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1   はじめに 
	 V 型 ATPase は ATP の加水分解エネルギーを利用
して膜を介したイオンの輸送を行う巨大な超分子複

合体である. V-ATPase の A, B サブユニットは N 末
端が会合することで非対称構造の六量体リング 
(A3B3複合体) を形成し, 3 カ所の活性部位で ATP 加
水分解が順番に起こる . 我々はこれまでに V 型

ATPase を構成する各サブユニットや V1・A3B3・中

心軸などの部分複合体の構造解析を進め, 加水分解
メカニズムを提案してきた[1]-[3]. しかし詳細な加水
分解メカニズムは明らかになっていない. 
	 本研究では腸球菌 V型 ATPaseの A3B3複合体が会

合して N 末リングを形成する部分に変異を加えて X
線結晶構造解析を行い, この N 末リングの影響を調
べた. 

 
2   実験 
	 変異体 A3B3 複合体の結晶化用サンプルは大腸菌

無細胞合成系を用いて発現した. X 線回折実験はヌ
クレオチド非存在下の変異体 A3B3 複合体は波長

0.98 Å, AMP-PNP存在下の変異体 A3B3複合体は波長

1.1 Å で行った. 得られた回折データは XDS で指数
付け・積分・スケーリング処理した. 

 
3   結果および考察 
ヌクレオチド非存在下の変異体 A3B3 複合体の結

晶は空間群 P21に属しており,格子定数は a=180.8 Å, 
b=107.8 Å, c=193.4 Å, α=90˚, β=99.4˚, γ=90˚ で分解
能 3.4 Åの回折データセットを取得し, 構造決定を行
った.  
一方 AMP-PNP 非存在下の変異体 A3B3複合体の結

晶は空間群 P212121 に属しており , 格子定数は
a=105.8 Å, b=151.4 Å, c=235.5 Å, α=β=γ=90˚ で分
解能 2.1 Åの回折データセットを取得し, 構造決定を
行った. 

                         
図１：変異体 A3B3複合体結晶 

 
図２：変異体 A3B3複合体構造 

(左：ヌクレオチド非存在下、右：AMP-PNP存在下) 
 

4   まとめ 
AMP-PNP 存在下の野生型 A3B3複合体には 2 分子

の AMP-PNP が結合していたが, 変異体 A3B3複合体

には 3 分子の AMP-PNP が結合し, 会合していた N
末リングが崩壊していた. 一方ヌクレオチド非結合
型変異体 A3B3複合体の結晶構造は対称性が高く, 非
対称構造であった野生型 A3B3 複合体の結晶構造と

異なっていた. このことから N 末リングが複合体の
非対称構造の形成に重要であると示唆された. 
これらの構造は現在論文準備中である.  
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