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研究成果の概要（和文）：生命には回転することで働く回転分子モータータンパク質が存在する。生命のエネル
ギー通貨である ATP（アデノシン三リン酸）の生産や、イオンの輸送を通して細胞の恒常性を支える重要な膜タ
ンパク質である。
我々は、回転分子モータータンパク質である V/A-ATPaseが回転する様子を、クライオ電子顕微鏡により撮影
（スナップショット）し、スナップショットをつなぎ合わせることで、V/A-ATPaseの回転を再現し、ATPを燃料
として回転する仕組みを明らかにした。今まで提唱されてきたモデルをバージョンアップし、自然が作り出した
驚異的な分子機械の仕組みを知ることができた。

研究成果の概要（英文）：Life contains rotational molecular motor proteins that operate by spinning. 
These proteins are crucial membrane proteins that maintain cellular homeostasis through ATP 
(adenosine triphosphate) production and ion transport. Using cryo-electron microscopy (cryo-EM), we 
captured snapshots of the rotation of V/A-ATPase, a rotary molecular motor protein. By stitching 
these snapshots together, we revealed how V/A-ATPase rotates, fueled by ATP. This updated model 
provides valuable insights into the remarkable molecular machinery created by nature.Furthermore, we
 were able to elucidate the structural basis for the uni-site catalytic mechanism that occurs at one
 of the three catalytic sites.

研究分野： 生物物理学

キーワード： ATP　V-ATPase　ATP synthase　molecular motor　CryoEM　bioenergetics　structure biology

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、ATPで駆動する分子モータータンパク質の仕組みに関する重要な知見を得ることができた。ま
た、ユニサイト触媒の分子基盤、定常状態へと移行する過程を解明することができた。このナノサイズで機能す
る分子機械の仕組みを理解することで、将来のナノマシーンの駆動部に応用できる人工分子モータータンパク質
設計への応用が期待される。
同じ方法で、他のタンパク質の仕組みを解明することが可能であり、今回の研究は、新しいタンパク質研究の世
界を切り開く先駆けになる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

生命のエネルギー通貨である ATP の大部分は、ATP 合成酵素が担う酸化的リン酸化により作ら

れる。半世紀におよぶ研究により、ATP 合成酵素が、呼吸によって生じたプロトン駆動力により

吸エルゴン反応であるATP合成を進めること、そのエネルギー変換（プロトン駆動力―ATP合成）

が ATP 合成酵素内での回転運動により達成されることが明らかになった。この回転することで

働く ATP 合成酵素は、複雑かつ精緻な構造からなり、生命が設計した驚異的なナノマシーンの一

つである。 

ATP 合成酵素は、ミトコンドリアなどに存在

する F 型 ATPase (FoF1) と、一部の原核

生物に存在する V 型 ATPase( V-ATPase, 

V/A-ATPase) に大別できる。両者は同じ基

本構造を持ち、中心回転軸とその周りを囲

む固定子複合体からなる(図 1)。プロトン駆

動力により中心回転軸が固定子部分に対し

て回転することで、固定子に存在する触媒

部位で ATP が合成される（回転触媒機構）。

ATP 合成を担う回転触媒機構は、生命にとっ

て最も重要な触媒反応の一つであり、また

ナノサイズのちっぽけなタンパク質がどう

やって回ってエネルギー変換装置として働

くかは、興味深く是非明らかにしたい「問い」である。 

ATP 合成酵素の全体構造の解明は、最近まで達成すべき課題として残されていたが、クライオ電

子顕微鏡を使った単粒子解析法の進展により、ミトコンドリアや葉緑体の FoF1 の全体構造が

決定された。また、我々のグループも含め、酵母やバクテリア由来の V-ATPase の構造も発表さ

れている。しかしながら、発表されている V-ATPase の回転状態に対応した構造は、ADP が触媒

部位に結合した ADP 阻害と呼ばれる構造であり、ATP を分解しながら回転している最中の構造

ではない。ADP 阻害型の構造が、触媒サイクルの中間体構造であるかは、議論がわかれているが、

この議論に決着をつけ、さらに ATP 合成酵素の触媒サイクルの全容を明らかにするには、回転し

ている状態での複数の中間体構造を決定する必要がある。 

 

２．研究の目的 

クライオ EM による単粒子解析は、近年目覚ましい発展を遂げ、X線結晶構造解析とならぶ有力

な構造決定法となった。しかし、その優位性は、複数の構造を同時に決定できる点にある。すな

わち、結晶化条件に拘束されないので、容易に溶液条件を変えて構造解析でき、必ずしも阻害剤

でタンパク質を安定化して解析する必要がない。したがって、本来の基質を加えて触媒サイクル

が回っている状態での複数構造を捉えることができる。この動的構造解析ともいえる手法をタ

ンパク質の機能解析に応用した例は少ないが、大きな動きで触媒サイクルを回す ATP 合成酵素

の機構解明につなげることができる。また、溶液条件を変えて構造解析できることから、初期状

態での構造も知ることができる。これにより、長年の疑問であった一つの触媒部位で起こる反応

機構を解明し、回転触媒機構による ATP 合成の仕組みをより詳しく知ることが可能になる。 

 
図 1. 左. V-ATPase (V/A-ATPase)の密度マップ
とモデル 右.回転分子モーターの模式図。膜内
在部分でのプロトンの移動と、触媒部位でのATP
の分解・合成が、中心回転軸の回転でエネルギ
ー共役する。 
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３．研究の方法 

今回用いる変異体 V/A-ATPase (TSSA 変異体)は、活性

中心にあるスレオニン残基をセリン残基に、セリン残基

をアラニン残基に変えたもので、阻害に関わる ADP の触

媒部位に対する親和性が低下している。この変異体酵素

の ATP 合成活性や分解活性など、基本的な性質は野生

型の V-ATPase とほぼ同じであり、野生型 V/A-ATPase 

と同等と考えて良い。精製した TSSA 変異体 V/A-ATPase

を、EDTA を含むリン酸緩衝液で透析することで、結合し

ている ADP をほぼ完全に除くことができる。ヌクレオ

チドを含まない状態の V/A-ATPase (Vnucfree)をナノ

ディスクに再構成し、単粒子解析することで、すべての

触媒サイトが空の状態の構造 (ATP 結合待ち構造)を得

ることができる。次に に対して 触媒待ち条件、加水待

ち条件、ATP 結合待ち条件になるように反応液を加え反応させた後、瞬間凍結してクライオグリ

ッドを作成した（図 1）。それぞれの反応条件でのクライオグリッドを、Titan Krios で撮影し、

単粒子解析することで立体構造を得た。 

また、uni-site 触媒とよばれる初期状態での触媒機構を解明するために、透析処理によって内

在性のヌクレオチドを取り除いた FoF1 を用い、FoF1 の量に対して約 1/3 量の ATP を加え、反

応中に急速凍結した。得られた凍結グリッドをクライオ電子顕微鏡で撮影し、その画像を解析し

た。 

 

４．研究成果 

(1)ATP 駆動による V/A-ATPase の回転機構の解明 

触媒部分である V1 ドメインは、触媒部位を形成する 3つの AB dimer が、回転軸サブユニット

を取り囲んでいる。3つの AB dimer は、ヌクレオチドの有りなしにかかわらず、開いた構造 (AB

開)、やや閉じた構造 (AB 凖閉)、閉じた構造 (AB 閉）からなっていた。ATP 濃度が高い条件で

の構造では、すべての触媒部位に ATP もしくは、分解産物である ADP の密度が観察された 

(V3nuc)。ATP 濃度が低く、ATP 結合が律速段階になる条件では、AB 凖閉、AB 閉にはヌクレオチ

ドの密度が観察されたが、AB 開にはヌクレオチドの密度がなかった。このことは、AB 開に ATP

が結合して V3nuc 構造になることを示す。このことは、全ての触媒部位がヌクレオチドで占め

られてから、軸の回転が起こることを示す。ATP の加水分解が遅くなる ATP アナログを基質とし

て用いた条件で得られた構造では、AB閉には ADPが、AB凖閉には ATPが結合していた(Vprehyd)。

このことは AB 凖閉の ATP の分解を待っている構造であることを示し、すなわち、AB 凖閉の ATP

が分解されるには AB 閉への構造変化が伴うことを示す。AB 凖閉→AB 閉の構造変化は、軸の回転

を伴うので、ATP の加水分解反応と軸の回転が共役していることを示唆する。ATP の加水分解反

応は、熱散逸を伴う自発反応なので、軸の回転が触媒部位間の自由エネルギー差によって駆動さ

れることを示唆する。 

３つの触媒部位で、ATP 加水分解の反応過程が別々かつ同時に起こり、それぞれの反応が軸タン

パク質の回転と厳密に共役することで化学反応と軸の回転が共役していることがわかった（図

2）。今回の研究成果により、「２つの触媒部位間での ATP 加水分解反応の自由エネルギー差が、

 
図 2. 実験方法の概要 



軸タンパク質の回転を推進する。」ことが明らかになった。 

(2) Uni−site 触媒機構の解明 

今回の研究では、クライオ電子顕微鏡を用いることにより、ユニサイト触媒が起こる前後の構造

を捉えることに成功した。クライオ電子顕微鏡による構造解析は、X線結晶構造解析で得ること

のできなかった一過性の中間体構造を決定することができる。 透析処理によって内在性のヌク

レオチドを取り除いた FoF1 を用い、FoF1 の量に対して約 1/3 量の ATP を加え、反応中に急速

凍結した。 得られた凍結グリッドをクライオ電子顕微鏡で撮影し、その画像を解析することで、

すべての触媒サブユニットにヌクレオチドが結合していない ND 構造と 1 つの触媒サブユニッ

トに ADP が結合した US 構造 (ユニサイト構造)が得られた。ND 構造は、3つのβ がすべて開

いた構造をとっていた。 US 構造では、βTP に ATP ではなく、加水分解後の ADP が結合して

いた。この結果から、ユニサイト触媒では、ATP はβDP ではなく、βTP に結合し、βTP で加

水分解が起こるということが明らかになった。以上のことから、FoF1 にヌクレオチドが結合し

ていない初期状態から定常状態までのモデル(図 2)を提案し、長年の議論に終止符を打つことが

できたと考えている。 

 

 

図 1 今回の研究で明らかになった F1 部分の構造.ヌク
レオチドを持たない初期状態（ND structure）では、3 つ
のβが開構造をとる。Walker 構造では、3つのβは、閉、
閉、開構造をとる。 

図 2.  F1 部分のスタートアップ機構 
初期状態(ND structure)に ATP が結合すると、1つのβ
が閉じ、さらに、もう一つの ATP が結合し、120°回転
すると定常状態である Walker 構造に移行し、連続的に
回転しながら ATP を加水分解する。 

 

 

図．ATP 結合待ち構造の触媒部位（空）に ATP が結合して ATP 結合後構造になる。①結合した ATP によ

る開から凖閉への構造変化、②ATP が結合した凖閉から ATP が加水分解される状態にある閉への構造変

化、③ADP と Pi が結合した閉が軸の回転により開になることで ADP と Pi が放出される。②は、ATP が

結合した凖閉と、分解される状態にある ATP が結合した閉との間に、結合した ATP の状態による自由エ

ネルギー差があり、自発過程になる。①〜③の進行と軸の 120 回̊転が協同することで、１分子の ATP が

分解され ATP 結合待ち構造に戻る。 
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