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研究成果の概要（和文）：本研究では、細菌べん毛モーターのエネルギー変換機構を解明することを目指して、高輝度
ナノプローブと超高速サンプリングを組み合わせた一分子計測を行った。サルモネラべん毛に標識された直径100 nmの
金ナノ粒子の回転をフレームレート2.5 μsで撮影した結果、約300 Hzで回転するべん毛モーターにおいて、回転と停
止を繰り返しながら動作する「回転ステップ」を検出することに成功した。エネルギー変換の素過程であるステップ動
作の検出と解析は、べん毛モーターの動作原理の本質に迫る重要な手がかりである。

研究成果の概要（英文）：Bacteria can move by rotating flagella. The flagellar filament is linked with the 
rotary nanomachine called the flagellar motor, which is embedded in the cytoplasmic membrane. The 
flagellar motor consists of a rotor and stators. It is known that the proton translocation through the 
stator unit is converted to the mechanical work, but the energy-conversion mechanism still remains 
unclear. In this study, we performed a single-molecule measurement of the bacterial flagellar motor in 
order to elucidate the mechanism of energy conversion. Observation of a 100-nm gold nanoparticle adhered 
to a single flagellar filament of Salmonella showed step motions, tracks with moving and waiting periods. 
The step event is believed to be an elementary process of the energy-conversion reaction. Thus, our 
results offer important insight into the rotation mechanism of flagellar motors.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
細胞には、分子モーターと呼ばれる蛋白質

複合体が数多く存在し、生命活動のあらゆる
重要機能を担っている。分子モーターは、ATP
や細胞膜を介したイオン濃度勾配のような
化学的エネルギーを力学的仕事に変換する。
分子モーターのエネルギー変換機構には未
だに不明な点が多く、これを解明することは、
あらゆる生命機能のダイナミクスの完全理
解や、分子モーターの機能不全を原因とする
病気の新規予防・治療法の開発のブレークス
ルーとなる。 
本研究では細菌の運動器官であるべん毛

モーターを計測対象とした。べん毛モーター
は、細胞外から細胞内に流入する水素イオン
（プロトン）をエネルギー源として 1 秒間に
300 回転以上の高速で回転する。べん毛モー
ターには長さ 5 - 10 μmのらせん状繊維が連
結し、この繊維がスクリュープロペラのよう
に回転して推進力を生みだす（図 1）。エネル
ギー変換効率はほぼ 100%と見積もられてお
り、人工ナノモーター開発の手本となること
が長年期待されてきたが、その作動原理は未
だ解明されていない。 

 

 
２．研究の目的 
本研究では、プロトン駆動型べん毛モータ

ーの回転ステップを高精度に検出すること
により、プロトンの結合・解離反応がどのよ
うにして力学的仕事に変換されるかという、
エネルギー変換機構の本質に迫ることを目
的とした。また、申請者がこれまでに行った
キネティックモデル計算の実験的証明を通
して、固定子のイオンチャネルとしての特性
を明らかにすることを目指した。 
近年の一分子計測では、微小ビーズなどの

プローブを分子モーターに標識し、プローブ
の動きを追跡する手法が主流となっている。
カメラなどの高機能化によって、かなり高分
解能の顕微計測が可能となっているが、分子
モーターの蛋白質らしい柔らかさやプロー
ブの輝度不足などが計測精度の大幅な低下

を招いている。検出器のサンプリングレート
も十分とは言えない。本研究では、これらの
問題点を可能な限り排除し、分子モーターの
力発生過程を高い時空間分解能で検出する
ことを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 1 ユニットのべん毛モーターの回転を測

定するため、ガラスに固定したサルモネ
ラ菌のべん毛軸構造に直径 1 μmのポリ
スチレンビーズ、または直径 100 nm の
金ナノ粒子を付着させ、暗視野顕微鏡と
高速カメラを用いてプローブの回転を
測定した。3 – 12%のフィコール溶液（高
分子）を用いることにより、モーターに
対する負荷を変化させ、広範な負荷条件
下でべん毛モーターの回転数－トルク
特性を調べた。本実験では、固定子蛋白
質 MotB のペリプラスム領域を欠損した
サルモネラ変異株を測定した。 

(2) 直径 1 μmのポリスチレンビーズをプロ
ーブとしてサルモネラべん毛モーター
の回転計測を行った。倒立型顕微鏡で観
察されるビーズの位相差像を 4分割フォ
トダイオードセンサーに投影し、サンプ
リングレート 1 kHz でビーズの変位を検
出した。得られたシグナルの時間変化を
もとに、1 周期ごとの回転速度のゆらぎ
を解析した。本実験では、プロトン透過
活 性 を 失 っ た 機 能 不 全 の 固 定 子
（MotB(D33N)）と野生型固定子を共発
現するサルモネラ株を測定した。 

(3) 直径 100 nm の金ナノ粒子をプローブと
して付着させた。He-Ne レーザー（波長
632 nm）を光源とする後方散乱暗視野照
明光学系（24－25 年度に構築）により、
回転する金ナノ粒子の散乱像を観察し
た（図 2）。散乱像は 4 分割フォトダイオ
ードセンサーまたは高速度カメラ（撮影
速度≈2,000 fps）によって検出した。本実
験では、野生型サルモネラ株を用いた。 

図１．細菌べん毛モーター 

図２．ビーズ法 
（レーザー暗視野照明の場合） 



 
４．研究成果 
(1) MotA と MotB という 2 種類の蛋白質か

ら成る固定子ユニットが回転子周囲に
安定して組み込まれるには、MotB のペ
プチドグリカン結合（PGB）ドメインを
介して、固定子がペプチドグリカン層に
アンカリングされる必要がある。本研究
では、MotB のペリプラスムドメインを
欠 損 し た 変 異 型 モ ー タ ー
（MotB(72-100)）の回転を様々な負荷
条件下で解析し（図 3）、MotB のペリプ
ラスムドメインが負荷依存的な固定子
の安定化に重要であることを示した
（ Castillo & Nakamura et al., 2013 
BIOPHYSICS）。 
 

(2) べん毛モーターには約 10 個の固定子が
存在し、回転中にもその数が変化する。
本研究では、プロトン透過活性を失った
固定子 MotB(D33N)を野生型サルモネラ
で大量発現させた。MotB(D33N)は、野
生型固定子と競合してモーターに組み
込まれ、モーター速度を一時的に低下さ
せる。しかし、モーター速度は短時間で
回復し、MotB(D33N)の発現量が増える
とともに、回転速度の揺らぎが大きくな
ることが分かった（図 4）。このことから、
固定子の安定した組み込みにプロトン
透過が必要で、MotB(D33N)は野生型固
定子に比べて高頻度にモーターから解
離することが示唆された（Nakamura et 
al., 2014 BIOPHYSICS）。固定子と回転子
の相互作用で起こるステップ状回転を
観察するには、固定子数の制御が必要で
ある。本成果は、ステップ解析のための
基礎的知見として重要である。 

 
(3) 野生型モーターに標識された金ナノ粒

子の散乱光をフォトダイオードセンサ 

 
ーで検出することを試みたが、サンプリ
ング高速化のために縮小されたセンサ
ーでは十分な電圧が得られず、ステップ
検出に必要な空間分解能が得られなか
った。しかしながら、超高速カメラを用
いた測定では、最高 300 Hz で回転する
モーターのステップを 1 nm 以下の空間
分解能で検出することに成功した。測定
されたステップを解析したところ、同一
モーターでもステップスピードが大き
く揺らぐこと、プロトンの解離反応が遅
くなると、ステップの待ち時間が長くな
り、ステップスピードにはほとんど影響
しないことなどが明らかになった。これ
らの結果を踏まえ、べん毛モーターがブ
ラウン運動を利用して動作するという
モデルを提案することとした（論文作成
中）。これまでにべん毛モーターで検出
されたステップは、いずれも回転速度 1 
Hz 程度の低速回転モーターで得られた
もので、その解析で得られる情報はごく
限られたものであった。本研究の成果に
より、べん毛モーターの作動原理に関す
る理解が大きく進むことが期待できる。 
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図３．サルモネラべん毛モーターの 
回転速度－トルク特性 

野生型（黒）と変異型（MotB(72-100), 
赤）の結果を示す。回転数が速くなるに
つれて、変異型のトルクは急激に減少す
る。MotB ペリプラスム領域の欠損によ
り、固定子アッセンブリの安定性が低下
したと考えられる。 

図４．回転速度のゆらぎ  
野生型サルモネラに機能不全固定子
MotB(D33N)を発現させた結果を示す。
シンボルの色の違いは、MotB(D33N)の
発現量の違いを示す。MotB(D33N)が多
く発現するほど、回転速度（ω）は遅く、
速度揺らぎ（σ/ω）が大きくなる。 
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