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研究成果の概要（和文）：回転型ATPaseの機能と構造の相関解明を目的として、ナトリウムイオン輸送性
EhV-ATPaseの回転１分子計測、ATP合成能の検証に取り組んだ。EhV-ATPase全複合体の回転運動を可視化するこ
とに成功し、イオン輸送と関連したステップを明らかにした。新たに実験系を構築し、EhV-ATPaseがナトリウム
イオンの電気化学ポテンシャルによってATPを合成することを初めて実証した。期待以上の成果としてATPase間
の大規模配列比較に基づく変異導入により、EhV-ATPaseをプロトン輸送性へと機能転換することができた。これ
らの成果は生体内エネルギー変換の理解に貢献するものである。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the correlation between the function and structure of rotary 
ATPases, I undertook obsercations of single-molecule rotation, ATP synthesis measurement, and 
functional conversion for the sodium-ion transporting EhV-ATPase. I successfully visualized the 
rotational motion of the entire EhV-ATPase complex, revealing steps associated with ion transport. A
 new experimental system was constructed, and for the first time, it was demonstrated that 
EhV-ATPase can synthesize ATP driven by the electrochemical potential of sodium ions. A 
comprehensive sequence comparison among ATPases allowed us to convert the function of sodium-ion 
transporting EhV-ATPase to proton transport. These achievements contribute to our understanding of 
energy conversion within living organisms.

研究分野： 生物物理

キーワード： V-ATPase　１分子観察　ナトリウムイオンポンプ　ATP合成酵素
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研究成果の学術的意義や社会的意義
回転型ATPaseは生体内エネルギー変換装置として生命科学のみならず、ナノテクノロジー分野においても重要な
タンパク質である。これまで理解が不十分であった、イオン輸送部位の回転機構や機能の可逆性、イオン選択機
構を明らかにした本成果は、新たな分子モーターの創生や細胞機能制御への展開が期待できる。定量的なナトリ
ウムイオン輸送の検出やATP合成時の回転運動の可視化など今後の課題も明確になり、学術的にも意義が深い。

※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（共通） 
１．研究開始当初の背景 
本研究で対象とする腸球菌由来 V-ATPase（EhVoV1）
は、ATP 加水分解駆動のナトリウムイオン（Na+）ポン
プである（図 1 上）。EhVoV1は９種類のサブユニットで
構成される超複合体を形成し、可溶性の EhV1モーター
での ATP 加水分解反応と膜内在性の EhVo モーターで
のイオン輸送とが、回転運動を介して連動する。これま
での構造研究により、EhV1 では一回転あたり 3 つの
ATP 加水分解を触媒するのに対して、EhVo では 10 個
の Na+が輸送されることが分かっている（図 1 下）。す
なわち、EhVoV1 では一回転あたりに消費する ATP と
輸送される Na+の比は非整数（3.3）となるが、この構
造上のミスマッチが回転中にどのように解消されるか
はよく分かっておらず、回転運動の素過程の解明が必要
であった。これまでの研究で、単離した EhV1モーター
を用いて ATP 加水分解時の回転の素過程が明らかにな
っている（Minagawa et al. JBC 2013, Iida et al. JBC 
2019）。一方で、過去に行われた EhVoV1の回転１分子
観察では、EhVo の構造に起因するであろうステップ間
の停止時間が短く、定量的な解析が困難であった（Ueno 
et al. JBC 2014）。したがって、Na+輸送と関連した素
過程の解明が急務であった。 
また、EhVoV1と ATP 合成酵素（FoF1）との構造類似性
から、EhVoV1は生体膜を介した Na+の電気化学ポテン
シャルによって ATP を合成すると期待されるが、
EhVoV1 による ATP 合成の実証例はない。これを実証
するためには、適切に Na+駆動力を印加して合成される
ATP を検出する実験系の構築が必要であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、V-ATPase における回転イオン輸送機構と機能の可逆性を明らかにするために、(1) 
Na+輸送が律速となる条件下で EhVoV1 全複合体を用いた回転１分子観察を行い、Na+の結合・
解離や輸送と共役した EhVo のステップを実証すること、(2) Na+駆動力による EhVoV1 の ATP
合成能の有無、すなわち EhVoV1の可逆性を検証すること、の 2 つを目的とした。 
 
３．研究の方法 
タンパク質試料の調製には、すでに構築されている大腸菌発現系を用いた（Ueno et al. JBC 
2014）。EhV1 の回転子 A-subunit に Avi-tag を導入し、表面にストレプトアビジンを修飾した
直径 40 nm の金ナノ粒子を付加した。ガラス表面を Ni-NTA で修飾し、EhVo の回転子 c-ring
に His-tag を導入することで、基板上にタンパク質を固定化した。532 nm のレーザー光を用い
た全反射型の暗視野顕微鏡によって、金ナノ粒子の散乱像を高速度カメラで取得し、ATP 添加
後の回転１分子観察を行った。 
実験を進めるにあたり、回転１分子観察に用いる試薬等から意図しない Na+が混入することが
分かった。そこで融合結合プラズマ発光分析法を用いて、様々な試薬中の Na+濃度を定量し、
Na+の混入が最小限になるよう工夫した。 
ATP 合成能の検証のために、脂質二重膜からなるリポソームに界面活性剤で可溶化した EhVoV1
を再構成したプロテオリポソーム（PLs）を調製した。膜内外の Na+濃度勾配（ΔpNa）と、カ
リウム-バリノマイシン拡散電位で形成される膜電位（Δψ）の和で記述される Na+の電気化学
ポテンシャル（Sodium motive force, SMF）を印加し、合成される ATP をルシフェリン-ルシフ
ェラーゼ発光を検出することで定量した。 
 
４．研究成果 
(1) EhVoV1全複合体を用いた回転１分子観察 
過去の研究では、ステップ間の停止時間が短いために定量的な解析が困難であった。そこでEhVo
のイオン輸送経路である固定子 a-subunit のイオン取り込み口に存在するグルタミン酸をアラ
ニンに置換した変異体 aE634A を作製した。この変異体の回転速度は野生型の約 10 倍遅くなっ
たが、野生型と同様 Na+濃度依存性を示した。この変異体の回転１分子観察を行い、金ナノ粒子
の重心解析より得られた回転軌跡から、観察されたステップの大きさ、ステップ方向、ステップ
間の停止時間の長さを解析した。 
Na+輸送が律速となる条件（低 Na+濃度、高 ATP 濃度）では、１回転あたり 10 個の停止点と約
36 度のステップが得られた（図 2 左）。回転方向と逆向きにステップするバックステップはほと

図 1. EhVoV1の全体構造および EhV1, EhVo

の構造対称性（Raymond et al. Commun. 
Biol. 2023）.  



んど観察されなかった。異なる Na+濃度下での観察により、ステップの大きさは Na+濃度に依存
せず約 36 度であること、ステップ間の停止時間の時定数が Na+濃度に比例していることが分か
った。１回転あたり 10 個の停止点と約 36 度のステップは、EhVoの回転子 c-ring のイオン結合
数から見積もられる値と一致しており（図 1 下）、さらに停止時間の Na+濃度依存性から、観察
されたステップは c-ring のイオン結合部位への Na+の結合によって引き起こされることが明ら
かとなった。次に、Na+と ATP 両基質の結合が律速となる条件（低 Na+濃度、低 ATP 濃度）で
の１分子観察を行ったところ、１回転あたり 13 点の停止点が得られた（図 2 右）。興味深いこ
とに、この条件下では 36 度よりも小さなバックステップと回復ステップが頻繁に観察された。
EhV1 は 3 か所の ATP 結合（触媒）部位を持つため、13 点の停止点は EhVo への Na+の結合角
と EhV1への ATP 結合角が互いにずれていることを意味しており、EhV1と EhVo間の硬い共役
成分を示唆する。36 度以下のバックステップ/回復ステップは EhV1 と EhVo の互いの停止角へ
の遷移を示していると考えられ、回転型 ATPase のイオン輸送において提案されているブラウ
ニアンラチェット機構を支持する。本研究では初めて Na+輸送に起因したステップを検出でき
たが、ここで用いたタンパク質試料は界面活性剤で可溶化した状態であるため、生体膜を介した
イオン濃度勾配については考慮できていない。生理環境下での EhVoV1の回転イオン輸送機構を
明らかにするために、生体膜中での１分子観察や機能解析が今後の課題である。 

 
(2) Na+駆動力による EhVoV1の ATP 合成 
図 3 に示すように、大きなナトリウムイオン駆動力下（269 mV, 10.5 kBT）で、EhVoV1による

ATP 合成を示す発光強度の増大が観測された。ATP 合成活性の ADP およびリン酸（Pi）の基

質濃度依存性により、ミカエリスメンテン定数（Km）、kcatを解析した。ADP、Pi それぞれの Km

値は 21 µM と 2.1 mM であった。これらの値は ATP 合成酵素である FoF1 や TtVoV1 とほぼ同

等であり、ATP 合成時の基質の親和性に大きな違いがないことが明らかとなった。 

 
次に、ΔpNa とΔψ の駆動力としての反応速度論的等価性を調べた。図 4 に一定の ΔpNa を印

加した際の Δψ 依存性（赤）と一定の Δψ を印加した際の ΔpNa 依存性（青）を示す。Δψ に比

べてΔpNa の寄与はわずかに大きいものの、ATP 合成速度への両者の寄与はほぼ同等であると

結論した。 
最後に、Na+/ATP 比を決定するために、様々な ATP、ADP、Pi 濃度下での、ATP 合成速度と

加水分解速度が釣り合う熱力学的平衡点における SMF（SMFeq）を求めた。得られた Na+/ATP
比の値は 3.2 であり（図 5）、構造対称比から予想される値（3.3）とほぼ一致した（図 1 下）。こ

図 2. EhVoV1-aE634A 変異体の回転軌跡. Na+結合が律速となる条件では一回転あたり 10 点の停止点が、

Na+と ATP 両基質が結合律速となる条件では 13 点の停止点が観察された. 

図 3. EhVoV1の Na+駆動力による ATP 合成活性測定の ADP 濃度依存性（左）と Pi 濃度依存性（右）. プ
ロテオリポソーム（PLs）添加に伴う発光強度より ATP 合成活性速度を算出した.  



のことは、EhVoV1 では ATP 加水分解・合成と Na+輸送が緊密に結合していることを示してお

り、熱力学的な EhVoV1の可逆性が明らかとなった。 

 
以上、当初予定していた EhVoV1全複合体を用いた回転１分子観察を行い、2 つのモーターの共

役機構の一端を明らかにした。また、新たな実験系の構築により EhVoV1 の ATP 合成能を初め

て実証することができた。さらに期待以上の成果として、様々な生物種由来の VoV1、FoF1のイ

オン結合部位のアミノ酸配列を比較し、抽出した H+輸送型の特徴を EhVoV1 に変異導入するこ

とで、Na+輸送型から H+輸送型への機能改変に成功した。現在、この機能改変体の構造解析や

回転特性、イオン輸送能を解析中である。これらの成果は回転型 ATPase における生体エネルギ

ー変換機構の解明に大きく寄与する。 

図 4. EhVoV1 の ATP 合成速度の膜電位依存性

（赤）とΔpNa 依存性（青）. 
図 5. ATP 合成・加水分解速度が釣り合う熱力学

的平衡点での ATP の化学ポテンシャルに対する

SMF のプロット. 傾き n は Na+/ATP 比を示す. 
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多重配列アライメントとスクリーニング法による新規モータータンパク質の創生
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