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研究成果の概要（和文）：　V型ATPaseはATP合成酵素（F-ATPase）と類似した構造をもつナノ分子モーター／プロトン
ポンプである。本研究ではV型ATPaseのATP加水分解反応に伴った回転分子機構の解明を目的に、ヌクレオチド結合型及
び反応中間体のV1-ATPaseのX線結晶構造解析や重要残基変異体の構造機能解析を行った。
　まず、AMP-PNP結合型及びリン酸結合型V1-ATPaseのX線結晶構造を明らかにした。さらに、ヌクレオチド結合部位やD
G複合体結合部位の部位特異的変異体を作製し、機能解析を行った。これらの結果に基づき、本酵素のATP加水分解反応
に伴った回転反応の分子メカニズムモデルを提案した。

研究成果の概要（英文）：  Vacuolar ATPases (V-ATPases) function as proton pumps in various membrane system
s within the cells, which are involved in a number of processes such as bone resorption and cancer metasta
sis. The hydrophilic V1 portion is known as a rotary motor, in which a central axis DF complex rotates ins
ide a hexagonally arranged catalytic A3B3 complex using ATP hydrolysis energy, although the molecular mech
anism is not well defined due to a lack of high-resolution structural information.
  We have established the in vitro expression, purification, and reconstitution of Enterococcus hirae V1-A
TPase from the A3B3 and DF complexes. In this study, we solved the crystal structures of AMP-PNP-bound and
 Pi-bound V1-ATPase, and also characterized the several site-directed mutants. On the basis of these findi
ngs, we proposed the molecular mechanism of the rotary motor.
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１．研究開始当初の背景	 
	 V 型 ATPase は真核細胞のほとんど
の膜系に存在し、プロトンポンプとし
て 働 い て 内 部 の 酸 性 環 境 を 作 り 出 し
ている。V 型 ATPase は破骨細胞やがん細
胞の細胞膜にも多く発現し、その酸性環境異
常が骨 粗 鬆 症 や が ん 転 移 と 関 連 し て
いることが知られている。ヒト由来の
V 型 ATPase は精製系が確立されてお
らず、その生化学的研究は遅れていた。	 
	 我々は腸球菌由来の V1-ATPase の再
構成条件を決定し、ヌクレオチド非結
合型 V1-ATPase の高分解能 X 線結晶構
造解析に成功した。しかし、ヌクレオ
チド非結合型の構造から ATP 加水分
解 の 詳 細 な メ カ ニ ズ ム を 理 解 す る の
は難しく、ヌクレオチド結合型の構造
を得ることが重要と考え、本研究計画
の立案に至った。	 
	 
２．研究の目的	 
	 本研究では V 型 ATPase の ATP 加水分解反
応に伴った回転分子機構の解明を目的に、各
種 ATP アナログや各種リン酸アナログを用い
て、ヌクレオチド結合型や反応中間体の
V1-ATPase の結晶構造を明らかにする。そし
てこれらの構造から予想される基質結合部
位や回転反応に重要となる残基については
変異体を作製し、構造機能解析を行う。得ら
れた構造と生化学的解析結果から、本酵素の
ATP 加水分解反応に伴った回転反応の分子メ
カニズムの解明を目的とする。	 
	 
	 
３．研究の方法	 
( 1 ) ： ヌ ク レ オ チ ド 結 合 型
V 1 - A T P a s e の X 線 結 晶 構 造 解 析 	 
	 ま ず 、 ヌ ク レ オ チ ド 非 結 合 型 の
V1-ATPase に対して、各種ヌクレオチ
ドの結合親和性を測定し、結晶化の際
に 過 剰 量 と し て 加 え る べ き 濃 度 を 決
定する。そして、各種ヌクレオチドを
含む結晶化溶液を作製し、この結晶に
長 時 間 ソ ー キ ン グ す る こ と に よ り ヌ
ク レ オ チ ド 結 合 型 の 構 造 が 得 ら れ る
かについて検討を行う。ソーキング法
により結晶の質が悪くなった場合や、
ヌ ク レ オ チ ド が 挿 入 さ れ な か っ た 場
合には、最適条件下で過剰量の各種ヌ
クレオチドと V1-ATPase を混合し、結
晶化のスクリーニングを行う。良質の
結晶が得られしだい、X 線結晶構造解
析を行う。	 
	 
( 2 ) ： 反 応 中 間 体 構 造 を 示 す
V 1 - A T P a s e の X 線 結 晶 構 造 解 析 	 
	 まずは V1-ATPase に対して、リン酸
アナログ（+ADP）の結合親和性を測定
し、結晶化の際に過剰量として加える
べき濃度を決定する。そして、実験(1)

と 同 様 に 過 剰 量 の 基 質 存 在 下 で ソ ー
キ ン グ 法 や 共 結 晶 化 を 行 い 、
V1-ATPase 反応中間体の X 線結晶構造
解析を行う。	 
	 
( 3 )： ヌ ク レ オ チ ド 結 合 部 位 の 変 異
V 1 - A T P a s e の 機 能 構 造 解 析 	 
	 得られた V1-ATPase の構造からヌク
レ オ チ ド 結 合 に 重 要 と 考 え ら れ る 残
基に関して、部位特異的変異導入を行
う。得られた変異 V1-ATPase を精製し、
ヌクレオチド結合活性や ATPase 活性
への影響を調べる。	 
	 
( 4 ) ： D G 複 合 体 結 合 部 位 の 変 異
V 1 - A T P a s e の 機 能 構 造 解 析 	 
	 得られた V1-ATPase の構造（特に遷
移状態の構造）から、DG 複合体と A3B3

複合体の接触面に位置し、回転反応に
重要と考えられる残基に関して、部位
特異的変異導入を行う。得られた変異
V1-ATPase を精製し、A3B3 複合体と DG
複合体の結合の親和性や ATPase 活性
への影響を調べる。	 
	 
( 5 )：分子メカニズムモデルの提案	 
	 上記で得られた構造と生化学的解析結果
のすべてを総括することにより、本酵素の
ATP 加水分解反応に伴った回転反応の分子メ
カニズムモデルを提案する。	 
	 
	 
４．研究成果	 
	 
( 1 ) ： ヌ ク レ オ チ ド 結 合 型
V 1 - A T P a s e の X 線 結 晶 構 造 解 析 	 
	 ビアコアを用いて V1-ATPase の AMP-PNP 結
合を調べたところ、高い親和性（KD	 =5	 nM）
で結合することが明らかになった。過剰量と
なる 200μM	 AMP-PNP 存在下で V1-ATPase の
結晶化を行い、2 分子の AMP-PNP が結合した
V1-ATPase の結晶構造を得ることに成功した
（Nature	 2013）（下図）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 さらに、リン酸をソーキング法により導入
し、リン酸が tight 型に１分子結合した
V1-ATPase の結晶構造を得ることに成功した
（下図）。ATP 加水分解／合成の反応中間体
構造に相当すると考えられた。	 



	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

( 2 ) ： 反 応 中 間 体 構 造 を 示 す

V 1 - A T P a s e の X 線 結 晶 構 造 解 析 	 

	 F1-ATPase や他の ATPase の構造研
究において、ADP とリン酸アナログを
用いることにより ATP 加水分解の反
応中間体の構造が得られている。配位
化学的性質として、アルミニウムとフ
ッ素が平面上に配置され、その両側か
ら酸素（タンパク質側鎖や ADP 等）が
配位した構造を形成する。これにより
AlFx は 加 水 分 解 反 応 の 遷 移 状 態 に 相
当 す る 構 造 を 形 成 す る と 考 え ら れ て
いる。そこで、 ADP と AlF3 存在下で、
V1-ATPase の結晶化スクリーニングを行った。
微結晶が得られたが、構造解析が可能な分解
能を示す良質の結晶は得られなかった。	 
	 

( 3 )： ヌ ク レ オ チ ド 結 合 部 位 の 変

異 V 1 - A T P a s e の 機 能 構 造 解 析 	 

	 得られた V1-ATPase の構造からヌクレ

オチド結合に重要と考えられる残基の変

異体を３種類作製した。これらの変異体の

ATPase 活性や複合体の安定性を調べ、そ

の成果を論文にまとめた（SpringerPlus	 

2013）。	 

	 

( 4 ) ： D G 複 合 体 結 合 部 位 の 変 異

V 1 - A T P a s e の 機 能 構 造 解 析 	 

	 得られた V1-ATPase の構造から、DG 複合体
と A3B3複合体の接触面に位置し、回転反応に
重要と考えられる５種類の残基の変異体を
作製した。これらの変異体の ATPase 活性や
複合体の安定性を調べた結果、DG 複合体と
A3B3 複合体の結合に重要な残基の変異体は、
野生型に比べ ATPase 活性の初速が上昇して
いたが、複合体の安定性は低下していた
（PLoS	 ONE,	 2013）。	 
	 

( 5 )：分子メカニズムモデルの提案	 

	 上記で得られた構造と生化学的解析結果
のすべてを総括することにより、本酵素の
ATP 加水分解反応に伴った回転反応の分子メ
カニズムモデルを以下のように提案した（下
図）。	 
	 
	 (a)は bound	 form と tight	 form に ATP が
結合している。tight	 form に結合した ATP は
Arg-finger がγ-phosphate に近づいた分解

待ちの状態であり、この ATP が加水分解する
ことにより反応がスタートする。ATP が加水
分解されると、A3B3部分は定常状態の A3B3構
造に戻るような構造変化が促進されると考
えられる。つまり、tight	 form は empty	 form
に構造変化し、ヌクレオチドの親和性が低下
した結果、ADP と Pi の遊離がおこる。一方、
empty	 form は ATP 結合が可能な bindable	 
form に構造変化を起こし、V1-ATPase の A3B3

部分はヌクレオチド非結合型A3B3の状態にな
る方向に進む（b）。しかしながら tight	 form
と DF 複合体は強く結合しているため、A3B3

部分の構造変化は抑制されると考えられ、実
際には（a）と（b）の構造の中間状態に変化
すると予想している。次に、bindable	 form
あるいは中間状態の AB ペアへの ATP 結合に
よってA3B3部分の構造が変化し、２つのbound	 
form に ATP が結合し、これにより DF 複合体
が回転する（c）。最後に、元々あった bound	 
form が DF 複合体との相互作用により tight	 
form に 構 造 変 化 し 、 Arg-finger が γ
-phosphate に近づき初めの構造に戻るとい
うモデルである（a	 =	 d）。	 
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