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研究成果の概要（和文）：V-ATPaseは、A3B3複合体でATPを加水分解し、軸部分の回転エネルギー変換を介して
イオンを輸送するイオンポンプである。最近申請者らは、腸球菌A3B3複合体のX線結晶構造解析に成功した。驚
くべきことに、同じ３つのABペアからなるA3B3複合体は、ATPに対して異なる３つの親和性をもつ非対称構造を
形成していた。本研究では、A3B3複合体の協同的な構造形成と機能制御を明らかにすることを目的に、Aサブユ
ニット、Bサブユニット、A1B1複合体、A3B3変異体の生化学的性質と結晶構造を明らかにした。得られた結果を
総合して、V１モーターの構造形成と機能制御の分子機構モデルを提案した。

研究成果の概要（英文）：V-ATPases function as ATP-dependent ion pumps, the hydrophilic V1 portion is
 known as rotary motor in which a central axis DF complex rotates inside a hexagonally arranged 
catalytic A3B3 complex using ATP hydrolysis energy. We previously succeeded in obtaining the crystal
 structures of the A3B3 complex which is a three-fold assembly of the identical A1B1 pair, but 
showed asymmetrical hexamer ring structure.  In this study, we elucidated the crystal structures and
 biochemical properties of the A-subunit, B-subunit, A1B1 complex, and A3B3 mutant.  Based on these 
and previous findings, we propose a molecular mechanism model of the structural formation and 
functional regulation of the V1 rotary motor.

研究分野：構造生物学
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１．研究開始当初の背景	
	 V 型 ATPase は、触媒頭部（A3B3 複合体）
で ATP を加水分解し、軸部分の回転エネルギ
ー変換を介してイオンを輸送するナノ分子
モーター／イオンポンプである。最近申請者
らは、腸球菌 A3B3 複合体の X 線結晶構造解
析に成功した。驚くべきことに、同じ３つの
AB ペアからなる A3B3 複合体は、ATP に対し
て異なる３つの親和性をもつ非対称構造を
形成していた。	
	
２．研究の目的	
	 本研究では、A3B3 複合体の協同的な構造形
成及び機能制御の分子機構の解明を目的に、
A サブユニット、B サブユニット、A1B1 複合
体の結晶構造解析を行う。さらに得られた構
造情報から予想される重要残基の変異体を
作製し、その構造機能解析を行うことにより
予想した分子機構を検証する。	
	
３．研究の方法	

(1)	A サブユニットの X 線結晶構造解

析を行い、A3B3 複合体と構造比較を行

う。	

	

(2)	B サブユニットの X 線結晶構造解

析を行い、A3B3 複合体と構造比較を行

う。	

	

(3)	A1B1複合体の X 線結晶構造解析を

行い、 A3B 3 複合体と構造比較を行う。	

	

(4)	 上 記 の 構 造 比 較 か ら 予 想 さ れ た

重要残基の変異 A3B3 複合体を作製し、

機能構造解析を行う。	

	

(5)	 得られた構造と生化学的解析結果のす

べてを総括することにより、V1 モーターの協

同的な構造形成及び機能制御の分子機構の

モデルを提案する。	

	
４．研究成果	

(1)	A サブユニットの X 線結晶構造解析---

ヌクレオチド非結合型Aサブユニットの結晶

構造（下図）を分解能 1.8	A で決定した。ヌ

クレオチド結合型に関しては、ソーキング法

や共結晶化法を用いて多くの結晶化条件で

結晶化および X 線結晶構造解析を行ったが、

得られた構造にはヌクレオチドが結合して

いなかった。得られたヌクレオチド非結合型

A サブユニットの構造は、A3B3 複合体に含ま

れる 3つの Aサブユニットの構造とすべて異

なっていた。このことより、複合体形成によ

り構造変化することが示唆された。	

	

	
	

(2)	B サブユニットの X 線結晶構造解析---

以前の研究により、精製した B サブユ

ニ ッ ト は ヌ ク レ オ チ ド 結 合 能 を も た

ないことが明らかになっている。そこ

で、ヌクレオチド非存在下で B サブユ

ニットの X 線結晶構造解析を行った。

V1 複合体の B サブユニット部分との分子置

換法により位相を決定し、分解能 3.5	A で B

サブユニットの結晶構造（下図）を決定した。

得られた B サブユニットの構造は、A3B3 複合

体に含まれる 3つの Bサブユニットの構造と

すべて異なっていた。このことより、複合体

形成により構造変化することが示唆された。	

	

	
	

(3)	A1B1 複合体の X 線結晶構造解析---βバ

レルの変異体を用いて A1B1 複合体と予想さ

れるサンプルの結晶を得ることに成功した。

X 線結晶構造解析を継続し、3.1	A 分解能で

結晶構造を決定した。得られた構造には３つ

の AMP-PNP が結合した擬似的な A3B3 複合体

を形成（下図左）していたが、N 末のバレル

リングが崩壊していた（下図右）。本結晶構

造中の A1B1 ユニットは A3B3 複合体の 3つの

A1B1 ユニットの構造とすべて異なり、A-B 間	

がより密にパッキングしていた。このことか

ら AMP-PNP が結合した A3B3 の結晶構造中の

A1B1 ユニットは最安定構造を形成すること

ができないと示唆された。このことが ATP の

エネルギーによって A3B3 がスムーズに構造

変化しうる根本原理である予想した。	

	



	
	

(4)	変異A3B3複合体の作製及び機能構造解

析---A3B3 複合体の構造形成に重要と考えら

れるBサブユニットのアルギニンフィンガー

と呼ばれる残基（R350）に関して、部位特異

的変異導入を行い、A3B3 変異体 R350K を作製

した。X 線結晶構造解析を行い、本変異体の

結晶構造を 3.5	A 分解能で決定した（下図）。

得られた変異体の構造は野生型の構造と酷

似していた。また、この変異体の ATPase 活

性を測定したところ、ATP 加水分解能を失っ

ていた。このことから、R フィンガーは A3B3

複合体の加水分解反応に必須であることが

明らかになった。	

	

	
	

(5)	３年間の研究により、A サブユニット、

B サブユニット、AMP-PNP が結合した A1B1 複

合体、A3B3 変異体（R350K）の X 線結晶構造

を解明した。また、各サンプルの ATPase 活

性や DF 軸複合体との結合親和性などの生化

学的性質を明らかにした。得られた結果を総

合して、V１モーターの構造形成と機能制御

の分子機構モデルを以下に提案する。	

	 A サブユニットと B サブユニットはヌクレ

オチド非存在下では相互作用しない。ATP や

ADP が A サブユニットに結合（親和性は 10	uM

程度）することにより構造変化し、B サブユ

ニットと結合可能となる。この結合には B サ

ブユニットに存在する R フィンガー（R350）

が重要であり、ATP の加水分解にも必須の残

基である。得られた A1B1 複合体は DF 軸複合

体と結合能を持つようになる。さらに A1B1DF

複合体に２分子の A1B1 複合体が結合するこ

とにより V１複合体が形成されるというモデ

ルである。	
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