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研究成果の概要（和文）：本研究ではナトリウム（Na+）を輸送基質とするEnterococcus hirae (E. hirae)の
V-ATPase（VoV1）の大腸菌内発現系・精製系の最適化を行い、高活性なE. hirae VoV1を安定的に調製できる発
現系・精製系の構築に成功した。このサンプルを用いたクライオ電子顕微鏡解析によりE. hirae VoV1全体の構
造解析にも成功している。さらにこのVoV1を用いて、ATP駆動の回転の高時間分解能での検出にも成功した。E. 
hiraeのVoV1は外部のナトリウム濃度の低下に伴い回転速度が低下し、Voでのナトリウム結合を反映した多点の
回転ステップを示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we optimized the expression and purification system of 
Enterococcus hirae V-ATPase (E. hirae VoV1) using sodium ion as a transport substrate to obtain the 
highly active E. hirae VoV1. We succeeded in constructing an expression system / purification system
 that can stably obtain highly active E. hirae VoV1 and also succeeded in conducting the structural 
analysis of whole E. hirae VoV1 by electron microscopy using this sample. Furthermore, we detected 
ATP-driven rotation of E. hirae VoV1 with high time resolution (up to microsecond). E. hirae VoV1 
rotated slowly when the external sodium concentration was decreased and showed multiple rotation 
steps reflecting sodium binding at Vo portion.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
V-ATPaseはATP加水分解のエネルギーを用いてイオン（プロトンやナトリウム）を輸送する分子機械である。こ
のV-ATPaseは膜小胞の酸性化や破骨細胞による骨吸収や癌細胞の転移にも関わることから創薬のターゲットとし
ても注目されている。そのためこの分子の回転イオン輸送を理解することは医学的にも重要であり、今回の研究
がきっかけで明らかになったこのV-ATPaseの全体構造はこの分子をターゲットとした創薬につながると期待され
る。さらに今回明らかになったナトリウムイオンの結合を反映した回転挙動の検出は、回転によってイオン輸送
を行う分子機械の理解につながり学術的にも重要な結果だと言える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
本研究で対象とする V-ATPase (VoV1)は FoF1-ATP 合成酵素 (FoF1)と同様に回転分子モーターと
して知られ、ATP 駆動の回転を介してイオンを輸送する。この VoV1は、Thermus thermophilus
由来のプロトン（H+）型の VoV1では回転が 1 分子計測されており、Voの構造に起因する小さ
な回転ステップが報告されている（Furuike et al. Nat Commun 2011）。この角度は、H+を結合す
る Vo の c サブユニットの数（この論文の種では 12 個）に近いものであり（360°/c12=30°）、Vo

での H+輸送に関わる回転ステップだと考えられている。大腸菌の FoF1 でも同様に、ATP 駆動
の回転の 1 分子計測から Fo の c サブユニットの数（大腸菌は 10 個）を反映した角度
（360°/c10=36°）の回転ステップが報告されている（Ishmukhametov et al. EMBO J. 2010）。しか
しながら、現状では Vo（Fo）の構造に起因するステップらしきものが観察されているだけで、
H+濃度と相関のあるステップは観察されておらず、イオンの結合・解離や輸送と共役した Vo

（Fo）のステップは未だ直接実証されていなかった。 
我々はこれまでに独自の全反射型レーザー暗視野顕微鏡を開発し（Ueno et al. Biophys. J. 

2010）、金微粒子を回転プローブに用いた高時間分解能・高位置決定精度での 1 分子計測により
回転分子モーターの回転機構の研究を行ってきた。最近ではこの顕微鏡を用いて平面支持膜内
での FoF1の合成方向の回転を直接観察することにも成功している（Watanabe et al. Nat. Commun. 
2013）。また最近、Enterococcus hirae（E. hirae）の V1および VoV1全体の 1 分子回転計測にも成
功していた（Minagawa & Ueno et al. JBC 2013, Ueno & Minagawa et al.JBC 2014）。 
 
２．研究の目的 
我々がこれまで構築し、また本研究で構築する独自の 1 分子計測法および E. hirae VoV1を用い
てこの回転分子モーターの回転イオン輸送機構を明らかにすることを目的とした。他のプロト
ン型の V-ATase や F-ATPase と異なり、E. hirae VoV1はナトリウム(Na+)を輸送基質としているた
め、異なる Na+濃度での回転の挙動を詳しく調べれば Voでの基質結合解離や輸送と共役した回
転ステップが検出できると考えた。 
 
３．研究の方法 
まずサンプルに用いるE. hirae VoV1の大腸菌内発現系・精製系の最適化を行い、高活性なE. hirae 
VoV1を安定的に調製できる発現系・精製系を構築した。そのサンプルを用いたゼルニケ位相差
クライオ電子顕微鏡による単粒子解析を行った。さらに金微粒子を回転プローブに用いた高時
間分解能・高位置決定精度での 1 分子計測を行い輸送基質 Na+依存的な回転の挙動を可視化し
た。 
 
４．研究成果 
E. hirae VoV1の全体構造の解明 
E. hirae VoV1を安定に再現性良く調製するために、
大腸菌内発現系・精製系の最適化を行った。その
結果、高活性な E. hirae VoV1を安定的に調製でき
る発現系・精製系の構築に成功した。このサンプ
ルとゼルニケ位相差クライオ電子顕微鏡を用いて、
E. hirae VoV1の単粒子像を得ることに成功した。
さらに単粒子解析により立体構造を再構成し、E. 
hirae VoV1 の全体構造を得ることにも成功してい
る（Tsunoda et al.,, Sci. Rep. 2018）。Na+を輸送する
V-ATPase のイオンポンプ（Vo）部分の構造が明ら
かになったのは、世界で初めてのことである。ま
たこの E. hirae VoV1の中心に存在する回転子は軸
から外れて Vo の回転子と結合していることが明
らかになった（図 1）。 
 
Na+濃度依存的な E. hirae VoV1の回転速度 
E. hirae VoV1は Na+濃度依存的に ATPase 活性が変化することが我々の研究から明らかになって
いる（Ueno et al., JBC 2014）。そこで我々は同様の Na+濃度条件で金微粒子を回転プローブに用
いた高時間分解能・高位置決定精度での E. hirae VoV1の 1 分子回転計測を行い、回転速度の Na+

濃度依存性を調べた。その結果、E. hirae VoV1は ATP 飽和濃度条件においても、Na+濃度依存的
に回転速度が変化することが分かった。しかも、その回転速度の変化は ATPase と同様に二相
性を示した（図 2）。高親和性の Na+結合(数十 µM)に由来すると考えられる回転速度の上昇は、
Na+結合サブユニットである Vo-c サブユニットの Na+解離定数（15µM）の領域で観察されたこ
とから、この領域での回転速度の上昇は Vo-c サブユニットへの Na+結合によって引き起こされ
ていると考えられた。一方、数十 mM の高濃度領域での回転速度の上昇については、Vo内の低
親和性の Na+結合部位が関係していると興味深いが、そのような報告例は無く原因は不明であ
る。 
 

図 1. E. hirae VoV1の 3 次元構造 



Na+濃度依存的な E. hirae VoV1の回転ステップ 
上述の通り、高親和性の Na+結合領域(数十 µM)での回転速度の上昇は Vo-c サブユニットへの
Na+結合によって引き起こされていると考えられたため、それよりも低濃度の Na+濃度では、
Voでの Na+結合が回転の律速反応になっていることが考えられた。そこでこの条件で回転を観
察したところ Vo由来の回転とみられる小さな回転ステップが観察された。この回転ステップは
V1 のみでは観察されず、E. hirae VoV1 の Vo 部位の構造から予想される回転ステップサイズ
（360°/c10=36°）と近い値であることから、観察されたステップ回転は Voでのナトリウム結
合を反映したものであると考えられた。しかしながら、停止時間に比べて停止状態の角度揺ら
ぎが大きいため解析が困難であり、最終的に定量的な解析までには至らなかった。 
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