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研究成果の概要（和文）：葉緑体型ATP合成酵素の部分複合体であるα3β3γに存在する挿入配列とε阻害の関係を構
造生物学的側面から理解するために、α3β3γεのX線結晶構造解析に取り組んだ。これまで、結晶化に適した変異α3
β3γεの作成に成功し、結晶を得ることができたが、高分解能のデータはまだ得られていない。
　また、葉緑体型ATP合成酵素の活性制御に重要な挿入配列がどのように遠く離れた触媒部位であるβサブユニットに
影響しているかを生化学的手法により検証し、γサブユニット上のN末端およびC末端のα-ヘリックスのコイルドコイ
ル構造の相対的なズレが、挿入配列による活性制御効果をβサブユニットに伝達している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Inserted region on the gamma subunit of chloroplast type ATP synthase strongly aff
ect to the inhibitory effect of endogenous epsilon subunit (epsilon inhibition). To understand the relatio
nship between the inserted region and the epsilon subunit, we try to dissolve structure of sub-complex of 
chloroplast type ATP synthase (alpha3beta3gamma1epsilon1). Though we could not yet get crystal in high res
olution, we succeeded to make stable sub-complex mutant for crystallization and could get some crystal.
We also investigated an affect of the inserted region on the gamma subunit to the ATPase activity on the b
eta subunit because these two parts exist far form each other. We then identified a conformational change 
of two central alpha helices in gamma subunit which is interact with catalytic sites on the beta subunit i
s necessary to read regulatory effect of the inserted region.
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１．研究開始当初の背景 
	
 ATP合成酵素(FoF1)は、細菌から高等植
物に至るほぼすべての生物が利用してい

るエネルギー変換の鍵酵素であり、分子内

の一部分が回転しながら機能するという

生物界で知られているもっともユニーク

なモータータンパク質である。この酵素は

生体のエネルギー代謝において非常に重

要であり、その活性がさまざまな機構

によって調節されている。これまで、

ATP の加水分解産物である ADP が
酵素上から解離しないことによる

不活性化 (ADP 阻害 )や、内在性の阻
害サブユニットである εによる調節
(ε阻害 )などがよく知られている。ま
た、葉緑体 ATP合成酵素のγサブユニット
には、他の生物種由来の ATP 合成酵素が
持たない 37 アミノ酸長の挿入配列が存在
しており、光条件下では、挿入配列中に含

まれる 2つのシステイン間のジスルフィッ
ド結合が還元され酵素活性が上昇する(酸
化還元調節)。これは、 光合成を営む葉
緑体では、ATP 合成酵素が光条件下
でのみ働くため、暗所下で逆反応で

ある ATP 加水分解活性を抑制する

システムと考えられている。   
  これまで、挿入配列の一部分を持ってい
るシアノバクテリア由来の酵素をもちい

て、この領域を削除すると ADP阻害やε阻
害にきわめて陥りにくくなることが明ら

か に な っ て い る (Konno et 
al .2006 ,EMBO J.25,4596-4604)。す
なわち、挿入配列は ADP阻害やε阻害
に対する感受性を決定する重要な役割を

担っている。しかし、 γサブユニット
の挿入配列は、ATP の加水分解を触
媒する βサブユニット上の触媒部位
から遠く離れているので、活性制御

のための何らかの情報伝達の分子

機構が必要である。しかし、酵素分

子内をつなぐ活性制御シグナルの

実体は、いまだに不明である。  
 
２．研究の目的 
	
 上記の背景およびこれまでの研究成果

をもとに、本研究課題ではシアノバクテリ

ア ATP 合成酵素の部分複合体(α3β3γ)を用
いて、挿入配列を持った複合体分子

と、これを欠いた複合体分子を結晶

構造レベルで比較し、β― γ間の相互
作 用 が ど の よ う に 変 わ る こ と で

ADP 阻害や ε阻害に陥りやすくなる

のかを明らかにする。	
 

	
 また、上記の研究計画と並行して、葉

緑体型 ATP 合成酵素の活性制御を生化学
的視点から理解することを目指す。葉緑体

型 ATP 合成酵素の活性制御に重要な挿入
配列は触媒部位であるβサブユニットか

ら遠く離れた部位にあり、直接影響を与え

るようには見えない。触媒部位サブユニッ

トと直接相互作用するのは、γサブユニット
にあるN末端および C末端のαヘリックス
のコイルドコイル構造であるので、これら

のαヘリックスが相対的にずれることで、
活性に変化が生じることが考えられる。こ

の仮説を検証するため、αヘリックスにシ
ステインを導入し、S-S 架橋をかける実験
を行い、架橋により酵素活性が大きく変化

するか検証する。さらに、制御機構を

解明する補助的ツールとして葉緑

体型 ATP 合成酵素特異的に作用す

るカビ毒・テントキシンを用いた X
線結晶構造解析および 1 分子回転観
察も行う。  
 
３．研究の方法 
①	
 構造解析のための変異体の作成および
その精製法の確立	
 	
 

これまで ATP 合成酵素の研究では、α3β3γは
精製を容易にするためヒスチジンタグを導

入してきたが、付加したタグがタンパク質

の結晶化に影響を与える可能性が高い。そ

こで、精製後にヒスチジンタグを取り除く

ためのトロンビン切断サイトをタグとタン

パク質の間に導入したα3β3γを用意する。さ
らに、トロンビンによるタグの除去が不完

全な場合、α3β3γ分子が不均一な集団となり、
これが結晶化に影響する可能性もあるので、

HPLC を用いてタグを利用しないα3β3γの
精製法も早期に確立する。 
②	
 εを含むα3β3γの構造解析	
 	
 
	
 葉緑体型α3β3γでは挿入配列により内在
性の阻害サブユニットである εによ
る活性制御 (ε阻害 )が非常に強く発現さ
れる。挿入配列とε阻害の関係を明らかにす
るために、εサブユニットにより阻害された
構造をとっているα3β3γ の構造解析を行う。
そして、挿入配列を削除したα3β3γ εのそれ
と比較することによって、挿入配列がある

とεどのような分子機構で阻害が増強される
かを明らかする。十分なタンパク質試料を

調製した後に、結晶化ロボット・結晶化キ

ットを用いて初期スクリーニングを実施し

結晶化条件を探る。次に、結晶化条件の精



密化を行う。結晶化に成功したら、X 線構
造解析を行う。すでに、ミトコンドリアや

大腸菌のα3β3γの構造が報告されているの
で、分子置換法による位相決定が可能であ

る。続いて、定法に従い、電子密度の計算、

分子モデリング、構造の精密化を行い、立

体構造を決定する。 
③挿入配列を欠いたα3β3γの結晶構造解析	
 
	
 挿入配列を欠損すると ADP 阻害にきわ
めて陥りにくいことから、挿入配列の有無

による複合体分子の構造の違いを比較する

ことで、ADP阻害状態を構造面から理解す
る。挿入配列を欠損した変異α3β3γはすでに
作成済みである。タンパク質試料を調製し

た後は、結晶化ロボット・結晶化キットを

用い初期スクリーニングを実施し、結晶化

条件を探り、構造解析を実施する。また、

本研究計画がうまく進行しない時は、これ

までも生物種を変えることにより結晶化が

成功した例が少なくないことから、他の好

熱性シアノバクテリア (Thermophilic 
Cyanobacterium, Synechococcus sp. 
MA19)由来酵素の大量発現系を構築し、X
線結晶構造解析を行う。発現系の作成期間

と し て は 、 申 請 者 ら が 構 築 し た

Thermosynechococcus elongatus BP-1の
発現系の例を基準とすると 1〜2 ヶ月程度
である。 
④低濃度テントキシン条件下における
α3β3γの結晶構造解析	
 
	
 1 分子回転実験より、α3β3γは ATP 結合
待ちの位置(0度)と、触媒反応を起こす位置
(80 度)の 2 ヵ所のγの角度で安定化するこ
とがわかっているが、低濃度(10〜50 µM)
のテントキシンは 0 度の位置でα3β3γの回
転を阻害する。すなわち、テントキシンを

加えた状態でα3β3γの結晶化が成功すれば、
未だ解かれていない ATP 結合待ちの状態
での結晶構造が分かる。そこで、モル比１：

１の条件でテントキシンを含むα3β3γの結
晶化条件を探り、構造解析を行う。	
 

	
 

４．研究成果	
 

結晶構造解析に向けた変異複合体の作成

および結晶化条件の探索	
 

	
 はじめに、構造解析に必要な変異体の作

成およびその精製法の確立を行った。これ

まで ATP 合成酵素の研究では、α3β3γは精
製を容易にするためヒスチジンタグを導入

してきたが、付加したタグがタンパク質の

結晶化に影響を与える可能性が高い。そこ

で、精製後にヒスチジンタグを取り除くた

めのトロンビン切断サイトをタグとタンパ

ク質の間に導入したα3β3γεを用意した。十
分なタンパク質試料を調製した後に、結晶

化ロボット・結晶化キットを用いて初期ス

クリーニングを実施し結晶化条件を探った

が、良好な結晶化条件は見つからなかった。

トロンビンによるタグの除去が不完全な場

合、α3β3γε分子が不均一な集団となり、こ
れが結晶化に影響する可能性が考えられた。

そこで、タグを利用しないα3β3γの精製法を
確立した。再度、初期スクリーニングを実

施したところ、結晶化タンパク質を得るこ

とができた。しかし、得られた結晶の大き

さは十分ではなかった。 
また、結晶化する際の長期間のインキュ

ベーションによりα3β3γ複合体のαサブユニ
ットが分解されていることが明らかとなっ

た。これは、精製後のサンプルに含まれる

ごくわずかなプロテアーゼによって限定分

解を受けたものと考えられる。そこで、限

定分解を受けている箇所を他のアミノ酸に

置換したαサブユニットを含む変異α3β3γε
変異体を作成した。この変異体の安定性を

調べたところ、野生型では 6 日でαサブユ
ニットの分解が確認されたが、変異α3β3γε
では10日経ってもαサブユニットが分解さ
れることはなかった(図 1)。さらに長期間
(19 日間)のインキュベーションでもαサブ
ユニットが分解されることはなかった。長

期間の結晶化にも十分に耐えられるα3β3γ
複合体の作成に成功した。この変異α3β3γεを

用い結晶化条件の最適化を行ったところ、

ある程度の大きさの結晶をえることができ

た(図 2)。得られた結晶を用いて、実験室レ
ベルの回折実験を行ったが、β― γ間の相
互作用がどのように変わることで

ADP 阻害や ε阻害に陥りやすくなる
かを議論できるほどの分解能は得られ

なかった。分解能を上げるため、結晶を浸

す溶液の沈殿剤等の濃度を上げることで結



晶から水分子を除いたが、分解能の向上は

見られなかった。また、放射光施設

(Spring8)でも回折実験を行ったが、放射光
施設のビームでも分解能の向上は見られて

いない。 
	
 また、結晶構造解析と並行して、葉緑

体型 ATP 合成酵素の活性制御を生化学的
視点から理解する研究計画も行った。葉緑

体型 ATP 合成酵素の活性制御に重要な挿
入配列は触媒部位であるβサブユニットか

ら遠く離れた部位にあり、直接影響を与え

るようには見えない。触媒部位サブユニッ

トと直接相互作用するのは、γサブユニット
にあるN末端および C末端のαヘリックス
のコイルドコイル構造であるので、これら

のαヘリックスが相対的にずれることで、
活性に変化が生じることが考えられる。こ

の仮説を検証するため、αヘリックスにシ
ステインを導入し、S-S 架橋をかける実験
を行い、架橋により酵素活性が大きく変化

するか検証した。その結果、架橋をするこ

とで、酵素活性が大きく上昇する変異体

を見いだした。また、阻害サブユニット

であるεに対する挙動にも変化が見られ
た。S-S架橋をする前は、100％近い阻害
率であったが、架橋をすることで、40%
近まで阻害率が減少する変異体が得られ

た。以上のように、γサブユニット内の N
末端および C 末端のαヘリックス間の相
対的な位置関係が、活性の制御に重要な

役割を果たすことを強く示唆する結果が

得られた。	
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