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研究成果の概要（和文）：ATPを分解して回転する腸内連鎖球菌の回転分子モーターV1-ATPaseの回転を1分子レベルで
解析することに初めて成功した。このV1-ATPaseと別種のV1-ATPaseの回転との比較から、V1-ATPase共通の回転特性を
見つけだすことに成功した。さらにこのV-ATPaseのATP加水分解の素過程反応が起こる回転角度を明らかにした。これ
らの結果は分子モーターの作動原理の理解につながる重要な知見である。

研究成果の概要（英文）：We have succeeded in analyzing the ATP-driven rotation of Enterococcus hirae 
V1-ATPase at single-molecule level for the first time. The detailed analysis of the rotation and the 
comparison with V1-ATPase from another species revealed the common rotary mechanism of V1-ATPase. 
Furthermore, we determined the rotary angle at which the elementary reactions of ATP hydrolysis occur. 
These results lead to a deeper understanding of operation mechanism of rotary molecular motors.

研究分野：生物物理

キーワード： 1分子計測　分子モーター
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１．研究開始当初の背景 
本研究で対象とする V-ATPase は近年千葉
大の村田らにより、ナトリウムを輸送する E. 
hiraeのV-ATPaseのV1部位(V1-ATPase)を用い
て、A3B3と A3B3DF複合体のヌクレオチド結
合・非結合型両方の高分解能（2～3Å）の構
造が報告されている。驚くべきことに、村田
らが決定したヌクレオチド非結合状態にお
ける 3つの触媒サブユニットの構造や、ヌク
レオチド結合状態の触媒部位の構造は
F1-ATPaseと明らかに異なっていた。Thermus 
thermophilus 由来の V1-ATPase は、F1-ATPase
と同様に 1分子計測により回転機構を調べた
例が数報ある(今村 PNAS 2005、古池 Nat. 
Commun. 2011)。これらの実験結果から
Thermus thermophilus由来のV1-ATPaseはATP
結合と加水分解が同じ角度で起こることが
分かっている。しかしながら、ATPが何個結
合して回転するのか、結合した ATPがどの角
度で分解されるのか、分解産物(ADP、リン酸)
がどの角度で解離するのかなど V1-ATPaseの
詳細な回転機構については未だ明らかにな
っておらず、これら異種の分子モーターの回
転機構を比較することはできていなかった。 

 
２．研究の目的 
 回転分子モーターF1/V1-ATPase の回転機構
を詳細に調べ、その独自・共通の回転機構を
構造にも照らし合わせ比較する事により、回
転分子モーターの普遍的な作動原理を明ら
かにすることが本研究の全体構想である。具
体的には、未だ詳細な回転機構が明らかでな
い回転分子モーター”V1-ATPase”の回転の基
本的性質の決定を行うと共に、基質の解離角
度や加水分解の起こる角度などを調べ、
V1-ATPase の詳細な回転機構を明らかにする。
そこで得られた知見をすでに詳細な回転機
構が明らかになっている異種の回転分子モ
ーター”F1-ATPase”の知見と比較することに
より回転分子モーターの基本となる作動原
理の理解を目指す。 
 
３．研究の方法 
金微粒子(40～80nm)を回転プローブに用い

E. hirae の V1-ATPase(EhV1)の高時間分解能
の解析を行った（図 1）。具体的には、ATP濃
度を Km 以下の低濃度から飽和濃度まで変化
させた実験を行った。そこから ATP結合待ち
の角度とその後の素過程反応（P-O 開裂、リ
ン酸解離、ADP解離が候補）待ちの角度を決
定した。さらにその停止時間の解析から反応
素過程の時定数を求めた。またポリスチレン
ビーズ(200～300nm)を回転プローブに用い
て、揺らぎの定理からトルクの計測を行っ
た。さらに、ATP結合と加水分解両方が遅い
変異体を作製し、その触媒サブユニットを野
生型の 3つの触媒サブユニットの 1つと交換
したハイブリッド V1-ATPaseを作製し回転観
察を行った。観察された ATP結合待ちとその
後の素過程反応待ちの停止の相対角度から、

ATP結合後に何度先でその後の素過程反応が
起こるのかを決定した。さらに現在、回転と
蛍光 ATP の結合・解離の同時観察を ATP と
蛍光 ATP の混合溶液で行い、結合した蛍光
ATPが加水分解後に何度先で解離するのかを
蛍光強度の変化から測定する実験を行って
いる。 
 
４．研究成果 

1分子回転観察の結果、EhV1の回転速度は
シンプルなミカエリスメンテン式の変化を
することが分かった（図 2）。 

また ATP飽和の条件で EhV1はこれまで報告
されている Thermus thermophilus 由来の V1

（TtV1）よりも早く回転し、Vmaxの値は TtV1

の約 1.7倍の値となった。各 ATP濃度での回
転の挙動を詳細に解析したところ、EhV1 は
ATP濃度によらず常に120°ステップで回転す
ることが明らかとなった（図 3）。これまでス
テップ検出・解析に成功している V1-ATPase
は ATP 合成を生理的機能とする TtV1のみで
あった。イオン輸送を生理的機能とする
V1-ATPase のステップ検出・解析に成功した
のは今回が初めての例である。この結果
は、”ATP 結合とその他の加水分解の素過程
反応が同じ角度で起こる ”ということが
V1-ATPase の共通の作動機構であることを示
す。 

図 1. 金微粒子を用いた E. hirae の
V1-ATPase(A3B3DF)の回転観察 

図 2. E. hirae の V1-ATPase の回転速度
（○）と ATPase（□）の ATP濃度依存性 



 また面白いことに EhV1は TtV1では見られ
ない”clear state”と”unclear state”の 2状態の遷
移を繰り返し回転することが分かった（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この EhV1のトルク計測を行ったところ EhV1

のトルクの値(13 pNnm)はこれまで報告され
ている他の F1-ATPase や V1-ATPase の値
（30-40 pNnm）に比べて非常に低いものであ
った。さらにセカンドストークを持ち安定な
構造を持つと考えられる EhVoV1ではトルク
が EhV1の約 2倍(23 pNnm)であることが分か
った。これらの結果は EhV1の”unclear state”
は回転軸である DF 複合体と固定子である
A3B3 複合体の相互作用が弱くなったトルク
の低い不安定な状態であるということを示
唆している。 
 次に ATP結合とその後の素過程反応（P-O
開裂、リン酸解離、ADP解離）の起こる角度
を決定するために、ATP結合とその後の素過
程反応の両者が遅くなる変異(F425E)を EhV1

に 1 つだけ導入したハイブリッド EhV1を作
製した（図 5上）。F425E変異体の ATP結合
速度は野生型の約 1/4000、開裂、ADPの解離、
リン酸の解離の速度のいずれかは約 1/20 に
なっている（図 5 下）。そのためハイブリッ
ド EhV1 では、これらの反応素過程に対応す
る停止が長くなり、ATP結合角度や他の反応
素過程の停止角度が同定可能となる。 
ハイブリッドの各停止点を停止時間が短

い順に short、middle、longとすると、30 mM 
ATPにおけるそれぞれの停止時間の平均値は 
1.2 ms (short)、8.9 ms (middle)、80.3 ms (long)
であり、60 mM ATPでは 1.5 ms (short)、11.4 ms 
(middle)、56.4 ms (long)となった（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
shortと middleの停止時間は ATP濃度によっ
てほとんど変化しなかったが、longは大きく
変化した。この結果は longが F425E変異体の
ATP結合待ちの停止に対応することを示して
いる。また、middleは F425E変異体のもう一
つの遅い反応素過程に対応すると考えられ
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの結果から ATP の結合角度を 0°と
した時、240°でその後の反応素過程（ATPの
開裂、ADPの解離、リン酸の解離）が起こる
ことが明らかになった。現在報告されている
EhV1の結晶構造を考えると、P-O解離が 240°
で起こるという説が有力である（図 7）。この
回転機構と F1-ATPase の回転機構を比較する
と、サブステップの有無という違いはあるが、
F1-ATPase と V1-ATPAse は結合した ATP の
P-O開裂が次のATP結合によるステップの後
に起こるという共通の機構を持つことが分
かる。しかしながら 240°で起こる反応素過程
の数や正体については未だ不明である。そこ
で現在、蛍光 ATPと回転の同時観察を行って

図 3. 様々な ATP濃度での EhV1のステップ
回転。ATP飽和から濃度をKm以下に下げて
も常に 120°ステップで回転している。 

図 4. EhV1 で観察される”clear state”(赤)
と”unclear state”(青)。”unclear state”では回
転プローブが回転中心に向かって大きく揺
らいでいることが分かる。左図は回転の時
間変化、右図は重心の分布を示す。 

図 5. ハイブリッド EhV1 の模式図（上）と
F425E 変異体の回転速度の ATP 濃度依存
性（下）。 

図6. ハイブリッドEhV1の回転例（左）と各停
止時間（long,、middle、short）の ATP濃度依
存性（右）。 



おり、素過程反応のひとつである ADP 解離
の角度の直接同定を進めている。 
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