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研究の概要（２００～３００字で記入、図・グラフは使用しないこと） 

本研究では、申請者が近年発見した、ATP 合成酵素のεサブユニットへのATP 結合が、ATP 合

成酵素の活性調節に関与するものであるか否かを明らかにすることを目的とした。申請者らはこれ

までに、ATP 結合能の変化したεサブユニットの変異体を作製した。本研究では、これらの変異体

のATP 結合能を定量的に求めた。また、これらの変異体εサブユニットを含むATP 合成酵素の部

分複合体を調製し、その活性調節の様子を詳細に解析した。その結果、εサブユニットへのATP 結

合と活性調節に相関関係があり、εサブユニットが、ATP 合成酵素の活性調節の為のATP 濃度セ

ンサーとしての役割を持つ事が明らかになった。 

 

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。） 
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研究成果の概要（図･グラフ等は使用しないこと。） 

εサブユニットへのATP 結合がATP 合成酵素複合体中でも起こる事を確認するために、γε部分

複合体へのATP 結合を調べた実験について、追加実験を行った。εサブユニットはATP 合成酵素複

合体中で、主にγサブユニットと相互作用している。この為、γε部分複合体中にあるεサブユニ

ットに対してATP 結合が見られれば、ATP 合成酵素のホロ酵素中にあるεサブユニットへもATP が

結合する可能性が高い。εサブユニットへの ATP 結合は、γε部分複合体上にあるεサブユニット

に対しても、εサブユニット単体の場合と同様に観察された。この結果は、εサブユニットへのATP

結合がATP 合成酵素の活性調節に関与するものである事を示唆する。これは論文として発表した。 

また、これまでに作成した 11 種のεサブユニットのアラニン置換変異体のうち、ゲルろ過 HPLC

による解析で ATP 結合能が著しく変化していた 5 種類の変異体について、107 番目のグルタミンを

システインに置換した変異体を作製した。これらの変異体の新たに導入されたシステイン残基に蛍

光性マレイミドを反応させ、蛍光標識した。野生型εサブユニットにシステイン残基を導入したも

のでは、ATP 濃度を上げて行くと、その蛍光強度が増していく様子が観察された。蛍光変化からATP

結合を定量的に測定する事が出来る。今回作成した変異体についても、野生型と同様に蛍光測定を

行う事で、ATP 結合能を測定した。その結果、野生型の 1／10～1／1000 程度と、様々な程度のATP

結合能を持つ変異体がある事が確認できた。興味深い事に、ここで取り上げた変異体でアラニンを

導入した残基は全て、室温付近での ATP 結合能が TF1のεサブユニットの 1／1000 程度である枯草

菌 F1においても保存されている残基であった。 

次にこれらの変異体εサブユニットを含む ATP 合成酵素のα3β3γε部分複合体を調製し、その

ATPase 活性を測定した。α3β3γε部分複合体は、ATP 合成酵素のATPase 活性に対するεサブユニ

ットの効果を見る事が出来る最小単位の複合体である。高濃度のATP 存在下では、いずれの変異体

でも同程度の活性を示した。しかしATP 濃度を下げていくと、ATP 結合能の低い変異体εサブユニ

ットを含む複合体から順に活性の低下が見られた。１種類の変異体を例外として、ATP 結合能が低

ければ低いほど、より高い ATP 濃度においても ATPase 活性を阻害する傾向がある事が分かった。

ATP 合成酵素には、ADP 阻害と呼ばれる ATP 加水分解反応の生成物である ADP によって、酵素が

阻害状態に陥る現象が知られている。先の結果がADP 阻害とは無関係である事を確認するために、

ADP 阻害を解除する効果がある事が知られている、界面活性剤 LDAO 存在下でも ATPase 活性測定

を行った。その結果 LDAO の有無によらず同様の結果が得られた事から、ここで観察された活性の

差異はεサブユニットによる調節の違いを反映したもので、ADP 阻害とは独立なものであると考え

られる。 

※  この（様式２）に記入の、成果の公表を見合わせる必要がある場合は、その理由及び差し控え期間

等を記入した調書（Ａ４縦型横書き１枚・自由様式）を添付すること。  
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研究成果の概要（つづき） 

このように、εサブユニットへのATP 結合と活性調節の間に関係がある事が明確に示された。さ

らにこれらの結果から、εサブユニットへの ATP 結合は、不活性状態から触媒部位（βサブユニッ

ト）へのヌクレオチド結合に伴い活性化した分子に対して起こり、「不活性型←→活性型」という平

衡を活性型へ偏らせる働きがあるというモデルを提案した。 

さらに本酵素の本来の働きである、ATP 合成反応におけるεサブユニットへのATP 結合の役割を

検討するための準備も行った。ATP 合成活性を測定するためには、α3β3γδεab2c10からなるATP

合成酵素のホロ酵素を調製する必要がある。このため、東京工業大学資源化学研究所 吉田賢右教授

のグループからATP 合成酵素の大量発現系の供与を受けた。この大量発現系にATP 結合能の変化し

たεサブユニット変異体の遺伝子を導入し、変異εサブユニットを含むATP 合成酵素を発現する大

腸菌を調製した。 

※  この（様式２）に記入の、成果の公表を見合わせる必要がある場合は、その理由及び差し控え期間

等を記入した調書（Ａ４縦型横書き１枚・自由様式）を添付すること。  
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研究発表（研究によって得られた研究経過・成果を発表した①～④について、該当するものを記入してください。該当するものが多い 

場合は主要なものを抜粋してください。） 

①雑誌論文（著者名、論文標題、雑誌名、巻号、発行年、ページ） 

②図書（著者名、出版社、書名、発行年、総ページ数） 

③シンポジウム・公開講演会等の開催（会名、開催日、開催場所） 

④その他（学会発表、研究報告書の印刷等） 

 

①  雑誌論文  

Satoshi  I izuka,  Shigeyuki  Kato,  Masasuke Yoshida  and  Yasuyuki  Kato -Yamada 

  sub-complex  of  thermophi l ic  ATP synthase has  the abi l i ty  to  b ind ATP.  

Biochem.  Biophys.  Res.  Commun.  349  (2006)  1368-1371.  
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Role of  the ATP binding  to  the    subuni t  of  thermophi l ic  FoF 1 -ATP synthase. 

20 t h  IUBMB Internat ional  Congress  of  Biochemist ry and Molecular  Biology and 11 t h  
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「ATP 合成酵素のεサブユニットへの ATP 結合と活性調節」  
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