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研究成果の概要（和文）：生体分子モーターは、基質となるヌクレオチドの加水分解エネルギーを利用して働い
ている。実際にATP駆動型の分子モーターについて言えば、活性部位でのATP、ADP･Pi、ADP、Piといったそれぞ
れの化学状態に応じた力を一連の化学サイクルに沿って順次発生することで一方向に動くと考えられている。そ
こで、力発生の設計図とでも言うべきポテンシャルエネルギーをヌクレオチドの化学状態ごとに直接１分子測定
することを試みた。具体的には、回転分子モーターF1-ATPaseを用いて、結合するヌクレオチドを直接見ながら
１分子回転操作し、ADP1個結合の回転トルクを測定し、その積分から回転ポテンシャルを決定した。

研究成果の概要（英文）：Molecular motors in living organisms work with the hydrolysis energy of 
nucleotide substrates.  In fact, with regard to ATP-driven molecular motors, it is thought that they
 move by sequentially generating force according to each chemical state such as ATP, ADP･Pi, ADP, 
Pi.  Here, I tried to measure at single-molecule level potential energies that are viewed as the 
design drawing of the force generation.  Specifically, using a rotary molecular motor F1-ATPase, the
 rotation was manipulated with magnetic tweezers while directly observing the bound nucleotides. 
Torque in a chemical state of one ADP binding was measured and the potential energy was obtained 
from  the integration of torque.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
本研究課題ではATP駆動型の生体分子モー

ターとして、ATP 合成酵素の一部分である F1

を研究対象とする。膜内在性部分である Fo

から分離した可溶性 F1は、ATP 加水分解のみ
を お こなう 最 小の回 転 分子モ ー タ ー
F1-ATPase として知られている。加水分解や
回転に必要な最小構成単位は F1部分のα3β3

γ部分複合体であり（以後、単に F1と言う）、
３つのβサブユニットにあるそれぞれの活
性部位で ATP の加水分解が順番に起こり、α
3β3 サブユニットに囲まれた中心軸γサブユ
ニットが一方向に回転する(Noji et al. 1997, 
Nature)。 
 
1997 年に野地らによってこの F1 の回転が

直接１分子で観察されて以来、これまで数多
くの１分子研究によってこの分子のATP加水
分解によって回転する仕組みが明らかにさ
れてきた。この分子は可逆モーターであり逆
回しすれば ADP と燐酸から ATP を合成する。
ATP 合成の機序についてはこれまでほとんど
分かっていなかったが、ヌクレオチド親和性
の全体像が明らかにされ(Adachi et al. 2012, 
Nat. Commun.)、ATP 合成の仕組みについても
解明が進んだ。 
 
この２０年間、１分子技術を駆使した先進

的な研究によって次々と F1 分子モーターの
ATP 加水分解・合成の仕組みが解明されてき
た。残す主要な課題の１つとして、このモー
ターの化学状態で決まるポテンシャルエネ
ルギーの全容の解明が挙げられる。１分子回
転観察が可能となって以来の積年の実験課
題であり、生体分子モーター一般の作動原理
を理解するためにも重要な実験であると思
われる。 
 
 
２．研究の目的 
生体分子モーターは、基質となるヌクレオ

チドの加水分解によって得られる化学的エ
ネルギーを力学的仕事に変換することで働
いている。実際に、ATP 駆動型の回転分子モ
ーターF1について言えば、活性部位での ATP、
ADP･Pi、ADP、Pi といった化学状態で決まる
力（トルク）が一連の化学サイクルに沿って
連続的に発生し、且つ、それぞれ３つのβが
協同的に働くことでγを一方向に回転させ
ると考えられている。本研究課題では、この
トルク発生の設計図とでも言うべき化学状
態で決定される回転ポテンシャルエネルギ
ーの全容を明らかにする。 
 
これまでに、ブラウン運動によるポテンシ

ャルエネルギーの見積もりや回転操作によ
るトルクの測定がいくつか試みられている
が、ポテンシャルの一部分だけであったり、
見積もられたポテンシャルやトルクの化学
状態の同定が曖昧であったりとどれも満足

の行く結果ではなかった。本研究では、ヌク
レオチドが結合している部位や結合数など
の化学状態を蛍光性ヌクレオチドの１分子
イメージングで直接観察しながら、トルクの
全容を１分子回転操作によって測定する。F1

回転分子モーターの働く仕組みのみならず、
ATP 駆動型の分子モーター一般の作動原理に
ついて提示できるのではと期待している。 
 
 
３．研究の方法 
（１）F1の３つの活性部位（サイト）におけ
る特定の化学状態（X, Y, Z = ATP, ADP など）
におけるγの回転(θ)のポテンシャルエネ
ルギーをΨXYZ(θ)とすると、化学状態 XYZ に
おいて発生するγのトルクτは、ポテンシャ
ルΨXYZの勾配として、 
 
τ = −∂ΨXYZ/∂θ            …[式１] 

 
と表される。また、特定のヌクレオチド(N)
に対するサイト１の結合の自由エネルギー
変化ΔG0N はポテンシャルエネルギーΨと角
度依存的親和性 Ka

N(θ)との間に次の、 
 
ΔG0N = ΨNYZ(θ) − ΨEYZ(θ) 
     = − kBT·lnKa

N(θ) - kBT·ln[N] 
                              …[式２] 
 
の関係が成り立つ。kB はボルツマン定数、T
は絶対温度、E はヌクレオチド無しの化学状
態、溶液中の N の濃度[N]とする。直接測定
として、化学状態 XYZ におけるトルクを決め
れば[式１]によりポテンシャルエネルギー
を決めることができる。第二の方法として、
ヌクレオチド無しのポテンシャルΨEYZ を決
めれば、角度依存的親和性 Ka

N(θ)の値
(Adachi et al. 2012, Nat. Commun.)を利用
して[式２]から、ATP、ADP、ATP＋Pi、ADP＋
PiなどのヌクレオチドNに対するポテンシャ
ルΨNYZを見積もることができる。 
 

（２）回転子に磁気ビーズを取り付けた F1

をガラス基盤上に固定し、磁気ピンセットに
よる回転磁場で正逆両方向に一定速度で回
転操作する。磁気ビーズの磁場からのズレが
F1 の発生するトルクτであり、ATP 待ちの角
度を基準に360度の回転角度θの関数として
トルク測定する。同時に、蛍光１分子イメー



ジングによって蛍光性 ATP/ADP の結合・解離
を観察する。結合数、結合するサイトを偏光
/デフォーカス蛍光イメージングによって同
定し、ヌクレオチド化学状態XYZを決定する。
化学状態ごとのトルクをまとめ、その積分か
らポテンシャルエネルギーを決定する。ヌク
レオチド無しのポテンシャルを決定し、第二
の方法から化学状態ごとのポテンシャルを
決定する。 
 
 
４．研究成果 
（１）ポテンシャル測定 
測定データの例を示す。回転子に取り付け

た磁気ビーズを磁気ピンセットで回転させ
ると同時に、Cy3-ADP のデフォーカス蛍光イ
メージングを行った。結合ヌクレオチドの数
が０，１，２と変化しているが、１個結合の
ときは像の形状から３つの触媒部位のどこ
に結合したかが分かる。２個のときも前後か
ら判別できる。０個のときはヌクレオチドが
F1に結合していない状態である。磁気ビーズ
と磁場の向きとのズレ（θB - θM）にばね常
数を掛ければトルクとなる。この場合は燐酸
無しの ADP 条件なので、加水分解方向と合成
方向の回転をまとめて ADP（D）化学状態とし
た。 

 
結合ヌクレオチド無しの状態（EEE）と ADP

を 1 個結合した化学状態（DEE）のポテンシ
ャルをトルク測定から決定した。結合ヌクレ
オチド無しのポテンシャルと親和性からも
ポテンシャルを決定した。例数がまだまだ不
足しており、今後の課題は更に測定例、デー
タ数を増やすことである。また、ADP 以外の
ヌクレオチドの化学状態の測定を進めるこ
とである。 

 
（２）化学-力学共役スキーム 
F1 の化学-力学共役スキームに関して我々

の主張と矛盾する結果が他グループから報
告された。燐酸解離のタイミングには未だ議
論の余地があり、回転モデル完成のために検
証実験を行った。今のところ化学状態の変化
は蛍光1分子イメージングでは直接観察でき
ないため、F1の化学状態を判断するために化
学-力学共役スキームが必要である。 
 
ATPγS の分解生成物であるチオ燐酸の解

離が燐酸に比べて遅いことを利用して、ATP
γS のチオ燐酸解離が結合後 320 度で起こっ
ているのかどうかを確認した。チオ燐酸と燐
酸の解離速度の違いが有意であることを確
認し、様々な温度条件において 320 度ではチ
オ燐酸解離が見られないことが分かった。最
終的に好熱菌由来の F1 では加水分解が起こ
る角度と同じ 200 度で（チオ）燐酸の解離が
起こり 40 度回転を駆動しているという結論
に至った。 
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