
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

９３８０１

挑戦的萌芽研究

2016～2014

イオン駆動型生体分子モーターの光による人為的駆動法の開発

The development of the method for driving ion-driven biological rotary motor 
with optical illumination

９０７１３３７１研究者番号：

木村　祐史（Kimura, Yuji）

浜松ホトニクス株式会社・中央研究所・専任部員

研究期間：

２６６５００５７

平成 年 月 日現在２９   ６ ２９

円     3,100,000

研究成果の概要（和文）：本研究は、FoF1-ATP合成酵素を、光照射により駆動させる挑戦的な研究である。この
目的を達成するために、（１）マイクロ流路デバイスをベースとしたFoF1-ATP合成酵素測定・操作システムを構
築し、巨大化大腸菌膜に存在する呼吸鎖複合体I、並びにFoF1-ATP合成酵素のプロトン輸送活性の機能イメージ
ングに成功した。その後、（２）エバネッセント光照射によりFoF1-ATP合成酵素が駆動されるか評価･検討を行
った。結果としては、FoF1-ATP合成酵素の活性は検出されなかった。今後の課題として、ATP合成に必要な自由
エネルギー濃度を下げるなどの溶液条件を検討する必要性などが明確となった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this research is to drive FoF1-ATP synthase with optical 
illumination. For this purpose, 1) we developed an evaluation and manipulation system for FoF1-ATP 
synthase by using microfluidics device. The device enabled us to image proton pumping activity of 
respiratory chain complex I and FoF1-ATP synthase embedded on a membrane of a large-sized protoplast
 from E-coli, in real time. 2) To drive the ATP-synthase activity, the membrane of the large-sized 
E-coli protoplast was illuminated with evanescent field. The synthesized ATP was monitored with 
luciferin/luciferase system. In the observation period (~10 min), however, the activity was not 
detected. It suggests more detailed analyses on electro-chemical potential are needed. 

研究分野： 生物物理学

キーワード： 生体膜　イオン駆動型分子モーター　1分子計測（SMD）　マイクロ・ナノデバイス　ナノバイオ

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

図 1 モータータンパク質を光により操作する手法の比較 

図 2 モータータンパク質の光駆動 

１．研究開始当初の背景 
 
活性を保持した状態で生体高分子を調べ

るためには、水溶液中での計測が可能な光学
顕微鏡に基づいた技術が主に使われる。それ
らの中でも光ピンセットは、生体高分子を操
作する目的でよく用いられる。これは、レー
ザー光を高 NA の対物レンズによりサンプル
面に絞り込み、集光点において微粒子を捕捉
する技術である。生体高分子であるタンパク
質は直接捕捉するには小さすぎるため、数
100 nm から数μm のビーズを介して捕捉・
操作する。これにより、モータータンパク質
を任意の位置に移動させたり、負荷を与えて
モーターとしての特性を調べるという操作
が可能となった（図 1）。一方で、モータータ
ンパク質の機能そのもの、すなわち力の発生
そのものを直接操り、自在に駆動する手法は
報告されていない。 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
２．研究の目的 
 
以上の背景を踏まえ、本研究では、モータ

ータンパク質の機能を自在に操作する手法
の開発を目的として、FoF1-ATP 合成酵素の
光による駆動に挑戦する（図 2）。 

FoF1-ATP 合成酵素は、生体膜内外のプロ
トン濃度・電位勾配により作り出される電気
化学ポテンシャルをエネルギー源として
ATP を合成する、イオン駆動型回転分子モー
ターである。この電気化学ポテンシャルを光
により創出することでモーターに駆動力を
与え、モーター活性を自在に操作する手法を

開発することが本研究の目的である。 
 
 
３．研究の方法 

本研究の目的である、モータータンパク質
の光による駆動を達成するために、以下に示
すように研究を実施した。 
 

(1)膜タンパク質解析用MEMS流路デバイスを
ベースとした FoF1-ATP 合成酵素測定・操作シ
ステムの構築 
 
 膜タンパク質解析用 MEMS 流路デバイスを
本研究に用いるために、以下の二つの機構を
開発した。 
①誘電泳動により懸濁液から目的の巨大化
生体膜のみを分離する機構 
②溶液交換に伴う圧力変化を補償する機構 
 
(2)巨大化大腸菌内膜タンパク質によるプロ
トン輸送活性のリアルタイム機能イメージ
ング 
 
 構築したシステムの有用性を示すために、
巨大化大腸菌膜に存在する呼吸鎖複合体Iと
FoF1-ATP 合成酵素のプロトン輸送活性の蛍光
イメージングを行った。まず巨大化大腸菌を
MEMS 流路デバイス内微細小孔に捕捉･固定し
た後、流路内を蛍光性pH指示薬で満たした。
次に、NADH や ATP を流入させ、pH 変化に伴
う蛍光強度変化から pH 変化をモニターする
ことで、プロトン輸送活性を検討した。 
 
(3)エバネッセント光を利用した、FoF1-ATP
合成酵素の光による人為的な駆動を実施し
た。 
 
 巨大化大腸菌を MEMS 流路デバイス内微細
小孔に捕捉･固定し、溶液を ATP 合成用のバ
ッファーに交換した。その後、エバネッセン
ト光を照射し、FoF1-ATP 合成酵素が ATP を合
成するかをルシフェリン/ルシフェラーゼを
用いて検出、評価･検討を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)膜タンパク質解析用MEMS流路デバイスを
ベースとした FoF1-ATP 合成酵素測定・操作シ
ステムの構築 

 膜タンパク質解析用MEMS流路デバイスは2
つの流路を持ち、流路の間が壁で仕切られて
いる。壁が薄くなっているところに微細小孔
（～2 μm）を持つ（図 3）。流路内微細小孔
にリポソーム状の巨大化生体膜を捕捉・固定
し、生体膜上の FoF1-ATP 合成酵素をはじめと
した膜タンパク質の活性を測定する。この流
路デバイスを本研究に用いるにあたり、次の
二つの問題があった。一つ目は、細胞懸濁液



図 3 膜タンパク質解析デバイス 

図 4 誘電泳動による巨大化生体膜胞の分離取得 

図 5 流路デバイス内溶液の交換の様子 

に含まれる細胞破砕物が微細小孔を詰まら
せ、巨大化大腸菌の捕捉成功率を大きく下げ
てしまうという問題である。この問題に対処
するために、MEMS 流路デバイス内に 1対の平
行電極を用意し、誘電泳動により懸濁液から
目的の巨大化生体膜のみを分離する機構を
開発した（図 4）。この仕組みにより、懸濁液
から巨大化大腸菌が高い割合で分離取得さ
れることが確認され、ほぼ巨大化大腸菌だけ
が微細小孔部に到達するため、実験効率の大
幅な改善を実現した。二つ目は、流路内の溶
液交換時に、微細小孔に保持された巨大化大
腸菌が流路内の圧力変動により破壊されて
しまう問題である。圧力変動に対処するため
に、溶液交換に伴う圧力変化を補償する機構
を考案・開発し、外部からの特別な制御なし
に流路内の圧力をほぼ一定に保つことが可
能となった。この機構を用いて、巨大化大腸
菌を捕捉した後に溶液交換を実施した（図 5）。
すると、巨大化大腸菌を保持しつつ、また破
壊することなく溶液交換を行うことができ
ることを確認した。 

 
 
(2) 巨大化大腸菌内膜タンパク質によるプ
ロトン輸送活性のリアルタイム機能イメー
ジング 

このデバイスの動作を評価するために、次
のように、巨大化大腸菌の膜に存在する呼吸
鎖複合体 Iの機能イメージングを行った。ま
ず、ペニシリン系抗生物質により得られた巨
大化大腸菌を微細小孔に捕捉・固定した。次
に、直流パルスにより微細小孔部にて膜を穿
孔することで、大腸菌内部側にある NADH（複
合体 Iの駆動剤）結合部位にアクセスするこ
とを可能とした。その後、流路内を蛍光性 pH
指示薬で満たし、巨大化大腸菌内部とつなが
っている側の流路へ NADH を導入した。する
と、もう一方の流路で、蛍光性 pH 指示薬が
明るくなる様子が観察できた（図 6）。これは、
複合体Iが膜を超えてプロトンを大量に輸送
したことを示唆している。NADH を ATP に変え
ても同様の蛍光強度の増大が観察できたこ
とから、FoF1-ATP 合成酵素のプロトン輸送活



図 6 巨大化大腸菌膜プロトン輸送活性の蛍光イ
メージング 

性も検出できたと考えられる。以上のように、
本デバイスは生体膜に挿入されている膜タ
ンパク質の機能をリアルタイムで測定する
ことができる。 

 
 

(3) エバネッセント光を利用した、FoF1-ATP
合成酵素の光による人為的な駆動 

構築したシステムを用いて流路内部溶液
を反応溶液へと交換した後、エバネッセント
光照射によりFoF1-ATP合成酵素が駆動される
か評価･検討を行った。バッファーは ATP の
材料である ADP とリン酸、合成された ATP を
検出するためのルシフェリン/ルシフェラー
ゼを含み、エバネッセント光には試料へのダ
メージが少ない近赤外レーザー（1064 nm）
を用いた。 
エバネッセント光の照射を開始してから

10 分程度観察を行ったが、ルシフェリン/ル
シフェラーゼによる発光は検出されず、結果
としては、FoF1-ATP 合成酵素の活性は検出さ
れなかった。電気化学ポテンシャルの形成に
必要なエネルギーを十分に供給できていな
いことなどが原因と考えられる。今後の課題
として、ATP 合成に必要な自由エネルギー濃
度を下げるなどの溶液条件を検討する必要
性などが明確となった。 
 

 今後、本研究を発展させていくことで、光
という電磁波によるモータータンパク質の
機能操作への端緒を切り開き、生物学の研究
を次世代のステージに押し上げるものと期
待される。 
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