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研究成果の概要（和文）：植物液胞膜のプロトン輸送性ピロリン酸分解酵素は膜タンパク質であり、ピロリン酸
を分解し、プロトンを輸送するイオンポンプである。これまでに、1分子のピロリン酸の加水分解につき、1個の
プロトンが能動輸送されるメカニズムを説明する酵素反応サイクルモデルが構築されている。本研究では、この
モデルを検証し、より確かなものにするため、未だ立体構造が明らかになっていなかった状態について、X線結
晶解析により立体構造を決定した。

研究成果の概要（英文）：Proton-translocating inorganic pyrophosphatase is a membrane protein that 
hydrolyzes inorganic pyrophosphate and transport proton across the vacuolar membrane. An enzymatic 
reaction cycle has been built to explain the mechanism in which hydrolysis of one pyrophosphate is 
linked to the active transport of one proton. In this study, to verify this model and to make a more
 solid model, we solved the crystal structure of the state in which three-dimensional structures 
were not determined previously. 

研究分野： 生化学

キーワード： 膜タンパク質　イオンポンプ　立体構造解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、植物液胞膜プロトン輸送性ピロリン酸分解酵素の立体構造の解明を通し、イオンポンプ分子の機能の
構造的・機構的特徴について、その理解を深めようとするものである。本酵素は研究対象として、次のような特
徴をもつ。第一に、本酵素はピロリン酸を基質とする点でユニークなイオンポンプ分子である。第二に、酵素反
応サイクル全体をカバーする複数の基本状態の立体構造を得られる可能性が高い。本研究を通して、イオンポン
プ分子の構造生物学研究に新たな知見を提供できるものと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

植物液胞膜のプロトン輸送性ピロリン酸分解酵素（H+-PPase）は膜タンパク質であり、核酸やタ

ンパク質合成の副産物として生成するピロリン酸（PPi）を加水分解することにより、細胞質の

H+を液胞内腔へと能動輸送するプロトンポンプである。植物に広く分布し、細菌や古細菌、マラ

リア原虫等の病原性原生生物にも見つかる。これまでに研究代表者らは、植物液胞膜 H+-PPase

の立体構造を X 線結晶解析で決定することに成功し、膜貫通ドメインに位置する H+結合部位の

ゲート開閉が、PPi の結合と分解を通して引き起こされることを見いだした。これに基づき、1

分子の PPi の加水分解につき 1 個の H+が能動輸送される仕組みを説明する酵素反応サイクルモ

デルを構築している。このモデルを検証し、より確かなものにするため、これまでに立体構造が

決定されていない状態についても構造解析を推し進める必要があると考えた。本研究では、H+-

PPase の基質結合前の状態における結晶化、X 線結晶構造の決定に取り組んだ。 

 

２．研究の目的 

本研究は、植物液胞膜 H+-PPase の立体構造解析を通じて、イオンポンプ分子の機能の構造的・

機構的特徴について、その理解を深めようとするものである。H+-PPase は研究対象として、次の

ような特徴をもつ。第一に、H+-PPase は PPi を基質とする点でユニークなイオンポンプ分子で

ある。他のほとんどのイオンポンプ分子がアデノシン三リン酸（ATP）を基質とするのに対し、

H+-PPase は PPi を基質とするので、イオンポンプ分子の本質を理解するための良いレファレン

スになると考えられる。第二に、これまでの研究を踏まえて、酵素反応サイクル全体をカバーす

る基本状態の立体構造を得られる可能性が高い。膜タンパク質の立体構造解析は一般的に難し

いとされる。同一の酵素で反応サイクル全体をカバーする状態の立体構造が決定された例は多

くなく、ごく少数のイオンポンプに限られている。 

これまでに研究代表者らは、植物液胞膜 H+-PPase の分子機構の解明を目指し、X 線結晶解析

による原子分解能での立体構造解析に取り組んできた。基質である PPi のアナログ分子を結合

した基質結合状態と、基質の加水分解産物であるリン酸（Pi）を結合した分解産物結合状態の結

晶構造を決定することに成功している（図 1b, c）。H+-PPase の構造は、80 kDaの単一ポリペプ

チドからなり、膜を貫通する 16 本のαヘリックスを含む単量体がホモ二量体を形成する。それ

ぞれの単量体には、細胞質から液胞内腔へと輸送される H+の結合部位が存在し、301 番目のグル

タミン酸残基（Glu301）がその機能の一端を担うと推測されている。16 本の膜貫通ヘリックス

は、細胞質側から液胞内腔まで長く伸び、そのうちの分子の中央に位置する 6 本によって、膜貫

通領域では Glu301 周辺の構造が形成され、細胞質側ドメインでは基質結合部位が形成されてい

る。研究代表者らがこれまでに決定した結晶構造からは、H+-PPase は基質の結合と分解を通して

構造変化を起こすことが明らかになっている。本研究の目的は、H+-PPase の立体構造が未だ明ら

かになっていない状態の結晶構造を決定し、酵素反応サイクルモデルの構造基盤を確立するこ

ととした。本研究では特に、基質結合前の状態の結晶構造決定を目指した。 

 

３．研究の方法 

X 線結晶解析によって原子構造を決定するためには、解析対象とする膜タンパク質を高純度で精

製し、結晶化する必要がある。H+-PPase の精製は、植物体を出発材料として行った。まず、緑豆

もやしから液胞膜を調製し、界面活性剤を用いて可溶化することにより、H+-PPase を含む膜タン



 

 

パク質を抽出した。次に、H+-PPase を特異的に認識するリコンビナント抗体断片を用いることに

より、抗体断片に付加されたタグ配列を利用し、H+-PPase と抗体断片の複合体をアフィニティー

精製した。リコンビナント抗体断片は、大腸菌発現系を用いて生産した。H+-PPase と抗体断片の

複合体は、高塩濃度下でゲル濾過クロマトグラフィーを行うことにより、結合した抗体断片と

H+-PPase とを分離した。このようにして精製した H+-PPase の結晶化は、蒸気拡散法によって行

った。得られた結晶の回折データの測定は、大型放射光施設 SPring-8（播磨）のビームライン

BL41XU において行った。構造決定（位相決定）は、基質結合状態の結晶構造を利用し、分子置換

法（MR）によって行った。 

 

４．研究成果 

本研究を通して、基質結合前状態の H+-PPase を結晶化し、結晶構造を決定することに成功した

（図 1a）。決定した基質結合前状態の立体構造は、これまでに決定されている立体構造とは明ら

かに異なっていた。基質結合状態、分解産物結合状態の構造と比較すると、分子の中央に位置す

る 6 本の膜貫通ヘリックスの場所は移動し、その構造も大きく変化していた。H+の結合部位と推

測される Glu301 周辺の微細な構造も変化し、形成に関与するアミノ酸残基の幾つかは側鎖のコ

ンフォメーションが変化していた。その結果、水分子が侵入可能な Glu301 周辺の間隙構造も変

化し、Glu301 への水分子の接近性が基質結合前状態、基質結合状態、分解産物結合状態の間で

異なっていることが明らかになった。これにより、H+-PPase における H+の輸送は、Glu301 周辺

の立体構造の変化を通して、水分子の配置が巧みに制御されることによって行われているとす

る新たな知見が得られた。基質結合部位に目を向けると、当然のことながら、基質結合前状態で

は基質の結合は観察されなかった。カチオンの結合のみが確認され、結合しているカチオンの数

は基質結合状態、分解産物結合状態とは異なっていた。基質結合前状態の基質結合部位の構造は、

基質が結合していないことにより、基質結合状態と分解産物結合状態とは大きく異なっており、

その細胞質側は外側に向かって大きく開かれていた。その影響は、膜貫通ヘリックスを通して

Glu301 周辺まで及んでいた。基質結合部位の構造変化は、膜貫通ヘリックスの構造変化を通し

て、Glu301 周辺の構造変化を引き起こしていることが明らかになった。 

 

図 1. 植物液胞膜 H+-PPaseの単量体の立体構造 

a. 本研究で結晶構造を決定した基質結合前状態。b. 基質結合状態。c. 分解産物結合状態。 
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