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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. ATPの加水分解は V1部分に 3カ所ある
活性部位で順番に起こり、その反応の進行に従って

V1 の中心に位置するサブユニットが回転する仕組み

になっている. 
ここでいう V1部分は, サブユニット構成から別名

A3B3DF 複合体とも表現でき, 8 本のポリペプチド鎖
から成り立っている. V-ATPase はその機能メカニズ
ムのみならず, このような複雑な複合体がどのよう
に形成されるのかについても不明な点が多い, 我々
はこれまでに, V-ATPase を構成する各サブユニット
や V1・ローターリング・DF 回転軸などの部分複合
体の構造解析を進めてきた, 本研究では腸球菌 V-
ATPase の B サブユニット(NtpB)単独での構造解析
を行い, 得られた構造から機能発現や複合体形成の
メカニズムについて議論することを目指している. 

 

2   実験                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     
B サブユニット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 線回折実験は波長
1.1Åで行った. 得られた回折データは HKL2000また
は XDS で指数付け・積分・スケーリング処理した
後, Phaser または Molrep で分子置換法により位相決
定を行った. 分子モデリングには Coot を用いた. 構
造精密化には Phenix refineまたは Refmac5用いた. 

 

3   結果および考察 
得られた B サブユニットの結晶は空間群 P1 に属

しており , 格子定数は a= 46.49Å, b=135.94 Å, 
c=166.56 Å, α=103.68˚ β= 97.57˚, γ= 90.69˚ であっ
た. この結晶について分解能 3.5 Å程度の回折データ
セットを取得した.  
位相決定は複合体中の B サブユニットの PDB フ

ァイルを用た分子置換法により行った. 現在のとこ
ろ Rwork= 0.23, Rfree= 0.36まで構造精密化が進んでい
るが, V1 複合体中では隣のサブユニットと共同して
βバレル構造をとる N 末端ドメインの電子密度が貧
弱でモデリングが出来ていない.  

 
図１：Bサブユニットの電子密度 

4   まとめ 
現在腸球菌 V-ATPase のサブユニットの一つであ

る B サブユニットの結晶から得られたデータセット
を用いて構造解析を進めている.  
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