
「生命活動のプログラム 」

平成８年度採択研究代表者

木下　一彦

（慶應義塾大学理工学部　教授）

 

「 一方向性反応のプログラミング基盤  」

１．研究実施の概要

　生命活動の根元を担うのは、たった１分子で機能を発揮する、「分子機械」であ

る。生体内では、種々の素反応が特定の方向に進められることにより生命活動が織

りなされるが、これらの反応を進めるのが分子機械である。我々は、これらの分子

機械がいったいどのような仕掛けで働くのか、分子内で何が起きているのかを、光

学顕微鏡の下で、１分子が働いている現場を直接「見て操作する」ことにより、解

明したいと考えている。とくに、生体内で一方向への「動き」ないし「力」を生み

出す役目を担う、「分子モーター」の働く仕掛けを探りたい。

　これまでの研究成果の第一は、ヒトをはじめとしてほとんどあらゆる生き物の中

に、分子１個の中でくるくる回転が起きている「回転モーター」があることを証明

し、さらにそのモーターの燃料消費（エネルギー変換）効率がなんと100％近いこ

と、負荷の大きさによらず一定の力を出す仕組みがあること、など従来知られてい

た分子モーター（リニアーモーター）にない画期的な性質を持つことを見いだした

ことである。また、分子機械の観察・操作に、たんぱく質分子に比べて遙かに大き

な目印ないしハンドルを結合させることが有効なことを提唱し、F1-ATPaseの逆回転

によるATP合成を試みている。大きな目印の有効性の一例として、世界で初めて

DNA１分子に結び目を作ることに成功したことはすでに報告した。

　現在、顕微鏡システムの高機能、高精度化を図りながら、上記の回転モーターの

解析をさらに進めるとともに、DNA上を動くリニアーモーターの研究なども始めて

いる。このモーターがDNAのらせんに沿ってすすむ回転モーターの一種であること

もわかりはじめている。分子機械の動作原理の解明およびそのための新手法の開発

を通じて、新しい学問分野である一分子生理学・一分子工学の先駆けとなることを

目指したい。

２．研究実施内容

　本チームでは、３つの研究グループの協力体制をとり研究を進めている。それぞ

れの研究実施内容と研究成果をまとめる。

�　計測センターグループ
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　本グループは、チームの中心として、１分子計測・操作技術の開発および分子

モーターの動作解析への応用をめざしている。

（１ａ）F1-ATPaseの回転機構

　ATP合成酵素の一部であるF1-ATPaseは、α3β3γδεというサブユニッ

ト組成を持ち、３つのβのそれぞれがATP加水分解（ATP合成酵素内では

ATP合成）部位を持つ。α3β3６量体の筒の中で、ATPの加水分解から得ら

れるエネルギーによりγサブユニットが回転することを、光学顕微鏡下で

証明した。これまでに分かった回転特性を以下に列挙する。

（�）たった１分子でできた世界最小の回転モーターである。

（�） α3β3γだけで回転を引き起こせる。他の２つは不要。

（�） εは、おそらくγとともに回転子の一部となる。

（�）  回転方向は、合成酵素の膜内部分であるF0の側から見て反時計回り。

（�）回転は120度おきのステップ状に起こる。

（�）回転トルクは、負荷・回転速度・ATP濃度などによらず常に一定で、

約40 pNnm。

（�）したがって120度ステップあたりにする力学的仕事も一定で約80-90 

pNnm。

（�）120度ステップあたり１分子のATPを消費。

（�）細胞内に近い条件では、このモーターのエネルギー変換効率はほぼ

100%。

（�）Bi-site反応（３つの活性部位のうち２つ以内にnucleotideが結合）が

基本。

（��） ときどきバックステップが起きる。このときもおそらくATP1分

子を消費。

（��） ATPの結合（ないし加水分解）は、分子内に回転のポテンシャル

エネルギーを作り出す。その高さは約80-90 pNnmで、反時計方向120

度前方に向かい直線的に減少。

さらに未発表データとして

（��） 無負荷の最高回転速度は23℃ で毎秒約100回転。

（��） 最高速度でも120度ステップ（ステップ時間はATP分解時間のご

く一部）。

（��）  エネルギー源はATPでなくGTPでもよく、効率はやはり100%近

い。

（��）　蛍光１分子の測定により、無負荷でも120度のステップがあり、

ステップあたり１分子のATPを消費すること、ATPの結合速度定数は
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変わらない。

　　　以上のような性質から回転のメカニズムを推定するには、電気モーター（や

はり効率は100％近い）からの類推が有効かもしれない。直流電気モーターは

交換子と呼ばれるスイッチが組み込まれることにより一方向に回転するが、

F1-ATPaseにも似たようなスイッチ機構が存在するのか、あるいはスイッチな

しで回る原理を採用しているのか、実験からの推定を試みている。強制逆回

転によるATP合成（力学的仕事による化学合成）もチャレンジしはじめた。

逆回転はすでに成功していて、ATP合成の検出が鍵である。

（１ｂ）新しい顕微鏡技術の開発

顕微鏡の高操作性・高精度化を目指し、下記のような顕微鏡の開発した。

（�）ガラス表面近くだけの蛍光を観察できるエバネッセント励起法は、１

分子観察に有用である。従来と異なり、無偏光でしかも試料操作が容易

なように対物レンズを通した励起ができる光学系を開発した。F1-ATPase

に蛍光性ATP analog１分子が結合・解離する様子を、そのATP分子の向

きとともに観察することに成功した。

（�）多くの磁気ビーズを同時に操作できる磁気ピンセットシステムを開発

し、DNAの捻れ弾性測定、さらにDNA上で働く分子モーターの動作解析

に応用している。

�　分子モーターグループ

　本グループは、早稲田大学理工学部石渡研究室を中心に、ミオシン・キネシン

などのリニアーモーターおよび収縮装置としての筋肉のメカニズム解析を目指し

ている。

（２ａ）温度パルス顕微鏡

　赤外レーザー光を金属微粒子に吸収させることにより、10ミリ秒以内に

顕微鏡試料の温度を数十度上下させる技術を開発した。たんぱく質試料が

高温で劣化する以前に高温での振る舞いを観察できる。骨格筋ミオシンを

使い、アクチンの滑り速度として50 μm/秒という世界最高速を得た。また、

マイクロチップ表面のDNAの局所的可逆的融解（一本鎖の遊離）および再

結合を示せた。

（２ｂ）収縮装置の再構成と収縮制御機構

　骨格筋および心筋において、細い線維（アクチン線維に制御たんぱく質

が結合したもの）を選択的に除去した後、再構成する手法を開発した。こ

れにより、筋肉の自励振動現象（SPOC）がアクチン・ミオシン系に固有

の現象であり、制御たんぱく質は必要ないことを示した。また、顕微鏡下

でアクチン線維１本１本の重合過程を初めて観察することに成功した。
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�　ATP合成酵素グループ

　本グループは、東京工業大学資源化学研究所吉田研究室を中心に、ATP合成酵

素の反応機構の解明を目指している。

（３ａ）F1-ATPaseの回転

　すでに好熱菌由来のF1-ATPaseが回転することが示されているが、さらに

大腸菌および葉緑体由来のATP合成酵素でも反時計回りの回転をすること

を示した。ATP合成酵素の機構がバクテリアおよび植物で（そしておそら

く動物でも）共通であることを意味する。

　また、εサブユニットがγサブユニットと同様に回転することから、ε

はγに結合して回転子の一部を形成することが示唆された。

（３ｂ）F1-ATPaseの加水分解機構

　F1-ATPaseの結晶構造（反応停止状態）では、３つのβサブユニットのう

ち２つが閉じた（C）構造、一つが開いた（O）構造を取っている。CC間

の架橋反応の解析から、正常な加水分解反応中にもCCO構造が現れるこ

と、nucleotide１個を結合した状態（120度ステップの始状態および終状態）

ではCCO以外の構造を取ること、などが示唆された。

　また、大腸菌における従来の説に反して、好熱菌ではεサブユニットは

活性を阻害しないことが分かった。最近Walkerらが発表した合成酵素の構

造と矛盾しない結果である。加水分解活性を容易に失う変異体を用いても、

ATP合成反応は正常に起きることが示された。γサブユニットを時計回り

に回転させることにより、固く結合したADPを解離させられることを示唆

する。
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