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研究成果の概要（和文）：F1-ATPaseは，非常に高効率な自由エネルギー変換をする分子モーターである．この高効率
を達成するメカニズムを知るために，効率の低下した変異体との比較から手がかりを得ようと言うのが本研究の目的で
あった．まずADPによる阻害を受けにくく，回転トルクが低下した変異体 （βG158A，T165S，Y341W）について，揺ら
ぎによる熱の散逸の計測を行い，この変異体は回転自由度への熱の散逸も少なくなっていることが分かった．本研究で
は，生物の持つ分子モーターのエネルギー変換について従来にない定量的な評価をして，理論との比較が可能な結果を
得られたので，エネルギー変換の理解に重要な意義があると自負している．

研究成果の概要（英文）：F1-ATPase is a highly efficient molecular motor. In order to understand the high 
efficiency, we compared the high efficient wild type motor with a low efficient mutant (beta G158A, 
T165S, Y341W), which is less sensitive to ADP inhibition and generates less torque. We found that this 
mutant motor dissipates "heat" in the rotational degree of freedom than wild type. We could achieve a 
quantitative measurement on the energy transduction by biological molecular motor which must be useful 
for understanding of energy transduction.
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１．研究開始当初の背景 
FoF1-ATP 合成酵素の一部である F1-ATPase

は，分子内部のα3β3リングに囲まれたγサブユ
ニットの回転と ATPの加水分解，合成を可逆
的に共役させる分子モーターである．そして
生体内でエネルギー源として消費される
ATP のほとんどを Fo 部分の発生したトルク
による γサブユニットの回転で合成するとい
う非常に重要な働きを担っている．一分子観
察によってF1-ATPaseが分子モーターである
ことが証明されて以来，非常に多くの研究に
より，その化学反応と回転運動の素過程の対
応について詳細な知見が蓄積されてきた．し
かし，エネルギー変換という観点での研究は
それほど進んでこなかった．初期の研究では
回転プローブに対する粘性抵抗による摩擦
力と平均回転速度から見積もった“仕事”が
生理的な ATP の加水分解自由エネルギーに
ほぼ等しかったことから，エネルギー変換効
率がほぼ 100％であることが唱えられた．し
かし ATP の加水分解自由エネルギーを様々
に変えた実験でもステップ回転速度から計
算された“仕事”がその加水分解自由エネル
ギーと相関しなかったことから，この考え方
に疑問が呈された（引用文献①）．申請者の
グループは回転電場法によるトルク印可シ
ステムを採用し，外部トルクと回転速度の関
係を最初に報告し（引用文献②），さらに最
近の非平衡熱力学の成果を生かして，今まで
の“仕事”を含めた回転自由度でのエネルギ
ーの散逸が様々な条件で ATP の加水分解自
由エネルギーとほぼ一致すること（引用文献
③），平均回転速度が 0になる外部トルク（ス
トールトルク）が ATPの加水分解自由エネル
ギーから期待される最大トルクとよく一致
することを示した（引用文献④）．さらに回
転のトラジェクトリの解析から回転運動を
駆動する有効ポテンシャルの推定が可能と
なり，その結果はエネルギー散逸やストール
トルクの結果と良く整合するものであった
（引用文献⑤）． 
以上のように，熱力学的に正確な議論に沿っ
て行われた申請者のグループでの実験結果  
から， F1-ATPaseは極めて効率の高い分子モ
ーターであることが実証されてきた．しかし
どの様にしてF1-ATPaseがこのような高い効
率を達成しているかが理解されたわけでは
なかった. 
 
２．研究の目的 
以上の背景を踏まえて本研究の大目標は，
F1-ATPase の高効率エネルギー変換のメカニ
ズムを明らかにすることとした．どの様にこ
の問題に手を付ければよいかは様々な考え
方があると思われるが，着実な方法の一つは，
エネルギー変換を高効率で行えるものとそ
うでないものを比較検討すること，つまり野
生型と変異型の F1-ATPase比較である．そこ
で，既に特徴的な振る舞いが知られている変
異体についてエネルギー変換特性を調べ，変

異部位の特徴とエネルギー変換特性の変化
を結びつけることを具体的な目的とした． 
 

３．研究の方法 
本研究で扱う変異体としては，高濃度の ATP，
ADP，リン酸共存下で回転の観察ができる
ADP による阻害を受けにくい変異体で
（βT165S，βG181A，βY341Wの三重変異体）
酵素上での ATP→ADP＋Pi への開裂反応が
遅くなっているβE190D 変異体などを考え，
以下の実験を計画した． 
1）回転電場法を用いて ATP合成方向のトル
クをかけるストールトルクの測定． 
2）回転自由度から散逸するエネルギーの
Harada-Sasa等式を用いた測定． 
3）回転のトラジェクトリの解析による回転
を駆動する有効ポテンシャルの見積． 
以上の実験の他に，野生型 F1-ATPaseについ
ての研究を更に進めること，以上の実験から
考えられる問題についての実験を適宜行っ
た． 
 
４．研究成果 
ほぼ予定通り，ADPによる阻害を受けにくく，
ストールトルクが低下した変異体（βG158A，
T165S，Y341W）について，野生型と ATP水
解から合成の条件まで含めて非平衡的な揺
らぎによる回転自由度への散逸の計測を行
い，ストールトルクの低下した変異体は回転
自由度への熱の散逸も低下していることが
分かり，論文を投稿，出版することが出来た
（New Journal of Physics 17 （2015）015008，）.
しかし，回転を駆動する有効ポテンシャルの
測定は，この変異体の回転速度が観察中に変
化しやすいことなどから，現在のところ予備
的なデータの取得にとどまっている．また，
βE190D 変異体については，ストールトルク
の測定を行い，野生型 F1-ATPaseに比べて明
らかにストールトルクが低く，ストール付近
の回転の挙動から，タンパク質の構造がやや
不安定になっている可能性が示唆された．そ
こで，α3β3γ複合体の熱に対する安定性やα3β3
複合体の安定性について検討したところ，明
らかにこれらの安定性の低下が見られ，
βE190残基は触媒作用に重要なだけではなく，
構造の安定性にも寄与してエネルギー変換
効率を高めていることが分かった．現在これ
らの結果については更にデータを積み重ね
ているところである． 
研究がすべて計画通りに進んだわけではな
いが，生物の持つ分子モーターの自由エネル
ギー変換について，従来にない定量的な評価
をすることが出来，理論との比較が可能な新
たな一歩を踏み出せたことは重要な意義が
あると自負している． 
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