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研究成果の概要（和文）： 
生体分子モーターの作動機構を明らかにするために、駆動機構の解明と制御機構の解明は
車の両輪である。分子モーターの制御とは、モーター分子の原子レベルでの動きの制御で
ある。本研究では、これを理解するために、回転軸（γサブユニット）側からの研究と、外
的要因の研究を同時平行して実施した。(1) γサブユニットの構造変化による回転制御を 1
分子レベルで解析し、正確な角度解析により軸受け側のβサブユニットの構造と停止位置
の対応付けを行った。また、磁気ピンセット技術を用いて、停止と回転に要する力を実測
した。さらに、制御時に起こる構造変化を立体構造レベルで解明し、制御と構造の関連付
けを行なった。(2) 内在性阻害因子であるεサブユニットの機能を、阻害にかかる力の測定
と分子構造の変化の両面から検証した。さらに内在性阻害因子の構造変化と膜ポテンシャ
ルの関連付けを目指した。(3)細胞内における ATP合成量と分子レベルでの ATP合成酵素
の活性変化の対応付けを行うことにより、回転調節の生理的な重要性について考察した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In order to understand the regulation mechanism of the molecular motor enzyme, F1-ATPase, we 
studied the regulation of rotation of the γ subunit itself and external regulation mechanism as well. 
Consequently, we obtained the following results: 
1. Based on the single molecule analysis of rotation of the γ subunit caused by the conformational 
change of this subunit, we revealed the relationship between the pause position and the form of the 
β subunit. 2. The inhibitory function of the intrinsic inhibitory subunit ε was studied both 
biochemical method and biophysical method. 3. Based on the study of the intracellular ATP level 
and the ATP synthase activity, physiological significance of the regulation of ATP synthase was 
discussed. 
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１．研究開始当初の背景 
ATP合成酵素は、触媒反応に伴って分子中央
のγサブユニットが回転し、三箇所の触媒部位
が協調的な反応を行っていることが明らか
にされていた。研究開始当時の 2006年頃は、
触媒反応に伴う分子の構造変化と回転の関
係、あるいは回転を引き起こす物理的な要因、
そして酵素本来の反応であるγサブユニット
の回転による ATP 合成の詳細が調べられて
いた時期である。一方、この酵素は、生体内
において内在性阻害因子、基質阻害、膜内外
に形成される電気化学ポテンシャル差、さら
に葉緑体由来の酵素では酸化還元調節機構
など様々な分子機構で精密に制御されてい
ることがわかっていた。また、ATP合成酵素
の特異的な阻害剤も複数知られており、高等
植物由来の ATP 合成酵素に特異的に作用す
る環状テトラペプチド・テントキシンは、低
濃度で活性を強く阻害し、高濃度では逆に酵
素活性を数倍に高めるという興味深い特性
を持っていることも明らかにされていた。当
時までの研究では、このような酵素活性の調
節が回転と停止の頻度の調節であることが
明らかになってきていたが、その分子機構は
全くわかっていなかった。例えば、テントキ
シンが高濃度に作用して酵素活性が数倍に
高まったときに、分子レベルで何が起こって
いるのかは不明のままであった。 
このような背景の下で、この酵素の調節の

分子機構を解明することは、この酵素の分子
機構を理解するうえで、回転機構の解明と対
をなす重要な研究であると考え、本研究を企
画した。そして、本研究では、新技術を駆使
して回転分子モーター調節の分子機構の徹
底的な解明を目指した。 
 
２．研究の目的 
生体分子モーターの作動機構を明らかにす
るために、駆動機構の解明と制御機構の解明
は車の両輪である。本領域研究は、次世代の
測定技術を分子モーター研究に多角的に利
用し、さらに分子動力学計算によってモータ
ーの動きを原子座標レベルで理解すること
を目指して企画された。上記の制御は、モー
ター分子の原子レベルでの動きの制御であ
り、これまで生化学的な知見でしか知られて
いなかった活性の変化を立体構造変化のレ
ベルで理解するために、精密な分子の変化の
測定と計算技術が必須であった。そこで、こ
れらの専門家が結集した本領域研究で「制
御」の分子機構の研究を実施することで、世
界に先駆けて「制御」を原子座標レベルで記
述する道を切り拓くことを目指した。我々は、
研究開始当時、好熱菌 ATP 合成酵素に葉緑
体酵素が持つ酸化還元制御機構を導入し、酵
素活性の酸化還元制御と回転の対応付けを
解明し、活性の抑制が回転と停止頻度の平衡

状態のずれであることを明らかにしていた。
また、内在性阻害因子であるεサブユニットに
よる活性の阻害が、このサブユニットの構造
変化と密接に関係していることも明らかに
していた。さらに、結晶構造解析から、葉緑
体 ATP 合成酵素に特異的に作用する阻害と
活性化の二機能を併せ持つテントキシンの
結合様式を予測し、好熱菌酵素に変異を導入
してその感受性を付与することや、同複合体
を用いてテントキシンが回転に与える影響
の詳細を解析し、阻害と活性化が、回転途中
で観察される停止の発生頻度で説明できる
ことを明らかにしていた。そして、2006 年
当時、回転制御の研究をさらに進展させるた
め、好熱性シアノバクテリアの ATP 合成酵
素複合体の発現系の構築を行い、より安定な
実験系を確立したところであった。これらの
研究成果をさらに発展させ、構造と理論的な
側面から回転制御を研究することで、分子モ
ーターの制御機構を原子座標のレベルで記
述することを本研究の究極の目的として本
研究を開始した。 
 
３．研究の方法 
本研究では、好熱性シアノバクテリア由来の
ATP 合成酵素複合体と好熱菌由来の ATP 合成
酵素複合体を主たる研究材料として、1分子
生化学による回転制御の分子機構の解明を
行った。また、形質転換が容易なシアノバク
テリアを用いて、ATP 合成酵素の制御と細胞
レベルの ATP 量の変化についても調べた。 
 
(1) 分子モーターの酸化還元制御機構 
 γサブユニット上の酸化還元によって行わ
れる回転制御を 1分子観察し、正確な角度解
析を行うことですでに結晶構造から明らか
にされている軸受け側のβサブユニットの構
造と停止位置の対応付けを行う。さらに、γ
サブユニットによる制御が細胞レベルでど
のような役割を担っているのかを明らかに
する。 
 
(2)分子モーターの内在性阻害因子による制
御 
 内在性阻害因子であるサブユニットの
機能を、阻害にかかる力の測定と分子構造の
変化の両面から検証する。力の測定は、磁気
ピンセット技術を利用する。膜結合状態では、
εサブユニットがエネルギー産生膜を介した
プロトンの電気化学的ポテンシャル差のセ
ンサーとしての役割を担っていることが予
想されているので、その分子機構を生化学と
構造の両面から解明する。さらに、εサブユニ
ットによる制御が細胞レベルでどのような
役割を担っているのかを明らかにする。 
 
(3)分子モーターの阻害と活性促進で起こる



分子の変化 
 二機能性のテトラペプチドであるテント
キシンによる ATP合成酵素の阻害と再活性化
の分子機構を詳細に調べ、活性と結合テント
キシン数の関係を明らかにして、阻害と活性
化の現象を生化学的に分離する。さらに、阻
害と再活性化の 1分子の回転を解析し、回転
の分子機構を解明する。 
 
４．研究成果 
(1)細菌型 ATP 合成酵素の生化学的な解析か
ら、細菌型である好熱菌 ATP 合成酵素では、
阻害型から活性型への転換が起こると、構造
変化を起こしたεサブユニットへ ATPの結合
が起こり、これにより阻害型への再転換が起
こりにくくなっている事が明らかになった。
このことが、植物型と比較して細菌型ではε
サブユニットの阻害効果が弱い事の一因と
考えられる。 
 
(2)好熱菌 F1のεサブユニットの NMR 構造解
析および X線構造解析により、このサブユニ
ットの C 末端ヘリックス構造の構造変化が
ATP 依存で起こり、この部分が酵素の ATP セ
ンサーとして働く可能性を明らかにした。 
 
(3)葉緑体型 ATP 合成酵素の特異的阻害剤で
あるテントキシンによる回転阻害の解析に
よって ADP 遊離段階が阻害されること、高濃
度テントキシンによる活性化が ADP阻害から
の解除であることを明らかにした。 
 
(4)葉緑体型 ATP 合成酵素のモデル酵素であ
る好熱性シアノバクテリア由来の酵素を用
いて、阻害サブユニットεの NMR 溶液構造を
明らかにした。合わせて、ハイブリッド蛋白
質の構造解析によって、葉緑体 ATP 合成酵素
εサブユニットの C末端ヘリックス構造を明
らかにした。 
 
(5)シアノバクテリア ATP 合成酵素が持って
いるγサブユニットの挿入配列が ADP阻害の
誘導に重要な役割を果たしていることを、変
異体酵素の 1 分子解析により明らかにした。
シアノバクテリアの形質転換株の解析によ
り、この ADP 阻害が細胞内 ATP レベルの維持
に重要な役割を担っていることを明らかに
した。 
 
(6)植物型 ATP 合成酵素のγサブユニットの酸
化還元制御による回転調節機構の詳細を明
らかにするために、シアノバクテリア ATP 合
成酵素に変異導入し、回転と停止の詳細(特
に停止位置の解明）を一分子レベルで詳細に
調べた。その結果、酸化状態ではいわゆる
「ADP 阻害」と言われている 80 度の停止位置
での停止頻度が増加し、停止時間も長くなる

ことを明らかにした。 
 
(7)シアノバクテリア ATP合成酵素を用いて、
1 分子解析によりε阻害と ADP 阻害の関連を
調べた。その結果、ε阻害が物理的により強
固な阻害であり、ADP 阻害とは異なる性質を
持つことを明らかにした。 
 
(8)好熱菌εサブユニットの構造変化と膜ポ
テンシャル維持機構を調べた結果、εの C末
端ヘリックスが膜ポテンシャルの維持に重
要な役割を担っていることを明らかにした。 
 
(9)シアノバクテリア ATP 合成酵素のεサブ
ユニットおよびγサブユニットの変異が細
胞レベルで光合成機能、細胞内 ATP 量、細胞
の生存率に及ぼす影響を詳細に調べ、これら
の調節機能が実際に暗所での細胞の維持に
重要であることを明らかにした。 
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