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研究成果の概要（和文）：1 分子操作によって F1-ATPase の反応速度定数と平衡定数を回転角

度の関数として決定する事に成功し、ATP の結合過程において大きな力を発生する事を明らか

にした。また、トルク発生部位であるβサブユニットの構造変化を非常に高い時空間分解能で

計測する手法を確立し、βの構造変化がパワーストローク型である事を明らかにした。変異体

解析で示唆されていた固定子リング内における３つのβサブユニット間の協同性を、高速原子

間力顕微鏡を用いて実証した。 
 
研究成果の概要（英文）：We determined the rate constants and equilibrium constants of 
catalytic reactions on F1-ATPase as a function of rotary angle by manipulating 
individual F1 molecules. The results show ATP-binding process is the major 
torque-generating step. A novel single-molecule imaging system using polarized 
scattering light from a gold nanorod that has high spatiotemporal resolution was 
established to visualize the conformational change of the subunit, the 
torque-generating unit of F1. It was revealed that the subunit makes a power-stroke 
type conformational change. High-speed AFM was applied to visualize the 
conformational change of the subunit in the isolated stator ring with three subunits. 

subunits showed highly cooperative conformational transition, propagating the 
conformational state in the anticlockwise direction as the same as the rotor rotation. 
This finding means that the structural basis is programmed in the stator ring. 
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１．研究開始当初の背景 

F1-ATPase は、ATP 合成酵素の反
応触媒ドメインであり、それ単独で ATP を

加水分解して分子内部の回転子を回転させ
る回転分子モーターである。回転 1 分子アッ
セイが確立後、我々を含む国内の非常に強力
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な研究グループによってこのモーターの解
析は飛躍的に進んでおり、各種分子モーター
の中でも最も理解が進んでいる分子モータ
ーの１つにあげられる。 

本研究以前、我々は特定領域研究
「膜超分子の革新的ナノバイオロジー」
(2005-2010年度)においてF1-ATPaseの化学
力学共役反応スキームのほぼ全容を解明し
た(Nat. Chem. Bio. 2009)。また、結晶構造
で見られる状態が、1 分子計測で見られる２
つの安定構造のうち、catalytic dwell と呼ば
れる ATP 加水分解前後の状態であることを
示した(PNAS 2010)。このように、1 分子計
測と結晶構造の対応付けや、反応スキームな
ど、基本的知見は確立していた。 
 しかし、「ATP 加水分解で放出され
る自由エネルギーがどのように力学的運動
に変換されるのか？」に関して明確な答えは
得られていない。これを理解するためには、
単にモーターの運動を詳細に観測するだけ
ではなく、ある特定の状態にある F1-ATPase
を分子操作する事で「化学反応と構造状態の
相関」を詳細に明らかにする事が必要である。    

これに加えて、これまでの我々の計
測では回転子γの回転運動を可視化してき
たが、実際にトルクを発生しているβの構造
状態の計測は行ってこなかった。「化学反応
と構造状態の相関」を理解するためには、ト
ルクを発生しているβの構造変化計測は必
須である。最終的には、βの構造状態を 1 分
子操作し、その触媒反応状態との対応付けが
必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、主に以下の課題に取り組んだ。 
① 回転に伴う反応変調の実測：ある特定の
触媒化学状態にある F1 を 1 分子操作し、構
造状態変化に伴う触媒反応の速度定数と平
衡定数の変化量を実測した。これらの変化量
は、それぞれ活性化エネルギーもしくは自由
エネルギーの変化量に対応するため、その大
きさから各反応にともなって放出されるエ
ネルギーの値を定量することができる。また、
この手法は、液胞型 ATPase(V-ATPase)にも
応用し、回転分子モーター間における一般性
と違いの解明にも取り組んだ。 
② βの構造変化実測とトルク伝達メカニズ
ム：触媒能をもつβの構造変化の実測と、γ
へのトルク伝達メカニズムの解明にも取り
組んだ。前者に関してはナノロッドの異方性
散乱を利用した新しい 1分子計測技術の開発
に取り組んだ。トルク伝達に関しては、βと
γの接触点を非常に大域的に破壊した際の
影響を見た。 
③ 回転に伴う反応変調の実測：変異体解析
と高速 AFM を用いた解析によって固定子リ
ング中における３つのβの協同性の構造的

基盤の解明に取り組んだ。 
  
３．研究の方法 
① 回転に伴う反応変調の実測：下図にある
ように、ある特定の反応の待ち状態で停止し
ている F1 を 1 分子操作で特定の回転角度に
固定し、一定時間後に手を離す。このとき、
操作時間中に反応した場合、操作から解離さ
れた直後に次の停止角度までステップ回転
する。この応答確率を求める事で、それぞれ
の停止角度における反応確率を求めた(Nat. 
Chem. Bio. 2012)。その結果、回転方向に向
かって ATP 結合の平衡定数が劇的に上昇に
したのに対して ATP 加水分解反応の平衡定
数は僅かしか上昇しなかった。この結果から、
F1-ATPase は主に ATP の結合過程で大きな
トルクを発生し、少なく見積もっても全出力
の 50%に達する事が分かった。また、この手
法を V-ATPase にも応用したところ、
V-ATPaseのATP結合平衡定数も回転と伴っ
て上昇する事が分かったが、F1-ATPase ほど
は上昇しない事から、V-ATPase は結合過程
以外にトルク発生に重要な反応がある事が
示唆された (J. Biol. Chem. 2012)。 

 
② βの構造変化実測とトルク伝達メカニズ
ム：βの構造変化を実測するため、ナノロッ
ドの異方性散乱イメージング法を利用した 1
分子イメーイング法を開発した。これは、ナ
ノロッドのレーザー暗視野イメージング時
に意図的に defocus した際、ナノロッドの長
軸方向に偏光した散乱光による非等法的な
イメージを利用したものである（下図）。こ
のシステムによって、βの時間分解能 10 マ
イクロ秒の超高速イメージングに成功し、新
しい構造中間体の発見に加えて、βの運動が
非常に一方向性の高いパワーストローク型



 

 

である事が明らかとなった(未発表データ)。

トルク伝達に関しては、βとγの接触点に２
０個のグリシン残基を導入した変異体を作
成し、トルクが約 50％にまで減少することを
明らかにした(Biophysical. J. 2012)。 
③ 回転に伴う反応変調の実測：上述の変異
体解析を含め、ここ数年の研究結果は、F1
の固定子リング中にある３つのβサブユニ
ット間の協同性には、固定子であるγとの相
互作用は必ずしも必要ではない事を示唆し
ていると解釈できる。そこで、γの無い単離
された固定子リングだけでのβの構造状態
遷移を、高速 AFM を用いて可視化した（金
沢大学安藤研との共同研究）。その結果、こ
れまでの予想に反してγが無くても３つの
βが順番に構造変化する様子が観察された

(Science 2011)。 
 
４．研究成果 

①に関しては、外力を与える事で安
定構造とは異なる構造状態に固定し、そのと
きの反応速度と平衡定数を決定するという
前例の無い計測である。タンパク質の中間体
構造の反応特性をここまでの精度でともめ
た例は他に無い。トップジャーナルには至ら
なかったが、タンパク質科学において非常に
重要な知見を得たと考えている。この結果か
ら、ATP 結合過程の重要性を定量的に評価す
ることができた。さらに、この手法を
V-ATPase に応用することで、F1-ATPase と
は異なる角度依存性を明らかとした。 

②に関しては、当初目標の通りβの
構造変化を非常に高い時間分解能で 1分子計
測することに成功し、βの構造変化がパワー
ストローク型であることを見いだす事に成
功した。これに関しては、さらに詳細な解析
後に原著論文発表する予定である。また、β

のγとの接触界面を大幅に柔らかくし、得意
的な相互作用を全て破壊した変異体解析か
ら、注目した接触界面を破壊すると、トルク
伝達が約 50%にまで下がる事が分かった。一
方で、回転の一方向性が失われていない事か
ら、βとγの特異的な相互作用が無くても、
すなわちγを介さずにβは協同性を維持し
ている事を見いだした。 

③は、当初予定していなかった項目
であるが、②の変異体解析結果を受けて急遽
実施した実験である。予想以上に明解な結果
を得ることができた。この固定子リング間で
のアロステリック効果の発見は、F1 のみな
らず他の６量体リングタンパク質（AAA タン
パク質など）においても協同性を示し得る事
を示唆する重要な成果であると考える。 
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発明者： 
権利者： 
種類： 
番号： 
取得年月日： 
国内外の別： 
 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.nojilab.t.u-tokyo.ac.jp/inde
x.html 
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