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研究成果の概要（和文）：ATP 合成酵素（FoF1）は、H+の流れで Foモーターの c リングを Foa サ

ブユニット（Foa）に対して回転させ、F1で ATP を合成する酵素である。H+の流れがどのように

して c リングを回転させるのかを理解するには、c-リングと Foa の構造的相互作用と機能

の関係を明らかにすることが必要である。本研究では、Foa と c-リングを融合して回

転を制御した Fo モーターを作製し、生化学的分析により Foa のアルギニン残基の役割

を明らかにした。また、c-リングと Foa を融合した変異により、Fo を高い純度で精製

することができるようになった。そして、得られた複合体の構造的安定性について検

討し、結晶化を行った。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In FoF1-ATP synthase that couples H

+ transport with ATP synthesis/hydrolysis, an Foc subunit 

decamer ring (c-ring) rotates relative to Foa as protons pass through Fo. To understand 

the torque generation mechanism, structural and functional information is required. In 

this study, I generated c10-a FoF1 in which c10 and Foa were genetically fused. The biochemical 

analysis revealed that the conserved arginine residue in Foa ensures proton-coupled c-ring 

rotation by preventing a futile proton shortcut. I also successfully purified c10-a Fo and 

analyzed stability of complexes for crystallization of Fo. 
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１．研究開始当初の背景 
ATP 合成酵素（FoF1）は、ミトコンドリア、葉

緑体、細菌の膜に存在し、H+(プロトン)の流

れで ATP を合成している。この酵素は、H+の

流れのエネルギーで回転する Fo モーターと、

ATP の加水分解のエネルギーで回転する F1モ

ーターが、共通のシャフト（γε-c リング）

を共有している。Foモーターは H+の流れによ

り、cリングを ab2に対して回転させる。する

と F1の中でγεがα３β３に対して回転し、β

サブユニットで ATP が合成される。逆反応で

は、F1モーターは ATP の加水分解によりγε

を回転させる。すると c リングが回転し、c

リングと Foa サブユニットを通って H+が輸送

される。 

F1モーターについては、1994 年の J.Walker

らによる F1の結晶構造解析の論文が契機と

なり、研究が格段に進んだ。F1の原子構造を

もとにデザインした実験により回転が証明

され、３つのβサブユニットの協調的な構造

変化によってβサブユニットの回転が駆動

されるというシナリオが確立しつつある。し

かし、Foモーターについては、依然としてモ

ーターの基本原理がわかっていない。 

 
２．研究の目的 

本研究では、Foa-サブユニットと Foc-リ

ングを融合し、回転を制御した Fo モータ

ーを作製し、生化学的分析と結晶化に用

いる。そして、プロトン流れで回転する

機構を明らかにする。  
 
３．研究の方法 
好熱菌 BacillusPS3 の ATP 合成酵素を用いて、

Foc-リングの 10 コピーの c-サブユニットを

融合して1本のポリペプチドとしたc10FoF1を

作成した (Mitome et.al. PNAS2004)。次に、

Foの回転を制御するために、10個の Focと Foa

サブユニットを一本のポリペプチドとして

融合した回転のできない c10-a 融合 ATP 合成

酵素を作製した。この c10-a 融合 ATP 合成酵

素を利用して、生化学的解析を行った。そし

て、c10-a 融合 ATP 合成酵素および c10-aFoの

精製条件を検討し、結晶化を行った。 

 
４．研究成果 

ATP 合成酵素の Foモーターは、膜を介した

H+の輸送に伴い回転するモーターである。こ

のモーターは H+が Foa サブユニットと Foc サ

ブユニットを通る際、c10リングが ab2サブユ

ニットに対して回転する。Foa にはすべての

生物種の ATP合成酵素で保存されたアルギニ

ン残基(aArg169)が Foa と Foc の境界にあり、

c10 リングの回転制御に重要だと考えられて

いる。実際、aArg169を Glu、 Ala、 Val、 Ile、 

Lys、 Phe、 Trp に置換した変異酵素は、ATP

合成活性、ATP 駆動の H+輸送活性は完全にな

くなり、c10リングが回転しないことが示唆さ

れた。しかし、これらの aArg169 置換変異酵

素のうち、R169E、R169A および R169V 変異酵

素は H+を透過することがわかった。この H+の

透過は cE56Q 変異により完全に防がれた。c10

リングの回転を制御するために10個のFocと

Foa サブユニットを一本のポリペプチドとし

て融合した回転のできない c10-a 融合 ATP 合

成酵素を作製した。この c10-a 融合 ATP 合成

酵素はc10とFoaを結ぶリンカーを切断すると

活性を持つことから、本来の構造を模倣して

いる。この（c10-a）FoF1は H+を透過しないが、

aArg169 を Glu, Ala, Gly に置換した（c10-a）

FoF1 は H＋を透過することが明らかとなった。

このことから、aArg169 は c10リングの回転を

介さない短絡的な H+の透過を防ぎ、H+の流れ

を c10 リングの回転に連動させる役割がある

ことが明らかとなった(図１) （Biochemical 

J.2010  Mitome et.al.）。  



図１:FoaのArgはH＋のショートカットを防ぐ
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ATP 合成酵素の Foの回転機構を明らかにす

るためには、結晶構造解析は不可欠である。

その難しさの要因の一つは、Foモーターの固

定子(Foa サブユニット)と回転子（Foc-リン

グ）の微妙な結合である。それは、回転を許

すほどゆるく、しかし、離れてしまわない程

度に強いはずである。結晶化のためには、ま

ず、分子を単分散に溶液に溶かすことが必要

である。膜蛋白質の場合、これは、界面活性

剤存在下でのみ可能である。しかし、界面活

性剤は、Foa サブユニットと Foc-リングの微

妙な結合を弱めて両者の乖離を促す。この困

難を乗り越えるために、まず、安定な好熱菌

BacillusPS3 の FoF1を使って、前述の Foa と

c-リングが解離しない(c10-a)FoF1 を作製した。

次に、界面活性剤の種類と条件を徹底的に検

討した。19 種類の界面活性剤を用いて、膜画

分から ATP 合成酵素およびそのサブ複合体

ab2 の可溶化および精製をおこなった。

SDS-PAGE、ゲルろ過クロマトグラフィー、ATP

加水分解活性測定から、各界面活性剤で得ら

れる複合体の収率、安定性、単分散性、活性

を検討した。その結果、ウンデシルマルトシ

ドなどのマルトシド系の界面活性剤で、安定

で単分散した ATP 合成酵素および ab2を得る

ことができることを見出した。 

回転子の c10-リングと固定子の Foa サブユ

ニットを融合した変異により、Foの構造が安

定化したので、c10-a の C 末端に導入した

His-tagを利用してNi-NATカラムで(c10-a)Fo

を精製することが可能となり、高い純度で Fo

精製することができるようなった。精製に用

いる界面活性剤を検討し、ドデシルマルトシ

ドなどのマルトシド系の界面活性剤と

sucrose monodecanoateで (c10-a)Foを得るこ

とができることがわかった。こうして得られ

た精製した(c10-a)Foと(c10-a)FoF1がどれくら

いの期間、安定でいるかを分析したところ、

(c10-a)Fo において、b サブユニットが、4 日

以内に切断された。一方、(c10-a)FoF1 では、

少なくとも 2週間は全てのサブユニットが安

定に構造を保っていたので、F1と結合してい

ない bサブユニットは、不安定であることが

予想された。 

また、ab2部分複合体を抗原にして、Foに結合

するモノクローナル抗体を作製した。抗体の

スクリーニングを工夫して、ab2の細胞質側に

結合する抗体と ab2 のペリプラズム側に結合

する抗体を得た。これらの Fab フラグメント

は、ab2および Foに 1:1 で結合することがわ

かった。 

 

○まとめと展望 

Foの回転子と固定子を融合できたことから、

回転を止めた Foの解析が可能となり、Foa の

アルギニンがH+のショートカットを防ぐ役割

があることが明らかとなった。この融合変異

により、Foa の位置を基準に c10リング上の特

定の Foc に変異を導入することができるよう

になった。この融合変異は、Foa と Foc の相互

作用の解析への応用が期待される。好熱菌の

ATP 合成酵素はその構造の安定性により、サ

ブユニットを融合して構造を制御した ATP合

成酵素を作製することを可能とした。これは、

ATP 合成酵素の結晶構造解析の最大の問題で

ある回転子の向きによる構造多形を一つに

するため、構造解析の難易度を下げることが

期待できる。 
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