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１．研究計画の概要 
Foモーターはいかにして、プロトンの電

気化学的エネルギーを回転という力学的

エネルギーに変換しているのであろう

か？その仕組みの分子的理解にとってFo

モーターの構造の解明は不可欠である。

しかし、この結晶構造解析は、この 12
年あらゆる挑戦をしりぞけてきた。その

困難の理由は、Foモーターの固定子 (Foa
サブユニット )と回転子（Foc-リング）の

微妙な結合である。それは、回転を許す

ほどゆるく、離れてしまわない程度に強

いはずである。しかし、膜蛋白質の精製

に用いる界面活性剤は、Foaサブユニット

とFoc-リングの微妙な結合を弱めて両者

の解離を促す。本研究では、Foa-サブユ

ニットとFoc-リングが解離しないFoモー

ターを結晶化に用い、構造解析を行う。

そして、プロトン流れで回転する機構を

明らかにする。  
 
２．研究の進捗状況 
Fo の構造を安定化するために、好熱菌

BacillusPS3 のATP合成酵素を用いて、回転

子のc10-リングと固定子のaサブユニットを1
本のポリペプチドとして架橋した(c10-a)FoF1

を作製した。これは、Foc-リングの 10 コピー

のc-サブユニットおよびFoaサブユニットを

一 本 の ポ リ ペ プ チ ド と し て 融 合 し た

(c10-a)FoF1である。これは固定子と回転子が

固定されてしまったので、活性はない。しか

し、リンカー部分を切断すると活性がただち

に回復することから、これは、本来の構造を

もっていると推定できる。この融合変異によ

り、Foの構造が安定化したので、Ni-NATカ
ラムでFoを精製することが可能となり、高い

純度でFo精製することができるようなった。

精製に用いる界面活性剤を検討し、ドデシル

マルトシドなどのマルトシド系の界面活性

剤とsucrose monodecanoateで単分散した

(c10-a)Foを得ることができることがわかった。

こう して得ら れた精製 した (c10-a)Fo と

(c10-a)FoF1がどれくらいの期間、安定でいる

かを分析したところ、(c10-a)Foにおいて、b
サブユニットが、4 日以内に切断された。一

方、(c10-a)FoF1では、少なくとも 2 週間は全

てのサブユニットが安定に構造を保ってい

たので、F1と結合していないbサブユニット

は、不安定であることが予想された。そこで

現在は、(c10-a)FoF1を中心に結晶化を行って

いる。 
また、ab2部分複合体を抗原にして、Foに結

合するモノクローナル抗体を作製した。抗体

のスクリーニングを工夫して、ab2の細胞質

側に結合する抗体とab2のペリプラズム側に

結合する抗体を得た。これらのFabフラグメ

ントは、ab2およびFoに 1:1 で結合することが

わかった。 
 
３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している。 
(理由) 
これまでに安定な (c10-a)FoF1を得ること

に成功した。この複合体は、Foの結晶構



造解析の最大の問題であるFoaサブユニ

ットの解離を防ぐ。界面活性剤の種類と

濃度を検討することにより、単分散した

FoF1を得る条件がわかった。安定性のチ

ェックにより、結晶化に必要な期間は複

合体は安定であることがわかった。また、

Foに結合するFabフラグメントを調整し

た。結晶化に有望な複合体と抗体フラグ

メントを得て、結晶化に必要な環境は整

った。  
 
４．今後の研究の推進方策 

Foa-サブユニットとFoc-リングが解離し

ない (c10-a)FoF1の結晶化を行う。抗体を

結合させることにより、FoF1は水溶性領

域を拡大し、結晶の形成が促進される。

そこでFoに結合するモノクローナル抗体

か ら Fab フ ラ グ メ ン ト を 調 製 し て 、

(c10-a)FoF1に結合し、結晶化を行う。よ

い結晶が得られたら、Spring-8（放射光

施設）で、構造データを収集する。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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