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研究成果の概要（和文）： ATP 駆動の回転分子モーター、F1-ATPase(F1)の｢回転に必要不可欠な

回転子領域の決定｣を、回転軸部分を遺伝子操作で削除した｢軸なし F1｣が回転可能であること

を踏まえて行った。｢軸なし F1｣とは対照的に回転軸だけを持つ F1変異体が、予想に反して、100

回転/秒以上の回転速度で回転したことから、回転子には回転に必要不可欠な領域（必須のアミ

ノ酸配列）がないという驚くべき方向に進んでいる。 
 
 
研究成果の概要（英文）：F1-ATPase(F1) is an ATP-driven molecular rotary motor. The “axle-less F1” 
that the rotor portion in the stator cylinder is truncated, can rotate in the correct direction. Motivated by 
this finding, we tried to determine the indispensable rotor region(s) for the F1 rotation. The contrast 
mutant with the axle-less F1, that has only the rotor portion in the stator cylinder, unexpectedly, rotated 
at >100 rotations/s. The rotor of F1 may have no essential region (amino-acid sequence) to rotate itself. 
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１．研究開始当初の背景 
 

F1 は、ATP 合成酵素(FoF1)
の可溶化部分として単離され、

1994 年の X 線結晶構造解析

により、その構造が明らかに

なった(3)。図のように、3 個

ずつのα、βサブユニットが

円筒 (α3β3 リング)を形成し、

その中心にマッチ棒のような

γサブユニットが深く突き刺

さっていた。3 年後、野地ら

は、蛍光標識したアクチンフ

ィラメントをγに付けて、そ

の回転する様子を顕微鏡下で

観察することに成功した(4)。
この 1 分子観察の手法は、F1

が回転モーターであることを証明しただけで

なく、１個の ATP で 120°ずつのステップ回

転をしている事を明らかにした。 
Oster らは、これらの結果を元に、合理的

な回転モデルを提唱した。それは、βの持つ

ATP 触媒部位における化学反応、すなわち

ATP の結合、加水分解、分解産物(ADP、Pi)
リリースが、3 つのβで順次、共同的に行わ

れ、その化学反応に伴うβの大きな構造変化

が駆動力となり、うまい具合に回転子γを押

し引きして回転を生み出すというものであっ

た。このモデルは、回転子γが剛体棒である

ことと、βの構造変化をγに伝えるための作

用点と支点の存在を必要条件としている。ま

た、回転子γの角度が決まれば、3 つのβの

化学状態が一義的に決定される(その逆も含

む)という概念、γ-dictated model を内包し

ていたため、逆反応の ATP の合成を考えるの

に都合が良かった。事実、2003 年には、伊藤

らがγに磁気ビーズをつけ、磁石で強制的に

γを逆回転させ、力学的に ATP 合成ができる

ことを証明した(5)。また、足立らは、蛍光標

識した ATP や ADP が、1 分子の F1に付いた

り離れたりする様子を、γの角度と同時に観

察する事で、βにおける化学状態と、γの回

転角度との対応付け(できる事)をほぼすべて

決定した(1)。先のモデルは、これらの実験事

実をうまく説明できるため、10 年以上もの間、

広く受け入れられてきた。 
この状況の中、私たちは、遺伝子操作によ

って回転軸(断面図の斜線部)を削った F1変異

体を作成し、それが回転速度は遅くなるもの

の正しい方向へ回転できることを発見した

(2)。この「軸なし F1」は、残りの回転子がα

3β3 リングの上縁に乗っているだけの状態だ

と考えられるが、それでも外れることなく回

転できることは、全くの予想外だった。｢軸な

し F1｣の回転子には、もはや剛体棒も、作用

点も支点も存在せず、前述した既存の回転モ

デルでは説明ができない。すなわち、回転の

動作原理に対する理解は、振り出しに戻った

状況になり、新しい観点からの見直しが求め

られていた。 
 

1) Adachi, K. et al. Cell 130, 309-321. 2007 
2) Furuike, S. et al. Science 319, 955-958. 2008 
3)Abrahams, JP. et al. Nature 370, 621-628. 1994 
4) Noji, H. et al. Nature 386, 299-302. 1997 
5) Itoh, H. et al. Nature 427, 465-468. 2004 
 
 
２．研究の目的 
 
回転の動作原理を理解するということは、

どこでどのように駆動力が作りだされ、その

駆動力がどこでどのようにして回転子（可動

部）へ伝わるのか、を明らかにすることに他

ならない。一般的な機械では、全体を見渡し

た上で、動作に本質的な部分を選択できるた

め、どこで何が起きているかを認識すること

は比較的たやすい。そしてどこかが分かれば、

その場所を注視することで、どのようにして

のほうもおのずから分かることが多い。その

ため、動作原理を理解するためには、どこが

大事なところかを選び出す作業が、欠かせな

い重要な手順になる。 
ところが、大きさ 10 nm 位の分子機械とな

ると事情が異なる。1 分子観察しなければ、

回転という性質すら分からないわけだが、そ

のときどきの、分子のあらゆる動きまで同時

に捉えることはできない。つまり、分子機械

の仕組みが分かりにくい原因は、動いている

部分全てを一遍には見られない制限のため、

どこの動きが重要なのかを選択できないこと

にある。 
逆に、動作領域を先に制限してから、機械

本来の動きが損なわれないかを調べることが

できれば、どこの動きが重要なのかを消去法

で選択できるはずである。いまの場合、駆動

力を発生しているのは固定子側なので、回転

子との接触領域のどこかに回転に必要な動作

領域がある。その接触領域を制限しながら、

回転可能かどうかを観察すればよい。その領

域全てを細かく調べるのは大変だが、｢軸なし

F1｣の回転子を対象にすることで、かなり狭い

領域に絞って確かめれば済む。すなわち、固

定子上縁との接触部分(断面図の破線で囲ん

だ部分)のどこかに、回転するための必要十分

な領域が存在するはずである。その回転子側

の接触領域をさらに小さく限定していくこと



 

 

で、回転に必要な最小限の領域をもつ回転子

の決定を試みる。それは、駆動力を生み出し

ている固定子側の接触領域を同定することと

等価であり、固定子のどこと回転子のどこで

駆動力が伝わるのか(動作領域の決定)という、

回転の動作原理を考える上で欠かすことので

きない情報である。 
基本的には、その回転に必要な最小(接触)

領域は、回転に必要不可欠な（その領域がな

いと回転できない）領域だと予想している。

しかし、回転できる複数の最小領域が見つか

るかもしれないし、ある組み合わせでのみ意

味を持つのかもしれない(例えば、A,B,C の領

域があるとき、それぞれ単独では回転できな

いが、AB,BC,CA の組み合わせでは回転でき

るような場合)。それどころか、｢軸なし F1｣

で削った回転軸部分(断面図の斜線部)でさえ、

回転できる領域が残っていることを否定でき

ていない。そのため、回転軸部分のみでも回

転できるか調べる必要がある。そもそも回転

にとって必要不可欠な領域など存在せず、回

転子と固定子の接触領域ならどこででも回転

できるといった信じがたい機構が明らかにな

るかもしれない。 
 
 
３．研究の方法 
 
（試料調整）F1の回転に本質的な動作領域の

決定を行うために、｢軸なし F1｣を対象にし、

その回転子と固定子上縁の接触領域を少しず

つ削り取った変異体を設計した。また、｢軸な

し F1｣とは対照的な変異体、回転軸部分だけを

残した変異体や、回転軸部分を縦にスライス

した変異体なども遺伝子操作で作成した。い

ずれの変異体も、顕微鏡観察の際に必要なた

め、γサブユニットには、2か所のビオチン

化を、βあるいはαサブユニットには、

His-tag を導入した。 

変異体は、大腸菌で発現させ、破砕した後、

Ni-NTAカラムとゲル濾過カラムを通して精製

した。変異体によっては、ゲル濾過カラムに

複数回通す必要があった。変異体は、構造的

に不安定な場合が多く、精製から 3日以内に

使用した。 

 

（1分子観察）顕微鏡下で、回転運動を観察

するために、ガラス表面を Ni-NTA 処理し、変

異体に導入した His-tag と結合できるように

した。ガラス表面に固定された変異体の回転

子（γ）に、回転観察の目印として、アビジ

ン修飾した金粒子（直径 40 nm）を結合させ

た。このサイズでは、溶液から受ける粘性抵

抗がほとんど無視できるため、変異体本来の

回転速度を調べることができる。また、構造

的に不安定な変異体に余計な負荷を与えない

というメリットもある。 

回転トルクを調べるときは、直径 200 nm 程

度の大きな目印を用いて回転速度を測定し、

目印と溶液の粘性抵抗から回転トルクを求め

た。 

光の波長より小さな 40nm の金粒子の動き

を可視化するために、レーザー暗視野顕微鏡

を用いた。得られた像は、超高速カメラ(～

8000 駒/秒)で撮影し、輝度重心を求めてその

軌跡を解析した。 

 

(光学系の改良)現在使用しているこの顕微鏡

では、撮影できる金粒子のサイズは 40 nm が

限界である。それは、レーザー光源が、観察

像に干渉縞やスペックルを作り、背景光を上

昇させてしまうからである。これらを取り除

くことができれば、像のコントラストが向上

し、さらに小さな粒子を観察することが可能

だと考えた。原因の一つは、顕微鏡鏡体内部

の余計なレンズやミラーにあるので、それら

をできるだけ単純に組み換え直し、像の改良

を狙った。その結果、30 nm の金粒子を用い

て、観察が可能になった。 

 

 
４．研究成果 
 

本研究の当初の目的は、｢回転に必要不可欠

な回転子領域の決定｣であった。それは、リン

グ内の回転子領域(回転軸部分に相当)を遺伝

子操作で削除した｢軸なし F1｣が回転可能であ

ることを踏まえ、その僅かな接触領域のどこ

かに｢回転に必要不可欠な微小領域｣があると

いう狙いに基づいていた。 

 

しかし、最近の実験結果は、その予想に反

し、γには回転に必要不可欠な領域がないと

いう驚くべき方向に進んでいる。(1)遺伝子操

作で、γの回転軸部分を C 末のαへリックス

1 本にスライスしてしまっても、野生型 F1の

～20％の回転速度(～40 回転/秒)、～50％の

回転トルク(～20 pN⋅nm)を示した。(2)｢軸な

し F1｣とは対照的に、回転軸だけを持つ変異体

も、100 回転/秒以上の回転速度で回転した。

この変異体と｢軸なし F1｣の回転子に共通なア

ミノ酸残基は、僅か～10残基程度である。そ

れらのアミノ酸残基も、固定子と接触してい

るとは考えにくい領域にあり、γには、回転

に必須の領域がないことが示唆された。γに、

回転に必須の領域がないことが確定すれば、



 

 

γのどの微小領域も回転に必要な能力を持つ

ことに、あるいは、固定子自体が、棒状のミ

クロ構造物であれば、何でも回す能力を持っ

ていることになりそうである。今後の研究で、

速やかにはっきりとさせたい。 

 

野生型の F1では、ATP 結合の角度を 0°と

すると、80°で ATP 加水分解と無機リン酸の

リリースが起き、120°で次の ATP 結合と ADP

のリリースが起きること(後はこの繰り返し)

が知られている。このスキームは、回転運動

に必要不可欠なものなのか、変異体や種を超

えて普遍的なものか？この問いに答えること

は、回転運動の仕組みを考える上で重要であ

る。今回、以下の知見が得られた。 

液胞型 ATP 合成酵素(VoV1)の可溶化部分 V1

が、ATP 駆動で回転する様子を、サブミリ秒

の時間分解能で観察すると、120°ごとに小停

止した。その角度で ATP 結合・ATP 加水分解・

分解物リリースの全てが行われているようで

ある。既知の F1の回転スキームは、回転運動

についての普遍性がなかったことになる。ま

た、VoV1 の回転では、～30°ごとの小停止が

観察された。Vo でのプロトン輸送に由来する

ものかもしれない。 
 
F1では、MgADP 阻害が知られている。これ

は、MgADP がβの ATP 触媒部位に強く結合し

たまま、しばらくリリースしなくなり、その

結果、回転も ATP 加水分解も止まってしまう

可逆的な現象である。そのメカニズムはよく

わかっていない。回転観察の際、この現象は、

観察対象の数を下げてしまうので、都合が悪

い。通常は、変性剤として働くドデシル硫酸

ナトリウム（SDS）を、溶液中に 0.003％（臨

界ミセル濃度以下）加えると、ATP 加水分解

速度が 1.4 倍に、顕微鏡観察での発見頻度が

3～4倍に増加した。MgATP 阻害を僅かながら

も緩和し、また、ガラス基板と目印との摩擦

を減らす効果が得られたと考えている。顕微

鏡観察実験の効率化が期待できる。 
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