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研究成果の概要（和文）：細菌のF1は0度, 40度, 80度でトルクを発生することがわかった。40度のトルクは新発見で
ある。植物葉緑体のATP合成酵素のガンマサブユニットは、日の出とともに還元されて酵素は活性化、日暮れになると
酸化されて不活性化することを野外のホウレン草で見出した。ヒトF1は、0→65度（ATPの結合）、65→90度（リン酸の
解離）、90度でATP加水分解が起きることを発見した。ミトコンドリアATP合成酵素の量を制御する因子（Orf47）を発
見した。ミトコンドリアATP合成酵素の阻害因子IF1を完全に失ったノックアウトマウスを作成した。驚いたことに、健
康であった。

研究成果の概要（英文）：We found the followings. Bacterial F1 generates at rotation angle 0, 40, 80°in 
one 120 cycle. Torque at 40°has been unnoticed before. Chroloplast ATP synthase of field spinach is 
activated at morning by reducing S-S bond of its gamma subunit and inactivated at night by oxidation. 
Human F1 rotates with three steps in a 120 cycle; 0→65°by ATP binding, 65→90°by Pi release, and 
90→120°by ATP hydrolysis. A new factor Orf47 is required for assembly of human mitochondrial ATP 
synthase. Knockout mice that lack mitochondrial IF1, an inhibitor protein for ATP synthase, was produced. 
Surprisingly, they are healthy.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
すべての生き物のすべての細胞の中におい
て、ATP はエネルギー通貨として使われてい
る。ADP とリン酸から ATP を再び合成する
のは ATP 合成酵素（FoF1）で、ミトコンド
リア、葉緑体、細菌の膜に存在している。こ
の酵素は、H+の流れで回転する Fo モーター
と、ATP加水分解で回転するF1モーターが、
共通の回転シャフトで連結し、H+の流れと
ATP⇔ADP+リン酸 のエネルギーを交換す
る。細胞の ATP の消費需要と合成能力とは
刻一刻変化している。では、それに応じて
ATP 合成酵素はどのように制御されている
か。細菌におけるサブユニットの構造変化に
よる阻害、植物におけるサブユニットの酸化
による阻害、動物における因子 IF1 による阻
害、など in vitro の知見があったが、実際
の生理にどう関わるのか、よくわかっていな
かった。 
 
２．研究の目的 
ヒトを含む動物ミトコンドリアの ATP 合成
酵素を中心に、その制御の分子機構、細胞生
理、欠陥個体の病態、を解明する。また、ATP
合成酵素の全体構造の結晶解析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) ATP 合成酵素の制御の分子機構 
ヒト F1 の大腸菌発現の成功とその回転の 1
分子観察系を開発する。また、回転を外部磁
場で制御ないし強制する実験系で、回転トル
クの制御を観察する。 
(2) 制御欠陥のある細胞と個体の生理 
私たちの開発したハイスループットの培養
細胞ミトコンドリア ATP 合成活性測定法を
駆使する。これで網羅的なノックダウンをお
こない未知の制御因子の探索をおこなう。ま
た、IF1 のノックアウトマウスを作製し、そ
の病態を解明する。 
(3) ATP 合成酵素の原子構造の解明 
ATP 合成酵素は、世界の多数のグループの構
造解明の挑戦を、この 20 年間ことごとくし
りぞけてきた。回転する「すべる」結合、停
止位置の違いによる回転異性の存在、などが
問題である。サブユニット融合 ATP 合成酵
素、またモノクローン抗体を結合した酵素の
結晶化を行う。 
 
４． 研究成果 
(1) ATP 合成酵素の制御の分子機構 
ヒトF1の分子機構を主として1分子観察で解
明した。回転子である γ サブユニットは、
ATP の結合で 0度から 65度回転し、リン酸の
解離で90度の位置まで25度回転し、次にATP
の加水分解が起きて 120 度の位置まで 30 度
回転する。F1 は、ATP３分子の加水分解で 1
回転（360 度）するので、上記の 120 度回転
が反応の１サイクルとなる。好熱菌 F1は、ATP
の結合で 80 度回転し、ATP の加水分解が起き
て次にリン酸の解離で 30 度回転する。この

ようにヒトF1の回転触媒のようすは好熱菌F1
とはだいぶ違うことがわかった。ヒト FoF1を
阻害するタンパク質である IF1 は、90度の位
置で回転を止めた。これを強引に外力で時計
回り方向（ATP 合成方向）に回すと、阻害が
解除されて γ サブユニットは再び回転を開
始した。この結果は、細胞内で水素イオンの
流れによって γ サブユニットに時計回りの
回転トルクがかかると、IF1 が解離して FoF1

の阻害が解除されATP合成が開始されること
を示唆する。IF1 は、ATP 加水分解は阻害す
るが、ATP 合成は阻害しない、と考えられる。
しかし、これは触媒反応として考えればあり
えないことであり、謎とされてきたが、上記
の実験でこれが解決された。 
 ウシ F1 の大腸菌発現にも成功した。ウシ
F1 の回転の性質はヒト F1 と良く似ている。
ウシ F1の結晶解析に成功した。ウシ F1の結
晶解析はこの２０年間、J. Walker たちの独
占状態であったが、これによって、１．変異
を導入して結晶解析できる、２．野生型ある
いは変異導入した F1 の１分子観察による回
転特性を解析できる、道が開けた。 

細菌の F1 の回転子γサブユニットに磁
気ビーズを付着して外部磁場の方向と実際
の磁気ビーズの方向の角度のずれの精密な
測定から、F1 は ATP 加水分解によって、0
度, 40 度, 80 度で反時計回り方向のトルクが
ジャンプしていることがわかった。40 度の反
時計回り方向トルクジャンプは ATP が無い
ときにも観察された（このとき、時計回り方
向のトルクが０度―40 度で働くので、外から
力を加えない限りγサブユニットは 40 度の
位置に到達できない）。γサブユニットは 40
度の位置に置かれると、そこに安定にとどま
ることはできず、どうしても反時計回り方向
に回ろうとするのである。今までは、ATP の
結合でトルクが生じてγサブユニットは０
度から 80 度まで回転する、と考えられた。
しかし、ATP の結合によって生じた自由エネ
ルギーは０度から 40 度の回転に使われて、
40 度から 80 度の回転は自動的に生じると考
えたほうが良い。言い換えれば、40 度までの
回転によって F1 分子内部に構造のひずみが
生じて、その解消のためにγサブユニットは
80 度まで回転する。また、F1の 40 度ごとの
トルクジャンプは、Fo の 36 度ごとのトルク
ジャンプとずれが少なくて、両モーターのス
ムーズな接続を可能にしていると考えられ
る。 
(2) 制御欠陥のある細胞と個体の生理 
細菌の ATP 合成酵素はサブユニットによっ
て阻害されるが、その阻害が無効となる変異
を導入した枯草菌は胞子の産生に障害がお
こることがわかった。一方、同様の変異を導
入した大腸菌は塩水の中の生育が低下した。
このようにサブユニットの生理的な作用は
細菌ごとにいろいろであることがわかって
きた。 
植物葉緑体の ATP 合成酵素のサブユニッ



トには２つのシステインを含む余分な挿入
配列があり、酸化されてＳ―Ｓ結合ができる
と活性（回転）が停止することがわかってい
た。今回、実際の野外の植物でも、この酸化
還元による制御が起きていることを証明し
た。すなわち、野外のホウレン草で、日の出
とともにサブユニットのシステインは還元
されて酵素は活性化する、日暮れになると酸
化されて不活性化することを見出した。生き
た生物でATP合成酵素の制御を直接観察され
たのは初めてだろう。 
ヒト ATP 合成酵素に弱く結合している

MLQ という機能未知の小さなタンパク質を
欠損させたところ、ATP 合成酵素の量が顕著
に減少した。MLQ は、アッセンブリーに必
須の因子であることがわかった。また、ATP
合成酵素のマイナーなサブユニットである d
のノックダウン細胞はミトコンドリア内に
２種のアッセンブリー中間体を蓄積するこ
とがわかった。一つは分子中央の回転シャフ
トと F1の結合した F1-c-ring であり、もう一
つは F1 の固定子 FＯの固定子をつなぐ分子の
外側の stalk の構成サブユニットを含む 
(b-e-g) 複合体である。ヒト ATP 合成酵素
は、回転子シャフトと固定子 stalk が別々に
構成されて、それが後に合体してできること
が示唆された。 
ヒト細胞（HeLa 細胞）で、300 あまりの

ミトコンドリア局在機能未知タンパク質の
ノックダウン株を作製し、その ATP 合成活
性をスクリーニングしたところ、遺伝子
C2Orf47 によってコードされるタンパク質
が減少するとミトコンドリアの ATP 合成酵
素の量が顕著に減少することを発見した。
C2Orf47 は、ATP 合成酵素の量を制御する新
しい因子であり、グルコース飢餓によって発
現が亢進する。 
ミトコンドリアATP合成酵素の阻害因子IF1
を完全に失ったノックアウトマウスを作成
した。驚いたことに、運動能力、絶食適応、
生殖、など何の障害も見られなかった。IF1
の阻害作用は今まで in vitro の実験で多く
の報告があるが、実は個体では essential で
はなかった。これに代替する因子を探索した
が見つかっていない。最近、IF1 ノックアウ
トマウスは、ガンになりにくいことを見出し
た（正確には、持続増植生を獲得した MEF を
移植したヌードマウスのガンの発達がみら
れない）。ガン細胞は、血流の不足（酸素供
給不足）によって、ATP 生産をミトコンドリ
ア依存から解糖系にきりかえる、傾向がある。
IF1 は、その有効な切り替えに必要とするの
だろう。IF1 がなくても、日常的な健康には
無害で、しかもガンを防ぐ、となれば、IF1
を阻害する低分子はガンを抑制するか農政
がある。スクリーニングを開始している。 
(3) ATP 合成酵素の原子構造の解明 
ATP 合成酵素の結晶解析は、いろいろ試みて
いるがまだ成功のめどがたっていない。回転
異性体が生じるのを防ぐために、好熱菌の

ATP 合成酵素の回転子と固定子のサブユニッ
トを遺伝子的に融合したものをいろいろ作
製した。しかし、多大な努力にかかわらず良
好な結晶は得られなかった。すでにJ. Walker
が長年挑んでいるのであるが、私たちもウシ
の ATP 合成酵素の結晶化を試みた。ウシ心臓
から精製法を確立し、結晶化条件をさがした
が、よい結晶は取れていない。結局、構造解
析については、好熱菌の Fo の c-ring の構造
を固体 NMR で、好熱菌の F1の構造を結晶解析
で、成功したにとどまった。 
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