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研究成果の概要（和文）：プロトン輸送 ATPase の駆動機構を明らかにすることを目的に F 型
ATPase をモデルとして一分子観察を中心とした解析を行った。解析は回転子の サブユニット
と固定子の サブユニットの相互作用、及び回転の途中に見られる秒単位の休止に着目し、熱
力学的解析を行った。その結果、 サブユニットの効率的な回転には、 サブユニット間
の適切な相互作用が重要であることが示唆された。また、休止状態は連続して回転するときと
は異なるエネルギー状態にあることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：I analyzed rotation mechanism of F-type ATPase using single 
molecule observation system in order to understand those of proton ATPases including 
V-type ATPase in osteoclast. Thermodynamic analysis of the rotation indicated that a 
specific γ-β interaction in F1 sector is important for flat energy pathway during the 
rotation, and F1 requires ~2-fold higher activation energy for the transition from the 
active state (continuous rotation) to the inhibited state (~1 sec pausing) compared with 
that for normal steady-state rotation during the active state. 
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１．研究開始当初の背景 

骨格系を構成する骨の代謝は骨芽細胞によ

る骨形成と破骨細胞による骨吸収により調

節される。骨粗鬆症は加齢による骨形成の低

下や閉経後の骨吸収の亢進などにより骨密

度が低下する疾患であり、国内では 1000 万

人以上が罹患している。しかし骨粗鬆症に対

する有効な治療薬は開発されていない。破骨

細胞は骨吸収の際に骨表面で骨吸収窩と呼

ばれる酸性環境を形成するが、酸性環境は特

異的なアイソフォームをもつ V 型 ATPase 

により形成される。したがって、V 型 ATPase 

の触媒機構の解明、及び組織特異的阻害剤の

探索は新たな骨粗鬆症治療薬の開発につな

がると考えた。 
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２．研究の目的 
本研究課題では以下のことを目的とした。 
(１) 酵母及び哺乳類培養細胞を用いて破骨
細胞特異的 V 型 ATPase 阻害剤を探索し、
新規医薬品のシード化合物を見出すこと。 
(２) プロトン輸送 ATPase について阻害剤
や系統的な変異体を用いた解析を行い、回転
を伴う触媒活性の分子メカニズムを解明す
ること。以下に詳細について記載する 
(１) プロトン輸送 ATPase は F 型、V 型、
P 型の３種に大別される。この中で V 型 
ATPase は ATP を消費したプロトン輸送に
よりオルガネラ内部の酸性化などに関与す
る酵素である。V 型 ATPase は触媒活性を持
つ V1 部分と膜内在の Vo 部分で構成され触
媒活性とプロトン輸送をサブユニットの回
転により共役させている。 
 哺乳類細胞の V 型 ATPase は 13 種のサブ
ユニットからなり、6 種のサブユニットには
細胞やオルガネラに特異的なアイソフォー
ムが存在する。膜貫通型 a サブユニットに
は a1, a2, a3, a4 の 4 種のアイソフォーム
が存在する。その中で、一般的にリソソーム
に局在する a3 が、破骨細胞への分化に伴っ
て形質膜に運ばれ融合し、a3 を持つ V 型 
ATPase として形質膜に局在することも明ら
かになった。そこで、骨粗鬆症治療薬の標的
として a3 に着目した。 
(２) 一方、F 型 ATPase は形質膜やミトコ
ンドリアに局在し ATP を合成する酵素であ
り、ATPase 活性を持つ F1 部分（α3β3γδ
ε）と膜内プロトン輸送路を形成する Fo 部
分（ab2c10）からなる。V 型 ATPase と構造が
類似しており、高効率ナノモーターとして広
く研究されている。そこで、プロトン輸送 
ATPase の触媒活性機構を解析するモデルと
して F 型 ATPase にも着目した。 
 
３．研究の方法 
粘性抵抗ができる限り小さい金ビーズをプ
ローブとし、精製した各種変異 F 型 ATPase 
の回転を観察した。回転は１２０ずつのステ
ップがあるが、変異による ATP 分解活性の
減少に伴って、各ステップで回転が停止する
確率が高くなるかどうか、停止時間に確率的
なゆらぎがあるのか、回転速度にはゆらぎが
あるか等について着目し、さらに詳しく検討
した。 
(1)   サブユニット間の相互作用によ
る回転への影響 
 F 型 ATPase 変異体の解析は主に回転子の
γサブユニットの変異体であるγMet23Lys 
を中心に実施した。γMet23Lys 変異体は野生
型と比較して温度依存的に ATP 分解活性、プ
ロトン輸送活性が低下することが報告されて
いた。そこで、野生型及び変異体の温度によ
る回転速度・停止時間の変化について検討し

た。温度変化については、回転観察において
これまでほとんど検討されていなかった。検
討した結果から熱力学的解析を行い、高次構
造と対応させた。 
(2) 長い休止の解析 
 これまでに、F1 部分の回転の途中には秒単
位の休止が存在することが示唆されていた。
そこで、観察時間の延長により休止状態を定
量的に評価し、メカニズムを解析した。さら
に、内因性の阻害因子であるε サブユニッ
トの添加による、回転への影響を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)   サブユニット間の相互作用によ
る回転への影響 
 サブユニットは 120˚ のステップを
示しながら回転し、各ステップの間で野生型
は平均 0.2 ms 停止した。停止している間に 
ATP が加水分解され、120˚ 回転している部
分で生成物の解離と ATP の結合が起きると
考えられる。熱力学的には、野生型の回転は
停止部分と回転部分がほぼ同じ活性化エネ
ルギーを持つことを明らかにした。この結果
により、F1の各反応段階では遷移状態へ移行
する際の活性化エネルギーが低く一定に保
たれており、 サブユニットは効率的に回
転していることが示唆された。 
 また、 サブユニットの Met23 残基を 
Lys に置換した F1の回転は、野生型と比較し
て停止部分で活性化エネルギー、エンタルピ
ー、エントロピーのいずれもが上昇した。さ
らに、第二の変異として サブユニットの
Glu381 を Asp に置換すると、F1 の停止時間
と回転速度は野生型と同等に回復した。すな
わち、 変異により停止部分で遷移
状態への移行を妨げる新たな結合が
と Glu381 の間で形成され、回転が阻害され
たと推定された。したがって、サブユニット
の効率的な回転には、 サブユニット間の
適切な相互作用が重要と考えられる。研究成
果 は  Journal of Biological Chemistry 
(2009, 284, 22401–22410) にて報告した。 
(2) 長い休止の解析 
観察時間の延長により、F1 は約 1 秒ごとに回
転と停止を繰り返すことを明らかにした。連
続回転している時は毎秒約 500 回転の高速
で回転した。休止時間を含めた平均速度は毎
秒約 160 回転であり、ATPase 活性から予想
される回転速度と一致した。したがって、秒
単位の休止によって ATP の加水分解は 60% 
以上阻害されることが明らかになった。さら
に、内因性の阻害因子であるε サブユニッ
トの添加により、連続回転時間は変化せず休
止時間は 3 倍に増加した。また、連続回転
している時の回転速度は約 50% 低下した。
このことから、ε サブユニットは回転速度
を低下させるとともに、休止を延長させるこ



 

 

とによって、F1 による ATP の加水分解を抑
制することが示唆された。さらに、休止につ
いて熱力学的解析を行い、休止状態は連続し
て回転するときとは異なるエネルギー状態
にあることを明らかにした。破骨細胞におけ
るプロトンポンプ ATPase も共通するメカニ
ズムを有する可能性が考えられる。研究成果
は Journal of Biological Chemistry (2010, 
285, 42058–42067) にて報告した。 
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