
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成  21 年  5 月 20 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究成果の概要：研究代表者らは腸内連鎖球菌に存在する Na+輸送性 V 型 ATPase の分子生物学

的•生化学的•構造生物学的研究を展開し、膜タンパク質部分である NtpK リングの X 線結晶構造

解析に成功していた。本研究では本酵素のイオン輸送機構の解明を目的に、Li+結合型及び阻害

剤 DCCD 結合型の NtpK リングの X 線結晶構造を明らかにした。これらの構造と生化学的解析か

ら、本酵素のイオン結合／解離のメカニズムが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 タンパク質のメカニズムの本質的
な理解のためには、その立体構造情報
が不可欠である。しかし、その対象が
膜タンパク質である場合には、大量発
現・精製・結晶化のすべてにおいて難
しく、構造生物学が遅れている。液胞
(V)型 ATPase と F 型 ATPase（ ATP 合成
酵素）は親水性の触媒頭部部分 (V1、
F1 部分 )と H+輸送を担う膜内在性部分
(Vo、Fo 部分 )とから構成される分子的
に近縁な巨大膜タンパク質（分子量

600 kDa 以上）である。F 型 ATPase の
研究は、水溶性部分（F1）の X 線結晶
構造が解かれたことによりそのメカ
ニズムの研究が進み、ATP のエネルギー
が中央サブユニットの回転という物理的
な力に変換されることが明らかとな
った。これより F1 部分での回転と F0
部分での H+輸送がどのように結びつ
いているかが注目を集めているが、Fo
部 分の分子構造が得られていないた
め、その詳細なイオン輸送のメカニズ
ムは現在でも未解明のままである。一
方、V 型 ATPase は様々なオルガネラ
の酸性化に寄与し、情報伝達物質、毒
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物、薬剤の濃縮や、分泌タンパク質、
ウィルス、ペプチドホルモンなどのプ
ロセシングや抗原の提示などの生理
的、病理的にきわめて重要な反応に関
与しており、その研究が世界的にも盛
んになっている。さらに最近、膜タン
パク質部分（Vo）が膜融合に直接関与
していることが示され、注目を浴びて
いる。しかし、研究対象が真核細胞で
あることより、V 型 ATPase に関する
分子生物学、生化学、構造生物学的研
究は F 型 ATPase に比べ遅れていた。  
 
 
２．研究の目的 
 
 研究代表者らは世界で初めて真正細菌で
ある腸内連鎖球菌（Enterococcus hirae）に
おいて Na+輸送性の典型的な真核細胞型の V
型 ATPase を同定した｡そして、ATPase オ
ペロン全体を用いた増幅生産株を用
いて本酵素の大量精製系及びリポソ
ームへの再構成系を確立し、分子生物
学 •生化学的研究を展開してきた。そ
して最近、膜タンパク質部分である NtpK リ
ングの詳細構造を得ることに V 型 F 型の両
ATPase として初めて成功した。これより、共
役イオンであるNa+の結合•解離のメカニズム
モデルを提案することができた。そこで本研
究では以下の課題について明らかにするこ
とを目的とする。 
 
（１）Na+非結合型 NtpK リングの X 線結晶構
造解析---NtpK リングの構造から Na+非結合
型では構造変化が起る可能性が考えられた。
Na+結合能が低下している状態で NtpK リング
を結晶化し、X線結晶構造解析を行う。Na+の
結合・解離に構造変化を伴うかどうかは、そ
のメカニズムの理解に大変重要である。 
 
（２）阻害剤結合型 NtpK リングの X 線結晶
構造解析---V 型 ATPase の特異的阻害剤は骨
粗鬆症や大理石病などの新薬に繋がる可能
性がある。現在知られている特異的阻害剤の
多くはロータリーリングに結合し、回転を阻
害すると考えられている。そこでそれら阻害
剤結合型の NtpK リングの X 線結晶構造解析
を行い、阻害機構を明らかにする。 
 
（３）Li+結合型 NtpK リングの X 線結晶構造
解析---本酵素は共役イオンとして Li+も結
合できることが知られている。そこで Li+結
合型の NtpK リングの X 線結晶構造解析を行
う。これにより、Na+と Li+の結合の違いや本
酵素へのイオンの結合・解離について議論で
きると期待している。 
 

（４）生化学実験---研究代表者らはアイソ
トープ 22Na+を使って V 型（F 型）ATPase とし
て初めて基質イオンの結合活性測定に成功
している。そこで、本酵素全体または NtpK
リングを用いて各種条件下で 22Na+結合を測
定する。得られる結果は本酵素でしか観測で
きない知見であり、イオン輸送のメカニズム
の解明に重要である。 
 
（５）真核細胞 V 型 ATPase のロータリーリ
ングの X 線結晶構造解析---酵母やショウジ
ョウバエの V 型 ATPase のロータリーリング
は膜融合に直接的に関与することが報告さ
れている。これら真核細胞由来のロータリー
リングと NtpK リングは５０％程度の配列類
似性がある。そこで大腸菌を用いて真核細胞
由来のリングを発現精製し、NtpK リングの構
造を得たときと同様の技術を使って X線結晶
構造解析を行う。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）Na+非結合型 NtpK リングの X 線結晶構
造解析---精製した NtpK リングに DCCD を反
応させ Na+結合に重要なグルタミン酸残基を
修飾することにより、Na+結合能が大幅に減少
すると期待できる。この標品を用いて Na+非
存在下で結晶化及び構造解析を行う。Na+結合
型 NtpK リング構造を用いて分子置換法が適
応できると考えられるので、良質の結晶が得
られれば短時間で構造解析が進むと予想し
ている。 
 
（２）阻害剤結合型 NtpK リングの X 線結晶
構造解析---本酵素は PalA という V-ATPase
の特異的阻害剤により阻害される。この阻害
剤を用いて、ソーティング法または共結晶化
し、X線結晶構造解析を行う。Na+結合型 NtpK
リング構造を用いて分子置換法が適応でき
ると考えられるので、良質の結晶が得られれ
ば短時間で構造解析が進むと予想している。 
 
（３）Li+結合型 NtpK リングの X 線結晶構造
解析---本酵素は共役イオンとしてLi+も結合
できることが知られている。Na+非存在下、Li+

存在下で NtpK リングを結晶化し、X線結晶構
造解析を行う。Na+結合型 NtpK リング構造を
用いて分子置換法が適応できると考えられ
るので、良質の結晶が得られれば短時間で構
造解析が進むと予想している。 
 
（４）生化学実験---本酵素全体または NtpK
リングを用いて各種条件下でアイソトープ
22Na+の結合を測定する。 
 
（５）真核細胞 V型 ATPase のロータリーリ



ングの X線結晶構造解析---ヒト由来の c サ
ブユニットをクローニンングし、大腸菌細胞、
酵母細胞または大腸菌無細胞系を用いてそ
れぞれ発現を確認する。大量に発現している
系を用いて、cリングを精製・結晶化し、X
線結晶構造解析を行う。大量発現さえすれば、
NtpK リングの構造解析で得た技術を生かす
ことができると期待している。 
 
 
４．研究成果 

 

（１）Na+非結合型 NtpK リングの X 線結晶構

造解析---精製した NtpK リングに DCCD を反

応させ Na+結合に重要なグルタミン酸残基を

修飾することにより、Na+結合能が大幅に減少

していると考えられる。この状態で結晶化に

成功し、解像度 2.8Åで X 線結晶構造を明らか

にした。得られた構造は Na+結合に重要なグ

ルタミン酸残基に DCCD が共有結合していた。

これにより、DCCD の阻害機構が明らかになっ

た。しかし、得られた構造も Na+結合型であ

った。これは結晶化溶液に 200 mM 以上の Na+

が存在しているため、DCCD 結合により NtpK

リングの Na+に対する親和性が低下しても結

合したものと考えられた。そこで Na+を含ま

ない結晶化試薬を用いて結晶化•構造解析を

行った。得られた構造にも Na+が結合してい

ることが示唆された。22Na+を用いてその結合

親和性を測定したところ、DCCD 反応前よりも

１０倍程度親和性が低下しているが、結晶化

溶液中にわずかに存在する Na+を結合したも

のと考えられた。DCCD 反応後でもリングへの

Na+の結合解離が可能であり、そのメカニズム

は以前提案した側鎖開閉モデルを指示する

結果であった。 

 

 
 

 
 

 
Na+結合サイトの構造 DCCD が結合後も Na+

イオンが結合している。 

 

（２）阻害剤結合型 NtpK リングの X 線結晶

構造解析---本酵素は PalA という V-ATPase

の特異的阻害剤により阻害される。ソーティ

ング法によりこの阻害剤を NtpK リングと結

合させて、X 線結晶構造解析を行った。しか

し、PalA と考えられる電子密度は存在してい

なかった。次にこの阻害剤と NtpK リングと

の共結晶化及び X 線結晶構造解析を行った。

しかし、得られた回折データの分解能が低

く（４ Å程度）PalA と考えられる電子密度

を見つけることができなかった。 

 

 
PalAとNtpKリングとの

共結晶構造。PalA と考

えら得れる電子密度は

存在していなかった。 

 

PalA の構造 

 

（３）Li+結合型 NtpK リングの X 線結晶構造

解析---本酵素は共役イオンとしてLi+も結合

できることが知られている。Li+存在下、Na+

非存在下で NtpK リングの結晶を得た後、Na+

結合型 NtpK リング構造情報を使って、分子

置換法により位相を決定した。2.8Å分解能で

Li+結合型 NtpK リングの構造を解くことに成

功した。本酵素の基質結合ポケットは、Li+

を Na+結合のときと同じ残基を使って同様に

結合していた。Na+のイオン半径は 1.16Å、Li+

は 0.9Åである。Na+よりイオン半径の小さい

Li+は、容易に結合ポケット内に入り込み、

Li+--イオン結合残基間の距離を Na+のときよ
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りもわずかに近づけることによりポケット

内に安定に存在することができると考えら

れた。 

 

 

 

 

 
 
 

 

 
 

 

 
（４）生化学実験---精製した NtpK リングを
用いて各種条件下で 22Na+結合を測定した。
NtpK リングのみでも複合体と同様に 22Na+を
結合した。Na+濃度依存性を測定することによ
り、NtpK リングの Na+に対する親和性を測定
したところ、全複合体と類似する Kd 値（12
μM）を得た。このことより、本酵素の Na+に
対する親和性はリングの Na+結合サイトによ
り担われていることが示唆された。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
22Na+結合の Na+濃度依存性 
 
（５）真核細胞 V 型 ATPase のロータリーリ
ングの X 線結晶構造解析---ヒト由来 c サブ
ユニットをクローニンングし、大腸菌無細胞

系を用いて発現させた。界面活性剤中で合成
を行うことにより、c サブユニットを可溶性
画分として回収することが可能であったが、
得られた標品は精製することが難しく、リン
グを形成していないことが示唆された。そこ
で、界面活性剤を添加しない状態で合成を行
い、沈殿として cサブユニットを回収し、有
機溶媒（クロロフォルム／メタノール）を用
いて精製する系を確立した。水溶液中への移
行を試みたが、すぐに凝集しリングとして可
溶性画分として抽出することが難しかった。
そこで有機溶媒中で NMR を測定し、構造解
析を行ったところ、ヘリックス様の立体構
造を保持していることが示唆された。しか
し、シグナルの重複が多く、帰属が困難で
あった。 
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