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3.g.1 葉緑体ATP合成酵素の特徴

葉緑体ATP合成酵素（CFCF）は，光合成の電子伝

達系によって水が分解され還元力であるNADPHが生

成される過程でチラコイド膜の内外に形成されるプロト

ンの電気化学的勾配（ΔμH ）を駆動力としてATP合成

を行っている．すなわち，この酵素は光エネルギーを化

学エネルギーに変換する鍵酵素である．同様の酵素は，

ミトコンドリア内膜や細菌細胞膜に存在する呼吸鎖でも

働いており，これらは呼吸基質（多くの場合，糖）の分

解によって生成するNADHから酸素までの電子伝達反

応によってエネルギー産生膜系で形成されるΔμH を

利用してATPを合成する（酸化的リン酸化）．触媒活性

を担うFF の基本構造は，すべての生物種由来のもの

において維持されており，ATP合成および加水分解の

分子機構も基本的に同じである．しかし，CFCF だけ

は，光合成反応によって形成されるΔμH を駆動力とし

ているため（光リン酸化），駆動力を供給できない夜間に

はATP合成の逆反応であるATP加水分解反応が起こ

り，エネルギー的に不利な状況に陥る危険がある．この

ような環境条件に対応するため，CFCF には光合成の

電子伝達系が駆動しない暗条件下で酵素活性を抑制する

ための様々な活性調節機構が存在し，これが上記のよう

な逆反応を抑えていると考えられている．そのひとつは，

ΔμH による調節（ΔμH activation）である．CFCF

は暗所下で不活性な状態にあり，光照射により一定量の

ΔμH が形成されると活性化する．このΔμH activa-

tionに伴って，γとεサブユニットが構造変化すること

が知られている ．すなわち，γとεサブユニット間の

相互作用により暗所では溶液中に露出していないそれぞ

れのサブユニット上のLys残基が，ΔμH によって誘導

される構造変化により溶液中に露出して，Lysの修飾試

薬であるピリドキサールリン酸によって修飾されるとい

う実験結果がある．しかし，この実験ではタンパク質分

子において具体的にどのような構造変化が誘導されるか

が明らかになっていないので，ΔμH activationの分子

機構そのものは現在でも不明のままである．CFCF に

ΔμH activationによる構造変化を誘導しなければ，葉

緑体から調製したチラコイド膜にATPを加えても

ATP加水分解活性やH 輸送活性はまったくみられな

いので ，この現象が酵素活性の調節機構のひとつと考

えることが出来る．もうひとつの調節機構は，チオール

調節とよばれている．葉緑体ATP合成酵素のγサブユ

ニットには他の生物種由来のATP合成酵素にはみられ

ない37アミノ酸長の挿入配列があり，この挿入配列上の

ふたつのCys残基間によるジスルフィド結合の形成・解

離により酵素活性が調節されている （図1）．そこで，

この挿入配列を，調節領域とよぶ．γサブユニットの分子

内に形成されるこのジスルフィド結合の還元は，光照射

により光合成電子伝達系が働きフェレドキシンが還元さ
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れた際，その一部の電子を用いて還元されるチオレドキ

シン（Trx）によって行われる．CFCF の酵素活性

（ATP加水分解活性）は，この還元によって２～３倍上

昇する ．チオール調節およびΔμH activationはそれ

ぞれ単独で働くものではなく，互いに関わりあいを持ち

ながら活性を調節する機構と考えられる．すなわち，上

述のピリドキサールリン酸によるLys残基の標識実験

の結果に従えば，ΔμH の形成によってγとεサブユ

ニットが構造変化することでγサブユニット上の調節

領域が表面に露出する．次に，フェレドキシンにより還

元されたチオレドキシンが，γサブユニット上に露出し

た調節領域のジスルフィド結合を還元する．このように，

ΔμH activationはTrxによるジスルフィド結合の還

元を起こすために必要と考えられている．また，調節領

域のジスルフィド結合が還元されると，より低いΔμH

でもATP合成が可能となることも知られている ．

もうひとつの調節機構は，内在性の阻害サブユニット

として知られているεサブユニットが担っている．εサ

ブユニットのATP加水分解活性に対する阻害効果は細

菌由来のATP合成酵素においてもみられるが，CF 由

来のεサブユニットはその阻害効果が顕著で，これも暗

所下でATPの加水分解を効率よく抑制する機構のひと

つと考えられている．しかし，このようなCFCF の活

性調節機構の詳細は，CFCF の取り扱いの制約および

結晶構造がまだ完全に明らかにされていないことなどの

理由から，いまだに不明な点が多い．特に，CFCF もそ

の可溶性画分であるCF も，シロイヌナズナの全ゲノム

が解読され遺伝子構成が全て明らかになった現在でも，

いまだに活性をもった組み換え体タンパク質を得ること

が出来ないため，分子レベルでの研究が細菌由来の

ATP合成酵素の研究に比べて立ち後れている．筆者ら

は，次善の策として好熱菌 Bacillus PS3(TFTF）由来

のα，βサブユニットと葉緑体由来のγサブユニットを

再構成させたキメラαβγ複合体を用いた研究をおこ

なった ．本章の前半では，ホウレンソウからのCF

(αβγδε），αβγ，αβの調製法やATP加水分解活性

の測定法などを紹介する．また，ホウレンソウより調製

した葉緑体由来のαβと組み換え体γを再構成させ，γ

サブユニットへの変異導入がチオール調節に与える影響

を調べた一連の研究において用いた方法およびそれに

よって得られた結果を紹介する．葉緑体ATP合成酵素

のような酸化・還元応答する酵素では，タンパク質の酸

化還元状態と酵素活性の変化の対応付けが重要である．

そこで，SH基の修飾試薬である4-acetamido-4’-

maleimidyl-stilbene-2,2’-disulfonate（AMS）を用いて，

γサブユニットの還元状態をSDS-ゲル電気泳動の移動

度の変化によって確認する方法もあわせて紹介する．後

半では，葉緑体チラコイド膜を用いたATP合成活性の

測定および大腸菌反転膜小胞を用いたATP合成酵素の

プロトンポンプ活性の測定法について述べる．

3.g.2 CF の調製とATP加水分解活性の

測定

ATP合成酵素は光リン酸化反応や酸化的リン酸化反

応を行う酵素として1950年代に発見され，当初からアメ

リカのE.Rackerの研究室を中心に活発に研究が行わ

れた ．従って，その精製方法は早くから確立されて

おり，現在でも基本的には同じ方法が用いられている．

CF は分子を構成する基本サブユニットが，α，β，γ，

葉緑体ATP合成酵素と光リン酸化

図1：葉緑体ATP合成酵素γサブユニット上にみられる調節領域
青：調節領域 赤：チオール調節を行うシステイン残基
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δ，εの５種類からなる複雑な分子複合体であり，可溶性

画分として膜から抽出した場合，ATP合成活性を失っ

ているが，様々な条件下でATP加水分解活性を測定す

ることが出来る．ここでは，もっとも簡便にCF を得る

ことの出来るふたつの方法を紹介する．

3.g.2.1 CF の調製法（クロロホルム抽出法）

ATP合成酵素のF 部分の抽出方法として一般的に

用いられるのが，クロロホルム抽出法である ．これは，

疎水的な膜タンパク質成分を脂質膜とともにクロロホル

ム層に集めて親水性タンパク質成分のみを回収する方法

である．含ハロゲン有機溶媒の取り扱いと処理が若干面

倒であるが，高純度のCF を大量・簡便に抽出すること

が可能である．

［実験方法］

１．葉緑体破砕液（300mM sucrose，20mM Tris-Cl

（pH8.0），10mM NaCl）をあらかじめ調製し，氷冷

しておく．

２．市販されているホウレンソウの葉（中ろくを除いた

もの）100gに対して200mlの葉緑体破砕液を加え，

調理用ミキサーを用いて破砕する（ブレンダーミキ

サーを用いても構わないが，いずれの場合も葉の断片

がいくらか見える程度で破砕操作をやめる）．筆者ら

は，通常，一回の抽出操作について1～1.5kgのホウレ

ンソウ緑葉を使用している．

３．破砕した葉を４層のガーゼでろ過し，ろ液を遠心

（5,000×g，10分間）する．遠心操作は，４℃で行う．

４．遠心後の沈殿を2mM Tricine-KOH(pH8.0），10

mM NaClに懸濁して，４℃で60分間スターラーを用

いて撹拌する．沈殿の懸濁には，絵の具用の絵筆を用

いるとよい．この低張操作によって葉緑体の包膜を破

壊し，チラコイド膜標品を得る．

５．この懸濁液を，15,000×gで10分間遠心し，得られ

る沈殿を10mM Na-pyrophosophate(pH7.4）に懸濁

し，４℃で10分ほどインキュベートしてから遠心処理

して沈殿を得る．この操作を二度繰り返して，チラコ

イド膜表面に結合しているRubiscoを除去する．

６．2度目の遠心後の沈殿を，あらかじめ室温に保温し

ておいた500mM sucrose，40mM Tricine-KOH

（pH8.0），2mM EDTA ，4mM ATP，10mM DTT

で，2.5～3mg chlorophyll/mlになるように懸濁する．

７．この溶液に1/2容量のクロロホルムを加え15秒間

激しく撹拌する．攪拌後，4,000×gで５分間遠心して，

手早く黄緑色の上清をクロロホルム層から分離して回

収する．この上清を70,000×gで30分間（20℃）遠心

する．得られた上清に70％飽和となるように硫安を加

えて４℃で保存する．

以上の操作によって，SDS-PAGEの結果（図2-A，

レーン１）に示すように，ほぼ夾雑物のないCF(αβ

γδε）を得ることが出来る．必要に応じて，ゲル濾過法

などによりさらに精製する．

3.g.2.2 ショ糖を用いた精製法（スモールスケール）

CF は，葉緑体チラコイド膜の表在性タンパク質とし

てかなりの部分を占めているが，CF との結合は分子間

相互作用によるもので，それほど強固ではない．このた

め，溶液の組成を適当に変化させるだけでも簡単にチラ

コイド膜から遊離させ，回収することができる ．

［実験方法］

１．ホウレンソウの緑葉10gに，チラコイド膜抽出液

（0.3M Sucrose，1mM MgCl，50mM NaCl，20mM
 

Tricine-NaOH(pH8.0））を20ml加え，ミキサーで軽

く破砕する．残渣をガーゼで除き，濾液を3000rpmで

10分間遠心して沈殿を得る．

２．沈殿にチラコイド膜抽出液10mlを加えてパスツー

ルピペットを用いてよく懸濁し，10,000×gで２分間

遠心する．

３．上清を除き，沈殿に10mM Na-pyrophosphate

(pH7.5）を10ml加えてパスツールピペットで懸濁

した後，10,000×gで２分間遠心する．この操作を３回

繰り返す．

４．得られた沈殿に0.3M sucrose，10mM Tricine-

NaOH(pH8.0）を2.5ml加え，十分に懸濁してから

室温で30分間放置する．

５．この溶液を20,000×gで30分間遠心して上清を回

収するだけで，ほぼ夾雑物を含まないCF 標品が得ら

れる．

3.g.2.3 αβγの精製

3.g.2.1で紹介した方法で抽出したCF は，基本的に

はαβγδεのサブユニット構成であるが，δサブユニッ

トは部分的に外れていることや，εサブユニットがATP

加水分解活性を強力に阻害していることなど，酵素の均

一性にはやや難点がある ．そこで，触媒活性を維持した
CFとCFの結合にはMg イオンが重要な役割を果たして
いる．このため，EDTAのようなキレート剤を加えると，両者
は解離しやすくなる．クロロホルムで膜を変性させなくても，

EDTAの添加によってCFはCFから外すことが出来るので，
この方法だけで温和に精製する方法もあるが，収率が低くなる．
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最小単位であるαβγの調製方法が確立されている．

［実験方法］

１．ホウレンソウより調製したCF（10～30mg，硫安沈

殿として保存した場合には脱塩操作をあらかじめ行

い，25mM Tris-Cl(pH8.0）溶液とする）を，25mM
 

Tris-Cl(pH8.0），2mM ATP，5mM DTTであらか

じめ平衡化したDEAE-Sephacel（GEヘルスケア）カ

ラム（1×10cm）にロードし，CF をカラムに吸着さ

せる．

２．20mlの上記の緩衝液で吸着しないタンパク質を完

全に溶出させた後，50～100mlの25mM Tris-Cl

(pH8.0），2mM ATP，5mM DTT，30％(v/v)glycer-

ol，20％(v/v)ethanol，0.1M NaClを付加し，εサブ

ユニットをαβγより解離させる．この操作で一部の

δも解離する．

３．20mlの25mM Tris-Cl(pH8.0），2mM ATPでカ

ラムを洗浄し，glycerolやethanolを除去した後，

20～50mlの25mM Tris-Cl(pH8.0），2mM ATP，

0.4M NaClでカラム内に吸着しているαβγを溶出

させる．αβγを含む分画を12％ SDS-PAGEで確認

し，その分画に70％となるように硫安を加えて，使用

時まで４℃で保存する．この方法で調製したαβγδ

複合体のSDS-PAGEの実験例を図2A，レーン２に

示す．この標品では，δサブユニットがまだ完全に除去

できていない．

3.g.2.4 αβの精製

葉緑体由来のATP合成酵素では，αおよびβサブユ

ニットは，再構成可能な組み換え体タンパク質を得るこ

とが出来ないが，γサブユニットだけは既に発現系が構

築されており，変異導入実験も行われている．そこで，

アメリカのRichterらは，葉緑体ATP合成酵素からα

β部分だけを調製する方法を確立し，これに組み換え体

γを再構成している ．

［実験方法］

１．15～20mgのαβγにATP/MgClを終濃度で

5.5mM/5mMとなるように加える．この溶液をス

ターラーでゆっくりと攪拌しながら，室温で10M
 

LiClをゆっくりと加え，LiClの終濃度を2Mとなる

ようにする（タンパク量は1mg/mlとなるようにす

る）．

２．氷上で１時間，ゆっくりと攪拌を続ける．

３．酵素溶液を細孔径0.2μmのフィルターに通して微

粒子を除去し，十分に冷却した30mM potassium
 

phosphate(pH7.0），1mM MgATP，0.3M LiClで

平衡化したHydroxyapatite（BioRad 130-0420）カラ

ム（1.5×15cm）にロードする（サンプルの容量はカ

ラム体積の半分程度まで）．

４．30mM potassium phosphate(pH7.0），1mM
 

MgATP，0.3M LiCl溶液150mlでカラムからタン

パク質を溶出し，αサブユニットとβサブユニットの

両方を含む分画を12％ SDS-PAGEで確認した後，こ

の分画を20mM HEPES-NaOH(pH7.0），10％

glycerol，1mM MgATP，2mM DTTに対して，４℃

で15時間透析する．

５．この段階で得られる標品には，γサブユニットを含

むαβγが共存している．そこで，20mM HEPES-

NaOH(pH6.5），1mM MgATP，1mM EDTAで平

衡化したDEAE-cellulose(Sigma D 3764）カラム

（2～3ml）に数mgのタンパク質を含む上記画分（αβ

およびαβγが含まれている）をロードし，カラム体

積の３～５倍量の120mM NaCl，20mM HEPES-

NaOH(pH6.5），1mM MgATP，1mM EDTAを流

して，解離しているβサブユニットを溶出させる．次

に，３～５倍量の170mM NaCl，20mM HEPES-

NaOH(pH6.5），1mM MgATP，1mM EDTAでα

βを溶出させる．さらに，400mM NaCl，20mM
 

HEPES-NaOH(pH6.5），1mM MgATP，1mM
 

EDTAでαβγを溶出する．

図2：葉緑体ATP合成酵素の部分複合体の調製
Ａレーン１，ホウレンソウからクロロホルム抽出法により調

製したCF(αβγδε複合体）．
レーン２，CF からεを除去する処理をした後のαβγδ

複合体．
Ｂレーン１，αβγδ
レーン２，αβγδ複合体から調製したαβ複合体．
レーン３，大腸菌内で不溶性画分として発現したCFγを

調製したもの．
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６．得られたαβ 及びαβγは そ れ ぞ れ 20mM
 

HEPES-NaOH(pH7.0），20％ glycerol，1mM
 

MgATPに対して４℃で15時間透析する．透析後の

サンプルを濃縮し使用時まで－80℃で保存する．上記

の方法で調製したαβγ及びαβ複合体のSDS-

PAGEの結果を図2B，レーン１およびレーン２に示

す．これらの標品では，δサブユニットがまだ完全に除

去できていない．

3.g.2.5 葉緑体αβとリコンビナントγの再構成

CFγは大腸菌を用いた組み換え体タンパク質の大量

発現系が既に構築されているので，アミノ酸変異を行っ

たγサブユニットの作成は容易である．筆者らのCFγ

変異体は，ドイツHeinrich-Heine大学のStrotmann教

授の研究グループから供与されたホウレンソウCFγサ

ブユニット単独発現系をもとに作成した．変異γのプラ

スミドの作成及び大腸菌内での発現条件の詳細は文献を

参照されたい ．

［実験方法］

１．組み換え体γ（図2B，レーン３）は大腸菌体内で封

入体として発現してしまうので，50mM NaHCO-

NaOH(pH9.5），1mM EDTA，5mM DTT，20％

glycerol，4M ureaに溶解させる．この溶液を50mM
 

NaHCO-NaOH(pH9.5），0.3M LiCl，1mM
 

EDTA，5mM DTT，20％ glycerolに対して４℃で24

時間透析する．透析後の試料をタンパク質濃度1mg/

mlとなるように濃縮し使用時まで－80℃で保存する．

２．精製したαβを50mM HEPES-NaOH（pH7.0），

20％ glycerol，2mM MgCl，2mM ATP，2mM DTT

で100μg/mlとなるように希釈し，氷上でγを含む上

記の溶液をモル比で3γ：1αβとなるようにαβ

溶液に滴下する．αβ及びγを混合させた溶液を穏や

かに撹拌し20℃で２時間インキュベートする．

３．再構成したαβγはゲルろ過HPLC(Tosoh,SW-

G3000 カラム）によって分取する．

3.g.2.6 ATPase活性の測定

CF のATP加水分解活性は，リンモリブデン酸比色

定量法やマラカイトグリーンを用いた比色定量法によっ

て遊離したPiを定量することで高感度に測定すること

ができる．本項では，ATP再生系を用いたATP加水分

解活性の測定法を紹介する．ATP再生系を用いた測定

法では，系の中のATP濃度を一定に保ち，酵素のATP

加水分解活性を実時間で追うことができるので，速度論

的な解析を行う際に非常に有用である．CF などの場合

には，酸化状態と還元状態で活性が大きく異なるので，

タンパク質の酸化還元状態をそろえておくためにあらか

じめDTT及びチオレドキシン（Trx-f）（還元型にする

ため）またはCuCl（酸化型にするため）で，30℃，30分

間インキュベートしておく．

［実験方法］

１．37℃で保温した930～950μlの反応溶液（50mM
 

Tricine-KOH(pH8.0），2mM ATP，2mM MgCl，

50mM NaSO，50mM KCl，5mM phosphoenolpyr-

uvate(PEP），50μg/ml pyruvate kinase(PK），50μg/

ml lactate dehydrogenase(LDH），0.2mM NADH）

に，酸化・還元処理した酵素液（50～70μl）を加え反

応を開始させる．

２．この反応系では，ATP加水分解によって生じた

ADPはPKによって速やかにATPに戻り，その時に

生じるピルビン酸がLDHによって乳酸に還元される

ときに１分子のNADHが消費される．従って，ATP

加水分解活性はNADHの340nmにおける吸光度の

減少から直接算出することが可能である．反応溶液1

mlの場合次の計算式によって，比活性を算出する．

比活性 U/mg＝ΔA /min×10/6220×proteinμg

3.g.2.7 AMSによるγの還元状態の確認

CF を初めとするチオール酵素は，酸化条件下では分

子内ジスルフィド結合を形成し，それによって起こる構

造変化が酵素活性を低くあるいは完全に抑えている．こ

のタンパク質分子内でのジスルフィド結合を可視化する

方法として，4-acetamido-4’-maleimidyl-stilbene-2,2’-

disulfonate（AMS）のようなSH修飾試薬を用いてタン

パク質を標識し，標識に起因する分子量およびタンパク

質の荷電状態の差を利用して，電気泳動的に酸化状態と

還元状態のタンパク質を識別する方法がある．この方法

を用いると，系の中に混在する酸化型と還元型の割合を

決定することや，修飾可能なSH基の数を推定すること

が可能である．ここでは，CFγの調節領域を含むTF

のαβγ(αβγ ）複合体を用いてγの還元状態を確認

した結果を紹介する ．

［実験方法］

１．前項と同様に，CFγの調節領域上のジスルフィド

結合を還元するため，CF あるいはαβγ 複合体を

100μM DTT，5μM Trx-f，50mM HEPES/KOH

(pH7.5），5mM MgClで30℃，10分間インキュベー

トする．酸化処理する場合には，DTTとTrx-f の代わ

りに，50μM CuClを用いる．
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２．酸化・還元処理したαβγ 複合体に同量の10％

TCAを加え，氷上で10分間インキュベートする．こ

の溶液を15,000×gで10分間遠心して沈殿を得る．

沈殿に200μlの氷冷したアセトンを加えて懸濁した

後，15,000×gで５分間遠心する．この操作を二度繰り

返す．

３．遠心後の沈殿からアセトンを乾燥によって除去した

後，10μlの１％ SDS，50mM Tris-Cl(pH7.5），15

mM AMS を加え室温で30分間強く撹拌して沈殿

を完全に溶解する．この溶液に10μlのSDS-PAGE
 

sample buffer（2-メルカプトエタノールを含まない溶

液）を加え，9.0％ SDS-PAGEで酸化・還元処理に

よるγの移動度の違いを調べる．

この方法は，分子量が４万までの比較的小さなタン

パク質の酸化還元状態を見るのに簡便で有効な方法で

ある．図3には，γ上のジスルフィド結合の還元の程度

に比例してATP加水分解活性が上昇する様子を調べ

た結果を示す．

3.g.3 CFCF を用いた光リン酸化活性の

測定と大腸菌反転膜によるプロトンポ

ンプ活性の測定

ホウレンソウ緑葉から単離した葉緑体を用いた光リン

酸化活性の測定は，50年以上前にArnonによって報告

されている．非循環的な電子伝達による光リン酸化活性

を測定するためにはパーコール法などで無傷葉緑体を調

製する必要があるが，循環的電子伝達による活性は，包

膜を欠いたチラコイド膜標品でも容易に測定することが

出来る．一方，CFCF がATPを加水分解すると同時に

ATP合成の時とは逆にチラコイド膜ルーメン側にプロ

トンを輸送するプロトンポンプ活性を測定するために

は，適当な蛍光色素を用いる必要があり，クロロフィル

を大量に含む葉緑体チラコイド膜では実測が難しい．本

項では，ホウレンソウ葉緑体による光リン酸化活性の測

定法，大腸菌反転膜小胞を用いたプロトンポンプ活性の

測定法を紹介する．

3.g.3.1 ホウレンソウ葉緑体チラコイド膜の調製

基本的には，CF を調製するときと同じ方法でいわゆ

るチラコイド膜標品を得るが，光リン酸化活性を測定す

る場合には，使用する緩衝液条件をより穏和なものにす

る．理由はよく分からないが，緩衝液には，Trisよりも

Tricineを用いた方が高い比活性が得られる．

［実験方法］

１．市販のホウレンソウの緑葉30gに対して，あらかじ

め氷冷した60mlの破砕用緩衝液（20mM Tricine-

NaOH(pH8.0），50mM NaCl，5mM MgCl，400

mM sucrose）を加え，ミキサーで15～20秒間破砕す

る．

２．破砕液を４層のガーゼで濾過して残渣を除き，

3,800×g（5,000rpm）で５分間遠心して沈殿を得る．

３．以降の操作は，出来るだけ氷上あるいは低温室で行

う．この沈殿に破砕用緩衝液60mlを加え絵筆を用い

て丁寧に懸濁し，同様に遠心して沈殿を得る．

４．氷冷した低張緩衝液（20mM Tricine-NaOH

(pH8.0），50mM NaCl，5mM MgCl）60mlを沈

殿に加え，氷上でスターラーで60分間攪拌し，葉緑体

を破壊する．

５．葉緑体溶液を10,000×gで５分間遠心し，沈殿を回

収した後，低張緩衝液で２回懸濁と遠心を繰り返して

洗浄する．最終的に得られたチラコイド膜標品の沈殿

を4mlの低張緩衝液に懸濁し，定法に従ってクロロ

フィル定量を行い，終濃度0.5mg Chlorophyll/mlに

なるように低張緩衝液で希釈して，チラコイド膜標品

とする．

3.g.3.2 光リン酸化活性の測定

上記のようにして調製したチラコイド膜は，表在性タAMSは使用時に調製する．

図3：AMSによるγの還元と酵素の活性化
Ａ 調節領域を含むαβγ複合体（αβγ ）のγサブユニッ

ト部分の酸化還元レベルをDTTおよびTrx-f によっ
て変化させ，AMS修飾によって可視化した．

Ｂ Ａの標品のATPase活性を測定し，γサブユニットの還
元レベルに対してプロットしたもの

実験の詳細は，文献25を参照．
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ンパク質であるフェレドキシンやフェレドキシン－

NADP還元酵素（FNR）を失っており，通常は光照射し

てもチラコイド膜内外にプロトン勾配を形成しない．そ

こで，光化学系 周辺だけで循環的な電子伝達を可能に

する脂溶性化合物であるPhenazine methosulphateを

用いて擬似的に電子伝達反応を行わせ ，チラコイド

膜内外のプロトン勾配を形成させることで，CFCF の

ATP合成活性を測定する．従来は，ATP合成活性の基

質に用いるリン酸に P標識のものを用いることで，合

成された P-ATPを定量していたが，取り扱いの煩雑

さから敬遠されることが多く代替法としてLuciferin-

Luciferase法を用いることが多い ．ただし，後者の場

合には，系の中に含まれるadenylate kinase活性（2ADP

→ATP＋AMP）により生じるATPと光リン酸化で合

成されたATPを区別できないので，阻害剤の使用など

に特別な注意が必要である．

［実験方法］

１．あらかじめ，光リン酸化反応液（57.5mM Tricine-

NaOH(pH8.0），50mM NaCl，5mM MgCl，62.5

mM Phenazine methosulphate）を調製し，光を遮断

して氷冷しておく．Phenazine methosulphate は光

感受性なので，可能な限り遮光して保存する．

２．容量4mlの透明なガラスバイアル瓶に，光リン酸化

反応液2.4ml，3.g.3.1で調製したチラコイド膜標品

0.6mlを入れ，両者を混合する．このバイアル瓶をス

ターラーの上にセットし，厚さ5cmの水フィルター

（透明なガラス瓶に水道水を入れたもの）を介して，150

W のコールドランプで光照射することで室温で反応

を行う．最終的な試料溶液中のクロロフィル濃度は，

0.1mg/mlとする．

３．光照射開始後，一定時間（通常は５分くらい）経過

した後に，バイアル瓶にADPとリン酸を添加し，

ATP合成反応を開始する．用いるADPとリン酸の濃

度はそれぞれ１ないし2mMである．

４．反応開始から一定時間経過後にバイアル瓶から50

μlの試料を採取し，手早く氷冷した2μlの10％ PCA

溶液と混合して反応を停止する．

５．一連の反応停止処理が終了するまで停止した試料は

氷上に放置し，その後，20,000×gで10分間遠心して，

上清を回収する．上清20μlに対して50μlの2M
 

Tris-acetate(pH7.7）を混合し中和する．

６．中和処理した試料に含まれるATP量を，後述の

Luciferin-Luciferase法によって定量する．

７．バックグラウンド測定

ここで紹介したATP合成の測定法では，先に述べ

たように系内にadenylate kinaseが含まれていた場

合に，その働きによって生じたATPをATP合成酵

素が合成したATPと識別することが出来ない．

Adenylate kinaseはdiadenisine penta phosphateに

よって特異的に阻害することが出来るが，試薬が高価

であることや高濃度に添加しないとその活性を必ずし

も完全には抑えることが出来ないことなどの理由か

ら，バックグラウンド測定にはあまり適していない．

CFCF によるATP合成は，チラコイド膜内外に形

成されるΔμH を利用するので，これを脱共役剤で解

消する，もしくは，CF に特異的な阻害剤であるテン

トキシンを使用した方が確実に阻害することが可能で

あり，これによって試料中のATP量の変動における

ATP合成の寄与を簡単に評価することが可能であ

る．通常は，上記の２の操作の際に，50～100μMの

FCCP（脱共役剤）をあらかじめ加えておくことで，

ATP合成を完全に阻害することが可能である．テン

トキシンの場合には，チラコイド膜標品に対して5

μMになるように添加し30分ほど室温で放置するこ

とでCF の活性を完全に阻害することが出来る．

3.g.3.3 ATPの微量定量法

光リン酸化反応によって生じるATPの定量法として

は，以前は P標識のリン酸を用いることで，合成された

P-ATPをイソブタノール-ベンゼンで抽出し定量し

ていた．放射性同位体を利用すれば，反応系の夾雑化合

物の影響をほとんど考慮せずに注目する反応を追跡する

ことが可能である．しかし，最近では，放射性同位体が，

その取り扱いの煩雑さから敬遠されることが多くなり，

いくつかの代替法が使用されるようになってきた．例え

ば，HPLCの紫外可視検出器が非常に高性能になり，

ATPやADPの微量定量法としてこれを用いることが

可能である．実際，ATPとADPはC カラムによる逆

相クロマトグラフィーや，酸化チタンカラムによるクロ

マトグラフィーで高速に分離可能であるが，両者の量比

に大きな差がある場合にはピークがかぶることがあり定

量が難しい場合がある．測定対象とするATP量が十分

である場合には，HexokinaseとGlucose 6-phosphate
 

dehydrogenaseを用いたカップリングアッセイを行うこ

とにより，NADPHの生成量に変換することが可能であ

り，分光光度計でリアルタイムに測定することが出来る．

ATPの高感度定量法としてよく用いられる方法とし
現在は光安定性の高い1-Methoxy phenazine methosulphate
もSigma社から市販されており，これを用いることもできる．
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て，Luciferin-Luciferase法がある．これは，ホタルの発

光現象を触媒しているLuciferaseを利用してATPの

存在量を発光量に変換して測定する方法である．

Luciferase
 

ATP＋D-luciferin＋O → oxyluciferin＋PPi＋

AMP＋CO＋photon

この反応は，系の中のATPをfmolオーダーで測定す

ることの出来る高感度な測定系であるが，混合後速やか

に反応が進行してしまうため，発光現象を測定すること

が難しい．このため，ヒ酸ナトリウムによってLucifer-

aseをある程度阻害した条件下で出来るだけ発光現象が

持続するようにして測定を行う．実際には，測定に必要

なLuciferinやLuciferaseはヒ酸ナトリウムを含む緩

衝液と混合キットとしてSigma社またはRoche-

Diagnostics社から販売されている．

［実験方法］

１．3.g.3.2で中和済みの測定試料（通常20～40μl程

度）に対して，等量のLuciferase反応溶液（上記のキッ

トを使用法に従って溶解し，氷上に保温したもの）を

加え，混合10秒後から１分間に放出されるPhotonの

量を測定する．

２．Photonの測定は，市販のルミノメーターを使用す

れば，混合後の測定時間を簡単に設定することが出来

るので容易である．但し，Chemiluminescence測定用

のマイクロプレートに対応した機種では，試料に反応

液を投入してから一定時間後に測定することが出来な

いので，ATPの定量に用いるには不向きである．

３．ルミノメーターが使用できない場合には，蛍光光度

計を代用することも出来る．この場合には，蛍光光度

計のセル室の励起光源側のシャッターを閉じ，さらに

黒い板などで試料室への入射光を完全に塞ぎ，蛍光測

定波長を560nmにセットする．また，蛍光側のスリッ

ト幅を最大，フォトマル電圧を最大感度になるように

設定する．混合と同時に試料をセルホルダーにセット

し，蛍光の時間測定を行えば，発光量をモニターするこ

とが可能である．高感度化の工夫として，セルホルダー

の蛍光入射窓と反対側に反射鏡をセットするとよい．

４．既知濃度のATPを3.g.3.2で行った酸処理，中和

処理したものを用いて検量線を描けば，発光量を

ATPの絶対量に換算することが出来る ．

3.g.3.4 大腸菌反転膜によるプロトンポンプ活性の測

定

チラコイド膜に結合したFF にATP加水分解を行

わせた場合には，そのH 輸送活性によりチラコイド膜

の外側から内側に向かってH が輸送され，膜内外に

H の濃度差（ΔpH）および膜電位差（Δ ）が生じる．

一 般 に，膜 小 胞 内 に 形 成 さ れ る ΔpHは，9-

aminoacridine，ACMAなどの蛍光性pH指示薬を使用

し，また，Δ はdis-C(5）やOxonol-Vなどを使用する

ことによって，測定することが出来る ．CFCF のH

輸送活性を測定する場合には，いったん光駆動により膜

内外にH の電気化学的勾配（ΔμH ）を形成させ，CF

CF を活性化（ΔμH activation）させる必要がある．本

項では，CFγの調節領域およびCFεを含むTFTF

（キメラFF）を大腸菌内に発現させ，その反転膜小胞を

用いたキメラFF のH 輸送活性の測定法を紹介す

る．

［実験方法］

１．CFγの調節領域およびCFεを含むTFTF(キ

メラFF）の発現プラスミドDNAを大腸菌DK8株

にトランスフォームし，コロニーを少量の液体培地

２×YT（1.6％ Bacto-tryptone，１％ Bacto-yeast
 

extract，0.5％ NaCl）で培養し，その培養液を2～3L

の２×YT培地に加えて，20時間培養する．

２．回収した菌体を10mM HEPES/KOH(pH7.5），5

mM MgCl，10％ glycerolで0.4mg protein/mlにな

るように懸濁し，フレンチプレス（1,500kg/cm）で

破菌する．破菌後の溶液を17,000×gで20分間遠心

し，回収した上清を240,000×gで60分間遠心する．

得られた沈殿を10mM HEPES/KOH(pH7.5），5

mM MgCl，10％ glycerolで懸濁し，再度240,000×

gで60分間遠心する．遠心後の沈殿を10～20mg pro-

tein/mlと な る よ う に 10mM HEPES/KOH

(pH7.5），5mM MgCl，10％ glycerolで懸濁し，使

用時まで－80℃で保存する．

３．H 輸送活性を測定するため反応溶液（10mM
 

HEPES-KOH(pH7.5），5mM MgCl，100mM KCl，

0.3μg/ml ACMA）に約500μg proteinの酸化・還元

処理した大腸菌反転膜小胞を加え，蛍光光度計のセル

葉緑体チラコイド膜には，クロロフィルやカロチノイドなど可
視領域に強い吸収をもつ色素分子が多く存在するため，これら
の蛍光試薬を用いてΔμH を測定することが難しい．これを
回避する方法として，チラコイド膜に内在のカロチノイドの吸
収変化を指標として測定する方法がある．
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Luciferase反応は，夾雑物に敏感なので，検量線の測定に用い
るATPもあらかじめ試料と同様に酸変性・中和処理をしてお
かないと，正しい測定が出来ない．



室にセットし，ベースラインが安定するまで42℃でイ

ンキュベートする（励起波長410nm，蛍光波長480

nm）．なお，反転膜小胞の酸化・還元処理はAMSによ

るγサブユニットの還元状態の確認に記載した方法

と同様の条件で行う．

４．スターラーで攪拌しているセルに直接，0.5mM
 

ATPを投入することにより，反応を開始させる．反応

を開始し，蛍光変化がプラトーに達したら，1μg/ml
 

FCCPを加えて反応を停止させる．実際の測定例とし

て，葉緑体CFCF のγサブユニットの酸化還元調節

領域を好熱菌ATP合成酵素に組み込んだキメラF

F のH 輸送活性と，そのチオール調節を図４に示し

た．

3.g.4 おわりに

CFCF は，光合成の炭酸同化に必要な化学エネル

ギーを，光化学反応で形成される膜ポテンシャルを利用

して合成し供給しているという意味で，光エネルギーを

化学エネルギーに変換するプロセスの重要な酵素であ

る．50年以上前にArnonによって発見された光リン酸

化反応 は，その後，Rackerの研究室を中心に活発に研

究が行われ，ATP合成酵素の研究として発展した ．

研究の過程では，同種の酵素であるミトコンドリア由来

のATP合成酵素と細菌細胞膜由来のATP合成酵素

が，その理解に大きく貢献しており，1983年には構成サ

ブユニットの全遺伝子配列が完了しているし ，1994

年には呼吸鎖を構成する５つの複合体の中で最初に結晶

構造が明らかにされている ．一方で，その分子機構の研

究に関しては，PenefskyやBoyerらが速度論的な解析

を熱心に行い ，1997年には吉田・木下らの研究グ

ループの手で，触媒反応中に分子の軸部分を構成するサ

ブユニットが回転していることが顕微鏡下で実際に映像

としてとらえられ ，分子モーターとして一躍注目され

るようになった ．一方で，本章でも触れたように，この

酵素はエネルギー供給という重要な役割を担っているこ

とから，生理的に高度に調節されているようである．こ

の調節機構については，細胞の状態に合わせてどのよう

に調節が行われるのか，その実体がまだ明らかにされて

おらず，これから大きく研究が進展する分野であろう．

分子モーターとしての性質が明らかになって以来，

ATP合成酵素は一分子レベルの研究の材料となり，研

究技術の観点からも非常に高度な物理化学的な測定の対

象となっている．しかし，一方で，本章で紹介したよう

に，CFCF は葉緑体から容易に大量に調製することが

可能であり，そのATP加水分解活性やプロトン輸送活

性も分光光度計や蛍光光度計だけで測定出来るなど，大

学の学生実習レベルでも容易に取り扱える便利な材料で

ある．今回，本章で紹介した方法が今後の植物生理学研

究の一助になれば幸いである．

図4：FF によるATP依存的H 輸送活性に対するチオール調節の影響
Ａ，大腸菌反転膜小胞を用いたH 輸送活性測定の概略図．FF のH 輸送活性による小胞内のpHの低下は蛍光性pH指示薬で
あるACMAの蛍光強度の減少により測定した．反転膜小胞はDTT，2-ME，Trx-f（還元条件，実線）またはCuCl（酸化条件，
点線）で30℃，10分間インキュベートした．FF によるH 輸送反応（B；TFTF，C；キメラFF）はATPを加えることに
より開始し，脱共役剤であるFCCPを加えることで停止させた．
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略語一覧

ACMA  9-amino-6-chloro-2-methoxyacridine
 

AMS  4-acetamido-4’-maleimidylstilbene-2,2’-

disulfonic acid
 

ATP  adenosine 5’-triphosphate
 

ATPase adenosine 5’-triphosphatase
 

DTT  dithiothreitol
 

FCCP  carbonylcyanide-4-

trifluoromethoxyphenylhydrazone
 

HEPES N-(2-hydroxyethyl)piperazine-N-2-

ethanesulfonic acid
 

PCA  perchloric acid
 

TCA  trichloroacetic acid
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