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研究成果の概要（和文）：腸内球菌Enterococcus hirae由来V-ATPase（EhVoV1）は、生体膜を介してナトリウム
イオンを能動輸送するポンプとして働く回転分子モーターである。親水性部のEhV1は、ATP加水分解反応の化学
エネルギーを一方向性の力学的回転運動に変換する。本研究では高速１分子計測により、EhV1の３つの触媒サイ
トに対応する120°毎の停止の間に存在する短い一過的な停止を初めて発見し、120°のステップは 40°と 80°
のサブステップに分かれることを見出した。本研究で得られた様々な知見と先行研究のX線結晶構造解析の結果
を合わせ、EhV1の化学力学共役スキームの完全なモデルを提案した。

研究成果の概要（英文）：Enterococcus hirae V-ATPase (EhVoV1) is a rotary molecular motor which 
functions as a sodium ion pump across the biological membrane. The hydrophilic potion EhV1 converts 
chemical energy of ATP hydrolysis into unidirectional mechanical rotation. To understand 
chemo-mechanical coupling mechanism of Enterococcus hirae V1 (EhV1), we conducted single-molecule 
rotation assay using 40-nm gold nanoparticle as a low-load probe. We found that 120° steps per ATP 
hydrolysis were further divided into 40° and 80° substeps. Based on the results obtained in this 
study and insight of the previous structural analysis by X-ray crystallography, we proposed a 
complete chemo-mechanical coupling scheme of EhV1.

研究分野： 生物物理学

キーワード： 分子モーター　１分子計測
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
V-ATPase（VoV1）は ATP 加水分解のエネル
ギーを用いて主にプロトン（H+）を能動輸送
し膜小胞の酸性化を行う分子機械である。膜
小胞の酸性化だけでなく破骨細胞による骨
吸収や癌細胞の浸潤でも重要な役割を担う
ことから、創薬のターゲットとしても注目さ
れている重要な分子機械である。 

VoV1は FoF1-ATP 合成酵素（FoF1）と同様
に「回転触媒」を行う（Imamura PNAS 2003; 
Yokoyama JBC 2003）。ATP を加水分解して
回転する V1の化学力学共役機構は F1と異な
ることが示されているが（Imamura PNAS 
2005）、その詳細はいまだ明らかでない（Iino 
IUBMB Life 2014）。また、膜内在性の Voに
よるイオンの能動輸送の機構や、VoV1全複合
体のエネルギー変換の機構はほとんど明ら
かになっていなかった。 
腸内球菌Enterococcus hirae由来VoV1（図

１、EhVoV1）は、H+ではなくナトリウムイ
オン（Na+）を輸送するというユニークな性
質を持ち、本菌の高塩濃度耐性の要因となる。
我々は研究開始当初までに、単離した EhV1

および EhVoV1全複合体の大腸菌での発現系
の構築に成功し、ATP 加水分解駆動の回転運
動 の 高 速 １ 分 子 計 測 に 成 功 し て い た
（Minagawa JBC 2013; Ueno JBC 2014）。 

 
２．研究の目的 
我々が構築した大腸菌での発現系、および
我々が開発してきた独自の１分子計測法を
駆使し、Na+輸送性 EhVoV1 のエネルギー変
換機構を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
金ナノ粒子を低負荷可視化プローブとした
回転運動の高速イメージングによる１分子
計測を行った。また、蛍光性 ATP（ADP）の
結合（解離）と金ナノ粒子の回転運動の１分
子同時計測も行った。さらに、3 つの触媒サ
イトの 1つだけに変異が入ったハイブリッド
EhV1の１分子計測も行った。 
 
４．研究成果 
ハイブリッド EhV1の１分子計測 

固定子 A3B3リングへの高濃度 ATP 添加と
インキュベーション、回転子 DF 添加、およ
び HPLC での ATP 除去による EhV1再構成
を利用し、3 つの触媒サイトの 1 つだけに変
異が入ったハイブリッド EhV1 の調製法を確
立した。このハイブリッド EhV1 を用いて高
速１分子回転観察を行った。その結果、ロン
グ、ミドル、ショートの長さの異なる停止を
示す非対称な回転運動が観察された。停止の
順番は反時計回りに常にロング→ショート
→ミドルの順番であった。また、ATP 濃度の
増加に伴いロングの停止のみが短くなった。
この結果から、ロングが変異触媒サイトへの
ATP 結合に対応することが明らかとなった。
さらに、ミドルは変異触媒サイトへの ATP

結合以外の反応素過程に対応すると考えら
れた。これらの結果から、3 つの触媒サイト
の 1 つに ATP が結合してから 240 度回転し
た後に他の素過程（ATP 加水分解または生成
物の解離）が起こることが示唆された。 
蛍光 ATP（ADP）の結合（解離）と回転の１
分子同時計測 
新規に構築した光学系を用い、蛍光性の

Cy3-ATP（ADP）の結合（解離）と回転運動
を同時に１分子計測した。この結果、
Cy3-ATPとして結合した基質はCy3-ADPに
分解された後、240 度→360 度の回転ステッ
プ時に解離することが明らかとなった。240
度→360 度へのステップと Cy3-ADP の解離
のタイミングを詳細に解析した結果、このス
テップは Cy3-ADP の解離よりも先に起こる
ことが明らかとなった。この結果から、EhV1

の 1 つの触媒サイトへの ATP 結合と別の触
媒サイトからの ADP 解離のタイミングがず
れていることが示された。 
EhV1のサブステップ（サブポーズ）の発見 

以前に用いていた EhV1 試料には、精製用
に回転子Fサブユニットに追加したアミノ酸
残基や、ビオチン化のために回転子 D サブユ
ニットに追加したアミノ酸残基が含まれて
いた。これらの試料の１分子計測では、回転
子 DF の重心位置が大きく揺らぐアンクリア
回転が観察されていた（Minagawa JBC 
2013）。上記の余分なアミノ酸配列を除去し
た試料調製法を確立した結果、アンクリア回
転は見られなくなり回転の挙動が安定した。
次に、新たな試料で高速１分子計測を行った
結果、X 線結晶構造解析から予想されていた
120 度毎の回転ステップに加え、一過的な短
い停止（サブポーズ）が存在することが明ら
かとなった（図１）。全く予想していなかっ
た新たな発見であり、これまでに考えていた
EhV1 の化学力学共役スキームの大幅な改訂
が必要となった。 

 

図１．EhV1の回転運動におけるサブポーズ 
 
EhV1の化学力学共役スキームの解明 

上記で記したように、３つの触媒サイトに
対応する 120°毎の停止（メインポーズ）の間
に存在する短い停止（サブポーズ）を初めて
発見し、120°のステップは 40°と 80°のサブ
ステップに分かれることを見出した。メイン



ポーズの停止時間の分布から、ATP 低濃度
（ATP 結合が律速となる条件）で 1 つの 
ATP 濃度依存的な時定数（結合速度定数
1.0×107 M-1s-1）が得られたため、ATP はメ
インポーズの間に結合することが示された。
また、ATP 高濃度のメインポーズで 2 つ（時
定数 0.5ms および 0.7 ms）、サブポーズで 1
つの ATP 濃度非依存的な時定数（2.5 ms）
が得られた。これら 3 つの ATP 濃度非依存
的な時定数は、ATP 解裂、ADP 解離、リン
酸解離に対応すると考えられた。ATPγS や
ADP を用いた詳細な１分子解析より、ATP
解裂がメインポーズで、ADP 解離がサブポー
ズで起こることを示した。また、ATP 加水分
解反応の残りの素過程であるリン酸解離は、
残り１つのメインポーズの時定数に対応す
ると結論した。本研究で得られた上記の知見
と先行研究のX線結晶構造解析の結果を合わ
せ、EhV1 の化学力学共役スキームの完全な
モデルを提案した（図２）。 

 

図２．EhV1の化学力学共役機構のモデル 
 
アルギニンフィンガー変異体 EhV1 の１分子
計測 
 触媒サイトに存在するアルギニン残基（ア
ルギニンフィンガー）は、ATP 加水分解反応
の遷移状態を安定化し、リン酸結合の開裂を
加速すると言われている。このアルギニンフ
ィンガーに変異を導入し高速１分子計測を
行った。その結果、ATP 高濃度では、一気に
240 度回転する、という特異な挙動が頻繁に
観察された。加水分解が遅くなった結果、触
媒サイト間の協調性が崩れ、化学反応の順番
が守られていない、オルタナティブパスウエ
イが起きていることが示唆された。 
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