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ATP synthases, widely distributed in bacteria, eukaryotic mitochondria and chloroplasts, are highly conserved mul-
ti-subunit complexes. Although the conserved acidic residue in the transmembrane helix of the c subunit functions in
proton transport, the surrounding residues diŠer among species. Such divergence could lead to diŠerent regulatory
modes since pH-dependent proton transport has been demonstrated in Escherichia coli with a c subunit carrying an addi-
tional acidic residue in the helix. There is further divergence in the number of c subunits that form the ring structure in
F0. Recently, it was also suggested that certain chemicals recognize the a and c subunits of pathogenic bacterial F0. Since
there may be structural divergence even in well-conserved ATP synthases, the c subunit-ring as well as the a subunit in F0

could be targets for drugs for speciˆc bacterial species.
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1. はじめに

ATP 合成酵素（F0F1）は酸化的リン酸化や光リ

ン酸化を触媒する酵素で，細菌から真核細胞まで広

く分布している．1) ATP 合成酵素は細菌では細胞膜

に，真核細胞ではミトコンドリア内膜や葉緑体チラ

コイド膜に存在している．細菌の酵素は，膜表在性

の F1（a3b3g d e）と膜内在性の F0（ab2c10～15?）と

からなる．F1 には触媒部位が 3 ヵ所あり，F0 はプ

ロトン輸送路として機能している．F0 を介するプ

ロトン輸送は，触媒部位における ATP 合成及び

ATP 分解に共役している．回転子（g, e, c）と固

定子（a, b, d, a, b）を構成して各サブユニットが機

能する反応機構は，ATP 合成酵素の回転機構とし

て現在よく知られている．2)動物のミトコンドリア

の F0F1 はもっと複雑なサブユニット組成をしてお

り， F0 と F1 にはそれぞれ 10 種（a, b, c, d, e, f, g,

F6, A6L, OSCP）及び 6 種（a, b, g, d, e, IF）のサブ

ユニットが存在する．3) Figure 1 に大腸菌 F0F1 の構

造を模式的に示した．

F0 の c サブユニットには 2 回の膜貫通ヘリック

スがあり，ヘリックス同士をつなぐ中央部分は細胞

質側を向いている．4) g と e サブユニットを結合し

た c サブユニットのリングが回転子として，他のサ

ブユニットでできている固定子に対して回転するこ

とが示されている．5) c サブユニットリングの回転

が，細胞膜の一方の側から他方の側へのプロトン輸

送に必須と推定されているが，プロトン輸送の分子

機構は ATP 合成・分解の触媒機構に比べると詳細

は明らかではない．6)プロトン輸送に関与する残基

として c サブユニットの Asp-61 と a サブユニット

の Arg-210 が同定されている．7)

本論では，種々のバクテリアの c サブユニットに

注目し，c サブユニットのリング及び a サブユニッ

トを標的とする特異的な阻害薬開発の可能性を考察

する．

2. 種々細菌の c サブユニットの一次構造比較

現在，多くの細菌の ATP 合成酵素のサブユニッ

ト遺伝子の配列が決定され，それら配列情報が登録

されている．8) Figure 2 に代表的な細菌の c サブユ
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Fig. 1. Structure of Bacterial H＋-transporting ATP Synthase (F0F1)
Subunits of F0 (a, b, c) and F1 (a, b, g, d, e) constitute rotor (g, e, c) and stator (a, b, d, a, b). Rotation of the c subunit ring may couple with both H＋-trans-

location through F0 and ATP synthesis (or hydrolysis) at the catalytic site in F1.

Fig. 2. Sequence Comparison of the c Subunits of ATP Synthases from Various Species
The amino acid sequences of the c subunits of various ATP synthases are compared. The amino- and carboxyl-terminal transmembrane regions (TM1 and

TM2, respectively) are boxed. Bold letters and white bold letters indicate hydrophilic and acidic residues, respectively, in TM1 and TM2. The asterisk shows the po-
sition of the conserved acidic residue in TM2. The linker sequence between TM1 and TM2 faces the cytoplasmic, matrix and stroma sides of the bacterial plasma
membrane, and the mitochondrial inner and chloroplast thylakoid membranes, respectively. The conserved residues shown by ┗┛ contribute potentially to the F1

binding. The names of the species are abbreviated as follows: Eco Escherichiacoli K12 MG1655, Stm Salmonella typhimurium LT2, S‰ Shigella ‰exneri 301, Hin
Haemophilus in‰uenzae (serotype d), Xfa Xylella fastidiosa 9a5c, Vch Vibrio cholerae, Pae Pseudomonas aeruginosa, Lpn Legionella pneumophila Philadelphia 1,
Nme Neiseeria meningitides MC58 (serogroup B), Hpy Helicobacter pylori 26695, Rpr Rickettsia prowazekii, Atu Agrobacterium tumefaciens C58 (Uwash/
Dupont), Bsu Bacillus subtilis, PS3 themophilic bacterium PS3 (Bacillus sp. PS3; accession no. LWHWA3), Sau Staphylococcus aureus N315, Lmo Listeria
monocytogenes EGD-e, Lla Lactococcus lactis, Spr Streptococcus pneumoniae R6, Smu Streptococcus mutans, Efa Enterococcus faecalis, Cac Clostridium
acetobutylicum, Mge Mycoplasma genitalium, Mpn Mycoplasma pneumoniae, Mtu Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Cgl Corynebacterium glutamicum
ATCC13032 (Kyowa Hakko), Fnu Fusobacterium nucleatum, Lil Leptospira interrogans serovar lai, Syn Synechocystis sp. PCC6803, Tel Thermosynechococcus
elongates, Ana Anabaena sp. PCC7120, Ath Arabidopsis thaliana (thale cress) chloroplast, Sol Spinachia oleracea chloroplast (accessionno. P69447), Cte Chloro-
bium tepidum, Aae Aquifex aeolicus, Tma Thermotoga maritime, Mac Methanosarcina acetivorans, Sce Saccharomyces cerevisiae mitochondrion, Hsp
Homosapiens mitochondrion. The sequences with accession nos. cited are from GenBank, and the others were found in reference 8.
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ニットの配列を並べて比較した．c サブユニットの

2 回の膜貫通ヘリックス（TM1 と TM2）は細胞質

を向く中央のリンカー配列により連結され，サブユ

ニット全体としてはちょうどヘアピンのような構造

をとっている．4)リンカー配列に存在する保存され

た残基は（Fig. 2 の┗┛で示す配列），F1 の結合に

関与すると推定されている．3)一方，c サブユニッ

トの 2 番目の膜貫通領域（TM2）に存在する保存
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Fig. 3. Helical Wheels of the TM2 Transmembrane Helices of c Subunits
Transmembrane helices (TM2) of c subunits from C. tepidum, E. coli and M. pneumoniae (from left to right) are modeled by Edmundson wheel analysis.9)
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された酸性残基は，プロトン輸送に必須の残基であ

る．大腸菌などでは Asp 残基であるが，ほかの多

くの種では Glu 残基となっている．

Figure 2 から明らかなように，大腸菌（Eco）や

ネズミチフス菌（Stm），赤痢菌（S‰）の c サブユ

ニットには，TM1 及び TM2 の両膜貫通領域に Asp

残基以外の極性残基は存在せず，最も疎水的であ

る．これに対して，他の細菌種の c サブユニットで

は，膜貫通領域の TM1 や TM2 に親水性残基が散

在する．例えばマイコプラズマ（Mpn）では，Glu

残基のほかに Ser 残基が 6 個も TM2 に存在する．

このように親水的な TM2 がどのような機構で膜内

に挿入されるのかは，検討すべき課題である．

さらに興味深いのは，保存された酸性残基以外に

も TM1 や TM2 に酸性残基が存在することである．

TM1 に酸性残基が余分に存在するのは，7 種のバ

クテリア（Lla, Spr, Smu, Mtu, Fnu, Tma 及び Mac）

である．Chlorobium tepidum（Cte）と Thermoto-

ga maritime（Tma）には，2 個目の酸性残基が

TM2 に存在する．これらの細菌の TM2 に存在する

2 個の酸性残基は，膜内に埋め込まれたヘリックス

中で近傍に位置する可能性がある（Fig. 3）．TM1

や TM2 に存在する余分の酸性残基がプロトン輸送

やプロトンによる制御に関与しているのかどうかを

明らかにすることは，ATP 合成酵素の作動機構と

調節を理解する上にも重要と考えられる．

3. F0 を構成する c サブユニットのリング構造の

多様性

c サブユニットは，複数個がリング状に並んで F0

を構成している．c サブユニットの一次構造の多様

性に加え（Fig. 2），リングを構成する c サブユニ

ットモノマーの数にも多様性がある（Table 1）．ホ

ウレン草の葉緑体では，1 つのリングに 14 個の c

サブユニットが存在する．10)一方，酵母のミトコン

ドリアでは 10 個，11) Ilyobacter tartaricus1214) や

Propionigenium modestum14) では 11 個，Spirulina

platensis では 15 個15)の c サブユニットがリングあ

たり存在する．大腸菌 ATP 合成酵素の場合には，

構造解析が済んでいないので分子生物学的検討結果

だが，c サブユニットのリングは 10 個のサブユニ

ットモノマーでできていると推定されている．16) I.

tartaricus や P. modestum のサブユニット数が Na＋

を輸送することと関係しているのかどうかは，明ら

かでない．

F0F1 は ATP の加水分解エネルギーを利用して，

膜内外にプロトンの濃度勾配を形成する．このため

F 型プロトンポンプとも称される．構造的に類似す

る V 型プロトンポンプの場合も，同様のサブユニ

ットがリング状に配置している．Enterococcus

hirae では，2 回のヘアピン構造をとる c サブユニ

ットモノマーが 10 個集合してリングを形成してい

る．17)しかし，カルボキシ末端側のヘアピンの膜貫

通領域にのみプロトン輸送する保存された酸性残基

が存在する．古細菌 Methanopyrus kandleri では，

大腸菌の c サブユニットに対応する配列が 13 個連

結している．18)すなわち，13 個のヘアピンが連結し

た 1 本のポリペプチド鎖がリングを形成しているら

しく，そのヘアピン 1 つ 1 つに保存された酸性残基

が存在している．このような c サブユニットリング

の多様性は，ATP 合成酵素が共通の回転機構で作
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Table 1. Number of c Subunit in the Ring

Species Type Transport
Substrate

Number of
c subunit

Number of
hairpin in c subunit

Escherichia coli F H＋ 10? 1

Spinach chloroplast F H＋ 14 1

Spirulina platensis F H＋ 15 1
Yeast mitochondrion F H＋ 10 1

Ilyobacter tartarious F Na＋ 11 1

Propionigenium modestum F Na＋ 11 1

Enterococcus hirae V Na＋ 10 2(1)

Methanopyrus kandleri V ? 1 13(13)

The number in the parenthesis indicates that of the acidic residue in a c subunit.

Table 2. Proton Uptake by Inverted Membrane Vesicles Derived from Escherichi coli Cells Expressing the
c Subunit with Substituted Acidic Residue(s)

Substituted Residue Growth on
Succinate

ATP-driven
H＋-transport References

A24 I28 D61

Wild A I D ＋ ＋ (22, 23)

Mutant D D ＋ ＋↑ (22)

D N ＋ ＋ (22)

D G ＋ ＋ (21, 22)

D S (＋) ＋ (22)

D C, A, P,

V, L, Y,

F, R






－ n.d. (22)

N D ＋ ＋ (22)

D D (＋) ＋↑ (23)

E D ＋ ＋↑ (23)

D G － － (23)

E G － ＋↑ (23)

G － － (23)

Results are cited from the references and summarized in the table. 24) Inverted membrane vesicles were prepared from E. coli
cells expressing a mutant c subunit with other wild-type F0 F1 subunits. Such vesicles were used for the H＋-uptake experiments.
Vertical arrows indicate that ATP-driven H＋-uptake that was increased at pH 7.0 compared with that at pH 8 (or pH 7.8),
although the other mutants (＋ without an arrow) showed similar uptake under the two pH conditions. The positive growth on
succinate as a sole carbon source suggested that the mutant F0F1 has the ability of in vivo ATP synthesis.
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動していても，進化の過程で多様な調節様式を獲得

してきていることを示唆している．

4. 膜貫通領域に存在する酸性残基の位置と数の

効果

c サブユニットリングの回転に加え，19) c サブユ

ニットモノマーと a サブユニットそれぞれの膜貫通

ヘリックスが互いの軸を中心にして回転すること

が，7,20)プロトン輸送と回転子の回転につながると

推定されている．しかし，実際の分子機構の解明に

は多くの検討が必要である．明らかなのは，c サブ

ユニットの Asp-61 と a サブユニットの Arg-210

（大腸菌の残基番号）がプロトン輸送に決定的な役

割を担っていることである．

先に述べたように，7 種の細菌（Lla, Spr, Smu,

Mtu, Fnu, Tma 及び Mac）では，c サブユニットの

TM2 に加えて TM1 にも酸性残基が存在している

（Fig. 2）．大腸菌を用いて，c サブユニットの 2 つ

の膜貫通領域（TM1 及び TM2）にそれぞれ酸性残

基が存在する F0 では，プロトンがどのように輸送

されるのかという点に注目した検討がなされている．

TM1 の酸性残基に相当する Ile-28 のみならず，

Ala-24 を酸性残基に置換して，ATP の加水分解に

共役したプロトン輸送が測定された（Table 2）．2123)

TM1 に酸性残基を導入すると（Asp-24/Asp-61，
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Fig. 4. Structures of Inhibitors Targeting the a and c Subu-
nits in F0

The structures of inhibitors for ATP synthase are shown. Diarylquino-
line [R207910, (1R, 2S)-1-(6-bromo-2-methoxy-quinolin-3-yl)-4-dimethyl-
amino-2-(naphthalen-1-yl)-1-phenylbutan-2-ol] targets the c subunit of
Mycobacterium species,25,26) and me‰oquine does the a and c subunits of
Streptococcus pneumoniae.27)

Fig. 5. Mutations in the F0 Subunits of Pathogenic Bacterial ATP Synthases Confer Diarylquinoline (R207910) and Me‰oquine
Resistance

Arrows indicate the mutations conferring diarylquinoline and me‰oquine resistance for the c subunit of Mycobacterium tuberculosis (Mtu) and Mycobacteri-
um smegmatis (Msm),25,28) and Streptococcus pneumoniae (Spr)27) ATP synthase, respectively. The mutations identiˆed in the a subunit of Streptococcus
pneumoniae27) ATP synthase are also shown. The sequences corresponding to transmembrane helices (TM) are overlined on the Escherichia coli (Eco) sequences
with the helix numbers.29,30) The substitutions in the E. coli c subunit conferring DCCD (dicyclohexylcarbodiimide) resistance29,31) are included. White bold letters
indicate the acidic and basic residues in the transmembrane helices.24)
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Asp-28/Asp-61，Glu-28/Asp-61），反転膜小胞を用

いて測定したプロトン輸送は pH 依存的になる．す

なわち膜小胞の懸濁液の pH がアルカリ性よりも中

性のほうが，プロトン輸送活性が高くなった．さら

に，TM2 の酸性残基 Asp-61 を TM1 に移すことも

できる．Ala-24 を Asp-24 とし，61 番目の Asp 残

基を Asn，Gly 又は Ser にした場合も ATP 合成酵

素は機能した．しかしこの時のプロトン輸送は pH

依存的とはならなかった．

5. c サブユニットや a サブユニットを標的とす

る医薬品の開発

最近，ジアリルキノリンやメフロキン（Fig. 4）

に耐性を示す結核菌25,28)や肺炎双球菌27)の遺伝子変

異が明らかにされている．興味深いことに，耐性を

与える変異はこれら細菌の ATP 合成酵素の c サブ

ユニットや a サブユニットの遺伝子に起きていた

（Fig. 5）．しかも，変異した残基はプロトンを輸送

する c サブユニットの Asp-61 や a サブユニットの

Arg-210 の近傍に位置していた．大腸菌では，c サ

ブユニットの Ala-24 や I-28 が置換すると架橋剤

DCCD（dicyclohexylcarbodiimide）に対して抵抗

性を獲得する．29,31)これらの事実は，化学薬品の結

合部位が c サブユニットの 2 つの膜貫通領域

（TM1 と TM2）や，a サブユニットのカルボキシ末

端の 2 つの膜貫通領域に存在する可能性を示唆して

いる．

F0 の c サブユニットや a サブユニットのアミノ

酸残基が耐性菌で特異的に置換しているという事実

は，ATP 合成酵素，特にそれらのサブユニットが

抗菌薬の標的になり得るということを示している．

1 つの薬剤では耐性菌を生じても，標的が異なる複

数の薬剤を用いることで耐性が生じるのを克服する

ことが可能である．25)結核菌 ATP 合成酵素の c サ
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ブユニットに対するジアリルキノリンの効果は立体

特異的であるので，25,26)結合部位の解析は医薬品開

発のみならず複雑な ATP 合成酵素の構造と機能の

解明にも役立つはずである．32)

6. おわりに

本論文では，種々の細菌由来の ATP 合成酵素の

c サブユニットの一次構造を比較した．c サブユニ

ットの 2 番目の膜貫通領域 TM2 に存在する酸性残

基は完全に保存されているが，それを除くと膜貫通

領域 TM1 と TM2 の残基は種間で大幅に異なって

いる．このことは，全体的に a や b サブユニット

の保存性が高いのと対照的である．33)高次構造の解

析から，c サブユニットのリングを構成する c サブ

ユニットモノマーの数にも多様性があることが明ら

かになっている．

大腸菌では，TM1 に酸性残基を導入するとプロ

トン輸送が pH 依存的になる．この知見は，c サブ

ユニットの膜貫通領域の多様性が新たな調節様式を

生み出すという可能性を示唆している．また，保存

された酸性残基を TM2 から TM1 に移し替えるこ

ともできる．注意深く TM1 と TM2 に酸性残基を

導入することで，回転子を構成する c サブユニット

と固定子を構成する a サブユニットの間の相互作用

が明らかになり，プロトン輸送のより詳細な分子機

構が解明されると期待される．

これらの事実や，F0 の c サブユニットや a サブ

ユニットを標的とする化合物が存在することから，

ATP 合成酵素の構造や反応機構が高度に保存され

てはいるものの，細菌種に特異的な抗菌薬を発見す

ることは十分可能と考えられる．24)実際，ジアリル

キノリンはネズミ結核菌に対して顕著な治療効果が

ある．25)阻害剤を利用した F0 部分の詳細な分子構

造と作動機構の解明は，抗菌薬を見つけ出す一助と

なるはずである．
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