG	
 欠失融合
株）から基部体を精製し、構造解析を行い、
これまで得てきた C リング構造と比較した。
さらに FliG の N 末端に蛍光蛋白質フルオリ
ンを融合した変異体から基部体を精製し、C
リングの構造解析を行った。これらの実験に
より FliG 蛋白質の N末端の位置を決定した。	
 
	
 
（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 リングの再構成を試みた。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	
 (D13KmY106W:caCheY)
を使用した。しかし CheY は分子量が 14kDa



と非常に小さいため電子顕微鏡で観察が難
しいと考えられた。そこで caCheY の C 末端
側に蛍光蛋白質 YFP を融合した蛋白質
(caCheY-YFP)を調整した。caCheY-YFP は CCW
または CW 型の C リング付き基部体を混合し
た後グルタルアルデヒドで固定し、未結合の
caCheY-YFP と分離するためにショ糖密度勾
配遠心法で精製した。CheY 結合型基部体を含
む分画は蛍光スペクトルを測定し、CheY-YFP
の結合の有無を調べた。CheY 結合型基部体は
氷包埋電子顕微鏡で観察し、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 リングの構造とスイッチ蛋白質のフ
ィッティング	
 
以前の CCW,	
 CW 型の C リングの構造解析は

約一万粒子で行われたが、分解能の向上を目
指して粒子数を約３万と２万まで増やした。
クラス分けの結果３４回対称性に最も多く
の画像が分類された（１万５千と１万粒子）。
３４回対称に分類された画像のみ選択し、
MSC リングが残るようにマスクを掛けた後、
２６回対称と３４回対称を仮定した三次元
再構成を行った。CCW と CW の間で大きな構造
変化が確認された。しかし構造解析に使用さ
れた画像を確認したことろ Cリングと Mリン
グ間で構造に歪みを生じているものが多数
含まれていた。このため粒子像を増加しても
構造の高分解能にはならなかった。そこで C
リング領域のみ残すマスクを掛けた後３４
回対称性を仮定して三次元再構成を行った
ことで分解能は 18Å まで上昇した。得られた
Cリング構造にはORの中心付近にはFliMが、
また下部領域には FliN の二量体がよく当て
はめることができた（Fig1）。また二状態間
で FliM にわずかな傾斜の変化が確認できた。	
 
FliG に関しては現在得られている結晶構造
をうまく当てはめられる領域は見つけられ
なかった。そこで FliG のマッピングを試み
た。 

 
（２）FliG	
 N 末端領域のマッピング。	
 
FliF-FliG 融合型の C リングの構造は CCW 型

の構造と大きな違いがなかった。これに対し
て FliF-FliG	
 欠失融合型の C リングは OR の
直径が小さくなり、M リング側に移動し、IR
に当たる密度が完全に消失した（Fig.2a）。M
リングに大きな構造変化がなかったことか
ら IR は FliF の C 末端領域と FliG の N 末端
ドメインによって構成されていると考えら
れた。また FliG の N 末端にフルオリンを融
合した C リングの三次元構造では IR のさら
に内側にフルオリン由来の付加密度が確認
できた。現在の C リング構造に FliG の結晶
構造を当てはめることはできなかった。しか
し FliGM/FliMM 複合体のフィッティングの結
果と合わせて考えると FliG は N 末端ドメイ
ンが IR に位置し、FliGMは OR の IR 近傍付近
に結合し、FliG の C 末端ドメインは OR の上
部にあると予想された。	
 

 
（３）Cリング上の CheY 結合位置	
 
CheY 結合型基部体複合体再構成の条件検

討の結果、caCheY は CW 型の C リングに強く
結合することが蛍光スペクトルで確認され
た。この結果は以前大腸菌内での観察された
結果とよく一致していた。得られた CheY 結
合型基部体複合体の画像解析によって
caCheY-YFP 由 来 の 密 度 が 観 察 で き た
（Fig.3a）。この密度の位置は OR の外側、中
央より下側に位置していていた。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(Fig.3b)。現在のとこ
ろ粒子数が少ないため三次元構造解析まで

CCW CW 

FliGM/FliMM

複合体

（pdb:3soh） 
FliMM

（pdb:2hp7） 

FliN 二量体
（pdb:１yab） 

Fig.1 スイッチ蛋白質のあてはめ 

Fig.2	
 FliG のマッピング	
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は至っていない。今後は更なるデータ収集を
行いより詳細な三次元構造を得て、他の二状
態の構造と比較にながらスイッチ切り替え

機構を解明していきたい。	
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Fig.1 スイッチ蛋白質の当ては


