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研究成果の概要（和文）：V-ATPaseは、A3B3複合体でATPを加水分解し、軸DF部分の回転エネルギー変換を介し
てイオンを輸送するイオンポンプである。我々は、腸球菌A3B3複合体の結晶構造を明らかにし、高速原子間力顕
微鏡（高速AFM）によりA3B3複合体がATPアナログ依存に一方向へ回転運動することを見出した。本研究では、
A3B3複合体が一方向に回転運動する分子機構の解明を目的に、ADP結合型およびATP結合型A3B3複合体やその変異
体の結晶構造と生化学的性質を明らかにした。得られた結果を総合して、A3B3複合体の分子機構モデルを提案し
た。

研究成果の概要（英文）：V-ATPases function as ATP-dependent ion pumps. The hydrophilic V1 portion is
 known as a rotary motor in which a central axis DF complex rotates inside a hexagonally arranged 
catalytic A3B3 complex using ATP hydrolysis energy. We previously succeeded in obtaining the crystal
 structures of the A3B3 complex and the dynamics showing a unidirectional rotation of the complex in
 the presence of ATP analog by high-speed AFM. In this study, we elucidated the crystal structures 
and biochemical properties of ADP bound and ATP bound A3B3 complex. Based on these and previous 
findings, we propose a molecular mechanism of the unidirectional rotation of the rotor-less V1 
rotary motor.

研究分野： 構造生物学

キーワード： V-ATPase　分子モーター　構造解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究よるA3B3複合体の分子メカニズムの解明は、V1モーターの協同的な反応機構の根本的な理解に重要である
ばかりでなく、その他の分子モーターがもつ分子機構の一般原理の理解にも重要であると考えられる。また、
V-ATPaseが関連するガン転移や骨粗鬆症などの重要な疾病原因の理解やその治療法についても進展することが期
待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
             

 V 型 ATPase は、細菌からヒトまで多くの生体膜中に存

在し、ATP のエネルギーを使ってプロトンを運ぶことで膜内

外の pH を調整している。V 型 ATPase はがん細胞や破骨細胞

の細胞膜にも存在し、がん細胞の増殖・転移や骨粗鬆症に関

与していることが報告されている。V型 ATPase の分子機構を

知ることは、これら疾病の理解に繋がり、V型 ATPase の阻害

剤は治療薬としても期待されている。V型 ATPase は、親水性

の V1部分と膜内在性の Vo部分から構成されている（図１）。

触媒頭部(A3B3複合体)で ATP が加水分解され、そのエネルギ

ーを使って軸部分（DGCK）が回転し、これに伴って Vo部分で

プロトンが輸送される。 

 申請者らは、細菌（腸球菌）の V型 ATPase がヒト V型 ATPase

と構造的にも機能的にもよく似ていることや、膜内在性の Vo
部分でのイオン輸送に関する生化学的・構造生物学的性質を

明らかにした。さらに、親水性の回転軸 DG 複合体や A3B3複合体、V1複合体（「ATP 加水分

解待ち」構造）の X線結晶構造を明らかにした。その後、V 1 複合体の「ATP 結合待ち」と

「ADP 解離待ち」構造に対応する新しいスナップショット構造を明らかにした。

そして、得られた構造と１分子回転計測の結果を統合することにより、V 1 複合体

の回転分子機構モデルを提案するに至った。 

V 1 複合体ではヌクレオチド結合と回転軸結合の変化によって構造変化することが明らかにな

ったが、生じた構造変化がどちらの影響であるか判別することができていない。一方、回転軸が

ない A3B3複合体ではヌクレオチド結合の変化が構造変化に直結するため、解釈が容易となる。し

かも驚くべきことに、ヌクレチドが結合していない A3B3複合体構造は、同じ３つの AB ペア（そ

の境界面に ATP 結合部位が存在する）から構成されてい

るにも関わらず完全に非対称であり、それぞれの AB ペ

アはすべて異なる立体構造を形成していた（図２-a,b）。

ATP 非分解性アナログ（AMP-PNP）存在下で得た A3B3複合

体の結晶構造では、AB ペアの２カ所に AMP-PNP が結合

し、これにより一部の A3B3複合体の立体構造が変化して

いた（図２-c,d）。以上の結果から、A3B3複合体は ATP が

ない状態で、ATP と結合できない型（ATP 非結合型）、ATP

と結合することができる型（ATP 待機型）、ATP と結合し

ている型（ATP 結合型）の ATP に対する異なる親和性を

もつ３つの AB ペアから構成されていることが示唆され

た（図２-a,b）。さらに、高速 AFM（連携研究者の内橋氏

との共同研究）により、本 A3B3複合体が ATPγS 依存に

一方向に回転運動することを見出した（未発表）。しか

し、それらの分子メカニズムは不明のままであった。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究では A3B3 複合体が一方向に回転運動する分子メカニズムの解明を目的に、各種ヌクレ

オチド結合による A3B3複合体の反応中間体構造を明らかにする。これと同時に A3B3複合体のヌ

クレオチド結合やその親和性測定、ATPase活性測定などの生化学解析や各種条件下での高速 AFM

によるダイナミクス解析を行う。さらに、予想される重要残基の変異体を作製し、その構造機能

解析を行う。以上の結果を統合することにより、A3B3複合体が持つ回転運動の分子機構を提案す

る。最終的には、すでに提案した V 1 複合体の分子機構モデルと比較検討することにより、ヌク

レオチドによる構造変化と回転軸による構造変化の役割を解明し、回転分子モーターが持つ本

質的な作動原理を明らかにすることを研究目標とする。 

 

 

３．研究の方法 

以下の手順と方法で研究を遂行した。 

（１）各種ヌクレオチド存在下での A 3B 3 複合体の X 線結晶構造解析  

（２）各種条件下での A 3B 3 複合体の生化学的解析  



（３）各種条件下での A 3B 3 複合体の高速 AFM 観察  

（４）A 3B 3 複合体の重要残基変異体の構造機能解析  

（５）A3B3複合体が一方向に回転運動する分子機構モデルの提案 

（６）V 1 複合体と A 3B 3 複合体の分子機構モデルの比較  

 

 

４．研究成果 

 

本研究で得られた成果を以下に記載する。 

 

（１）各種ヌクレオチド存在下での A 3B 3 複合体の X 線結晶構造解析  

 以前の研究により AMP-PNP 結合型と非結合型

の A 3B 3 複合体の X 線結晶構造が得られている。

本研究では、ADP や AMP-PNP、 ADP、リン酸の組

み合わせ混合条件下での A 3B 3 複合体の X 線結晶

構造解析を行った。 

①  ADP 結合型 A 3B 3 複合体の X 線結晶構造解析  

 2.7Å分解能で ADP 結合型 A 3B 3 複合体の X

線結晶構造解析に成功した（図３）。ヌクレ

オチド結合サイトの３カ所すべてに ADP が

結合してしたが、各 AB ペアはそれぞれ異な

るフォームを形成していた。 

②  ATP+ADP 型 A 3B 3 複合体の X 線結晶構造解析  

 ヌクレオチド非結合型 A 3B 3複合体の結晶

に ATP、ADP、Pi の混合物を長時間ソーキン

グすることにより ATP が１分子、ADP が２

分子結合した A 3B 3 複合体の結晶構造解析

（分解能 2.8Å）に成功した。（図４）。こ

の構造は ADP が３カ所結合した結晶構造と

酷似していた。以上のことから、本構造は

「ADP 解離待ち」構造に相当することが示

唆された。 

 

（２）各種条件下での A 3B 3 複合体の生化学的解析  

①  等温滴定型カロリメトリー（ ITC）を用いたヌクレオチド結合親和性測定  

ITC を用いて、A 3B 3 複合体に対する各種ヌクレオチドの結合実験を行なっ

た。そして A 3B 3 複合体への低濃度ヌクレオチドの結合定数を明らかにし

た。高濃度のヌクレオチドを添加することにより、A 3B 3 複合体の解離が起

こる条件も明らかにした。 

②  ATP 再生系や比色法を用いた ATP 加水分解活性測定  

各種条件下での A 3B 3 複合体の ATP 加水分解活性を調べた。ATP 濃度依存性

を詳細に調べた結果、２つ以上の K m が存在することが明らかになった。

また、ADP とリン酸による阻害効果について明らかにした。 

 

（３）各種条件下での A 3B 3 複合体の高速 AFM 観察 (内橋氏との共同研究) 

 名古屋大学の内橋氏と共同研究により、ATPγS 存在下での高速 AFM による腸球菌 A3B3複合体

の方向性を持った構造変化を捉えることに成功している。本研究では、生化学的解析で得ら

れたヌクレオチドに対する親和性を指標に、ATP 濃度に依存した変化について観

察した。そして、低濃度 ATP 存在下で一方向性の回転運動を捉えることに成功

した。 

（４）A 3B 3 複合体の重要残基変異体の構造機能解析  

 得られた情報から、 N 末ドメインや ATP 結合部位のアミノ酸置換体を作製し、

A3B3複合体の構造形成や構造変化に重要と考えられる残基である R350 を同定し

た。 R350K 変異体を発現精製し、複合体形成能や基質結合能、ATPase 活性を明

らかにした。さらに本変異体の X 線結晶構造解析にも成功した。得られた構造は野

生型と異なり対称構造を形成しており、R350が A3B3複合体の非対称構造形成に重要な役割を担

っていることが明らかとなった。 

 



（５）A3B3複合体が一方向に回転運動する分子機構モデルの提案 

 ATP の結合が律速となる条件では、A3B3 複合体の一方向回転運動の頻度が低下していた。ま

た、ATPase活性は回転軸がある V1複合体と比べ、1.5 倍に上昇していた。本研究で得られた構

造生物学的・生化学的・生物物理学的解析結果のすべてを総括することにより、A3B3 複合体の

協同的な分子機構のモデルを提案した（図５a-h）（論文準備中）。 

 

（６）V 1 複合体と A 3B 3 複合体の分子機構モデルの比較  

 回転軸がない A3B3複合体と V1複合体の分子機構の大枠は同じであるが、回転軸が存在するこ

とで加水分解する場所が固定され、正確な一方向回転運動を達成していることが示唆された（図

５e-l）。回転軸は A3B3複合体の構造変化の中でただ単に回転しているだけでなく、回転分子機構

を制御していることが明らかとなった。 

 

本研究よる A3B3複合体の分子メカニズムの解明は、V 1 モーターの協同的な反応機構の根本的

な理解に重要であるばかりでなく、その他の分子モーターがもつ分子機構の一般原理の理解に

も重要であると考えられる。また、V-ATPase が関連するガン転移や骨粗鬆症などの重要な疾病

原因の理解やその治療法についても進展することが期待される。 
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