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研究成果の概要（和文）：本課題研究で明らかになったこと
（１）べん毛モーターのFliJ を V-ATPase の回転素子である A3B3と混合したところ、複合体を形成した。 ATP分解活
性が A3B3 に比べ増大したことから、 FliJ が軸として働いていることが示唆された。改変したFliJの回転が観察でき
た。FliJが軸の起源であることが示唆された。（２）触媒サブユニットA のドメイン交換キメラを作成した。ADP阻害
が起こる頻度が、ヌクレオチド結合ドメインとC末ドメインの組み合わせで決まることがわかった。（３）V-ATPase の
中心回転軸が F-ATPase のものとは大幅に異なることが再構成実験によりわかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we revealed that FliJ of bacterial flagella motor is possibly an 
origin of the rotor in rotary ATPase/synthase such as V- or F-ATPases. Actually, FliJ shows a rotor like 
function in A3B3 based on both biochemical and structural analysis. This strongly suggests that the rotor 
domains of the rotary ATPases and the flagellar export apparatus share a common evolutionary origin. 
Domain-swapped chimeric V1 consisting of both T. thermophilus and E. hirae enzymes were generated. 
Analysis for these enzymes indicated that the interaction between the nucleotide binding and C-terminal 
domains of the catalytic A subunit critical in reduction of the ADP inhibition. Based on the 
reconstituted experiments, we proposed a model in which the relationship between V1-DF and Vo-C 
corresponds to that between a slotted screwdriver and a head of slotted screw, consistent with our 
previous result in which the central rotor apparatus is not the major factor for the association of V1 
with Vo.

研究分野：生化学、生物物理学、構造生物学

キーワード： bioenergetics　V-ATPase　FoF1　ATP synthase　molecular motor　molecular evolution　flagellar 
motor　rotary motor
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１．研究開始当初の背景 
(1) F-ATPase (FoF1) および V-ATPase (VoV1) 
は、回転触媒機構で ATP 合成・分解とプロト
ンの輸送をエネルギー共役させる回転分子
モーターである。基本的な分子構造は類似し
ており、複数のサブユニットからなる外周固
定子複合体と中心回転子複合体からなる（図
1）。回転子である F-γまたは V-DF は、固定
子である六量体と複合体を形成し、ATP 駆動
性のモーター (F1/V1)を形成する。遺伝子融
合実験より、先祖型の V-D と V-F 遺伝子が
融合して F-γ が分子進化したらしいこと
が示唆された。 
 
(2) 分担研究者の今田らは、べん毛モーター
の FliJ を構造解析し、V-D や F-γ の 棒状 
領域と似た構造を持つことを明らかにした。
また、V-ATPase の A3B3 と FliJ を共発現さ
せると ATPase 活性を持つ A3B3J 複合体が
形成された。以上のことから、べん毛モータ
ーの輸送装置と F/V-ATPase のサブユニッ
トやドメインとの間に相関があることが示
された。 

 
２．研究の目的 
(1)回転子サブユニットの起源 
前述のように、FliJ が F1/V1の回転子の起源
である可能性がある。FliJ が固定子に対し
て回転する回転子の役割を持つことを、回転
１分子計測により証明する。べん毛由来の
FliI6FliJ は、非常に不安定で ATPase 活性
も低いため、比較的安定で ATPase もあるキ
メラ複合体 A3B3J の回転を証明する。F-γ の
球状ドメインや V-F と似た構造を持つべん
毛タンパク質として、CheY や FlhA の球状
ドメインがある。V-D や FliJ とのキメラサ
ブユニットを作成し、回転子としての機能を
１分子回転計測で証明する。サブユニット、
およびドメイン間の機能互換性を調べ、且つ
構造に基づいたホモロジー解析を組み合わ
せることで、回転子サブユニットの起源を明
らかにする。 
 
(2)外周固定子の起源 
V-ATPase の外周固定子は、EG 複合体と膜内

在性固定子サブユニットである Vo-a の親水
性ドメインから形成される（図１）。電子顕
微鏡による解析から複数本の外周固定子の
存在が示唆されており、外周固定子が１本で
ある F-ATPase のものとは異なる。 また、
F-β にない特徴的なバルジ構造が V-A に存
在する（図１）。べん毛モーターの FliH の結
晶構造解析により、EG との間に構造相同性
が高い部分があることがわかった。外周固定
子の起源を、ドメインを欠失させたサブユニ
ット、キメラサブユニット、キメラ複合体の
形成・機能解析を通して明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 回転子の起源を明らかにするために、分
子種間のキメラ回転子サブユニット、キメラ
回転複合体を再構成し、1 分子回転計測、生
化学計測により、回転子としての機能を検定
する。構造解析や変異導入実験により、機能
に必要なアミノ酸残基、モチーフを明らかに
し、ホモロジー解析と組み合わせて、回転子
の起源となるサブユニット、ドメイン候補を
明らかにする。F-ATPase と V-ATPase の回
転子の構造・機能解析を進め、両者の進化的
関連を明らかにする。 
 
(2) 外周固定子 EG の起源を明らかにするた
めに、キメラ外周固定子から V-ATPase を再
構成する。固定子としての機能を検定し、サ
ブユニット・ドメインの機能互換性を検定す
る。再構成実験により、外周固定子が複合体
形成に果たす役割を調べる。 
 
４．研究成果 
(1) 研究代表者らによる V-ATPase の構造・
機能解析により、F/V-ATPase の回転子や外
周固定子を構成するサブユニット間の意外
な進化的関連性がわかってきた。回転分子モ
ーターを構成するサブユニット・ドメインか
ら機能性キメラサブユニットおよびキメラ
複合体を作成し、サブユニットおよびドメイ
ン間の機能相関性を調べた。べん毛と 
V-ATPase のキメラモーターである A3B3J の 
ATP 駆動性回転を、レーザー暗視野観察系に
より金コロイド粒子を用いて１分子観察し
た。その結果、軸として完全に機能するもの
ではないことがわかった。一方で、FliJ と
同じ構造を持つ軸タンパク質を V1 の回転子
である D サブユニットから作り、A3B3と再構
成させたところ、回転子として機能すること
がわかった。この事により、FliJ 様のタン
パク質が回転分子モーターの軸の起源であ
る可能性が示された。また、べん毛モーター
の調節因子である CheY の配列を解析した
ところ、V1-F サブユニットと部分的であるが、
相同性が見られた。構造的にもこの部分が似

 

図 1．F/V-ATPase の模式図（白色：外周固定
子複合体、灰色：中心回転子複合体）と、F-γ, 
V-D, べん毛の FliJ の結晶構造。 



ていることが V1-F の構造解析論文で示され
ている。以上の結果から、FliJ のような棒
状のタンパク質が軸の先祖として機能し、こ
れに CheY を起源とする球状のタンパク質が
会合して V1 の DF 型の軸が分子進化した、
ことが推察された（図 2）。さらに V1-DF 型の
軸で分子融合がおこり、F1-ガンマが分子進化
したと考える。この軸の分子進化の道筋が正
しいならば、V-ATPase から FoF1 が分子進化
してきた、すなわち V-ATPase のほうが FoF1 
より古いタイプの回転分子モーターとなる。
以上の研究成果を、 PLos One 誌上で発表し
た。 

 
 (2) V-ATPaseなどの回転分子モーターでは、
回転子タンパク質が強固な回転子複合体を
つくり、これが分子の骨格を成すと予想され
てきた。注意深く V-ATPase の構成タンパク
質を混ぜあわせると、驚くべきことに回転子
タンパク質の一部がない状態でも V-ATPase 
の基本構造が組み立てられた。回転分子モー
ターの組立原理における従来の常識を覆し、
V-ATPase の構築に固定子が必須であること
を明らかにした。この成果をまとめた論文が、 
2012 JBC best paper として選出された。 
 
(3) V1 部分の軸の変異体を作成し、発生する
トルクを測定した。その結果、軸の球状部分
である F サブユニットが完全なトルク発生
に必須であることが明らかになった。一方で、
ほぼ棒状した軸でも半分のトルクが出たこ
とから、棒に付属しているループ等がトルク
発生に関与していないことが示唆された。 
 
(4) V1-ATPase が回転する際に、ADP が触媒
サイトに留まることにより阻害型になる。こ

れを ADP 阻害と呼ぶ。好熱菌由来の V1 は、
この阻害によってほぼ不可逆的に不活性化
するが、腸球菌由来の V1 は、この阻害に陥
らず連続的に ATP を分解する。アミノ酸配列
の相同性が 70%以上と高く、構造もほぼ同じ
であり、この違いがどこに起因するかは未解
明であった。そこでドメイン交換により、両
方のドメインもつキメラ型 V1 を作成し、そ
れぞれのキメラV1のADP阻害への感受性を調
べた。触媒サブユニットの N 末領域(NT ドメ
イン)、ヌクレオチド結合ドメイン (NB 結合
ドメイン)、C末ドメイン (CT ドメイン)をド
メイン交換したが、NB ドメインだけを腸球菌
にしても ADP 阻害に感受性を示した。C末ド
メインのみの交換でも同じ性質を示したが、
NB および CT ドメインを腸球菌のものに変換
すると ADP 阻害不感受性になった。このこと
から両ドメインの相互作用が ADP 阻害感受
性に重要な役割を果たすことが示された。さ
らに、このキメラは リン酸に対するアフィ
ニティーが高くなっており、リン酸が ADP に
先立って取れることで ADP 阻害が起こりや
すくなることが明らかになった。 
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