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研究成果の概要：私たちの体内で生命維持に必要なエネルギー源ATPを合成する酵素は、どの
ように活動と休止を決めているのだろうか？実験系の単純化のためATP合成の最小部位
F1-ATPaseのATP加水分解反応(合成の逆反応)の活動―休止の移り変わりとそれぞれの状態で
のヌクレオチド結合数を調べた。その結果、活動中も休止中もヌクレオチドの結合数は同じで

あることが分かった。今後は、この結合ヌクレオチドがATPかADPかを調べていきたい。 
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γ １．研究開始当初の背景 
生命維持に必要なエネルギー源ATPは細胞内

のミトコンドリアでATP合成酵素によって作ら
れている。ATP合成酵素はミトコンドリアの内
膜に埋め込まれた部分Foと膜の外側にあるF１
からなる。ATP合成（加水分解）に必要な最小
単位はF1を構成するα,β,γ,δ,εサブユニット
のうち３種類７つのサブユニットα3β3γ（以降
F１-ATPase）からなる。F１-ATPaseの構造は３
つのα、βが交互に並んで筒のように配列し、
棒状のγを囲んだ構造をしている（図１）。単離
されたF1-ATPaseはATP加水分解活性を持つが、
そのATP加水分解サイトはβサブユニット上に
あり（１つのF１-ATPase分子には３つのβサブ
ユニットがあるから、１分子あたりの加水分解
サイトは３つ）、αサブユニットにはATP結合サ
イトがあるが加水分解活性を持たないことが分
かっている。また、ATP加水分解活性に伴って、
γサブユニットがまわりの筒状のα3β3に対し
て回転するが、回転がぱたりと止まる阻害状態
を持ち、阻害状態と活性状態を遷移することが
知られている。                 
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１分子回転観察の系を用いた実験から、阻害型
のときの回転子γサブユニットは、ATP 待ちの
角度から９０度進んだところでぴたりと止まる
ことが明らかにされている（Y. Hirono-Hara et 
al. P.N.A.S., Vol 98 13649-13654(2001)）。ま
た、γサブユニットを阻害型の位置から反応を
進める方向に機械的に回転させると再び回転し
始める、つまり阻害型から活性型へ変化するこ
とが明らかにされている（Y. Hirono-Hara and 
K. Ishizuka et al. P.N.A.S.,  Vol 102 
4288-4293(2005)。このように、α、γサブユニ
ットと阻害型の関係については報告がされてい
るが、ATP 加水分解活性をもついわば主役のβ
サブユニットで何が起こっているかは明らかに
されてきていない。しかし、上で述べたように
ADPが阻害型の形成と密接な関係があることか
らも、ADPと最も強い結合力を持つβサブユニ
ットが阻害型の形成に重要な役割を果たしてい
ることが予想される。 

これまでF１-ATPaseの加水分解機構を明らか
にするために多くの研究が、特に多分子系での
実験が、なされてきた。しかし、他のモーター
蛋白質とは異なり、F１-ATPaseは１つの溶液条
件下においても活性型と阻害型の２状態をとる
ことから（カルシウムイオン濃度など溶液条件
が変われば阻害型をとるというモーター蛋白質
はあるが）、多分子系の実験ではそれら２状態の
性質をそれぞれ区別して調べることが困難であ
り、その結果、実験結果の解釈を困難にしてき
た。そのため、活性型の加水分解機構もいまだ
議論の余地が十分にあり、そのうえ、活性型と
阻害型との遷移のメカニズムについては殆ど明
らかにされていない。本研究課題である、活性
型―阻害型の遷移のメカニズムを明らかにする
ことは、分子自身が持つ“働くー休む”の自己
制御法の発見だけでなく、活性型―阻害型の遷
移を自在にコントロールすることで、これから
のF１-ATPaseの研究をより明瞭にすることが期
待できる。 
これまでに明らかにされているF１-ATPaseの
活性型―阻害型の特徴を以下に述べる。まず最
初に、ADP存在下ではF１-ATPaseが阻害型を取
りやすいことが明らかにされている。また、F１
-ATPaseのαサブユニットのATP結合サイト近
傍が阻害型→活性型の移行に重要であることが
明らかにされているが（T. Matsui et al. 
J.B.C.,Vo.272 8215-8221(1997)、この論文でα
サブユニットにATPまたはADPが結合できない
変異体では阻害型から活性型への回復がみられ
ないことが明らかにされている)、活性型への移
行の直接の原因が何かは分からない。 

 
２．研究の目的 
本課題の目的は、ATP加水分解酵素である

F1-ATPaseが持つ２つの状態、活性型－阻害型
の遷移の機構を明らかにすることである。１で
上述したように、F1-ATPaseはATP存在下で
ATP加水分解活性を持つ活性型と加水分解活性
を持たない阻害型の２つの状態をとり、この 2
状態を確率的に行き来することが知られている。
また、そのときにα、γサブユニットがどうい
う働きをしているかについても、いくつかの報
告がなされている。本研究では、ATP加水分解
活性部位を持つβサブユニットが活性型―阻害
型の遷移でどういう変化をするのかを調べたい。
具体的には、F1-ATPase１つにつき 3 つあるβ
サブユニット（図１参照）のヌクレオチド状態
（ATPまたはADPを結合しているのか、それと
も何も結合してないのか）を活性型、阻害型そ
れぞれの状態について調べることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、系の単純化のため、活性型から
阻害型への遷移しか起こらない変異体を用いた。



多数の分子がそれぞれ活性型から阻害型、阻害
型から活性型への 2 方向に遷移を行う系では、
結果の解釈が困難になることが予想されるため
である。この変異体では、阻害型から活性型へ
遷移するためのスィッチの役割を果たすといわ
れるαサブユニットへのヌクレオチドの結合が
できない。この変異体を用いると反応開始直後
はすべての分子が活性型をとっているが、時間
がたつにつれて阻害型の分子の割合が増え最終
的には全ての分子が阻害型をとる。この性質を
利用しで、阻害型への遷移速度を調べることが
でき、また、それと平行して、ヌクレオチド結
合数の時間変化を同じ溶液条件下で測定するこ
とができれば、阻害型、活性型、それぞれのヌ
クレオチド結合数を調べることができる。阻害
型への遷移の速度を調べる方法としては、
ATPase 活性測定を用い、活性の減少速度から、
阻害型に陥いる速度を見積もった。また、この
測定は ATP加水分解の分解産物である ADPを
ATPに再生する”ATP再生系”存在下で行った。
この系を用いると、溶液中の ATPの濃度を一定
に保ちながらしかも ADP を排除することがで
きる。ADPは阻害型の形成を促進するため、こ
の濃度が時間とともに増加すると実験結果の解
釈が非常に困難になる。βサブユニットへのヌ
クレオチドの結合数はヌクレオチド結合部位近
傍に Trpを導入した Trp変異体を用いた。この
変異体では、ヌクレオチドが結合すると、導入
された Trp の蛍光が消光することから、蛍光強
度の変化を測定することで、ヌクレオチドの結
合数を測定することができる(図２)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このとき、先に述べた阻害型への遷移速度の測
定とヌクレオチド結合数の測定を同じ条件で行
うことが非常に重要である。これまで、Trp 変
異体を用いたヌクレオチド結合数の測定は他の
研究者によっても行われてきたが、それらはす
べてATPが再生されない系を用いたものであっ
た。そのため、ATP の濃度がどんどん減少し、
それに伴って ADP の量がどんどん増加するよ
うな系であった。このような系では、ATP 濃度
が一定に保たれないだけでなく、ADPが溶液中
に存在するため、阻害型の形成が ATP活性測定
から見積もられたものとは異なることが予想さ

れる。しかし、ATP 再生系に含まれる酵素が蛍
光を持つことから、Trp 変異体の蛍光測定を
ATP 再生系存在下で行うことは不可能であった。
そこで、わたしは蛍光を持たない ATP再生系を
用いることを試みた。こうして、初めて阻害型
への遷移速度とヌクレオチド結合数の変化を調
べることが可能となった。 
 
４．研究成果 

 F1-ATPaseの濃度測定 
F1-ATPaseのヌクレオチドの結合数を測定す

るという、いわば絶対値を計測する実験におい
ては、F1-ATPaseの濃度を正確に測定することが
非常に重要である。そこで、アミノ酸分析を行
い、そこから見積もられたF1-ATPaseの濃度と吸
光度の関係から、F1-ATPaseの濃度を決定した。 

 阻害型への遷移の速度 
 ATP 再生系存在下で、ATPase 活性測定を行っ
た。その結果、阻害型の形成速度を見積もるこ
とができた（図３）。図３で、この変異 
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体では 1 分後にはすべての分子が阻害型を取る
ことが分かった。また、阻害型への遷移の時定
数は約 8 秒で、これは ATP 濃度に依存せず一定
であった。 

 蛍光を持たない ATP再生系 
 上で述べた ATPase活性測定は、ATP再生系
と し て 、 PyruvateKinase, Phosphoenol 
Pyruvate （以下 PEP）を使用したが、Wild 
Typeの PyruvateKinaseは蛍光を持つ。わたし
は蛍光測定の邪魔をせず、ADP から ATP を再
生させるために、静岡県立大学の酒井坦先生か
ら蛍光を持たないように変異を導入した
PyruvateKinase のプラスミドを提供していた
だき、これを精製した。こうして得られた
PyruvateKinaseは野生型のPyruvateKinaseと
同じ活性を持ち、これを用いた F1-ATPaseの活
性測定も野生型を用いた場合と同じ結果であっ
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た（図４）。 

 
 ATP再生系存在下でのヌクレオチド結合数
の測定 

Trp変異体の蛍光強度変化からヌクレオチド結
合数を見積もった。この変異体では、ATP（ま
たは ADP）が結合すると、蛍光強度が減少する
（図５）。このとき、蛍光強度の 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
減少とヌクレオチド結合数は比例することを
ヌクレオチド結合数の直接測定との比較から確
かめた。この変異体を用いて、ATP 再生系存在下
で、ヌクレオチド結合数の測定を 
行った。実験計画の段階での予想に反して活性
型、阻害型においてヌクレオチドの結合数は同
じであった。結合ヌクレオチドの種類、ATP また
は ADP、については現在実験中である。 

 PEP の効果 
本研究の最終目的ではなかったが、ＡＴＰ再
生系の要素であるPEPがF1-ATPaseへ 
のヌクレオチドの結合を競合的に阻害すること
がわかった（図６）。図６で、PEP 存在下 
 

は（水色線）PEPなし（オレンジ線）のときに

．主な発表論文等 
担者及び連携研究者には

雑誌論文〕（計 1件） 
go Adachi, Naoyoshi 

 
で
比べて、蛍光強度がゆっくり減少していること
がわかる。これは、PEP存在下では、F1-ATPase
へのヌクレオチド結合速度が遅くなることを示
している。これまで、他の研究者により、りん
酸がF1-ATPaseへのヌクレオチドの結合を競合的
に阻害すること、また活性型―阻害型の平衡を
活性型が多いほうへシフトすることが報告され
ていたが、PEPは競合阻害はするが活性型―阻害
型の平衡には影響を及ぼさなかった。本課題の
遂行において、測定溶液中のATP濃度を一定に保
つことは必須であったため、上述のPEPは殆どす
べての実験で用いられていた（本研究だけでな
く、ATPを再生させるために、多くの実験でPEP
は使われてきた）。こうして、これまで解釈が困
難であった実験結果の理解を助け、F1-ATPaseの
ATP加水分解機構の解明に貢献できたと感じて
いる。これらの実験結果・考察について現在論
文を投稿中である。 
 
５
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