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研究成果の概要（和文）：極限環境微生物由来の蛋白質を対象に，ATP およびその関連化合物

の結合・分解の分子機構の解明を目指した。具体的には，水和に影響する高塩濃度や高温・低

温に生息する極限環境微生物の ATPase やその他の関連蛋白質を対象とした生化学・熱力学実

験を行った。さらに理論系メンバーと連携して，水和の視点から ATP 等の結合・分解の分子機

構に迫った。その結果，高塩菌や好熱菌由来の ATP などの分解に関わる蛋白質の機能を明らか

にした。 
 
研究成果の概要（英文）：This study is aimed at elucidating the molecular mechanism of extremophilic 
proteins that bind and hydrolyze ATP and its related compounds.  Specifically, biochemical and 
biophysical experimentations have been carried out using ATPase and its related proteins from 
extremophies living in high salt concentrations and high and low temperatures, which seem to affect on 
the hydration conditions.  In addition, collaborating with theoretical teams, molecular mechanisms for 
ATP binding and hydrolysis were investigated in the aspects of hydration.  As a result, protein 
mechanisms have been clarified through ATP hydrolyzing proteins from halophiles and thermophiles. 
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１．研究開始当初の背景 
ＡＴＰ関連化合物の代謝に関わる蛋白質

は，ヌクレオチドの結合に伴って，その構造
が大きく変化することが知られている。この
ことにより，ＡＴＰ結合に伴い，自由エネル
ギーが変化し，水和状態も変化することが予
想される。 

 

２．研究の目的 
 本研究は，ＡＴＰ結合に伴う水和状態を反
映する熱力学量である熱容量を測定し，それ
が蛋白質の構造にどのように影響するのか
を明らかにすることを目的とする。特に本研
究では，水和状態が標準状態とは大きく異な
ると考えられる高塩濃度下や高温・低温環境
に生息微生物由来の酵素を対象とすること

機関番号：１５４０１ 

研究種目：新学術領域研究 

研究期間： ２００８ ～ ２０１２  

課題番号：２０１１８００５ 

研究課題名（和文） ATP の合成と分解に関わる蛋白質の機能解析 

                     

研究課題名（英文） Studies on function of proteins synthesizing and hydrolyzing ATP

 

研究代表者 三本木至宏（SAMBONGI YOSHIHIRO） 

   広島大学・大学院生物圏科学研究科・教授 

 

 研究者番号：10222027 



 

 

を特色とする。得られる実験結果を，領域内
の統計熱力学・溶液化学の理論家と共有し，
ＡＴＰ関連蛋白質とヌクレオチドの相互作
用機構における水の役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）高度好塩性古細菌 Haloarcula japonica に
よる ATP およびピロリン酸（PPi）分解 

a) 高塩濃度下で H. japonica 膜画分を
用いた ATP 分解活性測定系を構築
する。 

b) 高塩濃度下で H. japonica 可溶性画
分を用いたPPi分解活性測定系を構
築する。なお，PPi とは，ATP の高
エネルギーリン酸結合を有するモ
デル化合物であり，理論研究の対象
として精力的に研究がされている
低分子化合物である。 

c) 等温滴定カロリメトリーにより，高
塩濃度下でのPPi分解の反応熱を測
定する実験系を構築する。 

（2）好冷好圧細菌 Shewanella violacea の
ATPase とシトクロム c 

a) 高塩濃度下で S. violacea 膜画分の
ATP 分解活性測定系を構築する 

b) S. violacea 膜画分から新規 ATPase
を可溶化・精製する方法を確立する。 

c) S. violacea 可溶性シトクロム c の安
定化機構を解明する。 

2. 好 熱 性 細 菌 Hydrogenophilus 
thermoluteolusのATP合成酵素とシトクロ
ム c’ 
a) H. thermoluteolus 膜画分由来の ATP

合成酵素を精製し，高温で活性を持
ち得るかどうか明らかにする。 

b) H. thermoluteolus 可溶性画分由来の
シトクロム c’を精製し，蛋白質とヘ
ムとの結合様式を解明する。 

c) シトクロム c’の安定性を測定し，構
造に関する知見をえる。 

3. 各種シトクロム c に対する共溶媒効果 
a) 超好熱菌由来シトクロムcの折り畳

み構造形成に関わる疎水性相互作
用の効果とヘムの役割を明らかに
する。 

b) 理論計算に基づく蛋白質安定化に
資するファンデルワールス相互作
用・静電相互作用・排除体積効果の
影響と常温菌シトクロムcを用いた
実験的検証を行う。 

 
４．研究成果 
（1）高度好塩性古細菌 Haloarcula japonica に
よる ATP および PPi 分解 

d) H. japonica 膜画分の ATP 分解活性
は，高塩濃度下（～3M Na2SO4）で
発現することを明らかにした。 

e) H. japonica 可溶性画分の PPi 分解活
性は高塩濃度下（～4M NaCl）で発
現することを明らかにした。 

f) NaCl 存在下で PPi 分解の反応熱を
測定したところ，NaCl によって水
分活性が 1.0~0.8 の間で変化しても
PPi 加水分解の反応熱は変化しない
ことを明らかにした。 

4. 好冷好圧細菌 Shewanella violacea の
ATPase とシトクロム c 
a) S. violacea 膜画分の ATP 分解活性は，

高塩濃度下（～2M KCl）で最大と
なることを明らかにした。 

b) S. violacea 膜画分から上記 ATPase
を可溶化・精製したところ，本
ATPase は分子量 75kDa の新規酵素
であることを明らかにした。 

c) S. violacea 可溶性シトクロム c は，
同属の常圧菌由来のものよりも，安
定性が高いことを明らかにし，その
機構としては，ヘムと蛋白質間の相
互作用によることを突き止めた。 

5. 好 熱 性 細 菌 Hydrogenophilus 
thermoluteolusのATP合成酵素とシトクロ
ム c’ 
a) H. thermoluteolus 膜画分より ATP 合

成酵素の精製に成功し，本酵素が高
温（～65℃）での最大活性を示すこ
とを明らかにした。 

b) H. thermoluteolus 可溶性画分からシ
トクロム c’の精製に成功し，ヘム結
合の機構が大腸菌遺伝学を駆使し
て特異であることを明らかにした。
ヘムがなくても自発的に蛋白質が
折り畳み構造を形成する可能性を
示唆した。 

c) 上記のシトクロム c’は，他の相同蛋
白質に比べて，高い安定性を持つこ
とを明らかにした。その原因として，
本シトクロム c’が特異的に三量体
構造を形成することを挙げた。 

6. 各種シトクロム c に対する共溶媒効果 
a) 超好熱菌由来のシトクロムcの折り

畳み構造形成に関わる疎水性相互
作用の原因となるアミノ酸残基を
立体構造情報から特定し，それを変
異導入実験で実証した。さらに，領
域内の理論家である木下氏は，本シ
トクロムcの高い安定性を水のエン
トロピー利得によることを明らか
にした。 

b) 領域内の理論家である松林氏の計
算に基づく蛋白質安定化に資する
ファンデルワールス相互作用・静電
相互作用・排除体積効果の影響を，
常温菌シトクロムcを用いた実験的
検証で確かめることができた。 
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