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研究成果の概要（和文）：細菌べん毛モーターにおいてエネルギー変換を担う固定子PomA/PomB複合体は、回転子周囲
の適切な場所に配置されて機能する。このとき、PomBのペリプラズム領域に構造変化が生じて固定され、同時にイオン
透過能が活性化すると考えられている。本研究では精製固定子をリポソーム上に再構成し、蛍光プローブを用いて構造
変化を検出することを目標とした。結果として構造変化検出には至らなかったが、固定子の大量精製を再現性良く行え
るようになり、リポソームへの再構成条件を網羅的に検討できるようになった。またジスルフィド架橋実験により、構
造変化部位をある程度特定することに成功した。

研究成果の概要（英文）：The PomA/PomB complex, that functions as an energy-converting stator unit in the b
acterial flagellar motor, becomes functional when installed into the appropriate place around the rotor. I
n the functional stator, it is believed that a conformational change in the periplasmic region of PomB is 
induced to anchor it and simultaneously to activate ion conduction activity of the stator. This study aims
 to detect such a conformational change using the fluorescent probe and the purified PomA/B complex recons
tituted into the liposome. We are still on the way to establish the analyzing system, but we greatly impro
ved the overproduction and purification procedure for the PomA/B complex, so that we could systematically 
screen conditions to reconstitute the functional stator complex to the liposome. We also succeeded in narr
owing down the region where the conformational change occurs, by using the systematic disulfide bridge for
mation analysis.
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１．研究開始当初の背景 
 
細菌のべん毛モーターは回転子と固定子で
形成され、細胞膜を介したイオン(H+または
Na+)の電気化学的勾配を用いて回転する。固
定子内をイオンが透過する際に起こる回転
子-固定子間相互作用によってトルク（回転
力）が発生すると考えられている。機能的な
モーターの構築は、最終的に複数の固定子が
回転子周囲の適切な場所に配置されて完成
する。固定子は回転子周囲に集合して固定さ
れ、安定でスムーズな回転を生み出すと長い
間考えられていたが、GFP を融合させた固定
子複合体の細胞内動態を FRAP 法により詳細
に解析すると、実際はダイナミックにモータ
ーから解離し入れ替わることが明らかにな
った。更に我々のグループで、共役イオンの
濃度変化に応じて固定子のモーターへの集
合が変化することも明らかとなった。一方で、
固定子を細胞膜上に大量発現しても過剰な
イオン透過による菌の生育阻害が起きない
ことから、固定子のイオン透過能は、回転子
の周囲に集合し固定されて初めて活性化す
ると考えられる。我々は固定子のペリプラズ
ム領域の結晶構造解析から、モーターへの集
合に伴う固定子のイオン透過能活性化には、
この領域における大きな構造変化が関係す
ることを示唆する結果を得た。以上のことか
ら、従来の静的な固定子のイメージを排し、
集合・解離に伴いイオン透過活性を変化させ
る動的な固定子の実態を明らかにすること
が、モーターの回転メカニズムを考える上で
重要な課題として浮かび上がってきた。 
 
２．研究の目的 
 
固定子がモーター内でエネルギー変換ユニ
ットとして機能するためには、回転子周囲に
固定されイオン透過能の高い構造に変化し
なければならない。結晶構造を基盤とした機
能解析は、この機能活性化に伴う構造変化が、
固定子のペリプラズム領域に誘起される可
能性を示唆している。しかし、こうした構造
変化が実際に起こるのかどうかは検証され
ていない。そこで本研究では、この構造変化
の検出を、局所環境変化によって蛍光強度を
変化させる蛍光プローブを用いて、リアルタ
イムで検出することを目標とした。 
 
３．研究の方法 
 
大腸菌の発現系を利用し、ビブリオ菌の Na+

駆動型 PomA/PomB 固定子を大量発現・精製
する。続いて精製標品に対し、PomB ペリプ
ラズム領域の結晶構造から予測される構造
変化部位に、局所環境変化により蛍光強度を
変化させるプローブを部位特異的に導入し
た後、リポソーム上に再構成する。もしも構
造変化が誘起されるならば、プローブの発す
る蛍光強度の変化で検出が可能である。プロ

ーブの導入位置や蛍光強度変化を詳細に解
析し、予測された構造変化が起きているかど
うかを検証する。また、様々な条件下、特に
構造変化のトリガーと予測されるリガン
ド・相互作用因子存在下での構造変化検出も
行う。 
 
４．研究成果 
 
(1) Na+駆動型固定子複合体の大量精製 
本研究を成功させるには、まず PomA/PomB
固定子複合体を精製し、機能的に人工膜小胞
（リポソーム）に再構成しなければならない。
まず我々は T7 プロモーターを用いた大腸菌
の大量発現系を構築し、細胞膜上への大量発
現・膜からの可溶化（界面活性剤に Cymal-5
を用いる）、Ni-NTA カラムによる精製を行っ
た 。 こ の 系 で は か ろ う じ て PomB が
SDS-PAGE 後のクマシー染色で可視化できる
程度の量しか、最終標品として得ることがで
きなかった。また、大腸菌の脂質を用いてリ
ポソームへの再構成を行い、アイソトープ
22Na を用いて Na+の透過能を測定する系を立
ち上げた。しかし、この実験では１回だけし
か Na+透過を検出できず、非常に再現性が低
かった。 
 そこで、まず精製方法を再検討し、より多
くの精製標品を得られるよう改良を行った。 
大量発現系を見直し、低温で発現を誘導する
pCold ベクターを用いることで、誘導後に全
細胞サンプルで明らかにバンドが確認でき
る程度まで発現量を上げることに成功した。
さらに可溶化 PomA/B 複合体のカラム吸着お
よび洗浄条件を再検討し、短時間で比較的純
度の高い精製標品を、再現性良く得ることが
できるようになった。 
 
(2) 固定子複合体のリポソームへの再構成 
固定子の精製標品が比較的容易かつ十分な
量を得ることができるようになったので、得
られた標品を用いて、リポソームへの再構成
の条件検討をシステマティックに行った。そ
こで我々は、他の輸送体において成功例の多
い、脂質と界面活性剤が混合したリポソーム
を用いる方法に着目した。この方法では、脂
質混合リポソームの形成具合を溶液の吸光
度により検出できるため、この指標をもとに
条件検討が行える。様々な界面活性剤につい
て、濃度を変化させて再構成条件を探った結
果、Cymal-5 を用いた場合に比較的高い確率
で、順方向に固定子が再構成されたプロテオ
リポソームを得ることが出来ることが分か
ってきた。しかし残念ながら、この再構成リ
ポソームを用いても、22Na によるイオン透過
活性の検出には今のところ成功していない。
機能を保持した状態での再構成には、更なる
条件検討が必要である。このような状況のた
め、蛍光プローブを導入する以前の段階で足
踏みをしており、平成２５年度中には目標の
構造変化検出には至らなかった。 



(3) ジスルフィド架橋による PomB のペリプ
ラズム側構造変化モデルの検証 
 
再構成実験の前に、構造変化の部位をある程
度特定することを目的として、大きな構造変
化が予想される PomB のペリプラズム領域
(PomBC)にジスルフィド架橋(M157C-I186C)
を導入したところ、固定子の機能（モーター
の回転）が架橋に依存して阻害されることを
見いだした。つまり、構造変化が阻害される
と、モーターは回転できなくなると考えられ
る。そこで、この領域の架橋組み合わせをシ
ステマティックにデザインして試し、どの部
分が構造変化をしているのか、詳細に検討を
行った（下図）。 
 

（図：A; PomBC において分子内架橋を行っ
た残基、B; 還元剤の非存在下では架橋が起こ
り運動能が阻害される組み合わせが現れた
(ex, M157C-I186C)、C; 還元剤の存在下では、
架橋が切断され、運動能が回復する） 
 
その結果、モーターへの集合時において、
PomBCの N 末端ヘリックス(1)の３分の２が
伸びた構造に変化し、それに伴ってペプチド
グリカン結合(PGB)ドメインが細胞壁に固定
されることで、活性化固定子の機能的集合が
完成するというモデルを提唱するに至った
（論文投稿中）。以上のことから、機能に必
須な構造変化が実際におきている可能性は
高いと考えており、本研究で目指している検
出実験で、実際の構造変化を捉えることが出
来るのではないかと期待している。 
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