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研究成果の概要（和文）：ATPaseはエネルギーに関する広汎な反応を担う蛋白質ファミリーであり、構造変化を
通して、多種多様な機能発現に至る。申請者は、このATPase蛋白質の構造変化に共通するメカニズムを明らかに
すべく研究を行った。
一連のATPaseの構造変化は、基質であるATPの３つのイベント(ATP結合、加水分解反応、生成物解離)によって引
き起こされる。従って、構造変化の全貌を知るには、それら異なるステップによる構造変化のメカニズムを個別
に明らかにする必要がある。申請者は、F1-ATPaseのbetaサブユニットを用いすべてのステップのメカニズムを
明らかにし、他のATPaseに当てはまるかどうか検討を行った。

研究成果の概要（英文）：Enzymes of the ATPase family accomplish various functions using ATP 
hydrolysis energy, which is widely used in all living organisms. All proteins including this 
important ATPase, proceed their own reaction (function) along with the structural change. So as to 
understand the ATPase mechanism commonly underlying over ATPase family, the structural change of 
ATPase were investigated. The structural change of ATPase comprises the three different 
conformational changes: by ATP binding, by ATP hydrolysis, and by product release. To obtain the 
whole mechanism, all the steps need to be clarified. The beta subunit of F1-ATPase which has been 
studied extensively, was selected as representation of the ATPase family protein. Using the MD 
simulations, all the steps of the conformational change in the beta subunit were revealed. The 
mechanism obtained here was compared with that of other ATPases. 

研究分野：生体分子のシミュレーション

キーワード： 分子動力学計算
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ATPase 蛋白質は、筋収縮や細胞内物質輸

送、ATP の合成などエネルギーに関する広汎
な反応を担う重要な蛋白質ファミリーであ
る。その多様な機能発現の際には、ATP 分子
を介して立体構造を変化させている。 
すべての(Walker型)ATPase蛋白質はヌク

レオチド結合部位に、Walker A/Bモチーフと
P-loopを共通に保持するが、それらがATP加
水分解反応に重要な役割を果たすことは明
らかになっている。1 しかし、それら局所構
造がATPase蛋白質の全体の構造変化に関わ
ることは知られていない。もし、は機能発現
に至る構造変化の過程で何らかの重要な役
割を果たしているとするならば、Walker A/B
モチーフとP-loop はATPaseファミリー間で
非常に強く保存されていることから、それら
が構造変化で果たす役割は、ATPase間で共
通な可能性がある。 
 
２．研究の目的 
ATPase 蛋白質に普遍的に存在する Walker 

A/BモチーフとP-loopはATPaseの構造変化
の過程で重要な役割を果たしているかどう
かを明らかにする。 
もし、その部分が ATPase の構造変化の重

要な部分を担っているとするならば、それら
は ATPase ファミリー間で共通かどうかを調
べる。 
 
３．研究の方法 

ATPase蛋白質の構造変化は、基質である
ATPの 3 つのイベント(ATP結合、加水分解反
応、生成物解離)によって引き起こされる。従
って構造の全貌を知るには、それら異なるス
テップによって引き起こされるすべての構
造変化のメカニズムを個別に明らかにして
いく必要がある。これらメカニズムを明らか
にする対象として、回転分子モーター
F1-ATPaseをATPaseファミリーの代表とし
て選んだ。選んだ理由は、ATPaseの中でも
っとも研究が進んでおり多くの実験データ
が存在するからである。しかし、F1-ATPase
はα3β3γ複合体の巨大分子であり、実際ATP
を介して直接構造変化する部分は、βサブユ
ニ ッ ト の み で あ る た め 、 本 研 究 で は
F1-ATpaseのβサブユニットに照準を絞って
研究を進めた。 
このF1-ATPaseのβサブユニットの構造変

化のメカニズムを知る手段としては、原子レ
ベルで連続した情報が得られる理論手法、ア
ンサンブルサンプリング法を用いた。この方
法は 1 つの時系列の MD 計算ではなく、複
数の MD 計算を独立に行い、得られる中間
体の個体数から、構造変化に伴う自由エネル
ギー変化量を求める。この手法では、タンパ
ク質の構造変化を定量的に評価できる 
 以上のようにして得られたメカニズムが

ATPase ファミリー間で共通かどうかを他の
蛋白質でも調べた。 
 
４．研究成果 
まず ATP 結合による β サブユニットの構

造変化（Open → Closed）をシミュレーショ
ンした。 ATP 結合 / 非結合型での，β の構
造変化に伴う自由エネルギー変化を図  1A 
に示す。（反応座標には，Open と Closed 構
造からの  RMSD（平均二乗偏差）の差：
ΔDrmsd を選んだ。） ATP 結合型では 
Closed 構造のエネルギー状態が低く、逆に
非結合型では Open 構造が低い。これは、
ATP を結合した β サブユニットは自発的
に構造変化（Open → Closed）するが、非結
合の場合、Open のままであることを示す。
次に，自由エネルギー地形で（図 1A）その
変化量の原因となっている局所部分の変化
を探るため、アミノ酸の相互作用距離や側鎖
配座変化などを測定した。それらの結果を反
応座標軸に沿ってまとめると、局所部分の変
化の順序やその因果関係、つまり“メカニズ
ム”がわかる（図 1C）。β の ATP 結合によ
る構造変化は、大まかに 2 段階から成る。 

① ATP 周りの水素結合の架け替え。 
（図 1A と C，Open → Int.） 

② C 端ドメインの大規模な構造変化。 
   （図 1A と C，Int. → Closed） 

Int. および i，ii，iii，Uphill（1），Downhill
（2），等は図説を参照。 

得られた計算結果は，既存の実験データと
整合するうえ、さらにそこから未知の事象も
明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1（A）：β の構造変化に伴う自由エネルギー地形。ATP 
結合型での各極小点は i，ii，iii，エネルギーが上下する

部 分 を  Uphill(1), Downhill(2) と し 、 そ の 峠 を 
Intermediate, Int. とした。（C）：各極小を遷移する間の
局所部分の構造変化を段階的に示す。トポロジー図は（B）

の四角部分に対応（配色も対応）。数字はアミノ酸番号
（Bovine の F1-ATPase）を示し、黒線は水素結合。 



まず①の部分で Walker A モチーフと B 
モチーフの間での水素結合の切り替えと、2ヒ
ンジ部分（His177，Gly178）の二面角回転3が
起こる。これらは実験で、構造変化に必要不
可欠な部分であることが確かめられている。
さらに、Walker A/B は P-loop と協奏的に
構造を 変 化 さ せ、 こ の 変 化 が 主 
な  エ  ネ  ル  ギ  ー  障  壁（ ii → Int. の 
Uphill（1），図 1A）になっていることが 
この計算で明らかになった。次に②は，①で
蓄積された ATP 結合周辺の構造歪みを解
消すべく、B helix（図 2C の赤矢印）が隣
接する上部構造に対して相対配置を変化さ
せることで起こる。B helix の構造変化自体
は helix の 1 巻き分ほどだが、作用点であ
る C 端ドメインでは大きな構造変化となっ
て現れる（図 2C）。配置変化により自由エネ
ルギーが約 5 kcal/mol 安定になるが，（B 
helix の RMSD が Downhill（2）に相当す
る ΔDrmsd = 0 → 1.4 にかけて，変化してい
る。図 2B）これは helix 上の疎水性相互作 
用が増えることによる．複合体では，②こそ
が α3β3リングの形状を積極的に変化させ，
軸回転を促しているため，いわゆるトルクの
出所である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に ATP 加水分解によるβサブユニットの

構造変化（Closed→ Open）をシミュレーシ
ョンした。この ATP 加水分解過程でまず問
題になっているのが、ATP 加水分解生成物の
一つであるリン酸が加水分解後すぐに解離
してから、βサブユニットの構造が Open に
なるのか、それともリン酸は加水分解後、反
応サイトにとどまったまま、構造は Open に
なるのかという問題であった。そこで、この
ATP 加水分解後の構造変化のシミュレーシ
ョンは、リン酸がサイトに結合したまま構造
が Open になるパターンと、リン酸がすぐに
解離した（結合サイトには ADP のみ）状態
で Open になる２つのパターンについて、同
様にアンサンブルサンプリングを行い、自由
エネルギー地形を得た。そのプロファイルを
図 3 に示す。図 3Ｂが示すように、リン酸が
解離してから構造が Open になる場合には、
ClosedからOpen構造になる間に大きなエネ
ルギーのバリアがあるのに対して、リン酸が
結合サイトにとどまった場合は、構造変化は
バリアレスに起こる。従って、この計算によ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
り、リン酸が解離のタイミングを明らかにす
ることができた。そこでさらに、リン酸を伴
って構造が Open になる場合のメカニズムを
調べてみた。すると、図 4 に示すように生成
物のリン酸と ADP のお互いが徐々に離れて
いくのに伴い、(ATP 結合による closed 方向
の構造変化でも重要であった)B-helix が、
Open 方向にスライドすることで全体構造を
Open に向かわせることが分かった。このリ
ン酸と ADP をそれぞれガイドする残基は、
Walker A/B であった。ここでは、リン酸と
ADP の距離が十分離れたところで、Walker 
A/B の側鎖配座が変化し、それに伴って
P-loop の主鎖にも変化する。最終的には
P-loop に結合していた生成物(ADP)の解離が
起こる。以上のように、活性部位の重要なア
ミノ酸の連動したの動きにより生成物が解
離することも明らかなっている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 このF1-ATPaseで明らかになったメカニ
ズムが他のATPase蛋白質に当てはまるかど
うかを調べてみた。まず立体構造を調べてみ
ると、Walker A/BモチーフとP-loopは、１次
元のアミノ酸配列上に保存されているだけ
でなく、立体構造上でもF1-ATPaseと同じよ
うな空間配置に位置していることが確かめ
られた。またさらに、ATPaseにとどまらず
他のヌクレオチド(GTP)加水分解酵素にもそ
れらに相当する部位が存在することも分か
ってきている。このことから、ここに示した
F1-ATPaseでの構造変化のメカニズムが共
通であることが強く示唆される。その詳細を
明らかにする研究は、現在進行中である。 
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図 2（A）（B）：横軸は反応座標 ΔDrmsd，縦軸は局
所構造の変化、色は自由エネルギーの変化量。（A）：C 
に示す θ の角度変化量（C 端ドメイン全体の構造変

化）。（B）：B helix の配置変化を Closed 構造からの 
RMSD 値 で 示 す。（C）：ピ ン ク と シ ア ン は 
B helix 変化前後（ΔDrmsd = 0.0, 1.4）の構造。 

図 3  β の構造変化に伴う自由エネルギー地形。 A はリ
ン酸が活性部位に結合したままでの構造変化。B はリン酸
が解離した状態での構造変化。 

 
図４Closedから Open 構造になるときの主要な変化を
まとめた。 
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