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研究成果の概要（和文）：１個の蛋白質を対象として、その構造変化と触媒反応の対応を明らか

にするのが本研究の目的である。蛋白質 F1-ATPase に蛍光分子の目印を結合し、全反射型顕微

鏡でその向きの変化を検出することにより構造変化を測定した。これまでの顕微鏡を改良する

ことで、蛍光分子１個の向きの検出を角度分解能２度、時間分解能０．１秒にまで向上した。

また、顕微鏡ステージに磁場を発生させる装置を組み合わせ、この酵素反応方向の違いによる

構造変化経路の違いを見出した。 
  
研究成果の概要（英文）：The purpose of the present study is to correlate conformational 
changes of an enzyme with chemical reaction steps. We linked a fluorescent molecule to 
F1-ATPase as a probe of conformations and detected its changes in orientation under the 
optical microscope. By improvements of the microscope, we achieved an angle resolution 
of 2 degrees and a temporal resolution of 0.1 s. By combining this microscope with magnetic 
tweezers, differences in conformational profiles during different chemical pathways were 
indicated. 
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１．研究開始当初の背景 
 
これまで研究代表者は、分子モーター

F1-ATPaseを対象として、３つの触媒サブユ
ニット がそれぞれの触媒サイトでのATP加
水分解の化学反応に伴って構造変化を起こ
し、中心軸サブユニット の回転を駆動する機

構の解明を目指し研究を行ってきた。その結
果、1分子の F1-ATPaseの中の１つの触媒サ
ブユニット の C 末端ドメインの構造変化と
中心軸 の回転を顕微鏡下で同時に観察する
ことに成功した。この研究では、 の C 末端
ヘリックスに 1つの蛍光分子を 2箇所で固定
し、近接場光の偏光の向きを 2Hzで回転させ

機関番号：32606 

研究種目：研究活動スタート支援 

研究期間：2010～2011 

課題番号：22870028 

研究課題名（和文） 高速偏光変調顕微鏡によるＦ1-ＡＴＰａｓｅの構造変化と化学反応の同

時観測 

研究課題名（英文） Simultaneous observation of conformational changes and the chemical 

reaction of F1-ATPase under the TIRF microscopy with high-speed polarization modulation 

研究代表者 

政池 知子（MASAIKE TOMOKO） 

  学習院大学・理学部・助教 

研究者番号：６０４０６８８２ 



 

 

る偏光変調全反射型顕微を用いて励起した。
一方中心軸 の回転は、結合したポリスチレン
ビーズの像の回転として別波長で検出した。
その結果、触媒サイトにおけるヌクレオチド
状態の変化に呼応して触媒サブユニットは
それぞれ +40˚, –20˚, –20˚ という3ステップ
の構造変化を繰り返し、中心軸のステップ状
回転を駆動することを明らかにした。このよ
うに、 における構造変化, ATPaseの化学反
応, の回転の力学反応の関係を初めて明らか
に し た (Masaike, T. et al., Nature 
Structural and Molecular Biology, 2008)。 

 
しかし、この研究では、構造変化検出の時

間分解能が 0.5 秒であったため、時定数 0.5
秒未満の短い滞在時間の化学状態における
構造の検出は残された課題となった。 
 
２．研究の目的 
 
蛋白質の局所的構造変化と基質結合・解離

の関係を調べることは、作動機構を解明する
うえで重要な意味を持つ。 

 
本研究では F1-ATPaseをモデルとして、触

媒サブユニット の C 末端へリックスの向き
の変化を指標として open 型、closed 型間の
構造変化を検出し、同時に サブユニットへ
の蛍光性基質 Cy3-ATP の結合・解離を検出
することにより、両者の関係を明らかにする
ことを目的とした。 

 
そのために、これまで用いてきた偏光変調

全反射型顕微鏡を改良し、触媒サブユニット
の C 末端へリックスに結合した蛍光分子１
個の遷移双極子モーメント向きを検出する
時間分解能を１桁以上向上させる。これによ
り、F1-ATPase の ATP 加水分解反応におい
て時定数が短いと考えられるADP解離待ち、
リン酸解離待ちのそれぞれの化学状態にお
ける構造を明らかにし、構造変化と化学反応
の素過程を完全に対応づける事を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
まず、偏光変調の光学系で励起光の偏光を

回転させる速度を上げるため、中空モーター
の回転速度をこれまでの1Hzから10Hzに上
げた。さらに、これまで image intensifier
で検出していた蛍光を EMCCD で受像する
ことにより、蛍光強度の検出感度を向上させ
た。更に、受像側に励起光の偏光の回転と同
期する工夫を施し、蛍光分子の輝点の明滅を
三角関数で近似することではなく像のパタ
ーンから偏光の向きを一目で決定すること
ができるようにした。これにより、滞在時間
0.1 秒の構造でも検出可能な光学系を実現し

た。 
 
次に、偏光の回転速度を更に高めるための
技術開発を行った。これまで用いてきたステ
ッピングモーターとは異なるメカニズムで
回転する新規の中空モーター２種を検討し
た。モーターに組み込むため、プリズムとλ
/4板を安定に接着する方法と、直径を小さく
するためにこれらの素子を削る方法につい
て光学素子を扱う会社と協同で検討した。ま
た、それぞれのモーターに同光学素子をはめ
込むためのアダプターを設計した。これら２
種のモーターは 25Hz～数百 Hz での回転が
可能であり、今後更なる開発が見込まれる。 
 
 最後に、偏光変調顕微鏡と磁気ピンセット
とよばれる磁場発生装置を組み合わせた。磁
石を顕微鏡ステージ上に２対配置し、バイポ
ーラー電源から磁石に巻いたコイルに電流
を流すと磁場が発生する。この磁場は顕微鏡
ステージ上のサンプル面方向に自在に回転
させることができるため、F1-ATPaseの中心
軸に結合した磁気ビーズを任意の方向に向
けることが可能になった。中心軸の回転方向
の向きを操作することにより、触媒サブユニ
ットにおける化学反応の進行速度をある程
度制御できると考えた。構造変化検出の時間
分解能を向上させるのとは逆の発想で、構造
変化自体を遅くすることにより構造変化を
検出できるようにするというアプローチで
ある。 
 
この磁気ピンセット付中速偏光変調全反
射型顕微鏡を用いて、１分子の F1-ATPase
の中心軸が回転中に起こる触媒サブユニッ
トの構造変化を検出した。まず、蛍光分子を
C 末端へリックスに結合した F1-ATPase を
ガラス基板上に固定し、中心軸に磁気ビーズ
を結合した。次に、F1-ATPase が ATP の加
水分解エネルギーを利用して自発回転する
時と、磁気ピンセットの磁場に従って ATP
加水分解／合成方向に強制回転する時両方
の触媒サブユニットの構造変化を比較した。 
  
４．研究成果 
  
「３．研究の方法」で述べた顕微鏡の改良
により、１個の蛍光分子の偏光の向きの検出
時間分解能を 0.1秒にまで上げることができ
た。この実験系を用い、蛍光標識した単離触
媒サブユニットをガラス表面に固定して性
能評価を行ったところ、角度分解能は 2度で
あることがわかった。 

 
次に、F1-ATPaseの 部分複合体を用い、
触媒サブユニット の構造変化検出を行った。
磁気ピンセットで ATP 加水分解方向に強制



 

 

回転させたところ、触媒サブユニットは構造
変化角度の大きさにばらつきがみられるも
のの、おおむね酵素が自発的に回転するとき
と同様の構造変化を起こしていることがわ
かった。また、ATP 結合により駆動される
open から closed への構造変化の途中で、自
発回転では見られなかった中間的な構造の
可能性も示唆された。 

 
ATP 合成方向に強制回転させたときには

ATP加水分解の逆反応が起こるため、構造変
化も経路は同じで逆方向の変化が起こると
予想したが、実際には加水分解方向の回転で
は見られなかった構造変化パターンが検出
された。具体的には、ATP加水分解の場合か
ら想定される ATP合成中の構造変化は 

Open→partially closed→Closed→Open 
であるのに対し、実際には 

Open→Closed→partially closed→Open 
という変化を辿った。この原因として、ATP
合成と加水分解では構造変化経路が異なる
という可能性がまず挙げられる。ホロ酵素と
しての FoF1-ATP 合成酵素は、膜を介した電
気化学的ポテンシャル差により サブユニッ
トがダイナミックに構造変化を起こし、ATP
合成型になることで ATP 加水分解を選択的
に阻害する事が知られる。サブユニットが不
在の場合でも ATP 合成方向では触媒サブユ
ニットが特有の構造変化を起こす可能性は
十分にあり、興味深い。もう一つの可能性と
しては、ATP再生系を使用しているため、溶
液中に ATP 合成の基質となる ADP が無く、
中心軸を回転させても触媒サブユニットが
ATP 合成に適切な構造変化をすることがで
きないのかもしれない。この場合は、中心軸
の回転だけでなく触媒サブユニットへの適
切な基質結合が ATP 合成方向の反応進行に
重要であるという証拠につながる。 
 
以上、偏光変調顕微鏡の時間分解能は発展

途上であるが、現段階の時間分解能でも
F1-ATPase の回転速度を抑えることで化学状
態と構造状態を対応付ける道が開けた。今後、
更に高速化した偏光変調顕微鏡と磁気ピン
セットを組み合わせ、F1-ATPase の化学―力
学変換メカニズムに迫りたい。 
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