
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２２年 5 月 31 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
 本研究では葉緑体型 ATP 合成酵素の活性制御に重要な εサブユニットの C 末端側
α-ヘリックス部分および γサブユニット上の調節領域部分に注目し、これらの重要性を生
化学的、生理学的に調べた。その結果、これらの調節機構による ATP 合成酵素の ATP 加水分
解活性の抑制が、ATP が合成されない暗所下での細胞内 ATP 量の維持に必要であることを明ら
かにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Physiological effects of C-terminal α-helices of the ε subunit and regulatory region of the γ 
subunit of chloroplast-type ATP synthase were investigated. We found that those regulatory 
mechanisms were important for maintenance of intracellular ATP levels in dark. 
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１．研究開始当初の背景 
 ATP 合成酵素 (FoF1)は、ATP 合成およ
びその逆反応である ATP 加水分解に伴い構
成サブユニットの一部が回転するモーター
タンパク質である。この回転は、様々な
機構によって調節されおり、ATP の加
水分解産物である ADP が酵素上から
解離しないことによる不活性化 (ADP

阻害 )や内在性の阻害サブユニットで
ある εによる調節 (ε阻害 )などが知られ
ている。これまで、この分子モーター
の回転機構については、主として細菌
の 細胞 膜由 来の 酵素 を使 用し て研究
が進められ、多くの重要な知見が明ら
かになっている。一方、光合成生物の
葉緑体では、ATP 合成酵素が光条件下
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でのみ働くため、細菌のそれとは全く
異 なる 複雑 な制 御シ ステ ムを 備えて
いる。葉緑体 ATP 合成酵素 (CFoCF1)
は、細菌の ATP 合成酵素で見られる
上記の調節の他に、 γサブユニット上
に 存在 する ２つ のシ ステ イン 残基間
のジスルフィド結合の形成・解離(酸
化・還元調節)によってその活性が高
度に調節されている (バクテリアおよ
びミトコンドリア由来の γは２つのシ
ス テイ ンを 含む 酸化 還元 調節 領域を
もたない )。さらに、葉緑体およびシ
ア ノ バ ク テ リ ア 由 来 (葉 緑 体 型 )の 酵
素は、他の生物や器官由来の酵素と異
なり、内在性の阻害サブユニットであ
る εサブユニットによって ATP 加水分
解活性が強力に阻害される (ε阻害 )。
こ の 強 い 阻 害 は 暗 所 下 で の FoF1 の
ATP 加水分解活性による ATP の浪費
を防ぐためと考えられている。細菌型
F1 の εサブユニットも F1 および FoF1
の ATP 加水分解活性を阻害するが、
その阻害は ATP 濃度に依存するなど
葉緑体型 εサブユニットとは明らかに
異なる。バクテリアで見られる ε阻害
の ATP 濃度依存性は、 εサブユニット
に ATP が結合することにより εサブユ
ニットの C 末端側の α-ヘリックス部
分の構造が変化し、その構造では ATP
加 水分 解活 性を 阻害 しな いこ とが知
ら れ て い る (Kato-Yamada et 
a l .2000,JBC.275,35746-35750)。ところ
が葉緑体型の εサブユニットは、その
ATP 加水分解活性阻害に ATP 濃度依
存 性 が 見 ら れ な い (Konno et  
a l .2006 ,EMBO J.25,4596-4604)。この違
いは、葉緑体 γサブユニットに存在す
る 酸化 還元 調節 領域 が影 響し ている
こ と も 考 え ら れ る が (Hisabori  e t  
a l .1998,JBC.273,15901-15905) 、 ε サ ブ
ユ ニッ ト自 体の 構造 の違 いに 由来す
る可能性もある。私は、葉緑体型 ATP
合成酵素の部分複合体である α 3β 3γを
用いて ε阻害について以下の点を明ら
かにした。 (1)阻害サブユニットであ
る εが ATP 合成酵素の γサブユニット
の回転を完全に阻害する。(2)  εサブユ
ニットによって γが停止する位置は、
酵素が ADP 阻害(生成物阻害)に陥っ
て停止する位置と同じである。 (3)他
種の εには見られない ATP 加水分解活
性の強い阻害は γサブユニット上に存
在 する レド ック ス制 御ス イッ チ領域
が重要である(シアノバクテリア由来
の 酵素 はレ ドッ クス 制御 スイ ッチの
一 部 分 を 保 持 し て い る )(Konno et  
a l .2006 ,EMBO J.25,4596-4604)。しかし

ながら、ATP 合成酵素の部分複合体で
ある α 3β 3γを用いた 1 分子観察で明ら
かになった ε阻害と ADP 阻害が ATP
合成酵素複合体 (FoF1)において果たし
て いる 役割 は詳 細に 検証 され ていな
い状況である。 
 
２．研究の目的 
 本若手研究 (B)では、上述した 1 分
子観察で明らかになった ε阻害と ADP
阻害が ATP 合成酵素複合体 (FoF1)にお
いて果たしている役割を生化学的、生
理学的に検証することを目指す。また
ε阻害に重要とされている C 末端側の
α-ヘリックス部分に注目し、この部分
を ATP 結合が確認されている好熱性
細菌由来に改変したキメラ εおよびこ
の α-ヘリックス部分を欠失した εを作
成 す る 。 こ の 変 異 εサ ブ ユ ニ ッ ト の
ATP 結合能および ATP 加水分解活性
に対する阻害能を検証し、葉緑体型 ε
サブユニットの C 末端部分が、 F1 お
よび FoF1 の活性制御にどのような役
割 を果 たし てい るか を生 化学 的に詳
細に調べる。さらに、本研究では、上
記の研究に加えて、これらの変異 εお
よび ε阻害に重要な調節領域を削除し
た γを含むシアノバクテリア FoF1 の形
質転換体を作成し、その増殖能などを
様々な条件下で比較検証する。またシ
アノバクテリアで実験系が確立している
DNA マイクロアレイを用い、ATP 合成酵素の
活性調節の欠損が他の遺伝子に及ぼす影響
を調べる。これらの実験により ATP 合成酵
素の εサブユニットによる活性調節機
構 が光 合成 機能 調節 全体 に果 たして
いる役割を生理学的に検証する。この
εサブユニットによる制御が、 ADP 阻
害 と本 質的 に同 じで ある のか 否かを
明らかにすれば、この分子モーターが
ど のよ うに して 生体 内で 調節 されて
い るの かを 知る 重要 な手 がか りを得
ることができる。そして、ATP 合成酵
素 の活 性調 節の 重要 性を 生理 レベル
まで拡張して調べることによって、生
命に必須の ATP 合成をより効率的に
行 うた めに 生物 がと って いる 戦略を
知ることが可能になる。 
 
３．研究の方法 
(1) 変異εサブユニットを含む ATP 合成酵素
の形質転換株の作出および生理学的検証 
グルコース栄養培地で生育でき、光合成遺伝
子の破壊が可能な Synecocystis SP. PCC 6803
を用い、まず ATP 合成酵素のγあるいはεサブ
ユニットの遺伝子の内部に薬剤耐性遺伝子
を挿入したプラスミドを作製し、相同組換え



 

 

によって ATP 合成酵素のεサブユニットの破
壊株を作成する。ε破壊株には制御に重要で
あると考えられるC末端側へリックス部分を
欠いた変異εサブユニットの遺伝子を導入す
る。このようにして作成した形質転換株の増
殖能を様々な光条件下で野生株と比較する。
また、シアノバクテリアで実験系が確立して
いる DNA マイクロアレイを用い、ATP 合成
酵素の活性調節の欠損が他の遺伝子に及ぼ
す影響を調べる。 
 
(2) キメラεによるATP合成酵素の活性制御 
好熱菌 F 1の εサブユニットは A T Pが結
合すると C末端側の α-ヘリックス部分
の 構 造 が 大 き く 変 化 す る こ と が 知 ら
れている。そこで、シアノバクテリア
F 1の εの C末部分を好熱性細菌 PS3由来
に改変したキメラ εサブユニットを作
成し、その ATP結合能を平衡透析法に
より評価する。ATPが結合するキメラ ε
サ ブ ユ ニ ッ ト が 得 ら れ た ら こ れ を 複
合体に導入し、シアノバクテリア F oF 1
の ATP加水分解活性に対する阻害能を
検証する。上記の実験より葉緑体型 ε
サ ブ ユ ニ ッ ト が 本 来 の 活 性 制 御 を 失
った場合、 F 1および F oF 1の活性がどの
ように変わるかを調べることで、葉緑
体型 εサブユニットの活性調節の理解
につなげる。 
 
(3) 活性調節領域を欠失した変異γサブユ
ニットを導入したATP合成酵素を含む形質
転換株の作出および生理学的検証 グルコ
ース耐性のSynecocystis SP. PCC 6803株を用
い、ATP合成酵素のγサブユニットの遺伝子の
内部に薬剤耐性遺伝子を挿入したプラスミ
ドを作製し、相同組換えによってATP合成酵
素のγサブユニットの破壊株を作成する。次
に、破壊株にATP加水分解活性の制御に重要
な調節領域を欠失したγサブユニットの遺伝
子を導入する。次に、作成した形質転換株の
増殖能を様々な光条件下で野生株と比較す
る。また、シアノバクテリアで実験系が確立
しているDNAマイクロアレイを用い、γサブ
ユニット上の調節領域によるATP合成酵素の
活性調節の欠損が他の遺伝子に及ぼす影響
を調べる。 
 
４．研究成果 
 (1) εの C 末端側α-へリックスの重要性の
生理学的検証 εサブユニットの C 末端へリ
ックスを削除した ATP 合成酵素を含む形質
転換株からチラコイド膜を調製し、その ATP
加水分解活性を野生株と比較した。その結果、
εの C 末端へリックスが欠失した ATP 合成酵
素は野生型よりも高い ATP 加水分解活性を
示すことがわかった。現在、形質転換株の増

殖能や暗所下における細胞内 ATP 量を野生
株と比較している。植物やシアノバクテリア
は光の当たらない夜間に ATP 合成の逆反応
である ATP 加水分解を効率よく阻害しなけ
ればならない。本結果は、その阻害機構の解
明に重要な知見を与えた。またシアノバクテ
リア形質転換体を用いFoF1における・のC末
端部分の生理学的重要性も明らかにしつつ
ある。 

 

(2) キメラ・によるATP合成酵素の活性制御  
シアノバクテリアF1の・のC 末端側の・-
ヘリックス部分を好熱性細菌 PS3、大腸菌、
葉緑体由来に改変したキメラ・を作成し、本
来の活性制御を失った場合、F1および FoF1の
活性がどのように変わるか調べた。その結果、
キメラ・は F1に結合しにくいが、いったん結
合すると阻害の程度はシアノバクテリア・
と変わらないことがわかった(図 1)。好熱性
細菌 PS3 のεに ATP が結合すると非阻害型の
構造をとるにもかかわらず、キメラεはシア
ノバクテリア F1 の ATP 加水分解活性を阻害
したことから、シアノバクテリア F1にみられ
る強いε阻害にはε以外の要因も重要である
ことがわかった。シアノバクテリアおよび葉
緑体(chloroplast-type)のγサブユニットには他
種のγが持っていない数十アミノ酸長からな
る挿入配列が存在し、この挿入配列を削除す
る と ε 阻 害 が 低 下 す る 。 す な わ ち 、
chloroplast-type F1 にみられる強いε阻害はε
への ATP 結合とは関係なしにγ上の挿入配列
によってεが非阻害型の構造をとりにくいこ
とによると示唆できる。 

 

(3)  活性調節領域を欠失した変異・サブ
ユニットを導入したATP合成酵素を含む形質
転換株の作出および生理学的検証 ATP合成
酵素の活性調節に重要なγサブユニット上
の調節領域を削除したシアノバクテリアFoF1

をもつ形質転換株を作成し、その増殖能、AT
P合成活性およびATP加水分解活性などを
様々な条件下で調べ、この酵素の活性調節が
光合成機能調節全体に果たしている役割を



 

 

生理学的に検証した。はじめに、Synechocyst
is sp. PCC6803株のATP合成酵素γサブユニ
ットの調節領域配列を欠失した変異株の細
胞内のATP量の変動を調べた。その結果、光
照射下でも変異株の細胞内ATP量は野生株の
8割ほどであったが、暗所に移したときの減
少量ははるかに大きく、ほぼ20％のレベルま
で低下した(図2)。調節領域を欠失したATP
合成酵素の性質から予想すると、この大幅な
減少の原因は、暗所下でATP加水分解活性が
阻害されないためと考えられる。この研究に
よって、ATP合成酵素の加水分解活性の抑制
が、細胞の生理においても重要であることを
明らかにした。 
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