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リニアモーター（ミオシン）の場合

安藤敏夫・吉田賢右・遠藤斗志也

安藤 最初に用語の説明をします。図 1を見て下さい。ブラウニ

アンラチェットとパワーストロークという言葉

。連続体のラチェットというのは、化学状態に依存し

てエネルギー地形図が変動する。例えば化学状態 1と化学状態 2

があって、化学遷移とともにポテンシャルが動くと、変動したエ

ネルギー地形図に沿って物が動く。これがいわゆるブラウニアン

ラチェットというもので、理論家によっては興味のある対象なん

でしょうけれど、実際にはこれで運動が起こることはない。とい

うのは、理論的な解析から、負荷に弱いとか、エネルギー効率が

悪いってことが知られているので

、実際の生体分子モーターではこういうことは起こりま

せん。

例えばもともとのアイデアでは、横軸がアクチン線維の場合、

モノマーごとの結合サイトが飛び飛びにあって、各々が図のよう

なポテンシャルを持っている。そしてポテンシャルに沿って、物

が滑って動くということだけど、実際にはそういうことは成り立

たなくて、滑って動くというよりは結合部位から結合部位に飛ぶ

ってことですよね。今は皆、そういうように考えているんじゃな

いかと思います。

もう一つのモデル（右）は、パワーストロークモデルよりもち

ょっと上位に位置する概念なんですけど、結合サイトがとびとび

にあって、そこに結合しているときに化学反応が進展する。化学

反応の進展のどこかで飛びが起こるという考え方です。これがパ

ワーストロークモデルの上位モデルですけども、この化学状態の

いずれかの遷移のどこかで物理的な変位が起こると。変位が構造

変化によるとするのがパワーストロークです。ただし上位の概念

では、構造変化ではなく化学遷移（トランジション）という言い

方をします。化学遷移によって物理的には変位が起こると。

次に、ルースカップリングとタイトカップリングという言葉で

す（図 2）。最近はあ

まり使われなくなっ

てきていますが、どう

いうアイデアかとい

うと、ルースカップリ

ングでは ATPase 反

応と運動、もしくは変

位が 1 対 1 に対応し

ない。ミオシンの場合

で言えば、ATP1 分子

の分解ごとに運動す

るステップ数は 1とは限らず、複数回ステップし得るというのが

ルースカップリングモデルです。もともとは大澤文夫先生の発想

ですけど 、負荷なしの条

件でも 1 ステップ動くのに ATP1 分子を消費するのはもったい

ない、無駄ではないかという発想からきているんだと思います。

だから 1ATP で何歩も動くことがあり得ると。筋肉では 1ATP で

ミオシンが 600 nm動くという論文が、以前出ました。しかし私

のところの学生だった坂本武史君が、蛍光 ATP とミオシン V の

両方を可視化して、ATP1 分子の分解ごとに一歩歩いてるという

ことが証明された（ ）ので、このア

イデアは今では成り立たないと思います。

そこで、パワーストロークモデルです（図 3）。パワーストロー

クモデルも、狭義の定義と広義の定義があるんですけど、ここで

は狭義の厳密な定義をします。構造変化そのものが前方への変位、

力発生であるとするのがパワーストロークモデルだと定義する

と、ミオシン Vの場合はパワーストロークモデルは厳密には成り

立たないと言えるかと思います。以下、詳しく説明します。

生体分子モーターもしくは生体エネルギー変換ということを

考えたときに、ATP ないしは GTP の加水分解で供給されるエネ
図１ ラチェットとパワーストローク

図 2 ルースカップリングとタイトカップリング

安藤敏夫（金沢大）
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ルギーが仕事に変換されるというのが一般的な考え方ですよね。

例えば ATP 分解反応ですと、反応サイクルが回っていて、各ス

テップでギブスエネルギー変換がある。そのうちのどれかが仕事

に使われる、仕事に直接変換されるという考え方です（図 4）。で

すから、生体分子モーターの研究者の多くは、どのΔGが直接仕

事に使われているのだろうか、そういう問いかけをするわけです。

それに対してわれわれの問い方は、ATP、GTP 以外のエネルギ

ー、つまり、ATPase、GTPase の反応サイクルのΔG 以外の所

から来るエネルギーが仕事に直接使われることもあり得るので

はないか。ATP、GTP 分解酵素のモータであっても、仕事に使わ

れるエネルギーは加水分解反応のステップではなく、他の場所か

ら来ている、他から来たエネルギーを使っていることもあり得る

のではないか、というのがわれわれの問いです。

ご存じのように、ミオシン（図 5はミオシン V）は筋肉の分野

ですごく多くの人によって長く研究されてきており、そこでは広

く受け入れられている説があります。それによれば、ATP の加水

分解反応のATPがADP-Pi に分解されるステップ（図6のA+M-

ATP から A+M-ADP-Pi になるステップ）で、足のモータードメ

イン（頭部）とネックの間の角度がかくんと変わる（リカバリー

ストローク）。この曲がった構造はプレパワーストローク構造と

いわれます。これがアクチン線維に結合してリン酸が外れるとパ

ワーストロークが起こる（図6のA-M-ADP-PiからA-M-ADP+Pi

になるステップ）。つまり、リカバリーストロークで起こった構

造変化が元に戻るという考え方です。リカバリーストロークのと

きはアクチンに結合していなかったので何もしないわけですけ

ど、今回はアクチン結合しているので、アクチンを後にキックす

ることになります。アクチンをキックして、一歩、動くと。この

考え方に従えば、リン酸で放出されるエネルギーが仕事に変換さ

れると考えるわけです。図 6下に 10kBT とか 2 kBT、8kBT って

書いてありますが、これは測定の仕方によって多少変わってくる

ので必ずしも正確ではないですが、いずれにしても、このリン酸

の放出で解放されるΔGが直接、仕事に使われているというふう

に皆さん考えているわけです。そんなにおかしくはないですよね。

おかしくはないんですけど、われわれは、これはおかしいという

ふうに言っているわけです。

というのは、この考え方に反すると思われる現象をわれわれは

捉えてるからなんです。そのうちの一つが、ミオシンの足はその

ままで尻尾（尾部）の半分を切ったフラグメント、よく HMM

（heavy meromyosin）っていいますけど、これをアクチンに

ADP 存在下で結合させて、高速 AFM で観察します（図 7）。こ

こで一つ注目したいのは、ミオシンの二足歩行で前足と後ろ足が

同時にアクチンに結合するためには、前足にリカバリーストロー

クが起こっていないと行けない（図 6）。ところが加水分解が起こ

らない ADP 存在下でも二足結合が起こるので、リカバリストロ

ークは熱的揺らぎでも起こるんじゃないかということが示唆さ

れます。この AFM観察では、尻尾の部分のコイルドコイルがほ

どけて、その後に前足がパワーストロークのように回転してる

（これをレバーアームスイングと言う）わけです（図 7）。これは

AFM の探針によるアーティファクトだ、分子を壊してるんじゃ

図 3 パワーストロークは正しいか？

図 5 ミオシン V

図 4 力学的仕事に使われるエネルギーは ATP/GTP から来るのか？

図 6 ミオシン歩行におけるギブスエネルギー変化

（頭部）
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ないか、ということも言われるんですけど、生化学的な証拠から

も、こういう単頭ミオシンができるということが報告されていま

す（ ）。いずれにしても短い coiled-coil の尻

尾がほどけるほど、この二足結合しているミオシン分子には、分

子内張力が発生してるということなんです。尻尾がほどけた後に

前足がスイングする、ということは、レバーアームスイングのエ

ネルギーは、二足結合だけで生じ得るということを示唆してるん

だと言えると思います。 

もう一つは、低濃度 ATP 存在下で観察される前足の足踏み（ス

トンピング）という現象があります（図 8）。これは、一度前足が

アクチンから解離して再着地して、その後に一歩前進するという

現象です。これを断定はできないんですが、リン酸の放出はすご

く速い。すなわち ADP リリースが律速で、リン酸リリースは律

速ではないということが知られているので、ミオシン Vがアクチ

ンに結合をした直後には既にリン酸が放出されているはずで、前

足にはリン酸が結合していない。しかし、それが再着地した後に

レバーアームスイングするということは、リン酸放出が起こらな

いヘッドでパワーストロークが起こるということです。これは従

来説に矛盾するということになると思います。たとえ、リン酸の

解離に伴うΔGが構造歪みに使われたとしても、頭部がアクチン

から解離すると構造歪みのエネルギーは素早く熱の形で散逸し

てるわけで、足踏みした後の前足には、ATP 加水分解後のリン酸

放出に伴うエネルギー、ΔGはもうないはずです。しかしパワー

ストロークしているということになります。 

 以上、二つのことを考えると、前足のアクチンへの再結合、フ

ットストンプの場合は、前足のアクチンへの再結合で獲得した構

造歪みのエネルギーは、レバーアームスイングに利用可能である

と。つまり ADP 型でも、アクチンに結合していると構造歪みが

生じて、後ろ足が解離すれば、あるいは尻尾が切れてコイルドコ

イルがほどければ前足は回転する、レバーアームスイングするわ

けです。つまりレバーアームスイングの直接のエネルギーは、

ATP 加水分解から来るのではなく、アクチンとミオシン間の強い

結合エネルギー、大きな結合エネルギーから来ているということ

になります。例えば ADP 存在下の場合、この結合エネルギーの

ΔG は 14～16kBT と、かなり大きいです。ここに構造歪みが生

じると、図 9で示すようにエネルギーが一部使われて、その分結

合が弱くなる、つまり構造歪みがあるときの結合エネルギーは小

さくなる。だから、レバーアームスイングという力学的な仕事の

直接のエネルギー源は、ATP 加水分解とは無関係に、アクチン-

ミオシン間の強い結合であるというのがわれわれの説です。それ

では ATP 加水分解のエネルギーはどこに使われるかというと、

力学的な仕事ではなく、後ろ足のアクチンからの解離に主に使わ

れていると考えられます。 

  

遠藤 すみません、力学的仕事というのは、前足の話をしてるん

ですか？でも、前進するのは後ろ足が前に来るから前進するので

すよね？ 

 

安藤 そうです。だけど、それは前足が回転（スイング）するか

らです。前足が回転するから後ろ足は前に進めるわけです。前足

のレバーアームスイングによって一歩前進する運動が力学的仕

事になります。 

 

遠藤 でも、そうするとストンピングをすると ATP の加水分解

1回分のΔGは、1回のストンピングでも使われてしまうんです

図 7 ADP 存在下でも尻尾がほどけて前に進む 

図 8 リン酸放出後に前足が再結合してからでも、前に進む 

図 9 前足の結合エネルギーは構造ひずみを生み出す 
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よね。 

 

安藤 そうです。 

 

遠藤 それで結合しますよね。結合して張力が蓄えられて、また

スイングするのにその結合エネルギーが使えるということだと、

永久機関になってしまいませんか？エネルギーなしに何回も力

学的仕事をするっていうのはおかしいですよね？ 

 

安藤 いや、使われてるのは図 9の結合のエネルギーです。もと

もと結合エネルギーが大きいので、構造が歪んだとしても、結合

してしまうわけです。それで歪んでフットストンピングします。

そうすると歪みのエネルギーはなくなりますね。それでまた再結

合すると歪みのエネルギーを獲得します。だからフットストンピ

ングというのは一度エネルギーを獲得したけど、それを熱の形で

放出してしまって、再結合によってまたエネルギーを獲得して、

その再結合で獲得したエネルギーを仕事に変換してるわけです。

だから一度獲得したエネルギーを何回も使ってるわけではない

です。 

 

遠藤 なるほど。ちなみにこれは、後ろ足の話とは別ですね。 

 

安藤 そうです。後ろ足は前足を引きとめておくっていうか。後

ろ足が結合してなかったら、前足は結合に際して歪まないわけで

す。 

 

遠藤 だから、これがモーターとして進むのは、前足のスイング

によって後ろ足が解離して回って進むわけで、そっちは ATP の

エネルギーが進むのに使われてると。前のほうがくっ付いたり離

れたりするときに仕事をしてるのは、くっ付いた時に獲得したエ

ネルギーが単に放出されているだけだと、そういう解釈ですか。 

 

安藤 そうです。これ、卑近な例ですけど、弓を想定していただ

くと、弓矢っていうのは引くわけですよね。離すと飛んでくわけ

ですけど、それと似たようなことで、図 9でこういうふうに前足

が弓なりになってエネルギーを蓄えて矢を飛ばす、後ろ足を前に

出すと。 

 

遠藤 でも、くっ付いた状態ってのは、かなり無理な状態でくっ

付いてるんですよね。無理な状態でくっ付くのは、単に結合のエ

ンタルピーで補償されてるってことですよね。 

 

安藤 そうです。それで補償されてるわけです。だけど、歪んで

結合するので、実際の結合エネルギーそのものは小さくなってし

まうわけですが。 

 

吉田 仕事に使われる ATP のエネルギーは、加水分解とは違っ

たところから来ると言ってるけれども、結局これは物理的過程、

つまり ATP が結合して分解して、酵素上に ADPが出現すること

が必要なわけで。ミオシンの上で ATP が加水分解される過程だ

けを見るとエネルギーが生じてない、図 6で ATP と ADP+Pi は

平衡状態にあって、そこではエネルギー差が生じていないという

ことですよね。要するに、ATP が大事なのは、ADP を生じるた

めに ATP は必要なんで、結局のところ、ADP や Pi の解離かな、

そのところで仕事に使われるエネルギーが出てるということで

すよね。 

 

安藤 はい。 

 

吉田 だから、全体として見れば、ATP で加水分解がもちろん動

いてるんだけれども、もっと微視的に見たら、ATP の加水分解の

ステップでは仕事に使われるエネルギーは出てないということ

ですね。 

 

安藤 ほんのわずかであると。 

 

吉田 それは分かります。大体、近頃の酵素学では、例えば、別

にモーターでなくても、ピルビン酸キナーゼとかヘキソキナーゼ

とか、ああいう酵素も、酵素上での ATP 加水分解のところでは

ほとんど平衡状態で、結局結合のアフィニティのところで、使わ

れるべきエネルギーが出てるんですよね。で、安藤さんの主張は、

無機リン酸 Pi の解離から仕事を取り出してるんではなくて、

ADP の解離のところから仕事のエネルギーを取り出してる、そ

ういうお考えですね？ 

 

安藤 いや、違います。図 6 下の A-M から A-M-T の 10kBT と

いうのは、アクチンとミオシンの強い結合を解離するのに使われ

てますよね。次に A-M-D-Pi から A-M-D の 8kBT ですけど、こ

れは確かに大きなエネルギードロップがあるんですけども、この

エネルギーは力学的仕事には使われてないというのが私の考え

方です。もちろんこのエネルギードロップは反応全体を 1方向に

進ませるには、絶対必要なんです。これが小さかったら反応が逆

戻りしちゃうわけで。 

 ただ、ここで私が一番言いたいことは、A-M-ADP-Pi 状態から

A-M-ADP 状態に行くところ（図 6上）でパワーストロークとい

う力学的仕事に使われる直接のエネルギー源は何かという問い

です。私の答えは、Pi の解離に伴うΔGは、パワーストロークと

いう力学的仕事の直接のエネルギー源でありません。直接のエネ

ルギー源はA+M-ADPからA-M-ADP with strainの状態（図9）

に行くところの結合エネルギーであると。 

 

吉田 そうすると Pi 解離のところで出る 8kBT は反応を前に進
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めるためのものであって、仕事ではなく熱になってしまっている

ということですか。そうするとエネルギー効率が悪い、6割とか

になってしまうんですかね。

遠藤 そうすると Pi 解離の 8kBT には、前に進むと言った生理的

意味はないんですね。

安藤 そうです。フットストンプは低濃度 ATP でしか観察され

ない現象なわけです。われわれの高速 AFM以外の方法でもフッ

トストンプは観察されているわけですけど、それによれば、ATP

濃度を上げていくとフットストンプは起こらない。だからフット

ストンプそのものは生理的に意味があるということじゃなくて、

どういうふうにしてエネルギーが使われるか、もしくはどういう

ふうにして運動が起こるかということを、その仕組みを示唆する

ことができるというだけで、生理的な条件下でフットストンプが

起こってると言ってるわけではありません。

遠藤 それから、これ ADPが過剰な状態で見てるから、ADPが

くっ付きっぱなしだって言ってますけれども、離れてまたくっ付

いてもいいわけですよね。だから、前足が結合してるときは ADP

型だけど、前足が離れたら ADP 離して、また ADP が前足にく

っ付いたら前足がアクチンに結合するって、そういう解釈でもい

いような気がするんですけど、そこは違うんですか。

安藤 いや、いいじゃないですか。ただし，ADPが過剰な状態で

は見ていません。フットストンプは低濃度 ATP 下で観察してい

ます。

遠藤 そういうほうが理解しやすいような気もします。

安藤 それでは先に進みます。図 9の説が正しいかどうかってい

うのが一番の問題で、これは、われわれの高速 AFMの観察結果

から導き出した結論であって、証明はできてないんです。もし、

われわれの説が正しければですけれども、ADP存在下で、後ろ足

を ATP に代わる何らかの方法で離すことができれば、この分子

は絶対に一歩進むはずであると（図 10）。なぜなら、この分子に

は既に分子内張力が蓄えられていて、後ろ足をアクチンから解離

させれば、前足が自動的に回転するはずなわけです。前足が自動

的に回転すると同時に、図 10で「リカバリーストローク」がな

いとうまく結合できないわけですけども、ADP 存在下でも二足

結合が起こってるということは、リカバリーストロークは熱エネ

ルギーだけで起こり得るはずだと。

だから、われわれの説が正しければ、簡単に言えば、後ろ足を

アクチンから解離させればこの分子は必ず一歩前進するはずで、

それを実験で示してあげればいいわけです。そこで、ここで AFM

の探針で強くたたいて解離させるということを Interactive 高

速 AFMでやればよいと考えました。これはミオシン Vのために

私が思い付いたアイデアなんですけど、実際にまだ論文にはなっ

ていません（ただしこれを使った論文は既に出ています

）。ユーザー

が指定した場所に針を押し込むという、そういうアイデアで、技

術的にはとても簡単なことなんですけど、それをこの ADP 存在

下でやってみると、後ろ足をたたくと前に進んでいくのが観測さ

れました。これを繰り返していくとミオシンはどんどん前に進ん

でいくので、分子が壊れてるんじゃないかと思う人もいると思う

んですが、たたいた後にCaged ATP で ATP を放出させて、ATP

で前進するかどうかを見ると、ちゃんと進む様子が観察できます。

つまり、進んでいくミオシン分子は壊れていないというわけです。

今の Interactive 高速 AFMの実験で、後ろ足をたたいて前に進

むには何が起こらなければいけないかというと、図 11でまずこ

の前足、ゆがんでいた前足が、ある程度以上、回転しなければい

けないわけです。ある角度までスイングするというプロセスと、

解離した後ろ足が前の方に来たときに、リカバリーストロークの

ようにヘッドがプレ・ストローク・コンホメーションに変わらな

ければいけないわけです。そうして初めて、解離した後ろ足がこ

んどは前足となり得るわけです。この高速 AFMの実験を何回も

繰り返して調べると、後ろ足をたたくとミオシンが前に進む成功

率は 92.5％にも達します。それは、さっきの前足の回転がある

角度以上起こること（図 11の Success/Failure の式の右辺の角

図 10 後ろ足を人為的に外せば、ADP 存在下でも前に進む

図 11 前足に蓄えられうる構造歪みエネルギーを見積もる
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度の項）と、リカバリーが起こること（同式右辺の Pre/Post の

項）、この二つの比の積になります。詳細は未発表データなので

省略しますが、リカバリーストロークを起こすのに必要なエネル

ギー（図 11 の右辺の Pre/Post の項）は 3.18 kBT と求まりま

す。ATP によるリカバリーストロークよりも効率悪いので遅いん

ですけども、約 3 kBT という値から、熱的にもプレ・ストローク・

コンホメーションに変わるためのリカバリーストロークが起こ

り得ると言えますし、実際 ADP 存在下でも二足結合が観察され

るわけです。そうすると、今、前進の成功比（-2.51kBT）と、熱

的なリカバリーストロークのエネルギーが+3.18kBT と求まった

ので、今度は前足のスイング、ある角度以上スイングするのに使

われるエネルギー（図 11の右辺の角度の項）がどのくらいかを

計算できます。その結果は-5.7 kBT となります。従って、負荷な

しの条件で行われる力学的仕事は、このぐらいの構造歪みのエネ

ルギーが必要であるという見積もりを行うことができました。 

 次に coiled-coil がほどけて単頭になったミオシン Vとアクチ

ンとの結合角度（ ）の角度分布を調べました（図 12左上）。

平衡のときの角度は 30°ですが、広く分布しています。この分

布、平衡からずれたときの分布からバネ定数、もしくは平衡点

からずれたときのエネルギーを計算することができます。ここ

でさっきの-5.7kBT を使うと、角度 が 76°以下になると結合で

きるということになります。76°ってちょっと大きいんじゃない

かと思われるかもしれないけれど、フレキシブルなので 60°以

上あっても結合することはできるということになります。 

 まとめると、力学的仕事に使われる直接のエネルギーは、ATP

の加水分解からは来ておらず、アクチンとミオシン間の強い結合

から来ているというのがわれわれの結論です。だから、生体エネ

ルギー変換で、いつも力学的な仕事は ATP、GTP から来ると言

われてきましたが、必ずしもそうでなくていいということが証明

されたと思います。あと、この構造歪みによってどのくらいの大

きさまでの仕事ができるかって計算してみたんですけど、結合エ

ネルギー14kBT に対して前足は 110°まで歪んでるんですけれど

も（図 12 右上）、このとき前足に蓄えられたエネルギーは 9.6 

kBT になります（図 12 右下）。したがって、結合エネルギー14 

kBT のうち約 10kBT は構造歪みに使われている、つまりミオシン

Vができる仕事は結合エネルギーの 70％、最大 10kBT であると

いうことを見積もることができました。 

 あと、これ前から言おうと思って、言う機会がなかったんです

けど、双頭のミオシン Vの歩行運動の他に、例えば単頭でもアク

チン動くわけですよね（図 13）。In vitro モティリティアッセイ

みたいに尾部のところを固定しておいてアクチンを加えると、ア

クチンが 1方向に進むわけです。その現象とわれわれの観察結果

をどういうふうに結び付けることができるかという問題があり

ます。例えば図 13左のように単頭ミオシンは尾部を固定しても

ぶらぶらしていて、ある程度いろんな角度で結合できるわけです

けど、図 13中央のような角度で結合すると何も力は発生しない。

一方で、熱的に頭部のところがゆがんでプレパワーストローク構

造になって図 13右のような角度で結合すると、構造歪みのエネ

ルギーを使ってアクチンを押し出すことができるというわけで

す。もちろん、力発生なしの結合（図 13中央）が頻繁に起こる

と、抵抗になって動けなくなっちゃうわけですけど、図 13中央

のような角度で付いた頭部には ATP が結合しやすいというか、

ADP は解離するので、ATP はすぐ結合する。一方で、図 13 右

のような角度で結合すると、構造がゆがむと ADP の解離ができ

なくなり、新しい ATP やって来れないというわけです。したが

って、図 13中央の状態には ATP が付くので、力の発生なしで結

合しても大きな負荷にはならないと。熱的に揺らいでいて、図 13

中央のような角度で付いたり、図 13右のような角度で付いたり

して、図 13右のような角度で付いたときにのみ力が発生すると、

そういう考え方なんです。 

これは、1957 年の A.F Huxley のモデルと若干、似ているわ

けです。彼がどんなこと考えたかっていうと、図 14が有名だと

思うんですけど、アクチンフィラメントがあって、上側がミオシ

ンフィラメントで、アクチン上のミオシン結合部位が右側にある。

ミオシンは中央で左右にぶらぶらしていて、右に動いたときにア

クチンに結合できる。したがって、アクチンに結合すると、左側

に力を発生させるわけです。彼が考えたのは右に動いたときには

結合する確率があり、左に動いたときには結合しないで解離して

図 12 実際に前足に蓄えられた構造歪みエネルギーは？ 

図 13 単頭ミオシンが動く場合は？ 
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しまう。こうやって右側で結合して、左に動いてきたときに解離

するわけです。結局、平衡点からずれて結合して、それでエネル

ギーを蓄えて、そのエネルギーを使って運動が起こるというのが

彼の考え方なんですけど、非常に本質を突いてるんじゃないかな

と、われわれの結論（図 13）とよく似ているというふうに思い 

ます。以上です。 

 

吉田 図13の絵で見ると、何もエネルギーを与えなくても、ADP

結合したほうで動けば何もしないでも動いてしまうように見え

るけども・・。そうか、ATP を加えてやらないと、「力発生なし」

型の方が解離しないので動けなくなるっていうことですかね。 

 

安藤 そうです。 

 

吉田 だから ATP が必要な理由というのは、「力発生なし」型の

ほうの抵抗になる部分を解除するために必要だってことなので

すか？ 

 

安藤 そうです。力を発生して「力発生あり」型から「力発生な

し」型に移りますよね。しかしそれで結合したままになると動け

ない。結局 ATP のエネルギーは解離させるため使われてるわけ

です。 

 

遠藤 これはパワーストロークのような、でもパワーストローク

とも違う。これ、何て呼ぶんですか? 

 

安藤 名前がないです。従来のパワーストロークモデルっていう

のは、「力発生あり」型から「力発生なし」型へ構造変化すると。

その構造変化そのものが変位を生み出す力であると言うわけで

す。それに対し、われわれのモデルでは、確かに構造変化は起こ

るけども、ATP は直接その構造変化、すなわち力学的な仕事もし

くは力発生に使われていないということです。 

 

遠藤 ATP は反応をマルチプルラウンドにするために使われて

るんですね。 

 

安藤 そうです。 

 

遠藤 だけど、さっきのストンピングのことを考えると、安藤さ

んのNature 論文では、前足の方はストンピングしても動くとい

うことにはならないけど、後ろ足は 3 分の 1 くらいの頻度でス

トンピングするという話ですよね。 

 

安藤 フットストンプというのはアクチンから離れてまた再結

合する、これが正確な意味でのフットストンプです。それに対し

てアクチン上を滑るのはスライディングと言います。実はあの論

文ではスライディングとフットストンプをごちゃまぜにして書

いてしまっていて、後ろ足がフットストンプするって言ってます

けど、あれは正確じゃなくて実はスライディングが起こってるん

です。 

 

遠藤 後ろ足は離れないで滑る。グルッっと回らないんですか？ 

 

安藤 回らない。というのは、二足結合をしたときに、図 12の

右上の歩幅ですが、歩幅は少しばらつくわけです。少し遠い場合

もあるし近い場合もあるわけです。でも一番安定な距離っていう

のはあるんです。だから、大きめの歩幅でくっ付いちゃった場合

は、後ろ足がズルっと動く、スライディングすると。 

 

遠藤 でも、なんで離れないんですか。前足は離れるのに。 

 

安藤 それは後ろ足が歪んでないからです。先ほどの話（図 9）

に戻りますが、前足では歪みのエネルギーに結合エネルギーが使

われるので、結合エネルギーは弱くなってしまうんです。だから

前足ではフットストンプが起こるわけです。それに対して、後ろ

足は歪みがないので、結合エネルギーが弱まることなく使われて

いるので、離れることができないんです。滑ることはできるかも

しれないけど。 

 

遠藤 確率が 3 分の 1 くらいでも後ろ足が離れるんだったら、

それでピュッと前に行ってしまって、ADP だけでどんどん進ん

でしまうように思ったんですけど、それは起こらないんですね。

つまり結合した足の歪みが結合、解離を支配してるんですね、  

 

安藤 そうです。 

 

遠藤 ただ、こういう話ってすべてΔGで議論してますけど、本

当はエネルギー障壁、活性化エネルギー（Ea）が支配するキネテ

ィクスで説明しなきゃいけないような気もするんですが、それは

大丈夫なんですか。ある時間内に何が起こるかを考えるときには、

図 14 Huxley のモデルと似ている 
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抵抗じゃなくてむしろ活性化エネルギーがどのくらいかで起こ

るかを考えなければならないのに、今回はそういう話が全然出て

こないんですね。活性化エネルギーが低いんですかね。

安藤 例えば図 9の前足は、もともとゆがんで高エネルギー状態

にあるわけですよね。それが右側に倒れるっていうのは、別にエ

ネルギーの山を越える必要ないですよね。山を越えずに、ズルッ

と下るだけでいいわけですよね。

遠藤 全部、ギブスエネルギーだけで話が成り立つ世界なんです

ね。

安藤 はい。もちろん、後ろ足が離れるにはエネルギー障壁を越

えなければいけないですけど、前足に関してはエネルギー障壁の

山がないですね。

吉田 図 9ですが、今のお話ですと、後ろ足のほうが結合が強そ

うなこと言われてましたけど、そうすると、後ろ足は離れること

ができないんですが。

安藤 後ろ足ではフットストンプは起こらないですね。

吉田 ATP が加水分解されると離れやすくなるということなん

ですか。

安藤 はい。実際、高速 AFMの観察結果によれば、後ろ足では

本当にアクチンから解離するフットストンプという現象はめっ

たに見えません。

吉田 そうすると、どうやって後ろ足が離れて前に出られるんで

しょうか。

安藤 いまの話は ADP存在下です。ADP存在下では二足結合し

たミオシン Vの後ろ足が、アクチンから離れるという現象はほと

んどありません。フットストンプは唯一、前足でのみ起こる現象

です。

吉田 ATP が来ると、ADPと ATP を交換して、それで後ろ足が

離れるようになるんですか。

安藤 そうです。そこに ATP の結合エネルギーが使われるんで

す。

吉田 ADP の結合力はそんな強くないんですね、ATP と交換で

きるぐらいだから。

安藤 そうです。ATP と ADP の親和性はかなり違いますよね。

解離定数では nM のオーダーです。だから ATP のほうがはるか

に強く後ろ足に結合する、ほとんど不可逆的に結合します。

吉田 そこで逆に言

うと、後ろ足を離す

というからには、ミ

オシンとアクチンの

結合の状態、構造が

変わっているわけで

すよ、わずかとはい

え。だから、そういう

点では ATP の結合

のエネルギーが後ろ

足をアクチンから引

き剝がすような、そ

ういう構造変化に使われていると言ってもいいんじゃないです

か。

安藤 そうです。おっしゃるとおりです。

吉田 それで ATP が後ろ足に結合して、そうすると後ろ足がア

クチンから離れるんだけど、離れてるあいだにその ATP を分解

して ADPになって、前方のほうに着陸するということですね。

安藤 はい。ADPではなく、ADP-Pi ですが。

吉田 ADP になるときに頭の角度が変わるといいますか、ぐっ

と曲がってしまう（図 6のリカバリーストローク）ということで

すか。

安藤 いいえ，ATP が ADP-Pi になるときです。その方が効率が

いいです。実際にわれわれの測定では、離れた後ろ足が前に着地

するのがすごく遅いわけです。

吉田 そこが律速なんですか、全体の？

安藤 そうです。リカバリーストローク（図 6）が熱的揺らぎだ

けで起こるには、ものすごく待たないといけないわけです。0.1

秒ぐらいかな。ところが ATP があると、加水分解に伴ってほと

んどミリ秒で進んでしまいます。だから ATP 加水分解のエネル

ギーは、一部効率を上げるために使われてるという言い方もでき

るかもしれません。

吉田 むしろ後ろ足を引き離すために ATP の結合が必要だった

ということですね。それで ATP の加水分解というのは、ATP の

吉吉田賢右（JT 生命誌研究館）
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縛りっていいますか、それを打ち消すためにアクチンから離れて

いる間に加水分解してしまうと。 

 

安藤 はい。どんな ATP アーゼでも ATP 加水分解に伴うΔGは

非常にわずかであるってことは知られていると思うんですが。 

 

吉田 それはそう。F1Fo-ATPアーゼの世界でもそうなんですよ、

酵素上での ATP、ADPの平衡（量比）ほとんど 1対 1に近いで

すものね。だからこの場合も結局、最初の ATP の結合で 10kBT、

次に無機リン酸 Pi の解離で 8kBT。結局、結合解離の物理的過程

で仕事をしてる、加水分解という化学的過程ではない。そこは F1

とそっくりだと思うんだけど。これは無機リン酸 Pi が最初には

ずれる、という順番になってるんですね？ 

 

安藤 そうです、それは間違いないです。 

  

吉田 無機リン酸が外れたことによって、図 6 下の A-M-ADP-

Pi と A-M-ADP の間の 8kBT という大きなΔGが出てくると。ま

だよく分からないのは、そのΔGが仕事に使われてないっていう

ことなんですが。 

 

安藤 そのΔGは反応を後戻りできないようにしてるけど、力学

的な仕事には使われていない。8kBT というΔG だと、図 6 下で

は深すぎて熱的には後戻りすることは不可能ですよね。 

 

吉田 でもそれは溶液中の無機リン酸の濃度が低いからで、これ

F1なんかで 100 mMくらい加えると後戻りするんです。 

 

安藤 なるほど、ΔGがぐっと浅くなってしまうんですね。 

 

吉田 ちなみに、図 6上の最後の ADPを解離するところの前と

後の構造、A-M-ADP と A-M ですが、これ本当に構造変化はな

いんですか？ 

 

安藤 図 6下では、そこのエネルギー差については、反応速度論

とか熱測定から言われてる結果なんで、信じないわけにいかない

かなと思うんですけど。 

 

吉田 例えば、そこのところが、A-M-ADP-Pi と A-M-ADP の間

には、実は大してエネルギー差がなくて、A-M-ADP から A-Mに

行くところで、大きなΔGが出ると考えてもいいんじゃないです

か。 

 

安藤 考え方はいいと思う。図 6下は実験結果に基づいて描いて

る絵なんで、何とも言えないです。根拠となる反応速度論と熱測

定の結果はほぼ同じで、だいたい合ってます。 

 

遠藤 さっきのフットストンピングっていうのは、前足で Pi が

外れた後、起こる現象なんですか？そうするとそのとき、歪んで

た頭部の向きはどうなっているんですか？ 

 

安藤 図6でもPiが外れると、本当は後ろ足が前にでることで、

前足だった方の頭部は元の状態にもどりたいんだけど、二足結合

なんで、後ろ足がそれを止めてしまってるんです。 

 

遠藤 この実験で吉田さんが言われたみたいに、Pi 過剰にすると、

どういうところで止まりますか？ 

 

安藤 これ、なかなか前に進めないですよね、Pi 過剰だったら。 

 

遠藤 そうするとフットストンプも起こらないんですか。 

 

安藤 起こらないんじゃないですかね。 

 

遠藤 そうすると、結論的に言うと、ATP 加水分解と前に進むと

いう現象はタイトカップリングではあると。だけど、パワースト

ロークとは言えない。 

 

安藤 そのとおり、おっしゃるとおりです。 

 

遠藤 で、名前がまだないと。 

 

安藤 ない。 

 

吉田 そこで質問ですが、図 6上の「一般的な考え方」では、パ

ワーストロークと書いてある無機リン酸が外れるところ、A-M-

ADP-Pi から A-M-ADP になるところでは頭の角度が変わってる

わけですよね。このときにアクチンが動かされてるわけでしょ。 

 

安藤 そこでパワーストロークという形でトランジションすれ

ばですね。 

 

吉田 そう。それって仕事じゃないですか？ 熱ではなくて。 

 

安藤 でもこれは動くというトランジションは起こらない。二足

結合の場合は、後ろ足がアクチンにくっ付いてるから。 

 

吉田 いや、動くときはミオシンの頭とミオシンの足の棒の部分

（ネック）の角度が変わることによって仕事してるんだから、無

機リン酸が抜けるときに、仕事してるんじゃないかと思う、熱で

はなくて。 
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安藤 でもミオシンの頭とネックの部分の角度が変わるところ

のエネルギー差ってほんのわずかなんです。図 6のリカバリース

トロークのところでわかるように 2kBT くらいです。 

 

吉田 熱揺らぎでもいっちゃうぐらいと。 

 

安藤 おっしゃるとおりです。だから、それが仕事するとは考え

られないんです。 

 

吉田 だけど、無機リン酸が抜けるときに、ΔG としては 8kBT

出てるわけですね。 

 

安藤 そうです、おっしゃるとおりです。 

 

吉田 だからそれが、仕事に使われないか。ちょっと変だな。 

 

安藤 力学的仕事にはなってないけど、反応サイクルを進めるた

めにエネルギーは使ってるわけです。 

 

吉田 反応サイクルを前に進めるぐらいだったら、ΔGはもっと

小さくてもいいと思うんだけど。 

 

安藤 いや、そんなことないです。2kBT くらいだと、行ったり来

たりしてしまいますよね。 

 

吉田 そうですか。ΔG で 4倍か。 

 

安藤 8 と 2はかなり大きな差なんです。 

 

遠藤 それから、安藤さんのNature 論文を見ると、その他のい

ろいろなモデル、「inchworm」的な動きとか、「biased diffusion」

とか、そういうものはもう一切、起こらないということですね。 

 

安藤 起こりません。 

 

遠藤 あと、ルースカップリングのエビデンスというのはどうな

んですか？例えば ATP の加水分解が起こってだいぶたってから

動いたりっていうのは、ある意味これと似てるんですか。いや、

でもあれは加水分解されてから、かなり後に動くから違うのかな。 

 

安藤 かなり後だから、違いますね。ATP の加水分解と分子の動

きを同時観察すると結局 1 対 1 だった言うことになっていると

思います（ ）。 

 

吉田 あと、柔らかいAFMのカンチレバーを使って、1つのATP

の加水分解でも、かなり長い距離を走るという話もありました

が・・。 

 

安藤 うーん。 

 

遠藤 それから、ルースカップリングのもう一つのエビデンスは、

足の長さを短くしても長くても動く距離が同じだ、みたいな話が

あったと思いますが、それはどうなんですか。長さを変える実験

はされてないんですか？ 

 

安藤 いや、されてます。足の長さを短くすれば歩幅は短くなり

ます。坂本君も他の人もやっていますが、歩幅が足の長さによら

ず一定だっていう話は完全に否定されています。2008 年前後の

論文で、大体みんな納得いく感じになったと思います。 

 

遠藤 横山さんいかがですか、何かコメントあれば。 

 

横山 どうも。興味深い話ありがとうございました。F1 なんか

では、ATP が ADP になると ADP がなかなか外れなくなるんで

すけれども、この場合は ADPは勝手にはずれるんですか？ 

 

安藤 アクチンがないと解離しないですけど。アクチンと結合す

ると、（前足が前方回転して歪みが解消された場合ですが）ADP

は勝手に解離します。 

 

横山 図 6 でそのときの M-ADP から A-M-ADP のエネルギー

ドロップで構造歪みが生じて、その構造ゆがみによって何か仕事

が起こるということですね。 

 

安藤 はい（フットストンプした着地直後ですが）。 

 

横山 そこだけ確認したかった。 

 

吉田 安藤さんの図 6 の記述で、ATP の加水分解でエネルギー

は使われてないという言い方をされてますが、M-ATP が M-

ADP-Pi になるステップでは力学的仕事が行われてないっていう

ことはそのとおりだと思うんですけど、反応サイクル全体として

見れば明らかに ATP のエネルギーが駆動力として使われてるわ

けです。だからそういう点では、ATP、GTP の加水分解以外のと

ころからエネルギーが来てるっていうのは、誤解を招くんじゃな

いかと思うんですが。 

 

安藤 力学的に仕事するのはどこかっていうと、図 11の前足の

角度変化ですよね、レバーアームスイング。そこで力学的仕事を

してるわけです。この力学的仕事のもともとのエネルギーはどこ

にあるのかっていうと、前足の頭部とネックのあいだの構造歪み

にあるわけですよね。繰り返しになりますが、図 10で紹介した
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未発表の実験ですよね。これ、ADP存在下での実験ですけど。既

に構造歪みは生じてるわけです。けれども、それは力学的な仕事

にはすぐには使えないわけです。なぜかというと、後ろ足がアク

チンから離れないから。後ろ足を離すのに ATP は本来必要なわ

けですよ。その代わりにここでは AFMの針でたたくということ

をやってる。だから、全体として見れば、ATP のエネルギーは後

ろ足を離すのに必要なわけです。 

 

吉田 それでいいんです。いいんだと思うんですけど・・。 

 

安藤 力学的な仕事を取り出すにはATPはどうしても必要だと。

なので、取り出すのには必要だけど、その取り出すエネルギーが

どこにあるかっていうと、ATP ではなくて、構造歪みにあって、

その構造歪みのエネルギーはどこから来てるかっていうと、アク

チン、ミオシン間の強い結合エネルギーにあったわけです。 

 

吉田 つまり、ATP の加水分解は反応サイクルを回すために使わ

れてるんですよね。でもサイクルを回すことで力学的仕事をする

わけなんですが。 

 

安藤 反応の個々のステップを見ずに、サイクル全体を見て、そ

こに ATP のエネルギーを使われてるって言われれば、それはそ

うです。 

 

吉田 同じことを言ってるんですけどね、ATP の加水分解のステ

ップとは共役しないっていうことになると、ATP、GTP 以外だっ

たら何だろうってなりますよね。熱エネルギーから得てるわけじ

ゃないし。 

 

安藤 図 9ですが、これは、構造歪みがなかったら絶対に動かな

いわけです。構造歪みにエネルギーが蓄えられているわけですよ

ね。その構造歪みを起こしてる大本は何かっていうと、この強い

結合エネルギーですよね。 

 

吉田 それは F1 でも大事なんですけどね。要するに、強い結合

エネルギーを、結局、構造の歪みに使ってトルクを生じてるんで

すけど。 

 

安藤 ただ、確かにこういう、ゆがみエネルギーをこの ATP エ

ネルギー以外からつくったとしても、それをどう利用するかとい

うのが問題で、ATP 加水分解の反応サイクルが回らない限り利用

できないわけですよね。だけど、ここで言いたいことは、構造歪

みというもともとの力学的仕事のエネルギー源は、ATP 加水分解

から来てるわけではないですよと。 

 

吉田 酵素上での ATP 加水分解から来てるわけではないと言え

ばいいんですよ。そういう断りがないから、天空からエネルギー

が来たような感じに聞こえるわけです。 

 

遠藤 蒸し返すようですが、図 9で、構造歪みのエネルギーの見

積もりはどうやって出してるんでしたっけ？ 

 

安藤 はい。左側の構造歪みがない場合の結合エネルギーは M-

ADP とアクチンのアフィニティーから求まります。右側の構造

歪みがある場合の結合エネルギーは、フットストンプの頻度から

求められます。そうすると、前足に蓄えられる構造歪みエネルギ

ーが求まります。 

 

遠藤 なんとなく分かってきました。だいたいいいですか？吉田

さん。 

 

吉田 はい。ただ、反応を前に進めるためにあんなに大きなエネ

ルギー必要なのかなって。ミオシンの場合、大きな負荷、でっか

い荷物を付けると、前に進めるために必要な最後の 8kBT でした

っけ、これを維持するためには ATP の濃度が高くないといけな

くなるのかな。今のところの実験では、大きな負荷を付けてない

んですよね。 

 

安藤 負荷はかけてないです。でも、構造歪みのエネルギーって、

結構大きくて、さっきも言ったように。図 12で実測した頭部の

角度分布から見積もると、約 10kBT あるんです。 

 

吉田 なるほど熱的揺らぎの 10倍ですね。わかりました。 

 

参考文献 
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ロータリーモーター（V- and F-ATP アーゼ）の場合

横山 謙・吉田賢右・遠藤斗志也

遠藤 それでは まず私から簡単にタンパク質のミトコンドリ

アの膜透過におけるモーターの話を紹介します。ミトコンドリア

タンパク質は大部分がサイトゾルで前駆体として合成されてか

らミトコンドリア内に取り込まれます。たとえばミトコンドリア

行きのシグナルであるプレ配列を N 端に持っているタンパク質

前駆体は外膜と内膜の 2つのインポートチャネルを通過して、マ

トリクスに移行します（図 1）。そのとき、前駆体のサイトゾル側

のフォールドしたドメインはアンフォールドされる。前駆体を引

っ張ってアンフォールドするのが、マトリックスのシャペロン

Hsp70 です。Hsp70 は前駆体のプレ配列および、ほどけたポリ

ペプチド鎖に結合して引っ張るわけです。ここで、Hsp70 は一

般に ADP型でほどけた基質タンパク質に結合し、ATP 型で解離

することが知られています。

パワーストロークモデル（図 1 左）では、Hsp70 が内膜のイ

ンポートチャネル、TIM23 複合体なんですが、これに結合してそ

こを足場として、コンホメーション変化が起こり、前駆体を引っ

張る。具体的には TIM23 複合体に ADP型で結合したHsp70 が

前駆体をしっかり捉えて、ATP 型へのヌクレオチド交換と共役し

たコンホメーション変化により前駆体を引っ張る。そうすると、

前駆体のサイトゾル側のドメインがほどけて引き込まれる。引き

込まれると Hsp70 は ATP 型にヌクレオチドがスイッチしたの

で TIM23 複合体との親和性が下がって、インポート出口から離

れる。そうすると次の Hsp70 が TIM23 複合体にやってきて、

前駆体に結合して逆戻りを防ぎ、また引っ張る、同じことが進む

というのがパワーストロークです。だから、ハンドオーバーハン

ドで働くモーターということになります。

一方、ブラウニアンラチェットの場合には、Hsp70 は ATP 型

で TIM23 複合体に結

合して、インポートチ

ャネルの出口で待ち構

えてるんですが、この

場合は前駆体はサイト

ゾル側で構造揺らぎで

自発的にほどけます。

サイトゾル側で構造が

揺らいでほどけると、

ブラウン運動で前駆体

がマトリックスにはい

ってくる、そうするとHsp70 は ATP を加水分解して ADP型と

なり、ほどけて入ってきた部分にしっかり結合します。このとき

Hsp70 は ADP 型になるので、前駆体をつかんだまま TIM23 複

合体の出口から外れます。さっきのパワーストロークモデルでは、

ADP型でしっかり足場の TIM23 複合体と前駆体に結合し、前駆

体を引っ張ったら ATP 型になって離れていく。構造変化して前

駆体を引っ張るためには、ADP 型で足場に結合していないとダ

メなわけですね。一方ブラウニアンラチェットの場合には、ATP

型で TIM23 複合体に結合して、ADP型で前駆体をつかんだら外

れる。はずれても前駆体はつかんだままです。そうすると、次の

Hsp70 がやってきて逆戻りを防ぐと。そういうわけで、これも

ハンドオーバーハンドのモーターですが，自発的にほどけた前駆

体をHsp70 がトラップするというのがブラウニアンラチェット

です。

吉田 左側の絵の真ん中の所。同じHsp70 が、グッと引っ張っ

た後に、いっぺんポリペプチド鎖を離して、また前駆体をつかみ

直して、もういっぺん引っ張ることはないんですか？

遠藤 ないですね。ADP 型で引っ張って ATP 型になったら、

TIM23 複合体からはずれます。Hsp70 の TIM23 複合体への結

合は ADP型か ATP 型かで変わります。いろいろ論争はあったの

ですが、Craig らのグループは、TIM23 複合体にHsp70 が結合

するときのヌクレオチド型を調べたところ、ATP 型だということ

を示しました（図 2）。つまり ADP 型になると TIM23 複合体か

らはずれるというわけで、これはブラウニアンラチェットを支持

します。

次に岡本浩二さん（現阪大）が Neupert 研でやったのは、

Hsp70 が結合できない配列というのを探したんです（図 3）。そ

遠藤斗志也（京産大）

図１ 膜透過の 2 つのモデル

15



うするとグリシンとか、グルタミン酸が並んだ配列っていうのは、

Hsp70 に結合しにくいことがわかりました（図 3 の左 A～C）。

そこで、グリシンが 50 個も並んでる(G50)とか、グルタミン酸

が 50個も並んでる（E50）といった配列を付けた前駆体を（図

3の右 A）、in vitro で単離ミトコンドリアにインポートしたんで

す。そうすると、ちゃんとインポートされました（図 3 の右 B、

C）。Hsp70 がいくらパワーストロークで引っ張ったって構造変

化の大きさには限度があるので、Hsp70 が結合できる次の配列

がマトリクスまで来ないとハンドオーバーハンドでサイクルが

回らないはずです（図 3の右 D）。In vitro インポートで G50 で

も E50 の融合タンパク質でも全然問題なく、他の前駆体と遜色

のない効率で引っ張れるということは、ブラウニアンラチェット

を支持する、そういうことです。

続いて、2008 年に私たちがやったのは、岡本さんの発想をも

うちょっと発展させて、つまり、私たちはHsp70 が ATP 加水分

解サイクル 1 回あたりに移動させられる前駆体の長さ、つまり

Hsp70 と言うモーターのステップサイズを測ろうとしたんです

（図 4）。パワーストロークだったら 1回の ATP 加水分解サイク

ルで引っ張れる距離、ステップサイズは、Hsp70 のコンフォー

メーション変化だけで決まるだろうと（図 4 左）。ところがブラ

ウニアンラチェットだったら、前駆体側が勝手にほどけて入って

くるのをトラップするだけだから、前駆体によって移動できる距

離、ステップサイズはいろいろ変わり得るだろうと（図 4 右）。

岡本さんが示したのは 50残基とか、それが非常に大きくてもい

いって話だったんですね。グリシンの配列の長さをいろいろと変

えていくと、パワーストロークならグリシンの配列がステップサ

イズよりも小さければ、次のHsp70 がくっつけて、大きくなっ

たらくっつけなくなるじゃないですか（図 5）。だから、グリシン

の配列の長さをいろいろ変えていったら、インポートの速度はど

こかの長さ、つまりステップサイズのところで遅くなってしまう

だろうと（図 5 右）。ブラウニアンラチェットだったらどうかと

いうと、前駆体タンパク質によって、たとえばN端近くだけがほ

どけて入ってくるようなものだと、ステップサイズは小さくなり

ますよね。だから、図 6右の赤破線のような感じなります。とこ

ろが、グローバルアンフォールディングがメジャーな揺らぎだと

したら、ほどけるときには全部ほどけるから、ステップサイズは

ものすごく大きくなりますよね（図 6 右の青破線）。というわけ

で、いろいろな前駆体についてステップサイズを測ったんです。

測ると結局、図 7のようになって、プレ配列につないだドメイン

がヘム結合ドメイン（HBD）の場合のステップサイズは 10～20

アミノ酸残基、バルナーゼの場合のステップサイズは 20～30 ア

A particularly controversial issue has been
whether mtHsp70 functions as a ratchet, allow-
ing movement of the polypeptide chain into the
matrix but not back toward the cytosol (Brown-
ian ratchet model), or whether mtHsp70 exerts a
force on the chain “pulling” it into the matrix
(power-stroke/pulling model) (6–8, 20, 21). Ac-
cording to the power-stroke model, mtHsp70
exerts a force on the polypeptide chain, using
Tim44 as a fulcrum as it undergoes a conforma-
tional change associated with ATP hydrolysis,
which also stabilizes the mtHsp70-polypeptide
interaction. The power-stroke model is not com-
patible with the results presented here without
evoking unknown components. Not only is ATP
hydrolysis unnecessary for release of mtHsp70
from Tim44, but Tim44 release also is more
rapid than the rate of ATP hydrolysis. Our data
are completely consistent with the ratchet model.

Regulated Cycling of
Mitochondrial Hsp70 at the
Protein Import Channel

Qinglian Liu,1,2*† Patrick D’Silva,1* William Walter,1

Jaroslaw Marszalek,1‡ Elizabeth A. Craig1§

Hsp70 of the mitochondrial matrix (mtHsp70) provides a critical driving force for
the import of proteins into mitochondria. Tim44, a peripheral inner-membrane
protein, tethers it to the import channel. Here, regulated interactions were found
to maximize occupancy of the active, adenosine 5�-triphosphate (ATP)–bound
mtHsp70 at the channel through its intrinsic high affinity for Tim44, as well as
through release of adenosine diphosphate (ADP)–bound mtHsp70 from Tim44 by
the cofactor Mge1. A model peptide substrate rapidly released mtHsp70 from
Tim44, even in the absence of ATP hydrolysis. In vivo, the analogous interaction of
translocatingpolypeptidewould releasemtHsp70 fromthechannel. Consistentwith
the ratchet model of translocation, subsequent hydrolysis of ATP would trap the
polypeptide, driving import by preventing its movement back toward the cytosol.

Liu et al. Science 300, 139-141 (2003) 

図 2 Craig らの論文
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図 3 岡本、Neupert らの論文

図 4 膜透過のステップサイズを測る

図 5 パワーストロークのステップサイズ
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ミノ酸残基、DHFR の場合のステップサイズは 60アミノ酸残基

以上となりました。構造（図 7）を見ると HBDは N端 10 残基

くらいは揺らぎそうですよね。バルナーゼはヘリックスのあたり

が動くとN端20残基くらいがほどけそうです。ところが、DHFR

は N 端が C 端と一緒にβシート構造を作っているから、ほどけ

るときにはグローバルにほどけるしかないんですよ。なので、

DHFR のステップサイズはものすごく大きくなると。ほどけると

きはグローバルに一時的にほどけて、そのときにHsp70 がほど

けて中に入ってきた部分に結合してトラップするということで

す。ステップサイズがタンパク質の種類によって違うというのは、

ブラウニアンラチェットを支持していると、そういうことです。

ついでに言うと、ミトコンドリアへの膜透過というのは、

Hsp70によるATPの加水分解以外にミトコンドリア内膜の膜電

位も必要なんですけども、膜電位（外が正，内が負〕の役割は色々

いわれてきました。その後のうちの研究で分かったのは、プレ配

列はプラスの電荷を持っているので、膜電位があるとプレ配列が

内膜のチャネルにとどまる時間が長くなって、Hsp70 が結合し

やすくなると（図 8）。だから、膜電位が基質タンパク質を内膜に

とどめることで、プラスに荷電したプレ配列にHsp70 は結合し

やすくなると。これによって、ほどけた状態が安定化される効果

があるだろうと、そういうことも、分かってきたということです。

横山 結局、Hsp70 の構造変化を伴っていない場合はブラウニ

アンラチェットという定義付けでいいんでしょうか。

遠藤 ブラウン運動で入ってきた前駆体を単純にHsp70 がトラ

ップするだけですからね。

横山 そこにHsp70 の構造変化は直接関係していないので、そ

ういったものはブラウニアンラチェットだと。

遠藤 はい。トラップすることによって、ブラウン運動のうちの

一方向性の運動だけが取り出され、外から中への移動という仕事

に寄与してると、そういうことですね。

横山 先ほど安藤さんのお話にもあったんですけど、パワースト

ロークの狭義の定義では、構造変化が直接、前方への移動と共役

しているものを指すということからいくと、これはパワーストロ

ークには相当しないと。しかし移動の一方向性がある以上、原動

力があって、それは ATP の加水分解なんでしょうけれども、ATP

の加水分解はどこで一方向性に関与すると考えればいいんでし

ょうか。

遠藤 2 番目の Hsp70 が次のトラップを行わなければいけない

ので、1 番目の Hsp70 はいったん膜透過チャネルから離れるん

ですね。離れるときに ADP型で離れます。次に ATP 型の Hsp70

が膜透過チャネルにくっつく、そうやってハンドオーバーハンド

でいくつものHsp70 が関与するために加水分解が必要というこ

とです。

横山 Hsp70 が TIM23 複合体に付いたり離れたりすると、いつ

も ATP の加水分解が使われるということと、それに伴う基質前

駆体への結合ですね。

図 6 ブラウニアンラチェットのステップサイズ

図 7 前駆体によってステップサイズが異なる

図 8 膜透過における膜電位の役割
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遠藤 そうです。だから、安藤さんのミオシンの話と近いんです

けれども、こちらの場合には、前駆体がほどけるっていう自発的

な揺らぎとブラウン運動でミトコンドリアの中に入ってくるの

で、全部自発的な熱揺らぎによる現象なんですね。安藤さんのミ

オシンの場合は、ミオシンのアクチンへの結合エネルギーによる

分子内の歪みが駆動力になってると。だから、同じようなメカニ

ズムなんですけれども、駆動力が違うという感じかなと思いまし

た。

横山 安藤さんの話だと結局、ヌクレオチドの結合による構造変

化が一方向性運動に関与してるということであれば、すごくパワ

ーストローク的な感じに思えるんですけどね。今のお話は

Hsp70 側の構造変化が直接関係してないので、これは狭義のパ

ワーストロークには該当しないだろうということですね。

遠藤 そうですね。だから、ミトコンドリアの膜透過の話は、す

ごいクリアでしょ。自発的アンフォールディングは別にブラウン

運動じゃなくて、タンパク質の揺らぎなので、それをブラウニア

ンラチェットと言うことには少し問題があるかもしれないです

けどね。

吉田 どっちみち熱揺らぎですよ。

遠藤 そう、熱揺らぎ。

吉田 同じタンパク質でも安定性を変えて非常に不安定にしち

ゃった変異体だと、Hsp70 が長くつかんで長いステップサイズ

になるなんてことは？

遠藤 不安定じゃなくて、揺らぎの大きさ（アンプリチュード）

ですよ。ほどけたものが一時的に入ってきたのをトラップするん

で、ローカルなアンフォールディングなのか、グローバルなアン

フォールディングなのか、構造揺らぎのサイズによって入ってく

るポリペプチド鎖の長さが変わるんです。それによってステップ

サイズが変わる。

吉田 あの実験でいいと思うんだけど、グローバルなアンフォー

ルディングの起こりやすさっていうのはさ、変異で変えられます

よね、同じタンパク質でも。

遠藤 変えられますね。

吉田 それでステップサイズが変わらない？

遠藤 揺らぎがグローバルなアンフォールディングなら、それが

起こりやすくても起こりにくくても、ステップサイズは変わらな

いですね。インポート速度が変わるだけです。

吉田 速度か。

遠藤 トラッピングの効率が良くなるだけだから。

吉田 速度が変わるのか・・。分かりました。そこのところ、ち

ょっとややこしいね。

遠藤 ちなみに，ERの posttranslational な膜透過も同様に BiP

が関わるブラウニアン

ラチェットですが，葉

緑体の外包膜と内包膜

の通過は，ストロマで

引っ張るモーターが違

うのでパワーストロー

クかもしれません。

よろしければ、横山さ

んの話に移りますか。

お願いします。

横山 今回、クライオ電顕を使って、V-ATPase（V-ATP アーゼ）

について、様々な反応条件で、様々な反応過程に対応した構造を

決定するという実験を行いました。図 9に描いてある初期構造と

いうのはヌクレオチドがない状態の構造で、触媒待ち構造という

のは ATP 飽和条件で、ATP 結合待ち構造というのは、ATP 濃度

が低くて ATP 結合待ちの状態の構造で、ATP 加水分解待ち構造

というのは ATPγS を使って、ATP 加水分解を待ってるであろ

う構造です。これらの構造をクライオ電顕の単粒子解析で出した

というわけです。各構造状態にさらに構造がたくさんあるのは、

軸に対する回転状態が 120 度ずつの違いによって数が 3 倍にな

るということです。

そしてここ（図 10）から分かったことは、基本的には、回転

状態は軸の角度に対応した 3種類の構造があるんですが，各回転

状態には構造が二つずつあって、それらは軸が全然動いていませ

ん。そして，軸が 120 度動くと次の回転状態になってほぼ同じ

横山 謙（京産大）

図 9 V-ATP アーゼの単粒子解析
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構造が出てくるというかたちになっている。でも基本的に各構造

状態で構造自体は変わらないんですね、どの条件でも。ですので、

今回、対象にしている好熱菌の V-ATP アーゼの V1部分の構造変

化はかなり離散的に起こる，言い換えると中間体構造がないとい

うことができます。

そこで図 10から、これらの構造を解釈すると、まず ATP 待ち

条件で出した構造（図 11左）というのは、基本的な構造は三つ

の触媒ダイマーが開いているもの（AB 開）と、やや閉じている

もの（AB 準閉）と、閉じているもの（AB 閉）となっていて、

各々は F1では、empty、TP、DPに対応します。ATP 待ち条件

で出した構造は、ダイマー三つに対して、ヌクレオチドは 2個付

いていて、AB 開のところは空になっていますので、ここに次の

ATP が付くだろうというのは自明ですね。実際、ATP 飽和条件

にしてやると、予想どおり、図 11中央の AB開のところに ATP

が付いた構造になって、ATP2 個のものに ATP が付いて 3 個に

なりますね。これは、昔、言われていたトライサイトモデルとい

うものです。この状態から軸が 120 度回転して（図 11 右）、

state 1 といっている状態から state 2 の状態になると、構造

変化が起きて、AB閉のところにあったADPとPiが放出されて、

そこが AB 開になる。こうしてヌクレオチドの結合数が 2、3、

2、3 を繰り返しながら、定常状態では反応が進むということが

示されています。ですので、従前から言われていたように、ATP

が結合してすぐ回転するわけではなくて、いったん回転を待つ、

三つヌクレオチドが付いた状態になってから回転するいうこと

になります。

ここで、さっき問題になった ATP の加水分解が回転に直接寄

与するかどうかという話なんですけれども。図 12 左で ATPγS

で構造を出してやると、AB閉（ABclosed）で加水分解が起こるん

だから、ここは ATP 結合型、ATPγSの状態で待っているだろう

と思っていたわけです。ところがここには ADP が結合していた

ので、既に加水分解された状態になっているということがわかり

ました。これを解釈しますと、AB準閉(ABsemi)のところはどの構

造を見ても全部、ATP が結合していますので、AB準閉(ABsemi)と

いうのは ATP が結合した状態で、AB閉（ABclosed）は既に加水分

解後の構造になっていると考えると、図 12右のような解釈にな

ります。すなわち AB準閉(ABsemi)のところに ATP が結合してい

て、これが構造変化すると AB閉（ABclosed）という加水分解後の

構造になります。この二つの状態を比較してやると、この AB準

閉(ABsemi)から AB閉（ABclosed）のステップでもし熱散逸（ギブス

エネルギーの一部が熱として失われてしまう）があるんだったら、

当然ここで一方向性（不可逆性）が生まれるだろう。この一方向

性のステップは軸の回転を伴っているので、ATP の加水分解が逆

戻りを防ぐという意味でラチェット的な役割をしている、方向性

を出しているだろうということで、ラチェット的ということを

Nature Communication 論文に書かせていただいた次第なんで

す。

（横山捕捉：熱散逸が起こると、化学力学変換効率が下がるので、F1 で

言われている 100% のエネルギー変換効率を説明しにくくなります。触

媒部位に結合している ATPの状態が、加水分解されない ATPと、加水分

解されるATPもしくは加水分解されたATPの間で、ポテンシャル差（エ

ントロピーの増大）があるので、構造間の遷移が自発的になると言った方

が適切だったかもしれません。ちなみにエネルギー変換効率 100% を達

成するには、系全体のエントロピー変化もゼロになる必要があり、ある過

程で増大したエントロピー分だけ系の別の部分でエントロピーが減少し

ているはずです。分子内の構造歪みかと思います。）

遠藤 この AB準閉(ABsemi)から AB閉（ABclosed）のステップって

エネルギーがすごい下がるんですか？

図 11 V-ATP アーゼの３つの構造状態

図 12 AB 準閉から AB 閉は熱散逸を伴うのではないか

図 10 V-ATP アーゼの反応サイクルとクライオ EM構造
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横山 ここのところは、ギブスエネルギーはそんなに下がらない

ですね。ただ、もしここで熱散逸みたいなことが起こるんだった

ら、ここは一方向性になるのでラチェット的に働くはずですね。

これをまとめたのが、図 13 なんですけれども、結局、今回の

Nature Communication 論文で分かったことは、今回の構造は

V-ATP アーゼに 3 個のヌクレオチドが結合するトライサイトモ

デルであるということ、あと構造が各状態に 1個しかなくて、し

かも構造変化自体が離散的で中間状態がない。ですので、安藤さ

んがミオシンで言ってるような構造歪みのようなものは考える

必要がないわけです。ATP が結合して ATP 結合後構造になると、

三つの触媒サイトで、①、②、③とラベルしていますが、触媒反

応が同時に起こりつつ回転が起こって、次の ATP 結合待ち構造

になる、というモデルです。

図 13下で、それぞれの触媒サイトで起こっていることを取り

出してみると、①は AB開の状態のものが AB閉という閉じた状

態になるというわけで、これは F1Fo-ATP アーゼで良く言って

いたジッパリング（開いたものがジッパーを閉めるように閉じて

いく）というものになります。ATP が結合することによってジッ

パリングで閉じた構造になって、軸が回るだろうと。これは従前

どおりの考え方です。

②は、先ほど議論になった件ですが、この構造だけ取り出して

見てみると、ATP が結合した AB 準閉の構造が AB 閉になるの

で、ATP と ADP+Pi の平衡状態になるわけです。したがってこ

こだけ見ると、ATP が分解されていますので自発過程ということ

で、②は自発過程になります。次に③ですが、これは AB閉とい

う閉じた構造に付いている ADPと Pi が、構造が開いてリリース

される。開いている構造が閉じて結合するのが自発過程なら、閉

じた構造が開いて解離するというこれは自発過程とは考えにく

い、むしろ非自発過程だと考えています。

結局、まとめると、①②③の三つの反応が V-ATP アーゼのそ

れぞれ異なる触媒サイトで同時並行的に起こるんですが、三つの

うちの①②の二つが自発過程で、③の閉じてる構造にある ADP

と Pi を無理やり引き剥がして放出するという非自発過程を①②

が軸の回転を伴って駆動している、ということになります。

遠藤 今の言葉ですけど、自発過程と言ってるのはダウンヒル

（下り坂，ΔGが負）で、非自発過程というのはアップヒル（上

り坂，ΔGが正）ってことですね。

横山 そうですね。

遠藤 だけど、ADP のリリースは、それだけ見ればダウンヒル

なんじゃないんですか？

横山 この場合、単に ADP がリリースされるだけでなく、閉か

ら開への構造変化を伴っていることがポイントです。まずこの酵

素の場合、閉のところに ADPがいるんですが、ほっておいたら、

そのうち取れてなくなってしまいます。これは F1 でも同じなん

ですけど、長時間おいておくと Pi が取れて ADPだけの状態にな

ることがあります。実際、ADPだけの状態が出てきて、そういう

ADPだけの状態になると、閉のところが、ADP阻害状態、なか

なか前に進まなくなるんです。そういったこともあって、これは

非自発過程じゃないかと考えています。

実際、吉田さんもご存じだと思うんですけども、F1 でも同じ

なんですけど、ATP 結合待ち構造の閉のところに ADPが 1個付

いた状態になると、にっちもさっちも動かなくなるという、ADP

阻害の状態になるんですね。この状態になってしまうと、開のと

ころに ATP が結合しても動かないわけです。ですので、そうい

った現象から考えると、①の過程だけでは回転が起こらなくて、

2 個の触媒サイトに ADP+Pi と ATP が付いてる状態になって初

めて①の状態と②の状態が共同して回転を起こせるんではない

かという考え方です。

遠藤 さっきの安藤さんの話だと、Pi が抜けるところはすごいダ

ウンヒルで、ADP が抜けるところはあまりギブスエネルギーは

変わらないって、そういう話でしたよね。そうするとこの系は違

うんですか？

横山 違いますね。例えば、F1でも、ADPが付いてる構造と付

いてない構造を見てみると、ほとんど変わらないですね。あれで

構造変化が起こって何かしようとするとは考えづらいと思いま

す。

遠藤 だから、ATP アーゼの反応サイクルにおける各ステップの

ΔGがどのくらいかというのは、ATP アーゼによって違う、そう

いうことですね。

横山 特に V-ATP アーゼは触媒サイトが三つあって、三つのサ

イトで別々の仕事をしているので、それが触媒サイトが 1個しか

ないミオシンのような系との違いじゃないかと。

遠藤 だから、全体で見たとき、2個ダウンヒルなら、アップヒ

図 13 ①と②は自発過程であり、これらが③を駆動すると考える
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ルが 1個でも進むっていうのはいいんですけども、1個だけ取り

上げても、そこでのギブズエネルギーの関係が、安藤さんの話と

は違いますよね。

横山 そうですね。

吉田 図 13 下の②の所で、閉の構造では ATP と ADP+Pi が平

衡になってるって言いましたよね。そうすると、平衡になってる

ところではエネルギーは出てこないので、ATP の加水分解のエネ

ルギーでラチェットがいくっていうことはどうかなと。むしろ

ADP になったときに、これが次の状態に行けるから回転が進む

んだと思いますが。

横山 ②のところでは確かに閉構造の上では ATP と ADP+Pi が

同じように存在するので、両者の間の ΔG はゼロに近いでしょ

うけれど、そこには準閉構造の ATP 型は存在していないんです

よね。だから②のステップの閉の ATP から閉の ADP+Pi という

反応はΔGは負で良いと思います。

吉田 それから、あともう一つ、ADPと無機リン酸 Pi の解離っ

ていうのは、これほっといても起きるんですよね。ADP 阻害と

いうのはまた別な形だし。横山さん、これはそもそも ADP 阻害

が起きない変異体で調べてるんですよね、論文では。

横山 そうですね。

吉田 横山さんの実験は ATP を低濃度にして、ATP 結合待ちの

構造を見たと。もう一つ、ATPγSを使うことによって ATP 加水

分解待ちの構造を見たということですね。ただし、ADP+ Pi の解

離を抑えた状態の構造は見てない。ということは、結局、120 度

回るためには ATP の結合と ATP の加水分解と、ATP＋Pi の解離

が全て起こらないと 120 度回らないんですよ、これは F1 でも

V1でもね。

横山 そうですね。

吉田 だから、横山さんの実験ではっきりしたのは、ATP の結合

だけでは回らないらしくて、ATP の結合と、それから ATP の加

水分解と、そして恐らくは ADP+Pi の解離が全部そろわないと

120 度回りませんよということじゃないかと、思うんですよ。

横山 それはある意味、正しいです。

吉田 だから、ADP の解離っていうのを最後に付け加える理由

はなくて、要するに三つのことがすべて起こらないと回らないっ

ていう、そういうことじゃないかなと。

横山 それは論文にも書いてあります、同時に起こると。そこで

駆動力はどれですかと言ったときの解釈を、私の場合は②は自発

過程で、③は非自発過程と解釈したわけです。根拠は、閉のとこ

ろに ADP があると、ADP 阻害になりにくいとはいえ、ADP と

プレインキュベーションすると、阻害状況に陥るんですよね。

（ADP 阻害が起こりやすい）野生型に比べると閉のところの

ADPとの親和性が低い関係で、だんだんと ADPは取れていきま

すけれども、単独で ADP が閉のところに結合していれば、なか

なか取れないというのは受け入れてもいい事実だと思います。

ADPとプレインキュベレーションすると、1個だけで ADP阻害

状態になります。

吉田 横山さんの仕事のいいところは、ADP 阻害のない変異体

を使ったことで、触媒的過程だけが見られたことだと思います。

この図もそういうのを前提にして描いてるんじゃないかと思う

んだけども。実際に ADP阻害があるといっても、V1は活性がな

くなっちゃうかもしらんけど、普通の F1の場合、平気で 1秒間

に 200 個、300 個の ATP は加水分解するんですよ。だから、実

際にターンオーバーしてるときの状態っていうのは、1サイクル

回ったら ADP 阻害に必ず落っこちちゃうっていうことじゃない

と思うんですね。非自発過程というけど、ATP アーゼが発現して

る限り、これは勝手にどんどん起きてることで、そうしなきゃタ

ーンオーバーしないからね。だから、ターンオーバーしてる状態

で見てるのなら、これは③のところも ADP+Pi が外れて、また①

に戻ってるはずなんですよ。

横山 そうです。

遠藤 ただ、ギブスエネルギーの差をものすごいシンプルに説明

するなら、①のところがアップヒルだっていうのは、これは結合

エネルギーですよね。結合エネルギーがあるのでダウンヒルにな

ると。②のところは、そういう意味では結合エネルギーは同じな

んだけれども、ATP と ADP+Pi のどちらが安定かという高エネ

ルギーリン酸結合が切断される前と後の比較の話で、一応は結合

は切れてるから電子の非局在化とか、負電荷の反発の減少とかで

説明できると。そこに準閉から閉の構造変化が加わるとさらに結

合エネルギーがΔGを負にしてくれるかもしれない。③は、閉の

状態のほうが結合エネルギーが大きいからアップヒルになるん

だろうと、そういう解釈なんですね。しかし③では ADP+Pi とい

う二分子の自由度、それのエントロピーまで考慮すると、③は本

当にアップヒルなのかどうかは、分からないなっていう気もする

んですけど。

横山 単純に①の対照として③があるから、普通に考えれば、く

閉じたものが開いてくっついてるものが離れるんだから、アップ

ヒル、つまり非自発過程だろうという考えなんですが。
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遠藤 でも、エントロピーは逆ですからね。①では左右（反応の

前後）でエントロピーはかわらないけど、③は右（反応後）の方

がエントロピーは高いですからね。 

 

横山 そうですね。離れたほうがエントロピーが増えますね。た

だ、①の前には ATP の結合というステップがあって、そこでは

エントロピーを減少させてますね。 

 

吉田 ①のところで言えば、これは非常に結合力が強いと。結合

することによってエネルギーを稼ぐということね。③ところでは

逆に、ADP+Pi が解離することによって、そこで使えるエネルギ

ーをゲインするっていうかな。アップヒル、ダウンヒルって言い

方をするとわかりにくい。 

 

遠藤 でもそれ、ギブズエネルギーがどっちが高いか低いかで考

えれば、③のところは、エンタルピー的にはエネルギーが高くな

っちゃうけど、エントロピー的には低くなる、それの差し引きで

実際のところΔGはどうなってるかって、そういう話ですよね。 

 

吉田 これは ADP+Pi が離れたときの系から、くっついてるとき

の系のギブスエネルギーを差し引けば、さっきの安藤さんのミオ

シンの話と同じように、エネルギーはぼこんと落っこちてるはず

だと思う。 

 

横山 それはどうなんですかね。 

 

吉田 エネルギーが上がってれば、反応進まないですよ。 

 

横山 いや，単独で③が進むかどうかではなくて、①と②が③を

進めるという考え方ではいけないですか？結局、①と②で軸が動

きますから、強制回転で③が進むと。 

 

吉田 それでいいと思うんですよ。だから、三つのβがあって、

共同作業でもって結局、ΔGがマイナスになる。 

 

横山 そういうことです。 

 

吉田 だから進むわけだ。逆に言うと、三つのことが起こらない

と回らないと言ってるんですからね。 

 

横山 そういうことです、そのとおり。それは解釈の話ですね。 

 

吉田 だから、上の図の ADP+Pi が、あたかも 120 度回る間に

外れてるように描いてあるけど、これはまだ良く分からない。 

 

横山 リン酸は外れるんですね。長時間置いてある、例えば ATP

結合待ちの構造を見ると、リン酸がないから。リン酸は待ってる

間に熱揺らぎで外れるんです。 

 

吉田 そうかもしれない。結局、ADPと無機リン酸が外れて、相

手が開構造にならない限り、軸にあたるγサブユニットはぶつか

っちゃって回れないから。だから、同時に三つのことが起きない

と回らないというのが横山さんの酵素じゃないかなと思うんで

すよね。 

 

横山 そうです。まさにそのとおりです。 

 

遠藤 そもそも普通の ATP アーゼって、ちゃんとサイクル回る

んだから、ADPだって外れるわけですよね。 

 

吉田 もちろん外れますよ。 

 

横山 外れます。そこで、さっきのミオシンなんかだと、触媒サ

イトが 1個しかないんですね。そうすると他の触媒サイトの助け

を借りれないので、自前で全部サイクル回さなきゃいけないので、

そこで多分構造歪みのエネルギーみたいなものを分子内にため

込んで、それを放出すると本来、外れにくかったヌクレオチドが

外れてサイクルが完結するというふうに、私は解釈してるんです

けど。ところが V-ATP アーゼは、触媒サイトが三つあって、三

つの触媒サイトが軸の回転で完全に共役してますから、③のよう

にエネルギー的に足らないようなものも、①と②の助けで回って、

結局、吉田さんがさっきおっしゃったように、三つの共同作業で

軸が 120 度回る。それで結局、120 度回って ATP の加水分解サ

イクルが 1回、回ると。それを回してるのは別々のサイトで同時

に起こっているというふうに考えればいいんじゃないんですか。 

 

吉田 だからこれ、図 13の下のほうのでは 1個の触媒サイトだ

け取り上げてるけど、これだと論じにくいんだよね。3つの触媒

サイトをもった酵素全体として、反応が前に進むかどうかという

ことが決まってくるので。 

 

横山 そうです。 

 

吉田 三つの触媒サイトの共同作業として進んでるわけだから

ね。 

 

横山 そこでこの軸（DF サブユニット）を図 13 の絵に付けて

あるわけなんですけれども。軸の向きがそれぞれ違うので、この

軸がそれぞれの三つの触媒サイトにくっついてますから。この軸

の向きによって、三つの触媒サイトが完全に共同できる、この考

え方でいいんじゃないんですかね。 

 

遠藤 3 つの触媒部位を 1 個つぶしたり 2 個つぶしたりできな

いんですか。 
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横山 昔、吉田先生も・・。

吉田 やったけどね。そうすると駄目ですよ。駄目というのは、

一つでもつぶすと継続的な、定常的な ATP の加水分解できなく

なっちゃうの。

遠藤 そうすると、このモデルはそれを説明するってことですね。 

吉田 だから、三つが共役するから、一つの触媒サイトをつぶす

と 2個 ATP を加水分解するとこで止まっちゃう。

遠藤 これはもともと 3 個あって成り立つ ATP アーゼの話なん

ですね。

吉田 そのとおり。

横山 なので、だいぶキネシンとかミオシンとは違うと思うんで

す。

吉田 ただ、これをラチェットというかどうかっていうと、定義

の問題もあって、僕はブラウニアンラチェットとは言えないんじ

ゃないかなと思うんだけど。

横山 そこで言葉の問題があって、私がラチェットと使った意味

は、②ですけどね。②のところを自発過程と考えるならば、そし

て②の過程が回転に寄与すると考えるならば，②の過程はほとん

ど構造変化しないんです。閉じてる構造が、さらにちょっとだけ

閉じるという構造変化なので。だから②はパワーストロークとは

言いにくい。①の過程は、これは大きな構造変化で軸を動かしま

すけど、②の過程は構造変化なしに ATP の加水分解を伴うダウ

ンヒル反応で軸の回転に寄与しているので、これをもってラチェ

ット的だと。そういう意味です。

吉田 これは横山さん、ダウンヒルじゃないんだよ、②のところ

は。ATP と ADP+Pi は平衡になってるんだから、ダウンヒルじ

ゃない。

横山 そこのところなんですがね。②は単なる ATP の加水分解

ではなくて準閉から閉への構造変化を伴っているわけです。そう

すると、②は本当に熱散逸ないんですかって話なんですけど。少

なくとも、この酵素 V-ATP アーゼの場合、エネルギー効率が 100

パーセントじゃなくて 70パーセントぐらいのトルクなので、熱

散逸が起こってるみたいなんです。なので、この場合は、どこで

熱散逸が起こってるんですかというと、②の辺りかなと思うんで

す。F1 のようにエネルギー効率が非常に高ければ、熱散逸過程

がないと考えられる。そうすると、吉田さんがおっしゃるように、

ATP の加水分解過程が駆動力になり得ないんですけれども、もし、

ここで熱散逸が起こってるのであれば、ダウンヒル、自発過程と

考えてもいいんじゃないかと。

遠藤 そうすると、F1-ATP アーゼだと①はダウンヒルで、②は

どちらでもなく、③がアップヒルって、そういう解釈なんですか。 

横山 F1 の場合、サブステップがあって、120 度回り切らずに

80度のところでいったんお休みするんです。そこで ATP の加水

分解が起こるんですけれども、そこの構造を見てやると、ATP の

状態と ADP+Pi の状態が出てきまして、80度のところで平衡に

なってるんですね。その後、40度動くと ADPが最初に放り出さ

れて、Pi が出るんですね。ちょっと話が飛んでしまいましたけれ

ども、そう考えると、F1 の場合は、このモデルが当てはまらな

いかもしれないです。

（横山補足：FoF1 を同じ方法で解析すると、ほぼ V-ATPase と同じ解

釈が成り立ちます。現在論文執筆中です。）

遠藤 でも、そうするとこの場合でも、①が駆動力のメインだと

すれば、コンフォーメーション変化を伴ってるんで、そのパワー

ストロークで全体が動いてるって考えたほうがいいんじゃない

んですか。

横山 プラスアルファで②があるという考え方なんですけど。

吉田 仕事をしているのは①と③だと思いますよ。それは安藤さ

ん的には、③のところは、ADP+Pi の解離のところは熱になるだ

けだって、彼は言ってるけれども、ΔGの大きな差があるのは①

と③。②はΔG の変化はほとんどない、安藤さんの場合でもね。 

横山 そこなんですけど、③が自発過程であると考えられる根拠

は何ですか。

吉田 ほっといても起きるしね。

横山 ただ、ADP阻害状態になってる酵素は、一回付いた ADP

は離れないですね。

吉田 ADP 阻害のことは、この際、考えなくてもいいと思う。ど

んどん、ぐるぐる回ってる、横山さんの場合でも ATP は 10 mM

加えればどんどん回ってるわけだから。

横山 ただ、ADP 阻害の構造も出てるんですけど、ほぼ同じな

んです、構造自体。構造的な差異はないわけですね。

吉田 どこかで見間違ってる？
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横山 それ見ましたけれども、ヌクレオチドが全くない状態の構

造と、ADP が 1個付いた ADP 阻害の状態を比較しているので。 

 

吉田 だって、それ、ヌクレオチドが全くない状態でも、ほとん

ど同じ構造でしょ、横山さんの場合もね。 

 

横山 そうです。ADPが付いていても、付いていなくても、構造

は変わらない。ところが、ADP が付いていると動かなくなると

いうことは。 

 

吉田 だからこそ、ADP阻害のない変異体使ってるわけでしょ。

野地博行（東大）さんのところでも好熱菌（Paracoccus）の F1

のクライオ電顕やってて、回転方向も合わせて見るとね、44 度

のとこで止まるっていう、そういう構造も出てるけど・・。80度、

40 度というのは初めは非常に大事な情報だと思ったけども、実

際、大腸菌もそうなんだけどね。ところが好熱菌の F1は 120 度

なんですよね。ヒトの F1 と比べてやったら、また全く違うよう

なステップが見えてきてね。だから、ステップというのは本当に

微妙なところで決まってるようなところがあってね。ステップが

あれば、反応の素過程を分析できる利点はあるけれども、本質的

に 120 度ごとに回るやつと 80度、40度、それからヒトの場合

には何度だったか忘れちゃったけども、本質的なことは、ステッ

プのところにあるのではないと思うんですよね。 

 

横山 そうですね。ステップサイズさまざまです。 

 

吉田 だから、横山さんの結果は、野地さんの結果と割と合いま

すよ。 

 

横山 別にあれと対立するとか、そういうわけではないんですけ

ど。ただ、③の解釈のところはもうちょっと考えてみたいと思い

ますけれども。 

 

吉田 無機リン酸を 100 mMぐらい加えてクライオ電顕を見れ

ばいいんですよ。 

 

横山 リン酸はあまり影響与えないです、この酵素に。 

 

吉田 要するに ADPと無機リン酸 Pi が離れてくれないと、βが

開構造にならないんで、γサブユニットは回れないんですよ。 

 

横山 そうです、そのとおりです。 

 

吉田 だから、三つのことが同時にそろわないと多分、回れない

んだよね。 

 

横山 そのとおりです。だけれども、吉田さんは③のところは、

これは定常状態でも起こっていることだから自発的に起こる過

程だろう、と言われるわけですよね。 

 

遠藤 ③の空になった状態から ATP が結合する状態へのステッ

プ、これはΔG的にはどうなんですか？それをやらないとサイク

ルが回らないですね。 

 

横山 普通に考えれば開いてる構造が閉じるんだから、それって

①と同じで・・。 

 

遠藤 開いたまま ATP がくっつくってやつですね。だから、①

の開構造に戻るところは、ダウンヒル、アップヒル、同じ？ 空

の構造にただ ATP が結合するんだから、開で空の構造と開で

ATP が結合した構造を比べると、どちらがギブスエネルギーが低

いんですか？開で ATP が結合したほうが低いんですか。 

 

横山 普通に考えれば、結合するということであれば結合エネル

ギーは消費しますから、開構造のところに ATP が付けば、その

反応はダウンヒルか、自発的といってもいいですけどね。 

 

遠藤 だけど、そこだってエントロピー的には不利ですよね。 

 

吉田 図 13 上でいくと開いたところに ATP がくっついて、ま

だ開いてるけども、これはすぐに閉じちゃう。他のサイトの協力

があるのかも知らんけども、そこは阿久津秀雄（阪大）さんが

NMRでやってるんだけど、ATP がくっつくとリン酸基の負電荷

が両方のドメインをくっつけちゃうんですよ。そう言う方向に働

きたがる。ただし、それが本当に閉じるためには他の二つのサブ

ユニットと、残りのサブユニットとの協力が多分あるんだろうけ

ど、この結合は強いですよ。 

 

遠藤 だから、これ、さっきの安藤さんみたいにエネルギーダイ

ヤグラムがあって、それぞれ状態のギブスエネルギーがどのくら

いなのかっていうのが見積もれると、相当分かりやすいんですね。 

 

吉田 見積もれるよ、そりゃ。 

 

横山 そうですね。 

 

吉田 だって、Kdが分かればΔGがでますから。 

 

遠藤 その絵は描けないんですか、これに。そうすると分かりや

すいんですけど。 

 

横山 そうですね・・。 

 

吉田 クライオからは分からないけど、それは ATP の結合の Kd
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を測ればいいんだから。ただ 3カ所あるから、ややこしいんだけ

どね。

遠藤 ATP がくっついた後、閉じるというコンホメーション変化

と共役してるから、そこをちゃんと分離するのは、そう簡単じゃ

ないような気はしますけどね。

吉田 簡単じゃない。

遠藤 平衡だけじゃ出せないから。

吉田 Kmから推測できないんだよ、3カ所だから。3カ所のβが

協同的に働いてるから、単純には Kmから計算できないですね。

遠藤 しかも分離できないから、コンフォーメーション変化と結

合がね。

横山 数値データを出して議論するのは、現段階で難しいですよ

ね。ですので、③が自発過程か非自発過程かの結論を出すのは、

なかなか決定打がないということがありますね。

遠藤 そこが今、解釈がぶつかってるところですね。

横山 ②と③の解釈ですね。

吉田 ③が起きなければ、それは定常状態の ATP 加水分解は起

きないから、それは起きてるんですよ、ちゃんと。

横山 いや、私の主張は、②が自発過程ということなんですがね。 

遠藤 そこですよ。

吉田 ②は平衡だから、平衡なところからは情報もエネルギーも

引き出せないですよ。

横山 ②では準閉から閉への構造変化をともなっているから、ど

うなんですかね。あと ATP が加水分解すれば、リン酸負電荷の

静電的反発もあって、少なくとも分解された ADP+Pi と ATP が

あれば、そこには確実にエネルギー差がありますよね。ですから

ここが全く平衡かと言われると、どうなんだろうと思うところは

あります。

吉田 ATP と ADP+Pi はほとんど平衡なんですよ。加水分解産

物の ADP やリン酸が離れることによって初めて ATP 加水分解

の意味が出てくるんですね。そのところで ADP や無機リン酸の

解離を阻害してしまったら、②というのは行ったり来たりするだ

けなんです。

横山 それはそうだと思うんですけど。ATPが加水分解されてPi

ができれば、Pi は触媒サイトから勝手に離れていきますので、結

局、平衡は加水分解方向に偏るはずなので。

吉田 それはもちろん、そのとおりですよ。

横山 正味で見てやれば、②の過程というのは一方向性を持つん

じゃないかと思うんですけど。

遠藤 それを言いだしたら、後ろの反応が前の反応を引っ張るっ

ていうことになって、何を議論してるんだかわからなくなります

よ。いまは各ステップのΔGの話をしてるんで。

吉田 それだけの話になっちゃう。

遠藤 ただ、確かに ATP 加水分解の前後の負電荷の静電反撥は

ADPと Pi が解離して離れていかないと効果が少ないかもしれな

いけど、ATP が ADP+Pi になって共有結合が切れたら、電子の

非局在化は変わるから、多少はマイナスのΔGがあると思います

よ。

吉田 少しはあるよ。

横山 あると思います。

遠藤 教科書的に言えばね。

吉田 少しはある、それは。安藤さんのデータもそうだし、もっ

と一般的に言えば、glucose + ATP → glucose-6P + ADP を

触媒するヘキソキナーゼみたいな普通の酵素でも酵素反応のΔG

は-10kcal くらいだけど，酵素（E）に結合した状態の E・glu・

ATP → E・glu6P・ADP のΔG はほとんどゼロだったと思う。

ギブスエネルギーにしてみると、あんまり大きな差はない。

遠藤 だから、②はΔGはマイナスではあるけれども、それがど

のくらいの大きさかっていうところは議論があると、そういう感

じなんじゃないですかね。

横山 吉田さんは、ほぼ平衡で関係ないという話。②じゃないと

すれば、駆動するのは③だろうと。

吉田 ③だと思いますね。

横山 私は、その説には賛同しかねるところがあって、①が自発

過程なら③は非自発過程だろうと。ただ、確かにリニアモーター

なんかではリン酸とか ADP が解離すると、次の反応が起こると
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いう実験データがあるので、反応産物のリリースがきっかけにな

って、次のパワーストロークというか形状変化が起こると言うデ

ータはあります。だから、そういう観点からいけば、そういうふ

うに見えなくはないんですけれども。ただ、この分子モーターに

限って言うと、閉じたところに、糊のようにしてヌクレオチドが

くっついてるので、これを引き離すには外部からトルクを入れて

やらないと起こらないんじゃないかと。

遠藤 これMD（分子ダイナミクス計算）をやったらどうなんで

すか。

横山 どうでしたっけね。ヌクレオチドはまだ入れてないと思い

ますけど。

遠藤 ヌクレオチド入れたいですよね。ただ、エントロピー的な

効果はMDじゃ分からないかもしれないですけどね。

横山 粗視化モデルで MD やってらっしゃる先生もいるんです

けれども、ヌクレオチド使ってなくて、それこそダウンヒルの条

件をつけた上で軸が動いたという、そんなMDですね。

吉田 バルクで酵素反応のキネティクスを調べると、当然、Vmax

は出てくるわけです。その Vmaxはどこで決まってるかというと③

じゃないんですよ、②なんです。②のところが結局、律速になっ

てるわけ。それは溶液中の ATP 濃度に一切、左右されずに、ど

んなに ATP を増やしても、②の速度の限界を乗り越えられない

から、結局最後には②が Vmaxを決めてるんです。

横山 それはそうですね。

吉田 ということは③は、かなりどんどん起きちゃってる、定常

状態で回ってれば、起きちゃってるっていうことなんですよね。 

横山 起きてるのは確かですね。

遠藤 そもそも、このモデルのΔGのところの見積もりがはっき

りしないと、どこがラチェットなのかっていう以前の問題になり

ますよね。

横山 ですので、②はラチェット的に見えるけど、そうじゃない

ということであれば、ラチェット的なモーターとはいえないと。 

遠藤 ①が駆動してればパワーストロークですよね。

横山 そうですね。構造変化を伴ってステップが起こるという。

もともと①が関与してるのは確かなので、私の論文で言いたかっ

たことは、従前の①の閉じるという反応、それにプラスアルファ

で②の過程も関与してるということです。①の過程が重要である

のはコンセンサスが取れてますので、少なくともパワーストロー

ク的な要素を持った分子モーターであるのは確かです。プラス

ATP の加水分解がラチェット的な要素を加えていると。

遠藤 その辺が、すっきりしてなかったので、お話しできてやっ

とわかってきました。そうすると横山さんの話はここまでという

ことですか。

横山 はい。だいぶ時間、もらったと思うので。

吉田 それでは私の話をしましょうか。

吉田 要するに、F1 モーターの回転のトルクを実測してしまお

うという話です（図 14）。F1 をガラス上に固定して、回転子の

ところに磁石、マイクロ磁気ビーズをくっつけて、外部磁場をか

けると軸のγサブユニットは強制的にある角度になっちゃうわ

けですね。そこのところに ATP あるいは ADP、無機リン酸加え

てやると、回転のトルクが生じて外部磁場の方向から回ろうとす

るんですよ。回ろうとするけども、磁場の力があるものだから、

θB で釣り合っちゃう。磁場による引き戻す力はフックの法則で

決まるので、釣り合った角度を測ってやると、初めの角度におけ

るトルクが実測できてしまうわけです。この方法のいいところは、

溶液内でぐるぐる回って動いてるのを見るんじゃないので正確

な測定ができるし、水の粘性なんかを考える必要がないんです。 

それからあと、これは磁気ビーズを引っ張って一定距離動かし

て支えているので熱力学的な定義により仕事をしているわけな

んです。たとえば熱になってしまった仕事っていうのは仕事率に

ならないので、これは本当に仕事をしている。この系を使って、

税田（英一郎）君という大学院生が 3年間かけて、外部磁場の角

度θTC をちょっと変えては、釣り合う角度θB を測ってというこ

とを繰り返してトルクを求めました。そして 360 度まわしてい

くと、トルクの外部磁場の角度依存性として図 15のようなトル

図 14 F1 モーターのトルクを測る
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クパターンが得られました。パターンは 120 度ずつの繰り返し

で、面白いことに、トルクの値は真っ平らじゃなくて、外部磁場

の角度によってのこぎり型に変化するんですね。外部磁場の角度

を増やしていくと、トルクはいったん増大する（ジャンプする）。

そして徐々に減っていく。360 度回る際にトルクは 3 回ジャン

プすることになります。そしてこのトルクパターンの下側の面積、

積分値は F1が回っていくにつれて行う力学的仕事になります。 

 これから言えることは、ATP がある状態ではどの角度において

もトルクは正の値で、F1 は前に回りたがっているということで

す。これはトルクそのものを測ってるわけですが、どの角度にお

いてもトルクは働いてる。つまりこれはパワーストロークだと言

うことを示しています。もしも、これがブラウニアンラチェット

だとすると、ブラウン運動で行ったり来たりするわけで、トルク

なしのはずですよね。だから、どの角度においてもトルクがある

っていうことは、これはパワーストロークだと。 

 

遠藤 でも、トルクが発生したらパワーストロークっていうこと

はないんじゃないですか。 

 

横山 ブラウニアンラチェットとしてもトルクは測れるわけで

すね。 

 

吉田 力が働いていて、外部磁場を切り離すとぐるぐる回っちゃ

うんだよ、どんどん。本当にブラウニアンラチェットだったら、

エネルギー図で言うと真っ平らなポテンシャルがあって、その先

にポテンシャルの谷があって、ブラウン運動でふらふらしてるう

ちに、そこへスコンと入ってしまう。スコンと入ったところでま

た次の、階段と思ってもいいんだけど、次のポテンシャルのとこ

ろでふらふらして、次の谷があって落っこちてしまう。これが一

番純粋なブラウニアンラチェットによる動きだと思います。 

 

遠藤 だけど、ポテンシャルが傾いてたっていいんですよ、傾い

てるだけでも，ブラウニアンラチェットですよ。 

 

吉田 ポテンシャル傾いても、結局、ふらふら動いて、ポテンシ

ャルが途中で変化しなくちゃいけないよね。真っ平らなままじゃ

ダメなんで。ただし微視的に見れば、ブラウニアンラチェットが

働いている、という議論は可能かもしれない。図 15で細かく見

るとその小さな変化の部分にブラウニアンラチェットを考える

ことはできるかもしれない。でもバルクで見れば、いつでもトル

クが働いている、だからパワーストロークだと。 

 

遠藤 でも、トルクが発生してるからパワーストロークだってい

うのは、おかしいように思いますが。 

 

吉田 そうかな。 

（吉田補足：これはある意味，お二人の言うとおりでした。言葉の定義と

してトルクとは回す力だから、トルクなしの回転運動はありえない。ブラ

ウニアンラチェットの場合でも反応過程のどこかでトルクが発生しなけ

れば回転は起こりません。ブラウニアンラチェットとパワーストロークの

違いは、１サイクルの運動を一連の反応過程（ステップ）に分解してそこ

で何がおきているか解析して、始めてはっきりします。もっとも単純な例

を考えると、トルクなしで回転子が熱ゆらぎでふらふらしているブラウン

運動のステップとトルクによって一方向に回転するステップの組み合わ

せになっている機構（図 16の Aと B）と、いつでもトルクによって回転

している機構（たとえば図 16の Cと D）が考えられる。図のAが典型的

なブラウニアンラチェットで、ブラウン運動 をしている動きの範囲では

トルクはゼロ、ラチェット装置（崖の落下）のところで瞬間的にトルクが

発生する。ちなみに安藤さんが鼎談のはじめに示した図１の Continuum 

Ratchet というのは ブラウン運動のステップが無いので、ブラウニアン

ラチェットとは違います。図 16 のＣが典型的なパワーストロークとなり

ます。どの角度でもトルクが働いていて前に回ろうとしている。F1 のト

ルクの角度依存性は、傾きのあるノコギリ型であり（自由エネルギー地形

は放物線の一部）（図 16 の D）、ブラウン運動だけのステップはありませ

ん。トルクがゼロとなる角度範囲はなかったのです。それゆえ F1 モータ

ーはパワーストロークだと結論できる。私の鼎談での発言でいえば、「どん

な角度でも」トルクが働いている、がパワーストロークと主張する決め手

図 15 実測された F1 モーターのトルクパターン 

Spring 1 Spring 2 Spring 3 Spring 1

ATP, ADP, Pi = 10 μM

3 ~40

ATP 
binding

ATP 
binding

Pi-releaseautomatic

図 16  ブラウニアンラチェットとパワーストロークによるトルク 
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でした。ただ，F1 についてはパワーストロークとブラウニアンラチェッ

トとの区別よりも、平衡位置（トルクがゼロ）からの変位に比例して平衡

位置に戻ろうとするトルクが大きくなる（フックの法則と同じ）バネが 3

本、分子の中に仕込まれている、という発見がうれしかったのです。）

遠藤 例えば、SecMで力が測れるっていうんですよ。SecMで

は、翻訳アレストされた新生鎖を引っ張ると翻訳アレストを解除

できる。だから翻訳アレストの解除で引っ張り力を測定できると

いうわけです。しかし、あれだってブラウニアンラチェットで引

っ張ったって翻訳は解除されるんですよね。これはフックの法則

で測定方法が違うから、また全然違うのかもしれないけど、力が

発生してたらパワーストロークだっていうことはなくて、ブラウ

ニアンラチェットだって力的なものは発生すると思います。

吉田 これ（図 14）で言うとね。ここ（θB）で外部磁場による

引き戻す力との釣り合いが維持されてるってことは、純粋に力が

発生している。ブラウン運動に基づくメカニズムだったら釣り合

いは維持されないですよ。

遠藤 そうかな・・。まあ測り方の原理が違いますからね。

吉田 実際、どうしても回りたがっているわけで、これで力（ト

ルク）が働いてなかったら、本当にブラウン運動だけだったら、

磁気粒子は外部磁場の方向（θTC）に向くはずで、ここ（θB）の

位置まで動かない。

吉田 図 15から話を先に進めると、これ、ATP、ADP、無機リ

ン酸の濃度を色々と変えてるんですよ。ATP 濃度を変えるとどう

なるかというと、ATP 濃度を 10μM から 0.1μM に下げると、

図17の青線ですがトルクパターンの1番目のジャンプが角度変

化に対して遅れるんです。そうするとトルクパターンの下の積分

した面積、仕事量は減るわけです。横軸の長さ 120 度当たりの

トルクパターンの面積は ATP１分子がおこなった力学的仕事量

（Ｗ）となります。実験ではいつもΔG～Ｗでエネルギー変換効

率は 100%に近かった。

遠藤 今の話、全然ついていけないです。

吉田 ATP 濃度を変えたときに、トルクの外角度依存性、のこぎ

りの歯状のパターンがどうなるかを見るわけです。

遠藤 外部磁場の角度θTCを変えていったときの釣り合いの角度

θBの変化ですね。

吉田 そうです。トルクの値ね。ATP 濃度が低くなると、なかな

か次の所へジャンプできないんですよ。図 17 の青い線ですが。

そうするとジャンプが遅れて、結局トルクパターンの下の部分の

面積が減ってしまって、仕事量が減ります。

遠藤 これは ATP の加水分解を見てるわけではないんですか？

吉田 モーターは回ってないから正味の加水分解はしていない

ですね。0.1μMってことは ATP が F1 に結合する頻度が減って

るだけです。

遠藤 F1の ATP 結合が飽和していないってことですか？

吉田 飽和してないと思う、0.1μM ではね。それでも、時間分

解能的にいったら、非常に早い速度で ATP は脱着してるからト

ルクが出てくるんだと思います。

遠藤 難しいな。

吉田 ATP 濃度を 1 mMに上げるとΔGは増えるでしょう（図

18の上の式）。そのときに何が起きるかというと、ジャンプする

タイミングが早くなって、のこぎりの歯が高くなり、赤く塗った

面積分だけ仕事量が増えます。ADP や無機リン酸の濃度を上げ

るとΔG は減少しますが、ADP の場合は１番目のジャンプのタ

図 17 ATP 濃度を変えるとトルクパターンが変わる

(=

図 18 トルクが行う仕事量とΔGがうまく対応してくれる
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イミングが、無機リン酸の場合は 3番目のジャンプのタイミング

が遅れて面積（仕事量）も減少します。というわけで、ATP,ADP,

無機リン酸濃度がいろいろ変わっても、いつも 100 パーセント

近い効率でトルクが発生する。これは、私として歯結構、満足し

てる仕事なんです。でもしトルクパターンが平らだったら、ATP

が早い角度（小さい角度）のところで結合しても、遅い角度（大

きい角度）のところで結合しても 120 度あたりの面積（仕事量）

は変わらないんだけど、パターンがのこぎりの歯状の斜めになっ

ているせいで、見事に変わるんですよね。

遠藤 これは外部磁場でどの角度まで回すかによって F1 モータ

が生み出す力が変わってくるってことなんですね。

吉田 そうです。

遠藤 それ何を反映してるんですか。つまり、120 度の中で外部

磁場の角度を変えてくと、最初のうちはすごく力が要るけど、最

後のほうに近づくと、弱いトルクであっという間に40度、80度、

120 度のところに行きやすくなる、そういうことを意味してるん

ですか。

吉田 そう、40 度近くになると、だんだん回る力、トルクが減

ってきちゃうわけ。ところが、次のフェーズがあって、再度トル

クがジャンプして増大、そしてまた小さくなっていくところで、

またぽんと飛び上がって・・・。トルクは結局、3回、こういう

のこぎり型のジャンプのあるパターンを示すわけです。

遠藤 非常に面白いけれども、解釈が難しい。

吉田 そうすると具合がいいことに、トルクパターンのトランジ

ションのタイミングが変わるだけで、ΔGの増減と仕事量の増減

の関連が保証できちゃったんです。

というわけでここに安藤さんがいたら聞きたかったんだけど、

ATP 合成酵素、特に ATP シンターゼ（FoF1）、F1 についてはほ

とんど 100 パーセントに近い効率で回ってるっていうのが、測

定で分かってるんですね。でも，これは単に機械の出来がいいっ

ていうんじゃなくて、ミオシンとかと違って、100 パーセントぐ

らいの効率がないと、つまりエネルギーの半分をロスしちゃうよ

うな ATP シンターゼだとすると、ATP を十分に合成できないん

じゃないか。ΔG から合成可能な ATP の量を計算すると、ADP

が 0.5 mM、無機リン酸 Pi が 10 mMという生体内の条件で、

使えるΔGは半分として 4 kcal/mol とすると、ATP 濃度は 0.2

μM になっちゃうんです。これではとても細胞生きられないで

す。だから、ATP シンターゼのエネルギー変換効率は 100 パー

セント近くないと、5mM ATP が維持できない。つまり、ぜい

たくなことをやってるわけじゃなくて、効率 100 パーセントじ

ゃないと多分、困るんじゃないかと思うんです。この辺りの議論

は安藤さんに聞きたかったんだけど、この議論でいいのか。もち

ろん、F1のトルクというのは ATP 加水分解の方向のエネルギー

変換なので、逆反応のATPシンターゼで合成反応の効率に100%

という効率が適用できるかどうかとか、問題があるのかもしれな

いけれど。

ついでですが，F1 のモーターの軸を回すβサブユニットの出

っ張りの部分（押し棒）、この出っ張りの部分を短くするとトル

クが半分になるんですよね（図 20）。F1 の開構造、閉構造って

いうのは、出っ張りの部分が上がったり下がったりしてできるん

で、この出っ張りを短くしてしまうと、結局、トルクが減るわけ

です。つまり、回転子の入っている穴の格好にあった出っ張り部

分で押したり引いたりして、回転子が回る。トルク半分の酵素で

も ATP を合成します。ただし、合成できる量、最終的に合成で

きる ATP 濃度は低くなります。

遠藤 今のトルクという話は、V-ATP アーゼだとどうなんです

か？

横山 トルクはあまり変わらなくて 4 分の 3 ぐらいですかね。

普通に測ればですが。V1 の場合は、特に熱の散逸過程があるん

ですね。

吉田 トルク測るのは、実際はなかなか難しいですよ。以前はア

クチンを F1 の回転しにくっつけて、それが回るときの速度から

図 19  ATP シンターゼの効率はなぜ 100％でないといけないのか

図 20  F1-ATP シンターゼのトルクを半分にするとμ
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水分子の抵抗と回転速度とを計算して、効率はおよそ 100 パー

セントだなんて言ってたけども、いろんな仮定が入ってるんで実

は効率の見積もりは難しいと思います。

あともう一つ、これは典型的なブラウニアンラチェットだと思

うんだけど、ATP シンターゼの膜に埋まっている部分で、プロト

ン（H+）が通る Fo 部分です（図 21）。皆が合意してるモデルで

は、水素イオン、プロトンをくっつけてぐるぐる回る、そういう

リング（c-リング）が膜の中にあって、これに溶液中からプロト

ンを供給する通り道が上と下と二つあります。そうすると上側に

プロトンがたくさんあるときには、そちらからどんどんプロトン

が供給されるので、c-リングにくっついた後、結果的に右回りに

回って、下から出てくるプロトンの数が多くなる。従ってこのリ

ングはいつも右回りに回る。逆に、下側にプロトンがたくさんあ

る場合には、下からプロトンが供給されて c-リングにくっついて、

結局 c-リングは左回りに回って上側の出口に到達、プロトンは上

にでていく。c-リングの回転の原動力はブラウン運動で、それが

一方向に回るというわけだから、一番きれいな分かりやすいブラ

ウニアンラチェットの回転モーターでしょう。

遠藤 この場合は確か、静電的にペアになるものがあって、それ

が方向性を出してるんですよね。

吉田 c-リングの膜内の部分にカルボキシル基があるんですよ。

それは COO- の状態だと膜内の疎水性の脂質に接するので膜中

に出ていけないんです。でもCOO-のところにプロトンが来てく

っつくと COOH になって、そうすると初めて、疎水性の膜中に

出ていける。たったそれだけの仕組みでプロトンの入り口と出口

を区別できる。入り口と出口の間はショートしちゃいけないので

アルギニンがあって絶縁してる。こうしてそこを絶縁してやると、

それだけでちゃんとプロトンモーターになっちゃうんですよね。

遠藤 これはだから、逆戻りを防ぐトラップがついたラチェット

ですよね。

吉田 完璧にラチェットです、分かりやすいラチェット。

遠藤 だけどこれ、構造の分解能が今、上がってないんですか、

クライオ電顕構造とか。

吉田 横山さん、どうですか。これ、なかなか、目で見る 1分子

観察はできてないと思う。

横山 一応、うちの Voモーター部分である程度分解能が出た構

造があって、それを見ると c-リングはぐらぐらしてる感じじゃな

いです。結構、かっちりした構造しています。もちろんプロトン

濃度勾配でカルボキシル基の脱プロトン化が起こって動くとい

うのはいいんですけども、それをブラウニアンラチェットと言っ

ていっていいのかっていう、また定義の話になってくるんですけ

ども。

遠藤 でも、これは c-リングがブラウン運動でどっちにも回るの

が、片方に回ったときだけトラップされるって、そういうモデル

で説明できるんですよね。

横山 そういう考え方もできる。

吉田 ブラウン運動を、電気で言えば整流してるんです。だから、

これはきれいなブラウニアンラチェット、定義そのものだと思う。

ただし、この回転を Fo 部分だけ取り出して一分子観察するのは

非常に難しいんで、なかなか直視できないと思うんですね。

遠藤 トルクの話は、勉強不足で議論を深められなかったんです

が。横山さん、付け加えること、何かありますか。

横山 安藤さんのお話聞くと、いろいろ勉強になったんですけれ

ども。パワーストロークの定義がいろいろあって、一番単純なも

の、構造変化でステップが起こるという、そういう厳密な定義で

いけば、V-ATP アーゼの場合でも遠藤さんなんかはとてもそれ

に賛成できないということになりますし、安藤さんが最初に説明

されていた難しい方のブラウニアンラチェット、離散的な構造間

のポテンシャル差によって一方向性が出るということであれば、

V1 のように非常に離散的な構造間で構造変化が起こって回転し

ている場合は、安藤さんの方の図１のリニアシークエンシャルモ

デルがそれに相当するのかなとは思います。

あと、V-ATP アーゼにおける ATP の役割、これに関しまして

はまだコンセンサスが取れてないということで、よろしくお願い

します。

図 21 Fo-ATP アーゼはブラウニアンラチェット出回る
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Research projects and annual reports 
Eukaryotic cells are highly compartmentalized into membrane-bounded organelles with distinct 
functions.  Mitochondria are essential organelles that fulfill central functions in cellular energetics, 
metabolism and signaling.  We are studying the molecular mechanisms of biogenesis and quality 
control of mitochondria and other organelles from the viewpoint of protein and lipid trafficking. 

We previously found that the cell has a mechanism to achieve proofreading or correction of the 
delivery of mistargeted tail-anchored (TA) proteins.  Msp1, an AAA-ATPase in the mitochondrial outer 
membrane, detects and extracts TA membrane proteins mistargeted to mitochondria and transfers them 
to the ER for further delivery to downstream organelles along the secretory pathway or for cytosolic 
proteasomal degradation.  In the current project, we are aiming at obtaining the entire picture of this 
re-transfer of mistargeted proteins by answering the questions of what the spectrum of the substrates 
for Msp1-mediated re-transfer is, whether such a re-transfer can operate in other organelles, and 
whether inter-organelle contact sites and chaperones are involved in the re-transfer of proteins.  In 
addition, we are making efforts for the search and analysis of the factors for other subcellular re-
localizations and other cases of multiple protein localizations. 

In the present study, we have succeeded in showing the mitochondria-to-ER transfer of mistargeted 
proteins extracted from the mitochondrial outer membrane by Msp1, using time-lapse fluorescent 
microscopy.   mNG-Pex15 a model mitochondrially mistargeted peroxisomal protein, was 
transiently expressed by - -defective conditions to prevent its degradation.  
Then, expression of mNG-Pex15 was shut off and expression of Msp1 was induced by the 
galactose-inducible promoter.  The fate of mNG-Pex15 was monitored by fluorescent microscopy, 
thereby convincingly demonstrating that Pex15 once mistargeted to mitochondria, is transferred 
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Next, we examined which factors other than Msp1 are involved in the transfer of mistargeted TA 
proteins extracted from the mitochondrial outer membrane by Msp1 to the ER.  Newly synthesized ER 

its receptor Get1/2 on the ER (together called the GET system).  Therefore, we examined if Pex15

and get1 get2 strains.  The results showed that the transfer of Msp1-extracted Pex15 from 
mitochondria to the ER was dependent on the GET system.  However, when Msp1 was overexpressed, 
a fraction of mistargeted Pex15 and get1 get2 cells, 
suggesting that there is a pathway for mitochondria-to-ER transfer independent of the GET system, 

the mitochondria-ER contact is an interesting question, and will be a subject of future studies. 

Molecular mechanism of -barrel protein folding by a mitochondrial outer membrane 
translocator, the SAM complex.  
The mitochondrial outer membrane contains -
which mediate the exchange of small molecules, ions, and proteins between the cytosol and 
mitochondria and are essential for mitochondrial functions.  The SAM complex in the mitochondrial 
outer membrane is a translocator responsible for the formation of the -barrel structure of these 
proteins and their incorporation into the outer membrane.  We have previously determined the high-
resolution structures of the two forms of the SAM complex, each of which contains different subunit 

-barrel switch model) in 
-barrel protein substrate 

to promote its formation of the -barrel structure and its insertion into the outer membrane.  In this 
study, we have determined the cryo-EM structure of the complex ( -barrel forming intermediate) of the 

-mediated -barrel 
folding is completely different from the one mediated by the bacterial BAM complex, and therefore, it is 
extremely interesting to know how this mechanism was acquired evolutionarily. 

H. Shiino, S. Furuta, R. Kojima, K. Kimura, T. Endo, and Y. Tamura, Phosphatidylserine flux into
mitochondria unveiled by organelle-targeted Escherichia coli phosphatidylserine synthase PssA.

-
K. Kimura, F. Kawai, H. Kubota-Kawai, Y. Watanabe, K. Tomii, R. Kojima, K. Hirata, Y. Yamamori, T.

Endo, Y. Tamura. Crystal structure of Tam41 cytidine diphosphate diacylglycerol synthase from a
-

S. Matsumoto, S. Ono, S. Shinoda, C. Kakuta, S. Okada, T. Ito, T. Numata, T. Endo. GET pathway
mediates transfer of mislocalized tail-anchored proteins from mitochondria to the ER. J. Cell Biol. 221,

Y. Araiso, K. Imai, and T. Endo (Review), Structural snapshot of the mitochondrial protein import gate.
-

Y. Araiso, K. Imai K, T. Endo (Review),  Role of the TOM complex in protein import into mitochondria:
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Contribution to the fields of intracellular protein sorting and mitochondrial biology
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Energy is necessary to sustain life. ATP, the energy currency of life, is produced mainly by ATP synthase in

mitochondria. The ATP is used by living organisms for synthesis, degradation, and transport of biomolecules.

For example, vacuolar proton ATPase (V-ATPase) uses ATP to transport ions into vesicles and is responsible

for various physiological phenomena through its acidification How a molecular machine composed of tiny

proteins, such as FoF1-ATP synthase and V-ATPase, converts the energy of ATP into transport and motion

is a very interesting question and one of the life science problems to be solved. To elucidate the mechanism

of this molecular machine, it is necessary to see its movement and shape, and we have been using single

molecule observation and cryo-electron microscopy for structural biology to elucidate it.

We have obtained an important insight in molecular mechanism of rotary ATPase using cryoEM last year. 

The mutant V/A-ATPase (TSSA mutant) used in this study has changed the threonine residue in the active 

center to a serine residue and the serine residue to an alanine residue, resulting in reduced affinity for the 

catalytic site of ADP involved in inhibition. The basic properties of this mutant enzyme, such as ATP 

synthesis and hydrolysis activities, are almost the same as those of wild-type V-ATPase and can be 

considered equivalent to wild-type V/A-ATPase. Purified TSSA mutant V/A-ATPase can be dialyzed in 

phosphate buffer containing EDTA to almost completely remove bound ADP. The nucleotide-free state of 

the V/A-ATPase (Vnucfree) can then be reconstituted into nanodiscs and analyzed as single particles to obtain 
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a structure with all catalytic sites empty (ATP-binding waiting structure). Next, the cryogrids were prepared 

by adding the reaction solution to the cryogrid under the catalytic waiting, hydrolysis waiting, and ATP 

binding conditions, and then flash freezing the cryogrid (Fig. 1). The cryogrid under each reaction condition 

was subjected to data acquisition with a Titan Krios, and single-particle analysis was performed to obtain 

the three-dimensional structure. The V1 domain, responsible for ATP hydrolysis, consists of three AB dimers 

that form the catalytic hexamer, surrounding the rotational axis subunit. three AB dimers, with and without 

nucleotides, consist of an open structure (ABopen), a slightly closed structure (ABsemi-closed), and a closed 

structure (ABclosed). In high ATP concentration, all catalytic sites were occupied with ATP or the degradation 

product ADP (V3nuc). ABopen had no nucleotide density. This indicates that ATP binds to the ABopen to form 

the V3nuc. This indicates that all catalytic sites are occupied by nucleotides before the rotation of the axis 

occurs. In the structure obtained under the condition of using ATP analogues as substrates, which slow down 

the hydrolysis of ATP, ADP was bound to the ABclosed and ATP to the ABsemi-closed (Vprehyd). This indicates 

that the structure is waiting for the degradation of ATP in ABsemi-closed, i.e., the degradation of ATP in ABsemi-

closed is accompanied by a conformational change to ABclosed, suggesting a tight coupling of the ATP 

hydrolysis reaction with the axis rotation, since the conformational change from ABsemi-closed to ABclose is 

accompanied by an axis rotation. The ATP hydrolysis is exergonic reaction, suggesting that the rotation is 

driven by the free energy difference between the catalytic sites. At the three catalytic sites, the reaction 

processes of ATP hydrolysis occur separately and simultaneously, and each reaction is strictly coupled with 

the rotation of the axis protein, indicating highly mechano-chemical energy conversion (Figure 2). This 

elaborate and ingenious mechanism by which ATP synthase functions and the natural mechanism by which 

ATP is efficiently produced by rotation of the axis is a tremendous marvel. 

 Structural snapshots of V/A-ATPase reveal the rotary catalytic mechanism of rotary ATPases.  Kishikawa J, 
Nakanishi A, Nakano A, Saeki S, Furuta A, Kato T, Mitsuoka K, and *Yokoyama K.  Nature Communications volume 
13, Article number: 1213 (2022) 
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