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研究成果の概要（和文）：本研究では腸球菌Enterococcus hirae（Eh）由来のATP駆動型ナトリウムポンプであ
るV-ATPase（Eh V-ATPase）全複合体の構造を電子顕微鏡単粒子解析により明らかにし、その選択性イオン輸送
の分子機構を解明した。結果、Eh V-ATPaseでは回転子が膜内の回転リングの中心からズレた位置でこれに結合
していることがわかった。また、Eh V-ATPaseのメジャーな構造状態は、好熱菌のV/A-ATPaseではマイナーな構
造状態に相当することが明らかになった。さらに、Na+が回転するc-ringに受け渡される機構が明らかになっ
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, the structure of the entire V-ATPase (Eh V-ATPase), an 
ATP-driven sodium pump from Enterococcus hirae (Eh), was revealed by electron microscopy single 
particle analysis, and the selective ion transport mechanism was elucidated. It was found that in Eh
 V-ATPase, the rotor was bound to the off-center position of the rotating ring in the membrane. In 
addition, the major structural state of Eh V-ATPase was found to correspond to the minor structural 
state of the thermophilic bacterium V / A-ATPase. Furthermore, the mechanism by which Na+ is passed 
to the rotating c-ring is clarified.

研究分野：構造生物学

キーワード： 膜タンパク質　回転式ATPase　クライオ電顕

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本成果によって、Eh V-ATPaseのNa+輸送性のためのエネルギー伝達機構の構造基盤を明らかにすることができま
した。今後さらに詳細な構造研究を進めることによって、V-ATPaseが関係する疾患の治療法や治療薬の開発にお
いて重要な情報を提供することができると期待されます。



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 は主として真核生物の細胞内胞膜（Vacuole）に存在する ATP 駆動型プロトンポ
ンプである。ATPの加水分解エネルギーを用いて小胞内を酸性化することにより、タンパク質
の分解などの作用を担っている。本タンパク質複合体はATP活性をもつ可溶性の膜外領域（V1）
とプロトンを輸送する膜貫通領域（Vo）からなり、その構造が ATP合成酵素である FoF1と似
ていることから、これと共通の起源をもつ回転型酵素であると考えられてきた。V-ATPaseは、
このように生体内において重要な機能を果たしているだけでなく、物理化学的にも興味深い膜
タンパク質であるが、主に酸性小胞に存在することや 10種類、20分子を超える複雑なサブユ
ニット構造を持つ超分子複合体であることから、その全体構造の研究はあまり進んでいない。 
 近年、新しい生体分子構造解析手法として、クライオ電子顕微鏡単粒子解析が脚光を集めて
いる。V-ATPase においても、同様の解析が進められており、現在、好熱菌の V-ATPase では
9.7 Å分解能（Lau et al. Nature 2012）、酵母のV-ATPaseでは 6.9 Å分解能（Zhao et al. Nature 
2015）の構造が報告されている。これに対して Na+を選択的に輸送する腸球菌由来の Eh 
V-ATPaseはその全体構造解析が全く進んでいない。 
 
２．研究の目的 
 
 我々は近年、生理研で開発されたゼルニケ位相差電子顕微鏡法を応用することで、Eh 
V-ATPase粒子の可視化に成功し、これを用いて約 3万粒子から 23Å分解能で立体再構成像を
得ることができた。本研究では、さらに高分解能の構造解析を進めるため、試料の調製、デー
タ収集法、画像解析の各ステップ等を見直し、Eh V-ATPaseに特異的な ATP加水分解にカッ
プルした Na+膜選択ポンプ機構の構造基盤の解明を行う。 
 
３．研究の方法 
 
⑴試料の調整 
 組み換え体 Eh V-ATPaseを大腸菌の発現系により発現し、0.05%DDMを含む溶液中でNi
カラムにより精製して（Ueno et al., JBC 2014）、これを単粒子構造解析に用いた。 
 
⑵PA-Tagによる構造の固定化 
 Eh V-ATPaseには連続した３つの構造状態が知られている。この構造変化が高分解能化を妨
げる要因になっている。そこで、PA-Tagを挿入した Eh V-ATPaseを作製し、これに抗体を反
応させて、構造の固定化を行い、これを単粒子構造解析に用いた。 
 
⑶位相差クライオ電顕法 
 精製・可溶化された Eh V-ATPase を電顕グリッド上で氷包埋し、ゼルニケ位相板を搭載し
たクライオ電子顕微鏡でその高分解能のデータ収集を行った。また、これを電子直接検出器
（DED）でフレーム分割して記録した。 
 
⑷Eh V-ATPaseの立体再構成 
 Eh V-ATPaseの画像を単粒子構造解析ソフトウエア Relionで解析し、その三次元構造を再
構築した。 
 
⑸ホモロジーモデリング 
 得られたマップを元にホモロジーモデリングによる分子構造の推定を行なった。 
 
４．研究成果 
 
⑴Eh V-ATPaseの立体構造 
 Eh V-ATPase の約10万粒子の解析から、最終的にクラス分けされた6.5万粒子を用いて17.3 
Å分解能の立体構造マップを得た。得られたマップを他の V-ATPaseの構造と比較したところ、
好熱菌の V/A-ATPase におけるマイナーな構造状態に相当することが判明した。また、Eh 
V-ATPaseでは、V1ドメインからのびる回転子が Voドメインの中心から外れた位置（off-axis）
に結合していることがわかった。これはEh V-ATPaseにおいて初めて発見された構造である。 
 
⑵PA-Tag Eh V-ATPaseの立体構造 
PA-Tagによって抗体を反応させた Eh V-ATPaseの構造解析では、約 10万粒子の解析から、
最終的に３.5万粒子を用いて 19.9 Å分解能の立体構造マップを得た。当初の目論見では、抗体
の結合により構造を固定化し分解能を上げる計画であったが、そのようにはならなかった。と
ころが、興味深いことに得られた構造は、好熱菌 V/A-ATPaseのメジャーな構造状態と一致し
た。これらの結果から、好熱菌の V/A-ATPaseと Eh V-ATPaseでは動的な安定性が異なるこ
とが示唆された。 



 
⑶Na+選択ポンプ機構の構造基盤 
 構造未知の Voドメインの a subunitについて、相同性の高い好熱菌の a subunitの構造を鋳
型として Eh V-ATPase a subunitのホモロジーモデルを作製し、そのマップ部分にフィットさ
せた。その結果、a subunitは接触する c-ringとの間に疎水的なバリアを作っており、a subunit
側からエントリーした Na+が c-ring に受け渡されてリングとともに一周し、再び a subunit
の別の領域に結合して排出される仕組みが、構造の上から推定された。 
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