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１．研究計画の概要 
生体分子モーターの作動機構を明らかにす
るために、駆動機構の解明と制御機構の解明
は車の両輪である。分子モーターの制御とは、
モーター分子の原子レベルでの動きの制御
である。これを理解するために、回転軸（・
サブユニット）側からの研究と、外的要因の
研究を同時平行して実施する。特に、(1) ・
サブユニットの構造変化による回転制御を 1
分子レベルで解析し、正確な角度解析により
軸受け側の・サブユニットの構造と停止位
置の対応付けを行う。また、磁気ピンセット
技術を用いて、停止と回転に要する力を実測
する。さらに、制御時に起こる構造変化を立
体構造レベルで解明し、制御と構造の関連付
けを行なう。(2) 内在性阻害因子である・サ
ブユニットの機能を、阻害にかかる力の測定
と分子構造の変化の両面から検証する。さら
に内在性阻害因子の構造変化と膜ポテンシ
ャルの関連付けを行う。(3) 外来因子による
ATP 合成酵素の再活性化の分子機構を調べる
ことで、回転調節の分子機構を明らかにする。 
 
２．研究の進捗状況 
(1) 植物型 ATP合成酵素の・サブユニットの
酸化還元制御による回転調節機構の詳細を
明らかにするために、シアノバクテリア ATP
合成酵素に変異導入し、回転と停止の詳細
(特に停止位置の解明）を一分子レベルで明
らかにすること、および磁気ピンセットを用
いて停止のからの回復について解析した。酸
化状態で酵素活性が低く抑えられる条件で
は、γサブユニットが ADP 阻害と同じ位置で
高頻度で停止することがわかった。この回転

制御に直接関与するγサブユニットの領域
が、葉緑体型 ATP 合成酵素のみに挿入されて
いる 30 アミノ酸長の配列にあることを明ら
かにした。さらに、この配列を削除した変異
体およびその変異体を持った変異株シアノ
バクテリアを解析することによって、制御の
生理的な意味についても重要な知見を得る
ことができた（論文準備中）。 
(2) 葉緑体型 ATP合成酵素に特異的に働くテ
ントキシンによる阻害と活性促進について
も、一分子レベルで詳細な解析を行い、酵素
のどのような変化が活性変化に影響するの
かを明らかにした。さらに、この阻害の解析
から、テントキシンが ATPase 反応の生成物
である ADPの酵素からの遊離段階を特異的に
阻害することや複数分子のテントキシンが
酵素の結合した時に起こる活性化の原因を
特定することに成功した。 
(3) 細菌型 ATP 合成酵素を用いた回転１分
子観察実験では、阻害状態がはっきりと見ら
れなかった。一方、生化学的な解析から、細
菌型である好熱菌 ATP 合成酵素では、阻害型
から活性型への転換が起こると、構造変化を
起こしたεサブユニットへ ATPの結合が起こ
り、これにより阻害型への再転換が起こりに
くくなっている事が明らかになった。このこ
とが、植物型と比較して細菌型ではεサブユ
ニットの阻害効果が弱い事の一因と考えら
れる。この知見をふまえ、細菌型 ATP 合成酵
素の阻害状態をより詳細に解析するために、
ATP 結合能を持たず、阻害効果の強い変異体
εサブユニットを用いた回転１分子解析に
着手した。 
(4) 植物型および細菌型のεサブユニット
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の機能の違いを明らかにするため、シアノバ
クテリア由来のεサブユニットおよびその
一部を植物型にしたものについて、ＮＭＲに
よる溶液構造の解析を行った。その結果、ε
サブユニットの C末側のヘリックス部分が阻
害活性だけでなく、酵素に対する親和性にも
重要な役割を果たしていること、2 本のヘリ
ックス部分およびこれらを結合しているル
ープ部分には生物間で多様性があることな
どを明らかにした（論文投稿中）。 
 
３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している。 
 研究計画は、当初予定した研究項目につい
て順調に進行していると判断している。シア
ノバクテリアの ATP合成酵素を用いた研究に
おいては、形質転換が予想以上に時間を要す
ることなどが、多少の計画の遅れの原因とな
っている。特に、ATP 合成酵素は生体にとっ
て最も重要な酵素のひとつと考えられ、これ
に変異を導入することは、細胞内のエネルギ
ーバランスに直接影響を与えることが予想
される。しかし、これまでの 3年間でγサブ
ユニットによる酸化還元制御、レドックスに
関わらない挿入配列の役割、およびεサブユ
ニットの C末端ヘリックス構造の生理的な役
割について、その重要性を解明することに成
功した。論文発表が少ないが、上記の成果に
ついては、それぞれについて論文準備中ある
いは投稿中であり、本年度中には目標を達成
できるものと予想している。 
 
４．今後の研究の推進方策 
 本研究では、ATP 合成酵素の回転制御に特
化して、研究計画を提案した。これまでの一
連の研究で制御に関わる分子の詳細は生化
学的にはかなり解明することが出来たが、実
際に酵素上で何が起こるかを明らかにする
ためには、立体構造の解析が必須である。特
に、我々が昨年明らかにしたテントキシンに
よる阻害が ATP結合待ちの状態で酵素の回転
位置を制止することは重要である。これまで
ATP 合成酵素について報告されている全ての
結晶構造は、いわゆる ADP 阻害位置で停止し
ているものであり、γサブユニットと周辺の
βサブユニットの相互作用状態は同じであ
った。テントキシンにより阻害された酵素は、
唯一異なる構造を示すことが期待され、残り
の 2年間でこの構造の解明に全力を挙げて取
り組む。 
 一方、回転制御については、葉緑体型、細
菌型それぞれに特徴的な制御機構を明らか
にすることが出来たので、今後、磁気ピンセ
ットを用いた力学測定を行い、酵素分子の回
転に対してそれぞれの制御機構の寄与を明
らかにする。 
 

 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
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