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研究の概要（200～300字で記入、図･グラフ等は使用しないこと。） 

ATP 合成酵素は F o 部分と F 1 部分で構成され、F 1 部分のεサブユニットは ATP 加水分

解を制御している。この制御の詳細を調べるために、 F 1 の分子モータータンパク質とし

ての性質を利用した 1 分子観察の実験系を用いた研究を行ってきた。そして、εサブユ

ニットによる ATP 加水分解の制御の様子を１分子観察し、不活性型から活性型になると

きの状態の変化を明らかにしてきた。本研究ではさらに、磁気ピンセットにより、 F 1  1

分子を直接操作することで、膜ポテンシャルがεサブユニットによる ATP 合成酵素の制

御にどのような影響を与えるのかを明らかにする ことを目的とした。  

 

キーワード（研究内容をよく表しているものを３項目以内で記入。） 

〔      阻害               〕 〔    1分子観察 〕 〔     停止 〕 
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研究成果の概要（図･グラフ等は使用しないこと。） 

好熱菌 Bacillus PS3由来の F1(TF1)のεサブユニットによる活性調節について、以下のことがわかった。 

 

１．TF1のεサブユニットによる阻害形式 

ATPase活性測定の結果から TF1のεサブユニットによる阻害形式は、① γサブユニットの回転を停止してい

る ② γサブユニットの回転を遅くしている ③ ①②以外の３つのパターンが考えられた。そこで 1分子観察を

行い、εサブユニットによる阻害形式を決定することにした。TF1を Ni-NTA で処理したガラスに固定し、そこ

に 50μM ATPを加え、TF11分子の挙動を観察したところ ATPを加えた直後は停止していて、しばらくしてから

回転が始まる様子が観察された。これより TF1のεサブユニットはγサブユニットの回転を停止していることが

分かった。 

 

２．TF1のεサブユニットによる阻害状態での停止位置 

εサブユニットによる阻害状態でγサブユニットの回転が停止していることが分かったので、次にこの停止

位置を決定することにした。γサブユニットは ATP１分子あたり 120度ずつ、反時計回りに回転することが知ら

れている。この 120度のステップは更に 80度と 40度のサブステップに分けられる。80度のサブステップは ATP

の結合に伴って起こり、40度のサブステップは ADP, Piの解離に伴って起こる。ATP濃度が低いときに観察さ

れる停止状態は、ATPの結合を待っているものであり、その寿命は ATP濃度に依存する事が知られている。ATP

結合を待っている角度を 0度、120度、240度とすると、80度、200度、320度の位置では ATP加水分解、生成

物の遊離を待っている状態が観察でき、その寿命は野生型の TF1では約２ｍｓであることが知られている。εサ

ブユニットによる阻害状態での停止位置を ATP 加水分解の位置と比較するために加水分解される速度が非常に

遅い ATP アナログである ATPS を用いて実験を行った。これにより、加水分解、生成物の遊離を待っている状

態の寿命が長くなり、その位置をビデオレートでの観察でも特定する事が出来る。両者の位置を比較すること

でεサブユニットによる阻害状態での停止位置を決定したところ、停止位置は ATP 加水分解の位置より反時計

回りに 10度進んだところということが分かった。 

 

３．TF1のεサブユニットによる阻害状態でのγサブユニットの揺らぎのポテンシャル 

εサブユニットによる阻害状態でγサブユニットをどれくらい堅く固定しているのかを調べた。阻害状態で

停止しているビーズのブラウン運動の様子を高速シャッターにより録画し、その様子から停止状態におけるγ

サブユニットの揺らぎの大きさを求めた。比較のためにγサブユニットが ADP 阻害により停止している状態で

のポテンシャルも求めた。両者を比較したところポテンシャルの形状に違いは見られなかった。この結果から

εサブユニットがγサブユニットを堅く固定しているわけではないことがわかった。 
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研究成果の概要 つ づ き  

ここまでの結果をまとめていたが、データを詳細に解析すると以下に示すような問題が明らかになった。 

 

１．1分子観察中にフォーカスとステージのドリフトが発生し、観察試料の位置がずれてしまう。これにより、

角度決定の精度が無視できない程度に低下してしまう。 

２．バッファーの pHの違いがεサブユニットによる阻害に大きく影響する。 

３．反応液中に含まれる界面活性剤、LDAO 濃度のわずかな違いがεサブユニットによる阻害に大きく影響す

る。 

 

１．の問題を解決するために、顕微鏡に超安定性ステージとステージコントローラーを導入し、測定の安定

性を向上させる事を試みた。その結果、長時間、安定した測定が行えるようになった。また、２．、３．のよ

うに、１分子観察と多分子での ATPase 活性測定の条件の微妙な差異が結果に影響を与えうることから、バッ

ファーの pHと LDAO濃度を厳密に揃えて、1分子観察、ATPase活性測定を行う必要がある。そのために最適な

実験条件を検討した。 

最適な実験条件が把握できたので、現在その条件でデータを取り直しているところである。 

 

また、１分子操作の実験に必要な磁気ピンセットは、制作を依頼し完成した。現在は、必要な制御プログラ

ムの変更に取り組んでおり、上記実験が終了し次第、１分子操作の実験に取りかかる予定である。 
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