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研究成果の概要（和文）： 本研究ではヒトF1-ATPase (F1)と高い構造類似性を持つウシF1の大量生産システ
ム、顕微鏡一分子回転観察システム、X線結晶構造解析システムを確立した。そして寿命伸長効果や生活習慣病
の改善効果が報告されているレスベラトロールをモデル阻害剤として、ウシF1の機能に与える影響を顕微鏡一分
子観察とX線結晶構造解析により明らかにした。分析の結果、レスベラトロールはF1の回転軸と固定子の間に結
合し、生成物リン酸の結合の素過程進行を阻害することによりATPの合成反応を阻害している事が示唆された。
この結果は、今後の哺乳類の生体エネルギーシステムの人為的機能調節の研究の理論的基盤となると考えられ
る。

研究成果の概要（英文）：In this project, I established heterologous expression, microscopic 
single-molecule analysis and X-ray crystallographic systems for bovine F1-ATPase which has high 
structural similarity to human F1. By using the systems, effects of resveratrol, which has been 
suggested to have positive effects of extending lifetime and curing adult diseases of eukaryotes, 
have been analyzed as a model inhibitor for mammalian F1. As a result, resveratrol was suggested to 
inhibit the ATP-synthesis turnover by preventing the elementary step of product phosphate-binding by
 binding to the cleft formed between the rotor and stator subunits of bovine F1. This finding would 
become a theoretical basis to artificially control the energy system of mammalian species in future.

研究分野： 構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
地球上のすべての生物は、その生命活動の

維持・進行に高エネルギー物質であるアデノ
シン 3 リン酸(ATP)を利用している。この生
命のエネルギー通貨とも言えるATPの多くは、
FoF1-ATP 合成酵素(以後、FoF1)により合成され
ており、FoF1 は生命のエネルギーシステムの
中心的役割を担っている。近年の FoF1の研究
は FoF1分子自体の理解だけではなく、その機
能の変化が宿主生物の高次生命機能にどの
ように及ぼすか、という事に興味が広がりつ
つある。実際、寿命の伸長効果や生活習慣病
の改善効果が見られる α-ケトグルタル酸や
レスベラトロール、制癌効果を持つアンジオ
スタチン、肝細胞への HDL コレステロールの
取り込みに影響を及ぼすapolipoprotein A-1
などは、FoF1 もしくはその部分複合体の機能
に影響を及ぼしている事が報告されている。
これらの分子機構を解明するためには、FoF1

の ATP 結合ドメインである F1-ATPase(F1)部
分の機能制御機構を理解する必要がある。し
かし、今まで FoF1や F1の詳細な研究が行われ
てきたのはバクテリア由来酵素であり、バク
テリア-哺乳類間ではサブユニット構成をは
じめアミノ酸配列の類似性は低い事から、機
能制御の理解に必要な精密な構造的議論は
実際のところ難しいのが現状であった。 
 
２．研究の目的 
近年、研究代表者により組替え体ヒト F1

の生産・分析システムが確立され、哺乳類 F1

の詳細な分子機構の解明が可能となった。そ
こで本研究では、哺乳類 F1の機能に影響を及
ぼす代謝物や天然物の作用機構を、顕微鏡一
分子回転観察やX線結晶構造解析等により詳
細に明らかにし、人工調節因子の創製試みる。
FoF1 は回転分子モーターであり、Fo ドメイン
に負荷されたATP合成に必要な生体膜を介し
たH+の電気化学的ポテンシャルのエネルギー
は、回転子サブユニットの力学的な回転を介
してF1ドメインに伝えられATPが合成される。
本研究で用いるF1(ドメイン)はそれ自体で逆
反応である ATP 加水分解活性を持ち、ATP 加
水分解により回転子サブユニットを回転さ
せる事ができる回転分子モーターである。そ
こで顕微鏡一分子観察による F1 の回転分析
と、X 線結晶構造解析から得られる構造情報
から、どのような阻害剤との分子間相互作用
が回転モーターである F1 の機能(回転)制御
に有効なのかを詳細に明らかにする事を本
研究の目的とする。得られた知見は、将来的
なFoF1の人為的制御という医薬的観点からも
重要な意義を持つと考えられる。 
 
３．研究の方法 
本研究の開始時点の問題点として、ヒト F1

は大腸菌内での合成量が低く、安定性も低い
事があった。そこでヒト F1と構造類似性が高
いウシ F1(触媒サブユニットのアミノ酸配列
の相同性が 99%)の実験システムの確立を行

った。すでに大腸菌内での発現系は、研究代
表者により確立されつつあったので、そのシ
ステムを最適化させ完成させた。そして得ら
れた組替え体ウシ F1を使って、顕微鏡一分子
回転観察システムと各種X線結晶構造解析シ
ステムを新たに確立した。そして以後の実験
は、得られた組替え体ウシ F1を用いて行った。
阻害剤による F1の機能の変化は、主に顕微鏡
一分子回転観察によりを分析し、阻害剤の結
合様式やその変化などの構造情報は、X 線結
晶構造解析により分析した。 
 

４．研究成果 
まずヒト F1 の研究で確立した顕微鏡シス

テムをと技術を適用することにより、ウシ F1

の顕微鏡一分子回転観察システムの確立と
分析を行った。その結果(26℃)、ウシ F1 の
ATPase 駆動の回転速度は 655±38rps とヒト
F1(705±75 rps)と同様にバクテリア F1 と比
べ高速であり、ATP 高濃度条件下の回転中に
はヒトF1と同様に概ね6点の短い停止が見ら
れた。またATP結合速度は1.8±0.3×107 /M/s 
(ヒトは 2.7±0.3×107 /M/s)など、ウシ F1

の回転特性は、ヒト F1と非常に類似している
事を確認した。 
X 線結晶構造解析では、精製した組替え体

ウシ F1 を sitting-drop 蒸気平衡法により
PEG3350 を沈殿剤として用いて、ATP 類似体
の AMPPNP と Mg2+と必要に応じてリン酸アナ
ログであるチオリン酸の共存下、結晶を作成
した。作成した結晶からは、放射光施設
SPring8 のビームライン(BL32XU、BL41XU、
BL44XU)を使用して回折データーを入手し、
分子置換法及び構造精密化により最終構造
を得た。そして、チオリン酸を含んだ結晶か
らはチオリン酸が結合した構造が1種得られ
たが、興味深いことに、チオリン酸なしの結
晶からは回転子サブユニットの回転角度が
異なる 3種類の結晶構造から得られた。分析
の結果、これら 4 種類の結晶構造は、F1から
生成物リン酸が解離していく(言い換えると
リン酸が結合していく)素過程のスナップシ
ョット(素過程中間体)であることが判明し
た。つまりこの X線結晶構造解析システムを
用いることにより、リン酸解離(逆反応で考
えると結合)の素過程中の構造に、分析対象
の阻害剤が結合能を持つかの有無や結合様
式がわかることを意味している。 
次に、ポリフェノールの一種であるレスベ

ラトロールをモデル阻害剤として使用し、ウ
シ F1 の機能(回転)への影響を顕微鏡一分子
回転観察により分析した。その結果、レスベ
ラトロール添加により、通常発生しない長い
回転の停止と再開を繰り返す事が明らかに
なった。解析の結果、新たに発生する長い停
止は、ATP 結合から約 90 度進んだ角度で発生
することが判明した。この角度は、ATP 加水
分解反応で考えると、リン酸解離後に別の触
媒部位のATPの加水分解の素過程を待ってい
る角度であるが、ATP合成反応で考えるとATP



合成反応の素過程後に、別の触媒部位にリン
酸が結合する素過程を待っている角度であ
る。 
X 線結晶構造解析では、ウシ F1結晶作成後

にレスベラトロールをソーキングにより結
晶中に導入し、同様に構造決定を行った。そ
の結果、レスベラトロールはリン酸結合前の
構造(上記の 90 度)には結合できるが、リン
酸結合の素過程中間体構造(回転子の角度は
約 75 度)には結合できない事が判明した。解
析の結果、この現象は、回転子サブユニット
が回転角度によりレスベラトロール結合ポ
ケットの形状を変化させ、レスベラトロール
との親和性が立体障害のため低下した為で
ある事が示唆された。 
 これらの結果を併せて考えると、レスベラ
トロールは、リン酸の結合を待っている構造
に結合しその状態を安定化させることによ
り、前後の素過程の進行を阻害していること
が示唆された。この状態は ATP 合成反応で考
えると、基質であるリン酸の結合を待ってい
る状態に対応する。さらに結晶構造解析から
リン酸結合の素過程中間体構造にレスベラ
トロールは結合できないという実験結果は、
レスベラトロールが結合したままの状態で
はリン酸結合の素過程が進行できないとい
う事を同時に示唆している。これらの結果を
考えと、少なくともATP合成方向で考えると、
レスベラトロールは基質リン酸の結合の素
過程を阻害することにより、FoF1 の機能を抑
制しているというモデルが導かれる。一方、
ATP 加水分解反応方向で考えると、レスベラ
トロールが結合した 90 度の構造は、リン酸
解離後に別の触媒部位でATPが加水分解され
るのを待っている分子状態に対応するが、細
胞内で FoF1 の役割は ATP 合成反応であるこ
とから、本研究ではその阻害機構は ATP 合成
反応で考察することとした。 
また本研究では当初の想定とは異なり、組

替え体ウシF1のX線結晶構造解析システムが
確立でき、レスベラトロールがウシ F1に結合
した複数の結晶構造の入手に成功するとい
う予定外の大きな進展があったため、当初予
定していた inhibitory factor-1 (IF1)を用
いた人工調節因子の創成は時間的に行うこ
とが出来なかった。しかし本研究で実験シス
テムが確立され知見が得られたことから、今
後より実現可能な研究課題として実施して
いく予定である。 
 
本研究で確立されたウシ F1 の顕微鏡一分

子回転観察システムと、様々な分子状態を分
析できる X線結晶構造解析システムは、他の
様々な阻害剤・阻害因子に適用可能である。
現在までに結合様式が分かっている哺乳類F1

の阻害剤・阻害因子は、何れも本研究の構造
解析システムにより解析できる回転子の角
度領域の構造に結合しており、このリン酸解
離前後の角度領域は、様々な阻害剤が結合し
F1の機能を調節するのに適した角度領域なの

かもしれない。 
本研究システムで確立された研究システ

ムと得られた知見は、今後の我々ヒトの寿命
伸長や生活習慣病改善などに向けた研究の
理論的基盤の一つとなると考えられる。また、
哺乳類のエネルギーシステムの制御という
のは、裏返すと非哺乳類のエネルギーシステ
ムの制御にもつながる。そして本研究により
同時に導かれる非哺乳類のエネルギーシス
テム制御の手がかりは、我々人類を取り巻い
ている病原性生物の駆逐などにも有効な手
法の一つとなりうると考えられる。 
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