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研究成果の概要： 
1. 大腸菌由来の FoF1-ATP合成酵素（EFoF1）のATP合成活性を多分子計測により徹底的に調べ、

回転子を構成するεサブユニットが ATP 加水分解時のみでなく ATP 合成時においても、基質

の結合と生成物の解離を抑制することを明らかにし、阻害の新規モデルを提案した。 
2. 基板支持人工脂質二重膜に再構成した EFoF1の回転（ATP 加水分解駆動）を直接可視化する

ことに成功した。さらに Foモーターのプロトン輸送が低下した変異体を作製し、プロトン輸

送律速の 36°ステップを直接観察することに世界で初めて成功した。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2006 年度 2,000,000 0 2,000,000 

2007 年度 800,000 0 800,000 

2008 年度 800,000 240,000 1,040,000 

年度  

  年度  

総 計 3,600,000 240,000 3,840,000 

 
 
研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：生物科学・生物物理学 
キーワード：1 分子計測・操作 
 
１．研究開始当初の背景 
研究開始当初、プロトン駆動力による ATP 合
成時の F 型 ATP 合成酵素（FoF1）の回転に関
しては、ドイツのグループが１蛍光分子間で
の共鳴エネルギー移動（１分子 FRET）を用
い、１）加水分解とは逆方向に回転すること、
２）１回転中に３つのステップが存在するこ
とを示していた（Diez et al., Nat Struct Mol 
Biol 2004）。しかしながら回転運動を直接観
察したわけではなく、回転ステップの時定数
が膜電位差、プロトン濃度差、ヌクレオチド
およびリン酸濃度にどう依存するのかは全

く明らかになっていなかった。V 型 ATPase
（VoV1）については１分子 FRET 法による知
見もなかった。  
尚、当初から、FoF1、VoV1の１分子計測は

申請者の所属グループを含む日本勢が世界
をリードしている。ATP 加水分解時の F1の回
転の直接観察（Noji et al., Nature 1997）、回転
のサブステップの検出（Yasuda et al., Cell 
1998; Nature 2001）、ATP の結合解離と回転の
同時観察（Nishizaka et al., Nat Struct Mol Biol 
2004）、力学的逆回転による ATP の合成（Itoh 
et al., Nature 2004）等がすべて日本で達成され



ている。さらに申請者のグループは、回転磁
気ピンセット法、フェムトリッターチャンバ
ー法等の独自に開発した１分子計測技術を
用い、さらに多くの知見を最近得ている
（Hirono-Hara et al., PNAS 2005; Rondelez et 
al., Nature 2005）。また ATP 加水分解時の V1
の回転の直接観察は申請者の共同研究者で
あるYokoyamaらによりなされ（Imamura et al., 
PNAS 2003）、回転機構が F1 と異なることが
示されている（Imamura et al., PNAS 2005）。 
 
 
２．研究の目的 
FoF1 および VoV1 がプロトン駆動力により回
転することを光学顕微鏡下で直接観察し証
明することを目的とした。具体的には、１）
プロトンが濃度差という統計的力によって
流れる場合と、電位差という力学的力によっ
て流れる場合で回転の挙動は同じなのか、
２）ＡＴＰ合成反応の機構はＡＴＰ加水分解
と同じなのか（図２）、に焦点を当て FoF1 と
VoV1 の回転機構を比較することを目的とし
た。さらに Fo または Vo単独での回転観察を
も目的とし、回転が膜電位差およびプロトン
濃度差にどう依存するか、特に Fo、Voはプロ
トン駆動力が熱ゆらぎのエネルギーと同程
度まで小さくなった場合にも一方向に滑ら
かに回転できるのかに焦点を当てた。 
 
 
３．研究の方法 
まず、井出ら（Ide et al., BBRC 1999）が開

発した水平平面膜法を改変し、ATP 合成酵素
のプロトン駆動力（細胞膜を介するプロトン
の濃度差と膜電位により形成）による回転運
動を直接観察する実験系の構築を行った。 

その後、ガラス基板に支持された脂質二重
膜に ATP 合成酵素を再構成する方法に変更
した。 

また並行して、試料の性質を生化学測定に
より徹底的に解析するとともに、より ATP
合成活性の高い改変 FoF1の作製を行った。 
 
 
４．研究成果 
平成 18 年度 
大腸菌由来 FoF1 および好熱菌由来 VoV1 の、
ATP加水分解駆動による回転の観察に成功し
た。しかしながら、１）回転の発見頻度が非
常に低い、２）回転速度に対する明確な膜電
位依存性がみられない、という問題点に突き
当たった。 

上記１）の問題点を解決するためにまず、
平面膜に再構成した ATP 合成酵素が機能を
保持していることの確認実験に取り組んだ。
具体的には、ATP 合成酵素の触媒部位に結合
した蛍光化 ATP（ADP）の解離が膜電位によ

って促進されるかを検証した。しかしながら、
明確な結論は出せなかった。 
また、上記２）の問題を解決するため、我々
が回転観察に用いている FoF1 の ATP 合成活
性を多分子計測により徹底的に調べた。ATP
合成活性の基質濃度依存性、プロトンの濃度
差および膜電位依存性を調べた結果、１）プ
ロトンの濃度差のほうが膜電位よりも ATP
合成の駆動力として効率的であること、およ
び２）ATP 合成に必要なプロトン駆動力には
閾値が存在しプロトン駆動力が 150mV 以下
ではほとんど ATP を合成しないこと、を明ら
かにした。 
 
平成 19 年度 
１）ガラス基板に支持された脂質二重膜の

作製、２）基板支持膜へのFoF1-ATP合成酵

素の再構成、３）再構成したATP合成酵素

のATP加水分解駆動による1分子回転観察、

４）基板支持膜を電気的にシールし膜電位

をかけるための微小開口電極の作製、を行

った。詳細を下記に示す。 
１） 基板支持膜の形成には、基板に結合さ

せた脂質膜小胞の乾燥および再水和を

用いた。様々な種類および組成のリン脂

質を試した。その結果DOPEの添加によ

り、面積数100μm2にわたる大きな脂質二

重膜をNi-NTA修飾ガラス基板上に再現

性よく形成させることが可能になった。 
２） ATP合成酵素の再構成には、a）ATP合

成酵素を再構成した膜小胞を、あらかじ

め形成させた基板支持膜に融合させる、

b）基板支持膜形成時にあらかじめ上記

のATP合成酵素再構成膜小胞を加えて

おく、の2つの方法を試した。その結果

、後者の方法で基板支持膜へATP合成酵

素を効率よく組み込むことが可能にな

った。 
３） 再構成したATP合成酵素は、Fo-cサブユ

ニットまたはF1-βサブユニットを介し

てNi-NTA修飾基板上に固定した。直径

200nmのラテックスビーズをプローブ

に用いてATP駆動による回転を1分子観

察した結果、以前の水平平面膜法を用い

た結果とは異なり、どちらの固定法でも

ATP飽和条件において、プローブの負荷

にのみ依存した高い最高回転速度が得

られた。この結果から、基板支持膜に再

構成したATP合成酵素の活性は阻害さ

れておらず機能を保持していることが

明らかとなった。 
４） 中央に円錐状構造を持つ金属板を鋳型

にし、直径20－30μm程度の開口を持つ

ポリジメチルシロキサン(PDMS)シート



５．主な発表論文等 を作製した。これを用いて基板支持膜を

電気的にシールすることを試みたが、数

メガオーム程度の抵抗値しか得られず、

膜電位の定量的な印加は困難であった。 
 
平成 20 年度 
大腸菌由来 FoF1（EFoF1）の ATP 合成活性

を多分子計測により徹底的に調べ、回転子を
構成するεサブユニットが ATP 加水分解時の
みでなく ATP 合成時においても、基質の結合
と生成物の解離を抑制することを明らかに
した。この成果は、酵素が触媒する化学反応
の可逆性を考える上で重要な成果であり、か
つ野生型よりも活性の高い（回転しやすい）
FoF1の作製に成功した点でも重要である。 

さらに、基板支持人工脂質二重膜に再構成
した EFoF1の回転（ATP 加水分解駆動）を直
接可視化することに成功した。Foモーターの
プロトン輸送が低下した変異体を作製し、プ
ロトン輸送律速の 36°ステップを直接観察す
ることに世界で初めて成功した（図）。また、
頻繁なバックステップも観察された。この結
果は、１）ATP 合成酵素の EFoモーターの回
転子は 10 回対称性を持つこと、および２）
Fo モーターはブラウニアンラチェットで駆
動することを支持する。特に後者は、Foモー
ターの作動機構を一端を明らかにした成果
で非常に重要であると自負している。 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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