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研究成果の概要（和文）：ATPをエネルギー源として駆動する回転モータータンパク質F1-ATPaseのβサブユニッ
トの構造変化の仕組みを明らかにすることを目的とする。βサブユニットと配列・構造が似ているが構造変化能
を持たないαサブユニットと比較することにより、リン酸結合部位であるP-loop (GxxxxGKT/S)のxxxxに対応す
る残基の違いが構造変化に重要なのではないかと考え、βのP-loopにおいてそれらの残基をαのものに変異した
ときの構造変化能に及ぼす影響を、分子動力学シミュレーション、１分子回転計測実験等を用いて調べた。その
結果、βサブユニットのP-loopに組み込まれている構造変化の仕組みを解明した。

研究成果の概要（英文）：F1-ATPase is a rotary molecular motor utilizing ATP as an energy source. In 
this study, we aimed to reveal the mechanisms of conformational change of the beta-subunit. On the 
basis of comparison of the beta-subunit with the alpha-subunit that does not change its conformation
 upon ATP binding, we hypothesized that the sequence difference in the xxxx region of P-loop 
(GxxxxGKT/S), a phosphate-binding motif, may play an important role for the conformational change. 
We investigated the impact of the sequence in the xxxx region on the conformational change by 
mutating the sequence from beta to alpha, performing molecular dynamics simulations, single-molecule
 experiments, etc. These results illuminate how the beta-subunit encodes its conformational change 
in the P-loop.

研究分野：タンパク質分子デザイン

キーワード： タンパク質分子デザイン　分子モーター　F1-ATPase　構造変化　P-loop　分子動力学シミュレーション
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研究成果の学術的意義や社会的意義
F1-ATPaseはほぼ全ての生物が有し、生命のエネルギー源であるATPを合成する酵素である。F1の構造変化の仕組
みを理解することは、生命の制御・設計という観点において、F1の構造変化、すなわちATP合成を制御する技術
を構築する上で重要となる。また、F1-ATPaseの構造変化の仕組みを理解することで、蛋白質の構造変化原理の
普遍的な理解と、さらには構造変化するタンパク質のデザイン原理の解明につながる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 自然界のタンパク質は長い年月をかけて進化した結果の産物であることから、それらを解
析するのみでは、そのタンパク質の構造構築原理、機能発現原理を解明することは難しい。そこ
で、それらの原理に関して様々な仮説を立てながら、計算機を用いて合理的に、自然界のタンパ
ク質分子を大きく改造、あるいは、完全にゼロからタンパク質分子をデザインした後に、それら
が実際にどのように動作するのか実験により調べることにより、その動作原理を解明するアプ
ローチが重要になってくる。 
 
(2) これまでの新規機能性タンパク質分子は、自然界のタンパク質構造を鋳型として、主鎖構造
はそのままに側鎖構造のみを変えることで作られてきた。しかし、鋳型として用いている自然界
のタンパク質構造は進化の結果、ある機能を発現することに最適化されてきた構造であるため、
高い活性を持つ新規機能性タンパク質を生み出すことは困難であった。その一方で、我々の研究
により、タンパク質の構造構築原理が明らかになり、主鎖を含めてゼロから望みの立体構造をデ
ザインすることが可能になってきた。そこで、このデザイン手法を更に発展させ、望みの機能性
タンパク質分子をゼロから自在にデザインする技術を確立し、将来的には、主鎖構造を含めてゼ
ロからモータータンパク質のような機能性分子をデザインすることを目標に、本研究では、回転
モータータンパク質 F1-ATPaseを改造することによりその動作原理に迫った。 
 
２．研究の目的 
これまでに我々が開発したタンパク質構造のデザイン手法を用いて、計算機により合理的に
ATPをエネルギー源として駆動する回転モータータンパク質 F1-ATPaseを改造し、その動作原
理を明らかにする。F1-ATPaseは、およびサブユニットが交互に３つずつ並んだ６量体のリ
ング構造とその中心を貫く回転子であるサブユニットから成り、３つのサブユニットが協同
しながら順番に ATPを結合・加水分解することにより、自身の構造を大きく変化させ、サブユ
ニットを回転させている。この F1-ATPase の回転運動における最も重要な原動力であるサブ
ユニットの構造変化はどのようにサブユニットの立体構造中に組み込まれているのだろう
か？本研究では、特に、サブユニットの構造変化の源である、リン酸結合部位 P-loop―B helix
―hinge-loopに着目して改造を行い、F1-ATPaseが ATPを加水分解して構造変化する分子機構
を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
サブユニットの構造変化は、リン酸結合部位である P-loop(GxxxxGKT/S, x:任意のアミノ酸)に
ATPが結合・加水分解・生成物の解離をすることにより、P-loopが構造変化を起こすことに端
を発している。なぜサブユニットでは ATPを結合しても P-loopは構造変化しないのに対して、
サブユニットの P-loopは構造変化するのだろうか？我々は、P-loopの xxxxに対応する残基の
違いが P-loop の構造変化に重要なのではないかと考え、主に以下３つの方法でこれらの配列の
構造変化に及ぼす影響を検証した。 
 
(1) サブユニットの野生型、サブユニットの野生型、サブユニットの P-loopの xxxxを１残
基ずつサブユニットの配列に変えたもの、サブユニットの P-loop の xxxx 全てをサブユニ
ットの配列に変えたもの、について分子動力学シミュレーションを行った。P-loop を構成する
残基ごとの二面角分布や相互作用を解析することにより、どの変異がどのような相互作用によ
って P-loop構造に影響を及ぼしているのかを残基単位で検証した（古賀グループ・古賀理恵が
実施）。 
 
(2)P-loopの xxxxに対応する残基が P-loopの構造変化、ひいては、サブユニット全体の構造
変化に及ぼす影響を実験的に検出する方法のひとつとして１分子回転計測実験を行った。１分
子回転計測実験は３つのおよびと１つのサブユニットから成る複合体のサブユニットの回
転を計測することから、必ずしもサブユニットの構造変化能を直接反映するわけではない。し
かしながら、サブユニットの構造変化能を間接的に観測する手段として有効だと考え、１分子
回転計測実験を実施した。そこで、サブユニットの P-loopの xxxxを１残基ずつサブユニッ
トの配列に変えたもの、サブユニットの P-loopの xxxx全てをサブユニットの配列に変えた
ものについて１分子回転計測実験を行った（改造 F1の発現・精製は古賀グループ・古賀理恵が
実施、１分子回転計測実験は野地グループ・上野博史が実施）。 
 
(3) サブユニット単体での構造変化能を実験的に直接観測するため、P-loopの xxxx全てをサ
ブユニットの配列に変えたものについて、X線結晶構造解析を行った（古賀グループ・古賀理恵
が実施）。 
 
４．研究成果 
(1) F1-ATPaseの回転運動における最も重要な原動力であるサブユニットの構造変化はどのよ
うにサブユニットの立体構造中に組み込まれているのだろうか？なぜサブユニットはATPを
結合するだけで構造変化しないのか？本研究では、当初、サブユニットの構造変化の源である



リン酸結合部位 P-loop―B helix―hinge-loopの構造を、とサブユニットで比較したときに
hinge-loop の形状や長さがとで顕著に異なるため、hinge-loop が構造変化に重要なのではな
いかと考えた。そこで、サブユニットの hinge-loopをサブユニットの hinge-loopに改造して
１分子回転計測実験を行った。しかしながら、回転速度は野生型の半分に落ちただけであり、こ
の結果から、サブユニットの hinge-loopは ATP結合・解離に伴って構造変化するが、それは
ATP結合・解離に伴う P-loopの構造変化に伴い付随して起こるものであり、hinge-loopが構造
変化の主要な駆動力発生装置ではないことが明らかになった。そこで、ATP 結合・解離に伴っ
て直接的に構造変化する P-loopに着目して、サブユニットの構造変化の仕組みを探った。 

(2)とサブユニットの P-loopを比較してみると、図１のように、ATP結合によって、サブユ
ニットの P-loop 構造は”Closed”のまま変わらないのに対し、サブユニットの P-loop 構造
は”Open”から”Closed”へと変化することがわかる。
また、とサブユニットの P-loop(GxxxxGKT/S, x:
任意のアミノ酸)の配列を比較すると、F1-ATPase
全ての種において、xxxx に対応するアミノ酸配列
が、サブユニットでは GAGV で保存されており、
サブユニットでは DRQTで保存されていた。そこ
で、これらの配列の違いが P-loopの構造変化の有無
に重要なのではないかと考え、とサブユニットの
P-loop の結晶構造を Ramachandran plot を用いて
表現し、配列と構造の違いを比較したところ、サブ
ユニット xxxx の最初の x が Open 構造のときに取
る二面角はアミノ酸配列が GLY でしか取り得ない
領域にあることがわかった。そのため、サブユニットの最初の xが GLYであることが P-loop
の構造変化に重要なのではないかと推測した。 
 
(3) サブユニットの最初の xが GLYであることの P-loop の構造変化における役割を調べるた
め、分子動力学法を用いて、① P-loop の xxxx が DRQT であるサブユニットの野生型、② 
xxxxが GAGVであるサブユニットの野生型、③ サブユニットの P-loopの xxxxを１残基ず
つサブユニットの配列に変えたもの、④サブユニットの P-loopの xxxx GAGV全てをサブ
ユニットの配列 DRQT に変えたもの、について ATP なしでns のシミュレーションを行っ
た。これらの結果を二面角分布等を用いて解析したところ、最初の xが GLYであるかどうかで
最初の xの二面角分布が異なり、その二面角分布の違いが、ATPなしで最初の xが GLYの場合
は図１左の水色のような P-loop 構造を、最初の x が GLY 以外の場合は図１右の薄緑のような
P-loop構造を生み出していることを明らかにした。 
 
(4) サブユニットの最初の xが GLYであることが P-loopの構造変化、ひいては、サブユニッ
ト全体の構造変化、そして最終的には、サブユニットの回転に及ぼす影響を１分子回転計測実
験を用いて調べた。① サブユニットが野生型であるもの、② サブユニットの P-loopの xxxx 
GAGV全てをサブユニットの配列 DRQTに変えたサブユニットを用いたもの、③ サブユニ
ットのP-loopの xxxxを１残基ずつサブユニットの配列に変えたサブユニットを用いたもの、
について ATPを用いて回転速度を計測した。また、これら全てに対して基質として ATPSを用
いた場合の回転計測実験も行い、回転速度の変化が ATPの加水分解速度の変化に起因するのか
どうかを調べた。その結果、表１の上段に示したように、サブユニットの P-loopの xxxx全て
をサブユニットの配列に変えた変異体の回転速度は野生型の倍にまで落ちていた。また、
その変異体の回転速度をTPS を用いて測定した下段の結果は、基質を変えたことによる回転
速度への影響が野生型の場合より小さいこと、つまり、回転速度が落ちた原因は ATPの加水分
解速度が落ちたからではなく、その他の過程の速度が遅くなったことを示していた。ATP 加水
分解に関わらない残基の置換によってこれほどまでに回転速度が遅くなった変異体の例はこれ
まで我々の知る限りない。次に、xxxxのどの残基が回転速度の減少に効いていたかを調べるた
めに、サブユニットの P-loopの xxxxを１残基ずつサブユニットの配列に変えて同様の実験
をしたところ、表１に示すように、X2 (2番目の x) の ALAを ARGに変えると回転速度は野生
型の 1/23 倍にまで落ちたが、その回転速度の減少は ATP 加水分解速度を遅くしたことに起因
していた。X1 (最初の x) の GLYを ASPに変えると加水分解以外の要因で回転速度が野生型の
1/17 倍にまで落ちること
がわかった。この結果は、
最初の xがGLYであるこ
とが P-loopの構造変化、
ひいては、サブユニット
の構造変化に重要である
ことを示唆している。

(5) サブユニットの最初の xが GLYであることが P-loop の構造変化に重要であるならば、そ
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の配列をサブユニットの配列 ASP に変えたら、ATP を結合しない条件下でサブユニットの
ように Closed 構造を取るはずである。そのことをサブユニット単体で直接観測するために、
まずは、P-loopの xxxx 全てをサブユニットの配列に変えたサブユニット単体の X線結晶構
造解析を試みた。その結果、これまでに結晶と回折データを得ることに成功した。
 
F1-ATPase の構造変化メカニズムに関して、アポ・ホロ型の結晶構造を比較することで、結果
的に構造変化した部分を特定し構造変化のメカニズムを推測することや、分子動力学シミュレ
ーションを行うことで、どの残基がどのような順番で構造変化するのかが調べられてきた。しか
しながら、構造変化を引き起こす鍵となる残基を予測し、実際にそれらの残基を他のアミノ酸に
変えたときに F1がどのように振る舞うのかを、分子動力学シミュレーションと１分子観測実験
等を用いて観測し、その構造変化への影響について言及した研究は少ない。本研究は、そのよう
な改造して理解するというアプローチにより F1-ATPaseの構造変化メカニズムの一端を解明し
た点が斬新である。今後は、本研究で得られた主鎖構造の大きな変化を伴う構造変化メカニズム
に関する知見を、構造変化するタンパク質のデザインに役立たせたい。 
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