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1.　はじめに

　2012 年に電子直接検出器が登場し，クライオ電子顕微
鏡（クライオ電顕）によるタンパク質構造の分解能が飛
躍的に向上した．この「分解能革命」により，結晶化が
困難で構造決定が難しかった多くの膜タンパク質の構造
が次々と発表されている．私たちが研究対象としている
回転型 ATP 合成酵素も結晶化が困難で，その全体構造解
明は長らく未解決の課題だった．
　2014 年，大阪大学超高圧電子顕微鏡センターにハイエ
ンドなクライオ電子顕微鏡「Titan Krios」が導入され，ク
ライオ電顕の専門家である光岡 薫教授が赴任された．光
岡教授とは以前から電子顕微鏡による構造解析に関する
共同研究を進めていたこともあり，私はすぐに ARIM の
前身であるナノテクノロジープラットフォームの枠組み
で Titan Krios の使用を申請し，回転型 ATP 合成酵素の一
種である V/A-ATPase の全体構造解明を開始した．
　クライオ電顕画像の取得や解析に関して十分なノウハ
ウがない中，手探りで V/A-ATPase の構造解析を進め，
2016 年の中頃には低分解能ながら V/A-ATPase の全体構
造を決定することができた．ATP 合成酵素の全体構造決
定という点では，ドイツやアメリカのグループに遅れを
とったものの，我が国で初めて決定された複雑な膜タン
パク質複合体の構造であり，その研究成果を 2018 年に
刊行した [6]．
　それ以降も，クライオ電顕による ATP 合成酵素の構造
解析により回転型 ATP 合成酵素の仕組みの解明につなが
る多くの研究成果を挙げることができた．現在では，生
体膜上で機能している ATP 合成酵素や呼吸鎖複合体と
いった膜タンパク質の機能構造解析を ARIM の支援のも
と進めている．

2.	 ATP 合成酵素 FoF1 と V/A-ATPase

　ATP 合成酵素は，生体膜間の電気化学ポテンシャル
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（プロトン駆動力）を利用して ATP 合成反応を行うエネ
ルギー変換装置である．ミトコンドリアやクロロプラス
ト，一部の細菌の細胞膜には FoF1 型の ATP 合成酵素が存
在する [1]．一方，好熱菌 Thermus thermophilus の細胞
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図 1　FoF1（A），V/A-ATPase（B）の構造，（C）V1 部分のスライス構造．3 つの AB の境界に ATP の結合部位がある．中
心に回転軸である DF が位置している．（D）回転触媒機構の模式図．中心回転軸が外周固定子部分に対して回転することで，
V1 部分で 3 分子の ATP が加水分解すると中心回転軸が 1 回転し，Vo 部分でプロトンが輸送される．

膜から得られる ATP 合成酵素は，構成サブユニット組成
や一次構造が真核生物の液胞などの酸性小胞の膜に存在
するプロトンポンプである V-ATPase に似ていることから
V-ATPase と呼ばれ，同様の酵素は腸球菌の細胞膜からも
発見されている．また，古細菌（Archea）にも同様の V
型 ATP 合成酵素が見つかっていることから，V/A-ATPase
と呼ばれることもある [2][3][4][5]．
　これらの ATP 合成酵素は，ATP の合成・分解を担う 6
量体を含む外周固定子と，膜内在性の回転リングを含む
中心回転軸から構成される．プロトン駆動力により回転
リングが回転すると，6 量体で ADP がリン酸化され ATP
が合成される（図 1）．反対に V1 部分で ATP が分解され
ると中心回転軸が回転し，プロトンが輸送される．
　ATP 合成酵素の構造解明は，生体エネルギー分野にお
いて長らく残された課題の一つであった．しかし，回転
することで機能する ATP 合成酵素は，複数の回転状態か
らなる混合物として存在し，結晶構造解析による全体的
な構造の決定は困難だった．また，複数のサブユニット
から構成される複雑な構造からなる超分子複合体である
ことも，その構造解析を困難にした一因である．

3.　V/A-ATPase の試料調製

　我々は，T. thermophilus 由来の V/A-ATPase の構造・
機能に関する研究を長年にわたり継続してきた [2]．好熱
性細菌由来のタンパク質は安定性が高く扱いやすいため，
構造解析に適しており，比較的簡単に構造解析に必要な
試料を得ることが可能である．通常，ニッケルカラム（Ni-
NTA）を使用したアフィニティー精製により膜画分 50g か
ら約 5mg の V/A-ATPase が得られる．
　当初は，限界ミセル濃度未満の LMNG（界面活性剤の
一種）を含む V/A-ATPase 溶液からクライオグリッドを作

成した．この方法で良好なクライオ画像を得ることがで
きたが，V/A-ATPase の凝集が見られ，クライオ電顕画像
1 枚あたりの V/A-ATPase 単粒子画像の数が少なくなる傾
向があった．そこで，V/A-ATPase をナノディスクと呼ば
れる脂質膜に再構成し，界面活性剤を除去した状態でク
ライオグリッドを作成した．その結果，再現性の高い良
好なクライオ電顕画像を得ることができ，クライオ電顕
画像あたりの単粒子画像数の歩留まりが大幅に上がった．
そのため大量の V/A-ATPase の単粒子画像を抽出し，画像
解析に供することができた．

4.　クライオ電子顕微鏡により解明された
V/A-ATPase の回転機構

　クライオ電子顕微鏡による単粒子構造解析は，タンパ
ク質粒子の画像を撮影し，それを元に 3 次元構造を再構
成する方法である．この過程で，異なる構造を分離し，
それぞれの構造を詳細に解析できるので，回転型 ATPase
のように複数の構造が混在する場合に有効である．
　我々は，V/A-ATPase の ATP 加水分解中間体の構造を捉
えるために，内在性ヌクレオチドを除去した V/A-ATPase
を異なる ATP 濃度条件で反応させた．この反応液からク
ライオグリッドを作成し，クライオ電子顕微鏡で構造解
析を行った．
　V/A-ATPase の ATP 駆動性モータードメインである V1

の原子分解能構造を得るために，各条件下で V1 部分を強
調した構造精密化を行った．触媒部位へのヌクレオチド

（ATP/ADP）結合状態に関わらず，V1 ドメインは，開い
た構造（ABopen），やや閉じた構造（ABsemi），閉じた構造

（ABclosed）から構成されていた（図 2）．
　飽和 ATP 濃度条件では，ABopen には ATP，ABsemi には
ATP，ABclosed には ADP と Pi が結合していた．ATP 結合
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図 2　（上）V1 部分での ATP 駆動による回転機構（a）〜（c）120°ステップに伴って 3 つの AB で起こる反応

が律速段階になる条件では，ADP が ABclosed に，ATP が
ABsemi に結合していたが，ABopen は空だった．これは，次
の ATP 分子が ABopen に結合することを示している．
　最後に，加水分解が遅くなる ATP アナログである
ATPγS を含む反応液中の V1 部分の構造を解析した．この
条件では，ATP 加水分解を待つ構造が得られる．得られ
た V1 ドメインの構造には，すべての触媒部位に ATPγS と
ADP が観察された．ABclosed には ADP，ABsemi には ATPγS
が結合しており，これは ABclosed が加水分解後の構造で，
ABsemi が加水分解を待っている構造であることを示してい
る．
　この結果から，次に示す ATP 加水分解と回転運動の化
学力学共役機構に関する重要な洞察が得られた．V3nuc か
ら V2nuc への構造変化では，図 2に示されるように，3
つの AB 二量体は以下の構造変化を同時に起こす：（a）
ABopen から ABsemi への変化，（b）ABsemi から ABclosed への
変化，（c）ABclosed から ABopen への変化．これらの変化と
同時に DF 回転子が 120°ステップする．（a）では，結合
した ATP により AB 二量体がより閉じた構造になる．また，
ABsemi（ATP）と ABclosed（ADP+Pi）を比較すると，結合し
ている ATP と ADP の違いにより化学ポテンシャル差が生
じる．そのことにより，ABsemi から ABclosed への構造変化
が自発的に起こり，同時に 120°ステップも駆動される．
ABclosed に結合した ADP および Pi が放出され，ABopen に変
換する過程（c）は，触媒部位と ADP ＋ Pi との相互作用
を切断する過程であり，120°ステップにより ABclosed が開
くことにより引き起こされる．
　つまり，3 つの触媒部位で起こる化学反応が，軸タン
パク質の 120°ステップと共役することで同時に起こる．
ABopen に結合した ATP に加えて，ABsemi に結合した ATP
の加水分解過程も，120°ステップの駆動力になる [6]．

5.　V/A-ATPase の時間分解能構造解析

　クライオ電子顕微鏡を使った構造解析では，反応時間
を変えることで酵素の構造変化を捉えることができる．
V/A-ATPase の速い構造変化を捉えるために，硫酸イオン
を反応液に加え，初期状態から定常状態への変化を遅く
した．
　低濃度の ATP と硫酸イオンを含む反応液で V/A-ATPase
を 60 秒間反応させ，クライオグリッドを作成して構造
解析を行った．この条件では，ABsemi と ABclosed に硫酸イ
オンが結合し，ABopen が空の構造（V2SO4）と，ABsemi に
ATP，ABclosed に硫酸イオン，ABopen が空の構造（Vsemi1ATP）
が得られた（図 3）．
　 次 に，V/A-ATPase を 飽 和 濃 度 の ATP で 5 秒 お よ び
30 秒反応させ，構造解析を行った．5 秒の反応液から
は，ABopen の 触 媒 部 位 に ATP が 結 合 し，ABclosed お よ び
ABsemi の両方に硫酸塩が結合した構造（V1ATP）と，ABopen

と ABsemi の触媒部位にそれぞれ ATP が結合し，ABclosed に
硫酸イオンが結合した構造（V2ATP）が得られた．飽和
ATP 濃度条件で 30 秒反応させた反応液からは，V1ATP と，
ABopen と ABsemi に ATP が 結 合 し，ABclosed に ADP ＋ Pi が
結合した構造（V3ATP）が得られた．
　以上の結果から考えられる V2SO4 から V3nuc への移行
過 程 を図 3に 示 し た． ま ず，V2SO4 に ATP が 結 合 す る
と V1ATP が で き る．ABopen に 結 合 し た ATP に よ り V1ATP

が 120°ステップし，ABclosed の硫酸イオンが放出され，
Vsemi1ATP になる．Vsemi1ATP に ATP が結合すると V2ATP にな
る．これが 120°ステップすると，ABclosed から ADP と Pi
が放出され，V2nuc に変化する．V2nuc に ATP が結合すると
V3nuc になる．ここまでくると，最初に V1 部分に結合して
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図 3　V/A-ATPase の時間分解能構造解析．A 〜 C　異なる反応条件と時間で得られた V1

部分の構造．D　初期状態から定常状態への構造変化．この実験では，V2nuc は構造として
単離されず半透明で表示した．

いた硫酸イオンはすべて放出され，V2nuc と V3nuc が交互に
現れる定常状態になる．
　この結果から，硫酸イオンが V/A-ATPase の初期反応を
遅くする一方，定常状態での活性に影響を与えないこと
が説明された．また，ABopen に ATP が結合しているだ
けの状態よりも，ABopen と ABsemi の両方に ATP が結合し
ている方が，より速く 120°ステップが起きることが示唆
された．このことは，ABsemi に結合した ATP も 120°ステッ
プの駆動力の一つになることを示唆する [7]．

6.　おわりに

　クライオ電子顕微鏡による構造解析は，ATP 合成酵素
に代表される膜タンパク質の機能を解明する上で強力な
手法である．通常，クライオ電子顕微鏡のマシンタイム

に制限があるためクライオ電顕での撮影自体いつでもで
きるわけではない．我々の場合，ARIM の枠組みにより比
較的豊富なマシンタイムをいただくことができ，研究が
大いに進捗した．いままでは，可溶化状態の ATP 合成酵
素の機能構造解析を行ってきたが，ATP 合成酵素は本来
生体膜に包埋されている状態ではたらいている．現在我々
は，ATP 合成酵素本来の機能を見るために，ミトコンド
リア内膜に存在する ATP 合成酵素を直接構造解析してい
る．これに関しても ARIM の枠組みのマシンタイムを活
用させていただいている．大阪大学超高圧電顕センター
の Titan Krios は第 2 世代で最新型ではないが，メインテ
ナンスが十分で状態が良く，高分解能のタンパク質の構
造解析が可能である．今度とも Titan の共同利用により，
ATP 合成酵素のみならず他の重要な膜タンパク質の機能
構造を進める予定である．クライオ電顕による機能構造
解析により，膜タンパク質の中間体構造を数多く決定す
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ることで，膜タンパク質の高機能改変やドラックデザイ
ンなどの産業応用も期待される．
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