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研究成果の概要（和文）： 
腸球菌Ｖ−ＡＴＰアーゼは９つの種類のサブユニットから構成されているイオン輸送性回転酵
素であり。本酵素の分子メカニズムを明らかにするためには、各サブユニット間の相互作用の
全体像を明らかにすることが必要不可欠である。各サブユニットからのＶ−ＡＴＰアーゼ複合体
の再構成に成功し、部分複合体の構造解析、特異的変異導入により解析から個々のサブユニッ
トの構造と機能上の特徴が明らかになった 
 
研究成果の概要（英文）： 
Enterococcus hirae V-ATPase is an ion-transporting rotary enzyme that consists of nine 
subunits. In order to clarify the molecular mechanism of this enzyme, it is essential 
to clarify the overall architecture and the interaction among subunits. In this study, 
reconstruction of V-ATPase complex was succeeded from each subunit. Based on crystal 
structure of the subunit complexes and directed mutagenesis study, the features of 
individual V-ATPase subunits was revealed. 
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１．研究開始当初の背景 
 
（１） 液胞型プロトンポンプ(Ｖ−ＡＴＰア
ーゼ)は、リソソーム、ゴルジ装置、被覆小
胞、シナプス小胞などの酸性小胞から、形質
膜に至るまで幅広く生体膜に分布し、ATP 合
成酵素(F-ATPase)と同様にイオン輸送と共
役して分子が回転する回転モーター分子で

ある。Ｖ−ＡＴＰアーゼ機能亢進が骨粗鬆症
の一因であり、一方、その機能欠損が数多く
の酸性小胞疾患の一因であることなども明
らかになり、治療薬開発に向けてＶ−ＡＴＰ
アーゼの分子構造及び反応機構に関する基
礎情報の獲得が待望されている。しかし、Ｖ
−ＡＴＰアーゼの研究対象は真核生物であり、
精製標品の大量獲得が困難であること、オペ
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ロンを形成していないために複数のサブユ
ニット遺伝子の取扱いが容易でないこと等
の理由から分子レベルの解析は進展してい
ない。 
（２） 研究代表者は、腸内連鎖球菌に H+ 
ではなく Na+を輸送する V(V0V1)-ATPase（Na+
輸送性Ｖ−ＡＴＰアーゼ）を発見した。本酵
素はひとつのオペロン(ntp)の中の９個の
ntp 遺伝子産物から構成される真核生物型の
Na+輸送性Ｖ−ＡＴＰアーゼであることを、生
化学的・分子生物学的解析により証明した。
大量発現系の構築に成功し、本酵素の大量精
製法と再構成系を確立した。全ての ntp 遺伝
子(ntpA, B, C, D, E, F, G, I, K))の欠失
変異株の作製及び遺伝子機能相補系も確立
し、変異導入などによる分子生物学的解析を
可能とした。V0 部分を構成する NtpK, NtpI
サブユニットに関しては、変異導入により
ntpK E139 や ntpI R573 残基などがＶ−ＡＴＰ
アーゼによるイオン輸送反応に必要不可欠
であることを示した。イオン輸送反応の初発
段階である基質(イオン)の結合を測定する
ことは、H+輸送性 ATPase においては極めて
困難であるが、Na+共役性である本酵素の特
徴を生かして、イオン結合 V0部分への Na+結
合の測定にも成功している。 
（３） Ｖ−ＡＴＰアーゼの反応機構の理解
にはその分子構造情報が必要不可欠であり、
腸内連鎖球菌 V0V1-ATPase 複合体の X 線結晶
構造解析を、東京理大・山登一郎教授、京大・
医（現千葉大・理）・村田武士博士（連携研
究者）グループとともに進めている。その結
果、NtpK ローター部分の結晶構造解析に世
界で初めて成功した。回転モーターとしての
メカニズムの解明には、イオン輸送に共役し
た分子回転を直接観察することが必要であ
る。V0部分に His tag を導入した変異体の作
製にも成功しており、現在一分子回転観察を
大阪大・野地教授らと進めている。 
（４）世界的に数多くの研究者がＶ−ＡＴＰ
アーゼの研究を行っているが、真核生物Ｖ−
ＡＴＰアーゼの構造とメカニズムに関わる
分子情報の獲得は遅れている。古細菌などで
もＶ−ＡＴＰアーゼに類似した H+-ATPase が
見い出されているが、構造・機能とも典型的
なＶ−ＡＴＰアーゼ とは異なっている。昆
虫・細菌Ｖ−ＡＴＰアーゼでは V1 部分の構造
解析などが進められているが、複合体全体の
研究が進められているのは、酵母の H+輸送性
Ｖ−ＡＴＰアーゼに限定されている。本酵素
が真正細菌に見いだされ V 型でしかも Na+輸
送性であることは画期的なことと受け止め
られており、本 ATPase は真核生物Ｖ−ＡＴＰ
アーゼの研究者のみならず、F 型、各種イオ
ン ATPase、分子モーターの研究者からも注目
されている。 
２．研究の目的 

 本研究は、独自の研究対象である Na+輸送
性Ｖ−ＡＴＰアーゼの特徴を生かして、生命
活動に必要不可欠でありイオン輸送性の回
転酵素である液胞型 ATPアーゼ(Ｖ−ＡＴＰア
ーゼ)の分子構造と反応機構に関する基礎分
子情報を獲得することを目的とする。 
Ｖ−ＡＴＰアーゼ複合体の分子構築の全体像
を明らかにするために、マイナーサブユニッ
トの構造と機能を解明することが重要であ
り、触媒部分 V1 とイオン通路部分 V0 を連結
しＶ−ＡＴＰアーゼ複合体を構築する中心軸
及び固定軸を構成するサブユニット（NtpE, 
NtpF など）のＶ−ＡＴＰアーゼ複合体分子構
築上の役割を明らかにするとともに、サブユ
ニット K（イオン結合性回転ローター）、I（イ
オンチャネル）との機能的分子間相互作用の
詳細を、生化学・遺伝子工学的手法、一分子
蛍光解析などを中心に検討する。 
 
３．研究の方法 
本酵素複合体のモデル図を示す。以前の実験
結果や他のＶ−ＡＴＰアーゼ複合体との部分
的な類似性に基づき提案しているものであ
り、本研究の目的は、いわば、その真偽の検
証を行うことでもある。 
 
 
（１） V-ATPase 複合体の構造や各サブユニ
ット間の相互作用を解析するためには、NtpA, 
B, C, D, E, F, G, I, K の９つの各サブユニ
ットからの V-ATPase 複合体の再構成系を構
築することが必要である。Ntp サブユニット

間の相互作用を直接解析するためには、全て
のサブユニットを精製することが前提であ
る。大腸菌におけるサブユニット遺伝子の大
量発現系を構築し、大腸菌より精製するアプ
ローチを行うとともに、大腸菌 PURE system
あるいは小麦胚芽無細胞蛋白合成系を利用
して精製標品を得るアプローチを進める。 
（２）各サブユニット間相互作用を知るた
めには、遺伝学的な解析が有用であり、Ｖ−



ＡＴＰアーゼサブユニット間で保存されて
いるアミノ酸残基を標的に個々の遺伝子に
対して部位特異的変異の導入（Cys 置換変異
及び化学架橋実験）等を行い、変異サブユ
ニットを単離精製し、V1 複合体、中心軸複
合体等の部分複合体の形成を調べる。精製
サブユニット間の相互作用については、分
析遠心法や、ビアコア（表面プラズモン解
析）を用いた一分子蛍光解析により進める。 
 以上の結果、重要な変異サブユニットの X
線結晶構造解析を連携研究者・村田が行う。 

 
４．研究成果 
（１） 腸球菌ナトリウム輸送性Ｖ−ＡＴＰ
アーゼの ATPase 触媒部分 V1 は、NtpA, NtpB, 
NtpD, NtpGサブユニットから構成されている
が、各サブユニット間の相互作用の詳細につ
いては明らかになっていない。V1 複合体形成
に関わるサブユニット間相互作用を生化学
的に解析にするために V1 部分の再構成系の
構 築 を 試 み た 。 NtpA, NtpB, NtpD-NtpG 
heterodimer それぞれを大腸菌大量発現系で
精製し、マグネシウムイオンやヌクレオチド
存在下に触媒活性を有する V1 部分の形成を
検討した。その結果、NtpA はヌクレオチド結
合能を有しているが、NtpB, NtpD-NtpG 
heterodimer にはヌクレオチド結合を有しな
いこと、マグネシウム、ヌクレオチド存在下
で、ATP 加水分解活性を有する native V1 と
同様な NtpA(3)NtpB(3)NtpD-NtpG(1:1)の複
合体の形成に成功した。 
（２） 腸内連鎖球菌（Enterococcus hirae）
の V型 ATPase は NtpFIKECGABD の９つの種類
にサブユニットから構成されており、真核細
胞の V 型 ATPase より簡単なサブユニット組
成であることから、V型 ATPase のサブユニッ
ト集合の研究に有用である。E. hirae からの
NtpK-ring の単独精製に加えて、大腸菌
cell-free 合成系での NtpA3B3DG 複合体、
NtpEF 複合体の再構成、NtpC の単独精製、さ
らにイオン輸送路を形成すると考えられて
いる膜タンパク質 NtpI の S. cerevisiae を
用いた大量発現にも成功し、全ての精製サブ
ユニットを用いた in vitro での V1Vo複合体
の再構成の実験系を構築した。 
（３） NtpK-ring へ の Na+ の 結 合 は
N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCCD)によ
り影響を受け、Na+の結合の親和性が DCCD の
作用により低下する。DCCD 結合性 NtpK-ring
の Na+結合型、非結合型リングのそれぞれ
2.4/3.1 Å.の結晶構造解析に成功した。全
ての NtpK モノマーの Glu139 残基が DCCD に
より修飾され、Na+の結合親和性を低下して
いると考えられた。NtpK リングの全体構造は
DCCD 結合により大きな構造変化は見られず、
Ｖ−ＡＴＰアーゼによる Na+輸送反応におけ
る NtpK リングイオン結合部位のダイナミッ

クな構造変化はないことが示唆された。 
（４） 腸内連鎖球菌液胞型 ATP アーゼ
（V-ATP アーゼ）の NtpK サブユニットの
Glu139Asp 変異体（kE139D）は pH10 において
塩化ナトリウムに対する耐性を失ったが塩
化リチウムに対する耐性を保持していた。精
製 kE139D Ｖ−ＡＴＰアーゼ変異酵素はナト
リウムイオンに比べてリチウムイオン対し
て比較的高い比活性と親和性を保持してい
た。 Ｖ−ＡＴＰアーゼの kE139 残基は、その
酵素活性のために不可欠であり、腸球菌の耐
塩性に直結していることを明らかにした。 
（５） Ｖ−ＡＴＰアーゼの V0 部分で NtpK
リングとともにイオン輸送経路を形成する
NtpI サブユニットの構造を明らかにする上
で、NtpI に作用する特徴的なリガンドの作用
機作の解明も有効なアプローチの一つであ
る。Ｖ−ＡＴＰアーゼ/F-ATPase 共通してトリ
ブチルスズにより特異的に阻害を受けるこ
とから、NtpI(a)サブユニットにトリブチル
スズ作用点であることが示唆されている。腸
球菌Ｖ−ＡＴＰアーゼの NtpIサブユニットは
他のＶ−ＡＴＰアーゼ/F-ATPase と異なりト
リブチルスズにより活性阻害を全く受けな
い特徴的な性質を有することを明らかにし、
トリブチルスズ作用機作を考察する上で重
要な知見のひとつを提示した。 
（６） V-ATP アーゼによる ATP の加水分解
は、中心軸 Dサブユニットと Fと dサブユニ
ットで連結されている cリングで構成されて
いる中央のローター複合体の回転を引き起
こす。2.0Å 分解能で腸内連鎖球菌の V-ATP ア
ーゼの DF 複合体の結晶構造の解析に成功し
た。 D サブユニットの構造は、V-ATP アーゼ
活性の促進に効果があるユニークな短いβ-
ヘアピン領域と長い左向きのコイルドコイ
ルを含んでいた。 F サブユニットは、Dサブ
ユニットの中央部分に結合されていた。A3B3
触媒部分の複合体に入り込んで、活性調節部
分として機能すると考えられる Fサブユニッ
トの C 末端ヘリックスは、3 つのヘリックス
バンドルを形成することにより、D サブユニ
ットとの密接な結合に関与していた。 D と F
のサブユニットのいずれも、d サブユニット
を cリングに結合するために必要であること
がわかった。これらの知見から、V-ATP アー
ゼのローター複合体（DFdc リング）全体の構
造モデルを提示した。 
（７） V1 触媒部分の単位である NtpA1-B1 
複合体は AMPPNP存在下で安定であり、3.4 Å
の分解能で結晶化に成功した。V1 触媒部分で
ある NtpA3-B3-D 複合体の結晶化に成功した。 
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