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研究成果の概要（和文）：顕微鏡一分子観察によりヒトF1の回転スキームを決定し、それはバクテリアF1のものとは異
なる事を明らかにした。この成果により、今まで解釈不能であった多数のウシF1のX線結晶構造の機能的解釈を行うこ
とが可能となった。IF1による回転の阻害を分析した結果、IF1は回転を加水分解の素過程を待つ角度である90度で停止
させたが、外部磁場によりヒトF1をATP合成方向に強制回転させることにより、阻害が解除される事が明らかになった
。これらの結果は、IF1はATP加水分解の素過程を阻害し、ATP合成反応は阻害しないという結晶構造解析や生化学的解
析結果と一致し、将来的なATP合成酵素の制御の手がかりを得た。

研究成果の概要（英文）：Firstly, I analyzed rotary catalysis mechanism of human F1-ATPase by single 
molecule analyses. The rotation scheme revealed was that ATP-binding, Pi-releasing and ATP-hydrolysis 
steps of the ATP-hydrolysis turnover occur at 0, 65 and 90 deg, which was different from bacterial one 
and enables us to explain the functional state of crystal structures of bovine F1 so far reported. Then, 
inhibitory factor-1 (IF1) was shown to prevent the rotation at 90 deg, and the inhibited state was 
removed only by forced rotation of F1 with magnetic tweezer at the direction of ATP-synthesis : F1 was 
broken when forced rotation at ATP-hydrolysis direction. These results support and explain earlier 
findings from crystal structures and biochemical analysis that IF1 blocks only ATP-hydrolysis reaction by 
preventing an elementary step of ATP-hydrolysis by preventing rotation. These results would provide 
important clues to understand the regulatory mechanism of IF1 for future applied purposes.

研究分野： 機能生物学
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１．研究開始当初の背景 

FoF1-ATP 合成酵素(以後 FoF1 と省略)は生物

の生体膜に広く存在し、膜に形成された H+

の電気化学的ポテンシャルから、細胞内で必

要な ATP の大部分を合成する。FoF1は ATP

加水分解/合成を行う F1 ドメインと、イオン

輸送を行う Fo ドメインからなる。これら 2

つのドメインは回転分子モーターであり、両

ドメインの機能は一部のサブユニット(γδ

ε・c リング)の回転により共役(連動)すると

いう興味深い構造を持つ。 

近年の遺伝子解析技術の進歩は、FoF1に原

因を持つ遺伝子病を明らかにしてきた。これ

らの遺伝子病は FoF1 自体もしくはその複合

体形成に必要な分子シャペロンに変異部位

を持ち、ミトコンドリアにおける ATP 合成

酵素の量を～30%程度に低下させる(無くな

るわけではない)。その結果、細胞レベルでは

細胞質への ATP 供給量の低下や ROS の産生

などの障害を発生させ、個体レベルでは新生

児低血圧症、乳酸アシドーシス、知能発達遅

延、肥大性心筋、異形症、小頭症などの臨床

的症状を引き起こし、約半分の患者が数ヶ月

から数年で死亡する。これらの結果は、～30%

程度の ATP 産生能の低下でさえヒト個体レ

ベルでの健全な生命活動に大きな影響を与

えることを示している。 

FoF1 の機能に影響を及ぼすタンパク質性

因子で最も詳しく分析されているは、

Inhibitory factor-1 (以後 IF1 と省略)である。

IF1 は真核生物特有の FoF1 の阻害因子とし

て知られているが、近年、細胞のがん化の際

に発現量が変化し、ワールブルク効果を持ち、

アポトーシス以降にも関係する事が報告さ

れている。 
 
２．研究の目的 
近年申請者により組み換え体のヒト

F1-ATPase(FoF1-ATP 合成酵素の水溶性ドメイ

ン、以後 F1)の発現系が確立され、それまで

困難であったヒト F1 の分子機構を詳細に分

析することが可能となった。本研究ではこの

システムを利用し、阻害因子 Inhibitory 

factor-1 によるヒト F1 の機能(回転)の阻害

機構を分子レベルで明らかにすることを目

的とする。得られる知見は、細胞内のエネル

ギー通貨である ATPの産生源である ATP合成

酵素の機能調節という意味から、将来的な

ATP 合成酵素の人為的調節という医薬的観点

からも重要な意義を持つ。 

 

３．研究の方法 
本研究では、現在までに確立している様々

な顕微鏡一分子観察技術を駆使し、IF1 によ

るヒト F1 の阻害機構を分析する。微小(直径

40nm)の金コロイド粒子を用い、低粘性条件

下での回転の高時間分解能解析などを行い、

IF1 が F1の酵素反応のどの素過程を阻害する

かを明らかにする。また、外力により F1を ATP

合成方向に回転させ阻害の変化を分析する

事により、その阻害スキームを逆反応からの

アプローチにより検証する。これらの分析か

ら、IF1 による阻害のスキームを明らかにす

るとともに、回転モーターの回転を制御する

分子機構の解明を行う。また、ヒト F1は申請

者が昨年度確立した大腸菌を宿主とした大

量発現系を用いて入手した組み換え体ヒト

F1 を用いる。 

 

４．研究成果 

ヒト F1 酵素の研究はほとんど行われてい

なかった為、本研究の第一段階として、ヒト

F1 の回転触媒機構を明らかにする必要があ

った。そこでまず、高感度中央遮蔽型暗視野

顕微鏡の開発などを行い、様々な手法でヒト

F1 の回転の分析を行った。その結果ヒト F1

が ATP により回転するスキームは、ATP 結

合を 0 度とすると、生成物リン酸の解離が 65

度、ATP 加水分解が 90 度であり、それまで

に解明さてきたバクテリア F1 のものとは異

なっていることが明らかになった(下図)。



 

図. 明らかになったヒト F1 の回転スキーム 

 

この成果により、今まで解釈不能であった多

数のウシ F1 の X 線結晶構造の機能的位置づ

けを行うことが可能となり、今後、立体構造

に基づいてヒトを含む哺乳類 F1 の詳細な研

究を行うことが可能となった。この成果は、

今後の F1 研究を考えるうえで本研究の大き

な成果の一つといえるだろう。 

次に IF1による阻害効果を分析したところ、

IF1 は加水分解の素過程を待つ 90 度でヒト

F1 の回転を停止させることを明らかにした。

そして興味深いことに、外部磁場により、IF1

により停止したヒトF1をATP合成方向に強

制回転させたところ、高い効率で阻害を解除

できる事が明らかになった。同様に加水分解

方向には強制回転させたところ、回転できな

いか、F1 の構造が壊れることが判明した。

前者の結果は、IF1 は ATP 加水分解の素過程

を阻害する事により ATP 加水分解を阻害す

るというX線結晶構造解析から提唱されてい

るモデルを支持した。後者の結果は、IF1 が

ATP 加水分解の実を阻害し ATP 合成反応は

阻害しないという生化学的分析の結果と一

致した。今回、阻害の発生/解除と IF1 の解離

/結合の関係は明らかにできなかったが、IF1

によるヒト F1 の阻害状態には、速やかに発

生する IF1の結合親和性が弱いタイプの阻害

と、阻害状態までに時間を要するが強い親和

性のタイプの阻害があることが見出されて

いる。この結果は、IF1 の結合・阻害様式が

複数存在することを示唆しているが、それは

今後の研究により明らかになると考えてい

る。 

また、本研究では、回転モーターの調節に

関する手がかりが得られたと考えている。今

回の研究から、回転モーターの調節する場合、

回転軸付近の構造変化を起こす部分にαへ

リックスなどの棒状構造のものを挿入し、酵

素反応の素過程の進行に必要な構造変化を

防止する事により、効果的に素過程の進行を

阻害できる事が示唆された。IF1 では、αへ

リックスが回転軸と触媒サブユニットの間

の領域に挿入される事により、ATP 加水分解

に必要な 90→120°の回転を立体構造的に阻

害され、ATP 加水分解の turnover が停止す

るようである。類似の阻害因子は、バクテリ

ア F1 におけるεサブユニットにもみられる。

しかしバクテリアでは研究データーが断片

的であり、εサブユニットの阻害機構を詳細

に議論することは困難であるが、類似の分子

機構が働いていることが想像される。 

本研究で得られたヒト F1 モーターの制御

機構は、将来的な FoF1-ATP 合成酵素の人為

的制御の手がかりになると考えられる。 
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