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 多くの AAA+プロテアーゼはリング構造を形成し、その中心の孔に基質ポリペプチド鎖を ATP
依存的に通して内部のプロテアーゼ活性部位に送り込むと考えられている(pore & chamber モデ
ル)。その機能を発現するためには ATP 加水分解に伴う構造変化が重要であることが知られてい
るが、各反応ステップにおける詳細な分子機構の情報は未熟である。我々は膜結合型 AAA+プロ

テアーゼ FtsHの AAA+ドメインの構造変化に着目して X線結晶構造解析を行い、ATP加水分解中
間体構造を決定した。構造情報からヌクレオチドの結合状態や構造変化を明らかにし、ATP 依存
的に構造変化することを原子分解能で明らかにした。	
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背景と研究目的：	
 

	
 FtsHやプロテアソームなどの ATP依存性プロテアーゼ（AAA+プロテアーゼ）はリング構造を

形成し、ATP依存的に中心の孔に基質ポリペプチド鎖を通して内部のプロテアーゼ活性部位に送
り込むと考えられている。その際、基質を一度も離すことなく連続的に分解する。膜タンパク質

である FtsHは、主に複合体形成に失敗して機能を失った膜タンパク質を膜から引きずり出して分
解する。その動力源となっているのが ATP加水分解による構造変化であり、その反応過程の構造
を決定することは FtsHの機能発現の分子メカニズムの理解に重要である。これまでに膜貫通領域
を欠損させた FtsHは Thermus thermophilus HB8由来で ADP結合型が、Thermotoga Maritima由来
で ADP および apo 型の構造が決定されている[1,2,3]。AAA+ドメインについては E.coli や Thermus 
thermophilus由来で AMPPNP結合型、ADP結合型、apo型の構造が決定されているが、ATP加水
分解中間体の構造は未知であった[4,5]。今回、我々は ATP 結合・加水分解を行うドメインである
AAA+ドメインに着目して X線結晶構造解析を行い、ATP加水分解依存的な構造変化を明らかに
することを目的とした。	
 

	
 

実験：	
 

C末端にHisタグを導入した膜貫通領域を欠損させた好熱菌由来 FtsHのコンストラクトを作製
し、Ni-NTA Sepharoseを用いて精製した。ADP・AlFx存在下で蒸気拡散法によって結晶化スクリ
ーニングを行い、数種の条件から結晶を得た。各結晶化条件から得られた結晶を SPring-8 の
BL41XUおよび BL32XUにおいて結晶の質の確認およびデータ収集を行った。最終的には 2.4 Å
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分解能の回折データを収集した。既に得られている好熱菌 Thermus thermophilus HB8由来の FtsH
の AAA+ドメインをモデルに分子置換法によって初期位相を決定した。引き続き Refmac5[6]や

Phenfix[7]を用いてモデルの修正および精密化を行い、構造を決定した。空間群は解析の結果、P32

であり、twinningが起きているとしてデータを処理した。	
 
	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

表 1.  X線データ測定、精密化 

Data collection  
Space group P32 

Cell dimensions  

a,b,c (Å) 89.4, 89.4, 135.6 
α ,β ,γ(°) 90, 90, 120 

Beamline BL32XU 

Wavelength, Å 1.00000 

Resolution, Å 50-2.34  (2.38-2.34) 

Rmerge 0.097(0.642) 

Completeness, % 99.9% 
I/sI 20.5 (3.0) 

Redundancy 5.5 

Refinement  

Resolution, Å 37.32-2.34 

No.reflections 51409 

No. atoms  
Protein 7091 

Ligand 124 

Rwork/ Rfree 17.5/20.3 

r.m.s. deviations  

bond length, (Å) 0.003 

bond angle, (°) 0.792 
	
 

図 1． ADP・AlFx結合型 FtsHの

AAA+ドメイン 

図 2． FtsHの AAA+ドメイン ADP・AlFx結合

型（シアン）と AMPPNP結合型（PDB ID: 1IY0）

(緑)の重ね合わせ図 
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結果および考察：	
 

用いたコンストラクトはプロテアーゼドメインを含んでいたが、解析の結果 AAA+ドメインの

みの構造であった（図 1）。精製過程で分解され、AAA+ドメインのみが結晶化したと考えられた。

非対称単位中に 4つの AAA+ドメインが含まれていた。FtsHの AAA+ドメインは large domainと
small domainからなり、その間の領域に ATPが結合するWalker motifを形成している。今回決定
した FtsH の AAA+ドメインの ADP・AlFx 結合型のヌクレオチド結合状態は、これまでに決定し
た ATPアナログである AMPPNP結合型構造と比較して全体の構造が大きく変化していた（図 2）。
Walker motif をもつ ATP 結合タンパク質ではこれまで ADP・AlFx が ATP の加水分解中間体
（ADP・Pi状態）を模倣した物質であることが知られている[8]。つまり、今回決定した構造は FtsH
の AAA+ドメインの ATP 加水分解中間体であり、すでに決定されている AMPPNP 結合型との重
ね合わせ図から、large domainに対して small domainが大きく動いていることが明らかとなった。	
 
	
 

今後の課題：	
 

既に発表された AAA+ドメインとプロテアーゼドメインを含んだコンストラクトでの ADP・
AlFx結合型構造を決定することが次のテーマであり、それが達成できれば膜結合型 AAA+プロテ

アーゼ FtsH の未知の ATP 加水分解中間体構造を明らかにすることができる。これまで知られて
いる ADP 結合状態、apo 状態の構造と比較検討することで、より詳細な ATP 加水分解依存的な
プロテアーゼの分子メカニズムを解明したい。	
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