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研究成果の概要（和文）：F1-ATPaseの分子機構に関し大きな進展があった。細胞内制御に係わる阻害状態への遷移す
る機構の解明に加え、加水分解とリン酸解離の角度が異なることを明らかとした。また、ATPのリン酸部部分との相互
作用がトルクに直接寄与することを明らかにした。ナノロッドの異方性散乱を用いた超高速1分子計測技術を確立し、F
1に加えキネシンの新しい反応中間体を発見することに成功した。また、超微小リアクタを脂質二重膜でシールした膜
チャンバー技術を開発し、1分子のATP合成酵素のプロトン輸送活性測定に成功した。以上の通り、ATP合成酵素に関す
る根源的理解を進め、普遍的な新しい1分子計測技術を確立した。

研究成果の概要（英文）：This project made two major achievements. The first is elucidation of molecular 
mechanism of F1-ATPase. The second is the development of novel single-molecule measurement techniques. 
The achievements in the first category include the elucidation of self-inactivation of F1-ATPase that is 
physiologically relevant. In collaboration with theorists, we revealed that angles for hydrolysis and 
inorganic phosphate release are different that have been thought to be the same. We also revealed the 
interaction of F1 with phosphate group of ATP directly leads torque generation. The novel single-molecule 
techniques developed in this project are nanorod imaging with ultra high spatiotemporal resolution and 
arrayed lipid bilayer chamber system (ALBiCs). Both of novel techniques were proved to be very powerful 
to bring new findings that have been not accessible with previous single molecule techniques.

研究分野： 1分子生物物理
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１．研究開始当初の背景 

ATP合成酵素のF1-ATPaseは分子モータ
ーとして最も解析が進んでおり理解が深ま
ったモデル蛋白質となった。しかし、反応ス
キームの完全解明には至っていない。特に、
ATP 加水分解後のリン酸解離が重要なトル
ク発生ステップであると予想されているに
もかかわらず、回転のどの角度でリン酸が解
離するのか対立するモデルが提出されてお
り決着が待たれる。リン酸解離に加え、ATP

結合ステップが大きなトルク発生ステップ
であると考えられていたが、その具体的な分
子的描像を描くには至っていない。これらの
問題を解決するには、徹底的な分子遺伝学ア
プローチや新しい光学システムの構築に加
えて、新しいデータ解析技術を動員する必要
がある。 

また、ATP 合成酵素を構成する Fo に至っ
ては、その 1 分子ダイナミクスの基本的特性
すら分かっていない。これは、これまでの 1

分子研究が取り扱い容易な可溶性蛋白質に
集中しており、膜タンパク質に関しては非常
に技術的ハードルが高かったことにある。特
に ATP 合成酵素は、単に膜に埋まっている
だけではなく、その上下に非常に大きなプロ
トンの電気化学ポテンシャルを形成させる
必要があり、既存の nanodisc や supported 

membrane 法ではこれを達成できない。膜輸
送体に適した新しい技術体系が必要となっ
ている。 

 

２．研究の目的 

 

本研究は、上記の課題を克服・達成するた
め、新しい 1 分子計測技術を自ら開発しなが
ら ATP 合成酵素の駆動原理を解明すること
を目的とした。具体的には主に以下の項目に
取り組んだ。 

① F1-ATPase の 駆 動 原 理 解 明 ; 

「F1-ATPase を理解する」ことの定義
はおそらく研究者によって異なると思
われる。しかし、回転と反応の反応ス
キームの完全解明と、力発生にかかわ
る分子間相互作用を明らかにすること
は、「共通理解」のために最低必要条件
である。そこで、変異導入、1 分子解
析に加えて、他の理論化学やデータマ
イニング技術の専門家と連携しながら
現在の技術を総動員して原理解明に取
り組んだ。また、これと並行して、こ
れまでの「回転計測」だけではなく、
実際にトルクを発生しているトルク発
生部位の構造変化の直接計測技術も開
発した。 

② ATP合成酵素(FoF1複合体)の1分子計
測のための新しい方法論の確立；
supported membrane 法を改良して膜
電位を与えることが可能な方法と、
我々が得意としてきたマイクロチャン
バー技術を活用した膜技術を開発する

こととした。 

 

 

 

３．研究の方法 

①. F1-ATPase の駆動原理解明 

①.1. 反応スキーム解明①；F1-ATPase は自
発的に ADP 阻害状態と呼ばれる不活
性状態に陥る。細胞内で無駄に ATP を
消費しないための自己制御機構と考え
られている。以前の研究で、この ADP

阻害状態に陥った F1 は、1 分子操作技
術で前に強制回転させることで活性型
に戻すことができることを見いだして
いる(PNAS 2005)。一方で、力学的操
作によって逆に不活性化しているよう
に見える現象が散見されていた。この
メカニズムを詳細に解析することでこ
の現象の系統的な解析を行い、不活性
状態への移行メカニズムを探った。 

①.2. 反応スキーム解明②；F1 の回転ダイナ
ミクスの基本は「ステップ」と「停止」
状態の繰り返しである。ステップサイ
ズや停止時間の分布解析から様々な知
見を得てきた。一方で、統計力学的手
法やデータマイニング技術を動員する
ことで、1 分子 FRET データに埋もれ
ている情報をあぶり出すデータ解析技
術が発展している。そこで、我々はそ
の方面の第一人者である北大の小松崎
博士と Li 博士と共同で、これまでの
F11 分子回転データの再解析を行った。 

①.3. トルク発生メカニズム①；これまでの
研究から、F1 のトルク発生には ATP

結合ステップが重要であることが明ら
かとなっている（Nat. Chem. 2011）。
そこで、ATP の化学構造のうち、どの
部分がトルク発生に重要であるかを探
るため、ATP のリボース環とリン酸に
分けてその役割を解析した。リボース
環の役割に関しては UTP と塩基その
ものが無い ribose triphosphate (RTP)

を用いて 1 分子回転実験を行った。リ
ン酸基に関しては F1 側のリン酸基に
配位している正電荷アミノ酸の Ala 変
異体を用いて解析した。 

①.4. トルク発生メカニズム②；これまでの
１分子計測では回転子γの回転運動し
か見ておらず、トルクを発生するβの
構造変化そのものは計測していなかっ
た。そこで、βにナノロッドを接続し
その運動を高速に計測する系を構築す
ることとした。 

②. ATP 合成酵素(FoF1 複合体)の 1 分子計
測のための新しい方法論の確立 

②.1. supported membrane 法; 再構成リポ
ソームを基に基板上に supported 

membrane を展開し、ここに膜電位を
発生させる系を開発した。具体的には
caged-protonを局所的にuncageさせ、



 

 

それに伴う回転観察を行う系を開発し
た。 

②.2. アレイ型膜チャンバーシステム
(ALBiCs)法 ; 後述する通り、2.1 の
supported membrane 法は 1 分子回転
系と適合性に優れるが、膜にかかって
いる膜電位の値が不明である。そこで、
膜電位を定義することができる系を確
立するために、我々が独自に開発した
超微小マイクロデバイス技術を転用し
た脂質膜チャンバ−システムを開発し
た。まずは、このシステムが ATP 合成
酵素研究に適しているかを確認するた
めに、pH 感受性色素を用いた ATP 合
成酵素による ATP 加水分解に伴うプ
ロトン輸送活性の１分子計測を行った。 
 

４．研究成果 
①. F1-ATPase の駆動原理解明 

①.1. 反応スキーム解明①；1 分子操作によ
って起こる F1-ATPase の ADP 阻害状
態への移行確率を、操作角度と操作時
間をパラメータとして測定した結果、
F1 は加水分解の待ち角度で長時間停
止すると、その角度では本来解離しな
い無機リン酸が解離してしまうことで
阻害状態に陥ることが見いだされた。
これは、リン酸解離に伴って発生する
トルクを本来の角度で出力することが
できないことと連動していると解釈さ
れた（Nat. Comm. 2014）。 

①.2. 反応スキーム解明②；F1 の回転ダイナ
ミクスにおける「停止」状態のうち、
「既に結合している ATP の加水分解
待ち」状態にある F1 の状態解析を、
最新のデータマイニング手法を用いて
解析したところ、これまでの単純なア
ルゴリズムでは検出されなかった小さ
な 10 度程度の運動が起こっているこ
とを見いだした。停止状態におけるプ
ローグの回転ゆらぎの幅はSDで 15度
程度あるためこれまで見過ごされてき
たが、多数のデータを解析することで
発見された。この小さな回転の発生頻
度などを詳細に解析することで、この
運動がリン酸解離に伴うものであるこ
とが強く示唆された (Nat. Comm. 

2015)。 

①.3. トルク発生メカニズム①； UTP や塩
基そのものが無い ribose triphosphate 

(RTP)を用いた 1 分子回転実験を行っ
たところ、UTP, RTP の順に結合速度
定数(kcat/Km)が 100 倍、1000 倍と低
下することが分かった。しかし驚いた
ことに、ステップ回転そのものの速度
は ATP 回転と同じで、トルク発生すな
わちエネルギー変換そのものは影響を
受 け て い な い こ と が 分 か っ た
(Biophysical. J. 2014)。一方、F1 側の
リン酸基に配位している正電荷アミノ

酸の Ala 変異体を用いて回転計測の結
果は、kcat, kcat/Km いずれも顕著に
低下し、発生するトルクも大きく損な
われた。これらの結果は、ATP のアデ
ニン環とリン酸基いずれも速度論的な
役割は大きいが、エネルギー変換の根
幹に関わっているのはリン酸基との相
互作用であることが明確となった。
(JBC 2014) 

①.4. トルク発生メカニズム②；ナノロッド
の「向き」を高速イメージングするた
めに、意図的に焦点から外れた像を解
析する defocus 法を開発した。ナノロ
ッドは、散乱する光に異方性がある。
焦 点があ った像 はほぼ 当方 的 な
Point-spread-function の像を与える
が、defocus 像は異方性のために大き
く非対称な像を与える。この得られた
像を解析することで向きを決定するこ
とができる。我々は 10μ秒の時間分解
能で、数度の誤差しかない計測技術を
開発した(Anal. Chem. 2015)。さらに、
この手法をβの構造変化の計測に応用
している。これまでの測定結果では、
βは ATP 結合、ADP 解離、そして Pi

解離に伴う大きな構造変化を示してい
る。しかも、いずれもブラウン運動的
な拡散ではなく一方向性の強いパワー
ストローク型の運動が計測されている。
また、このナノロッドの計測は、リニ
アモーター分子であるキネシンの計測
に有効であることが示された。共同研
究者の富重らによって、この手法を用
いて新しい中間体の発見にも成功した
(Nat. Chem. 2015)。 

②. ATP 合成酵素(FoF1 複合体)の 1 分子計
測のための新しい方法論の確立 

②.1. supported membrane 法; ATP 合成酵
素を再構成した supported membrane

を用意し、膜下側のみで caged-proton

を uncage させたところ、ATP 合成時
の回転計測に初めて成功した (Nat. 

Comm. 2013)。この時の回転は、Fo

モーターの構造を反映させた 10 回対
称性ではなく、F1 の構造を反映した３
回対称性を示した。このことから、ATP

合成時において、速度論的な律速段階
は Fo 側ではなく、F1 側にあることが
示された。 

②.2. ア レイ型 膜チャ ンバー システ ム
(ALBiCs)法; 大きさ数ミクロン、体積
数フェムトリットルで均一な大きさの
リアクターを脂質二重膜でシールした
チャンバーアレイ（Arrayed Lipid 

Bilayer Chambers; ALBiC）の開発に
成功した(Nat. Comm. 2014)。形成さ
れた脂質二重膜が膜タンパク質にとっ
ても機能しうるものであることを示す
ため、能動的トランスポーターとして
ATP 合成酵素を再構成したところ、



 

 

ATP 添加時にのみチャンバ−内部が酸
性化する様子が観察された。さらに再
構成する ATP 合成酵素の分子数を下
げることで確率的に 1 分子を再構成さ
せたところ、確率的な酸性化が観察さ
れ、能動的トランスポーターとしては
初めて 1 分子単位の定量計測に成功し
た。我々はこのシステムをより汎用性
の高いものにするため、非対称膜を形
成する ALBiC システムや(Sci. Rep. 

2014)、体積が数十アットリットルしか
無い超小形の ALBiC システム（Sci. 

Rep. 20159 に加えて、電位を与えるも
の (IEEE transactions on 

nanotechnology 2015)や、膜の上下と
もマイクロチャンバーとなったシステ
ム（Lab on a chip 2016）の開発にも
成功した。 
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