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１．研究実施の概要  

（相沢Ｇ） 

べん毛モーターのトルク発生はプロトン駆動力をエネルギー源として回転子と固定子の

間で起こるといわれている。固定子は MotA と MotB の 2 種類の膜タンパク質の複合体で

できており、回転子は FliG,FliM,FliN の 3 種類のタンパク質からなる筒状あるいは傘状構

造体である。モーター成分のうち固定子側の MotAB に関しては主に本間グループが担当し、

回転子側の FliGMN に関しては主に相沢グループで解析を進めてきた。 
相沢グループでの昨年度の機能計測は、従来から計測に用いられていた回転子の構成遺

伝子から出た変異体が実は温度感受性変異体であるとの発見から始まった。すなわち、こ

れまで数グループで計測に用いられた fliGMN の Mot-変異体は常温ではべん毛が回転しな

いが、低温（２０℃）で培養すると回転することがわかった。特に、従来想定されていた

トルク発生部位とは異なる部位が温度にきわめて敏感であり、温度の上昇下降に反応して

すばやく回転速度を変えることから、この新たに発見された部位がトルク発生に直接関与

している可能性が示された。この部位は電荷を帯びたアミノ酸ばかりではないので、従来

からの仮説である静電的力によるトルク発生という図式は必ずしも正しいとは言えなくな

ったことである（論文投稿中）。このことは本間グループによる、MotAB および FliGMN
のトルク発生に関与しているとされる５つの電荷アミノ酸をすべて中性アミノ酸に置換し

てもべん毛は回転したという実験事実とも呼応して、べん毛モーターのトルク発生メカニ

ズムに関して新たな仮説が必要であることを示している。 
さらに、一昨年度に作成した FliG-GFP 融合タンパク質をもつべん毛モーターの回転を

蛍光顕微鏡で観察を始めた。FliG-GFP の他にも FliM-GFP と FliN-GFP を作成し、さら

に蛍光タンパク質は GFP のみならず、YFP（黄色）、CFP（赤色）との組み合わせもでき

ているので、それぞれのタンパク質を異なる色で染め分けして観察した。実験では蛍光タ

ンパク質との融合タンパク質である FliG、FliM、FliN はいずれも輝点として細胞内に局

在し、しかもその菌体も泳いでいることが観察された。次に、それぞれの融合タンパク質

をもつ菌体のテザードセルを作り、その回転中心と融合タンパク質の輝点とが一致するこ



とを確認した。さらに 2 種類の異なる色をもつ融合タンパク質（FliM-GFP と FliN-YFP）
を同時に発現させて、同様な実験を行い 2 つの輝点が一致して回転することを確認した。

その輝点はあまりに小さいので、それが回転しているかどうかを計測するのは容易ではな

い。しかし、我々の作成した融合タンパク質は GFP がリンカーなしに直接スウィッチ・タ

ンパク質に付いているため、さほど自由度が高いとは思えない。発現量を人為的に下げる

と融合タンパク質からの輝度が極端に低下するため、それが C リングの一部に入ったかど

うかは今のところ断定できない。 
 

（本間Ｇ） 

 E. coliでは、プロトンがチャネルを通るとステーターのタンパク質である MotAとローターのタンパ

ク質のひとつである FliG の荷電アミノ酸残基間で静電相互作用が起こり、これが回転に重要であ

ると考えられている。 しかし、これらの荷電アミノ酸残基とその近傍にあるいくつかの荷電アミノ酸

残基をすべて中性化した変異体は、いずれも V. alginolyticus で機能した。つまり、変異させたア

ミノ酸の電荷はナトリウムイオン駆動型べん毛モーターにおける回転力発生には必須でないと考え

られる。この理由について考えられることのひとつとして、V. alginolyticus では、プロトン駆動型と

は異なる、ローターまたはステーターの荷電残基がモーターの機能に関わっているということが挙

げられる。そこで、E. coli には保存されておらず、ナトリウムイオン駆動型である V.  alginolyticus
には保存されている荷電アミノ酸残基の中で、PomA の C 末端にあるものに特に注目した。また、

極べん毛モーターの固定子サブユニット PomA、PomB に緑色蛍光タンパク質（GFP）を融

合し、そのパートナーサブユニットと共発現させて観察すると、菌体のべん毛が生えてい

る極に GFP の蛍光ドットが見られる。これは、GFP 融合固定子タンパク質複合体が極毛モ

ーター内に組込まれていることを示していると考えられるが、これについて検討を行った。 

 

２．研究実施内容  

（相沢Ｇ） 

 C リングたんぱく質 FliGMN のトルク発生の関与の度合いを調べた。特に現在トルク発生の中心

部位と考えられている FliG の解析を行った。これまで古くから(80 年代から)また多くのグループで

研究し尽くされた感のある fliGMN の Mot-変異体のすべてについて再度顕微鏡観察を行ったとこ

ろ、その大部分が低温で泳いでいることがわかった。個々の温度感受性株を分類し、温度変化に

対して特に敏感なグループを見出し、それらを過敏感温度感受性株とした。それらはすべて FliG

であった。 

一般に温度感受性株は低温で培養すると正常な機能を発揮するメーターが構築され、その後

温度を上げてもその性能は変わらない。また、それらを高温で培養した場合、機能しないモーター

が構築され、その後に温度を下げても機能を回復しない。すなわち、これらの変異はべん毛モータ

ー構築時の温度によってたんぱく質の 2 状態のどちらか一方に偏った立体構造をとり、一度構築さ

れた構造は安定であることがわかる。一方、我々が新たに発見した過敏感温度感受性株は、低温



で培養すると機能を持ったモーターを構築するが、このモーターはその後温度変化させると、その

温度に応じて速度を変化させる。すなわち、このたんぱく質の過敏感部位は通常の温度感受性株

の持つ固定化した 2 状態ではなく、構造が出来上がった後も運動の自由度を維持し続けることの

できる。そして、その運動性は温度を直接反映するので、直接トルク発生に関与している部位であ

ると考えられる。その部位を下図に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（べん毛モーターたんぱく質 FliG の分子模型図） 

図中で、うすい黒丸が通常の温度感受性部位、濃い黒丸が過敏感温度感受性部位、また白抜

き丸は従来から提案されているトルク発生部位である。従来の５つの部位と我々の発見した３つの

部位が微妙にずれていることがわかる。また、これらの新たな部位のアミノ酸残基は２つ(244D と

273K)が電荷をもっているが１つの部位は電荷をもたない（236F）。また、これらの部位が変異後に

とるアミノ酸残基はそれぞれ F236V、D244Y、K273E となり、電荷の関与が必ずしも重要ではないこ

とを示唆している。今後、この新たな部位に人為的に変異を導入し、その作用を詳しく観察すること

で、べん毛モーターのトルク発生メカニズムに関して新たなモデルが提案できるものと考えている。 

 

（本間Ｇ） 

 固定子タンパク質は完全なべん毛構造が構築された後でもモーターに組込まれモーター

の回転力を発生させる。それらモーター蛋白質が、機能的モーターに形成されていくのか

を知ることは、回転機構解明に大きく寄与する。エネルギー変換に最も重要だと考えられ

ている固定子タンパク質 PomA と PomB の N 末端に緑色蛍光タンパク質（GFP）を融合し

たタンパク質（GFP-PomA，GFP-PomB）の生菌中での局在を追跡している。GFP 融合固定

子タンパク質は細胞の極に顆粒状の蛍光として観察された。この蛍光顆粒が，べん毛構造

に依存的に観察されることから，べん毛に組込まれた固定子タンパク質を観察できている

ものと考えられる。また、蛍光顆粒が PomA と PomB のお互いを必要とすること、その組

込みあるいは固定に B サブユニットの C 末端領域が必須であることを明らかにしている。



さらに、固定子複合体の組込みに対する MotX および MotY の関与を、MotXY のが基部体

に存在するという新しい事実とともに明らかにした。次に、ナトリウムイオンの結合部位

とされている PomB の Asp24 残基を Cys 置換した変異体を発現させた菌では、GFP-PomA
が極局在しないという結果を得た。これはナトリウムイオンのステーターへの流入が、ス

テーターの極局在に関与する可能性が示唆している。そこで野生型の GFP 融合ステーター

を発現する菌をナトリウムイオンの代わりにカリウムイオンで置き換えた培地に懸濁した

ところ、モーターは回転せずステーターは極局在しなかった。また、ナトリウムイオンが

存在しない培地中の菌をナトリウムイオン濃度が 500mM の培地に再懸濁すると、ステー

ターの極局在が復帰することが観察された。さらにナトリウムイオン濃度を様々に変化さ

せて観察したところ、ナトリウムイオン濃度とステーターの極局在率の間に相関関係があ

ることがわかった。これに対し、GFP 融合 FliG タンパク質(ローター構成因子の一つ)はナ

トリウムイオン濃度によらず菌体の極に局在した。以上のことから、ナトリウムイオン依

存的にステーターの極局在が起こることが初めて示された。ナトリウムイオンがステータ

ーに結合することで、ステーターがローターの周囲に集合できるような構造に変化するの

かもしれないと考えている。さらに、回転子の GFP-FliG と固定子の GFP- PomA、および、

GFP-PomB について、CFP や YFP などの FRET による観察が可能な蛍光蛋白質を GFP の代

わりに融合した融合タンパク質を作成し、機能が正常であるのか、蛍光を発するのかなど

の基本的な性質を調べた。PomA の C-末端に存在する荷電残基８種類の変異体（PomA-K203E、

R207E、D209K、E211K、R215E、D220K、R232E、D235E）を調べた。海洋性ビブリオ菌

において、変異により運動能を示さなくなった PomA-K203、R215、D220 はいずれも大腸

菌には保存されていないアミノ酸残基で、これらはまた大腸菌ハイブリッドべん毛モータ

ー内でも機能しなかった。従ってこれらの変異は、固定子の機能に重要だと思われる。

PomA-R207E 変異体は、ビブリオ菌で発現させるとあまり機能せず、大腸菌ハイブリッド

モーター内ではさらに機能が失われた。これは、回転子側の FliGEV との組み合わせに問題

があると推測している。大腸菌ハイブリッドモーターの中でのみ運動能を完全に失った変

異体は PomA-E211K、R232E だった。これらは、PomA タンパク質の検出結果から大腸菌ハ

イブリッドモーターでは PomA が分解されやすくなっているのかもしれない。もしくは、

ビブリオ菌では機能が低下しなかったのは、ビブリオ菌のべん毛モーターにのみ存在する

MotX、MotY の影響によるのかもしれないと考えられた。C 末端にある荷電残基の重要性

は示すことが出来たが、役割については今後の課題である。 

 



３．研究実施体制  

（１）「相沢」グループ 

①研究者名 

相沢 慎一（県立広島大学大学院生命システム科学専攻 教授） 

②研究項目 

・「べん毛モーター回転子の３成分タンパク質の回転様式」 

概要：サルモネラ菌のべん毛モーターの回転子は FliG,FliM,FliN の 3 種類のス

ウィッチ･タンパク質から構成されている。これらのタンパク質の変異か

ら出た温度感受性株の行動解析により、FliG の C 端領域にトルク発生部

位が存在することを突き止めた。これは従来から言われている部位とは異

なっている。また、この部位は温度に敏感で 25℃から 30℃に変化させる

と速度が落ち、温度を再び 25℃に戻すと元の速度に回復する。この部位

のトルク発生への直接関与を示唆するものであると考えている。 
我々はそれぞれのスウィッチ・タンパク質に蛍光タンパク質 GFP をくっ

つけた融合タンパク質を作製し、それらがテザードセルの回転中心にある

ことを確認した。また FliM と FliN の２色発現系でこれらのタンパク質

が同じく回転中心に存在することも確かめた。しかし、融合タンパク質を

輝点として観察することはできても、高速回転であるためにその回転を直

接見ることは難しい。そこで上記の温度変異感受性株を用いて同様の計測

を行っている。この低回転モーターは温度を変化させると、それにつれて

速度も変化するので回転変動を輝点の揺らぎとして捕らえるのに役立つ

であろう。 
 

（２）「本間」グループ 

①研究者名 

本間 道夫（名古屋大学大学院理学研究科 教授） 

②研究項目 

・「Mot 複合体の構造機能解析および細胞膜上での分布解析」 
概要：大腸菌 H+駆動型べん毛において、回転子 FliG と固定子 MotA 間の荷電アミノ

酸残基を介した相互作用がトルク発生過程に重要であるという静電的相互作

用モデルが提唱されている。V. alginolyticus の Na+駆動型モーターでは、

回転に必須な膜タンパク質として PomA、PomB、MotX,、MotY が同定されてい

る。V. alginolyticus の Na+駆動型モーターの回転子の FliG に GFP を融合さ

せた蛋白質が機能的であることを示し、べん毛基部に GFP による蛍光ドット

を観察した。回転子の FliG に GFP を融合した状態でも機能性を有する状態で

蛍光部位を中心に回転することを確認し、相沢チームの研究を補完している。



この系での蛍光ドットの運動を調べて、超分子複合体の膜上での動きをモニ

ターする。 
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