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（論文内容の要旨）  

 

P-type ATPase の一つである H+,K+-ATPase は胃壁細胞に特異的に発現し、胃酸の

分泌に関わる膜タンパク質である。 H+,K+-ATPase は強力なイオン輸送駆動力を持

ち、この分子によって形成される細胞内外のプロトン濃度差は 106 倍以上という驚

異的な値となる。これは他の P-type ATPase、あるいはトランスポーターと比較し

ても非常に大きいことから、その機能を支える特別な分子機構の存在を想像させ

る。しかし、現在までに構造に関する研究は進んでおらず、分子機能を議論する

のに十分な立体構造情報は明らかになっていない。それゆえ、電子顕微鏡を用い

て H+,K+-ATPase の二次元結晶構造解析を行った。まず、結晶化に先駆けて、他の

P-type ATPase である Ca2+-ATPase などの結晶化に用いられている阻害剤の作用を

調べた。阻害剤の結合により H+,K+-ATPase がどのような反応中間体を形成してい

るのかを、トリプシン限定分解を用いて調べたところ、 AMPPCP、 AlFxADP、 AlFx の

阻害剤の結合により、 H+,K+-ATPase はそれぞれ E1-ATP、 E1P-ADP、 E2P の反応中間

体を形成することが明らかになった。 Ca2+-ATPase の三次元結晶構造から、ドメイ

ン構造が大きく異なると考えられる 2 つの反応中間体である E1（阻害剤非存在条

件）と E1P-ADP（ AlFxADP）に相当する二次元結晶の解析から得られた投影図を比較

したところ、大きな構造変化は観察されなかった。このことから、 H+,K+-ATPase

では E1 から E1P-ADP への構造変化が、Ca2+-ATPase の結晶構造から議論されている

ほど大きくないことが示唆された。さらに、AlFxADP 存在下で二次元結晶を作製し

て、 6.5 Å 分解能の立体構造を解析すると共に、他の P-type ATPase の構造を基に

してホモロジーモデルの作製を行った。その結果、この結晶構造は E2P のドメイン

構造に相当することが明らかになった。また、 βサブユニットの N 末端が αサブユ

ニットの P ドメインと相互作用していることが明らかになったので、βサブユニッ

トの N 末端欠損変異体を野生型の αサブユニットと共発現させて機能解析を行っ

た。その解析から、野生型ではほとんど生じていなかった E2P から E1P への逆反応

が、N 末端のアミノ酸を 8 つ以上欠損させた変異体では生じやすくなっていること

が明らかになった。これらの結果から、酵素機能を持たないとされる βサブユニッ

トの N 末端が、酵素機能を担う αサブユニットと相互作用することで、E2P から E1P

への逆反応を防ぎ、イオン輸送反応を順方向へと進めるための「ラチェット」と

して働くという新しい機能を提唱した。  
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（論文審査の結果の要旨）  

胃の内部は pH1 近くの強い酸性環境にあって分解酵素の働く条件を整えたり、感

染 を 防 い だ り し て い る 。 そ の た め に 、 胃 壁 細 胞 に は P-type ATPase に 属 す る

H+,K+-ATPase が特異的に発現されている。H+,K+-ATPase は強力なイオン輸送駆動力

を持ち、この分子によって形成される細胞内外のプロトン濃度差は百万倍以上とい

う驚異的な値となる。これは他の P-type ATPase と比較して桁違いに大きいことか

ら、これを実現する特別な分子機構があるはずであるが、その分子機構は不明であ

った。その H+,K+-ATPase の二次元結晶を作製し、電子線結晶学などを用いて、本論

文ではその分子機構の一端を解明した。結晶化条件を検討するために、Ca2+-ATPase

などの結晶化に用いられている阻害剤の作用をまず調べた。阻害剤の結合によって

形成される H+,K+-ATPase の反応中間体をトリプシン限定分解を実施して調べたと

ころ、AMPPCP、AlFxADP、AlFx の阻害剤の結合により、H+,K+-ATPase はそれぞれ E1-ATP、

E1P-ADP、 E2P の反応中間体を形成することが明らかになった。 Ca2+-ATPase の研究

で、ドメイン構造が大きく異なると考えられていた 2 つの反応中間体である E1（阻

害剤非存在条件）と E1P-ADP（ AlFxADP）に相当する二次元結晶の解析から、E1 から

E1P-ADP への反応サイクルにおいて、Ca2+-ATPase のＸ線結晶構造から考えられてい

るような大きな構造変化が、少なくとも H+,K+-ATPase では、ないことが示された。

次に、 AlFxADP 存在下で作製された二次元結晶の 6.5 Å 分解能の構造解析と、他の

P-type ATPase の構造を基にしたホモロジーモデルを作製した。この構造は E2P に

相当し、βサブユニットの N 末端が αサブユニットの P ドメインと相互作用している

ことが明らかになった。βサブユニットの N 末端欠損変異体を野生型の αサブユニッ

トと共発現させて機能解析を行った結果、 βサブユニットの N 末端のアミノ酸を 8

つ以上欠損させた変異体では、野生型ではほとんど生じていなかった E2P から E1P

への逆反応が起こることが明らかになった。この結果から、酵素機能を担っていな

い βサブユニットの N 末端が、酵素機能を担う αサブユニットと相互作用することに

よって、 E2P から E1P への逆反応を防ぎ、イオン輸送反応を順方向へと進めるため

の「ラチェット」として働くという新しい分子機構を提案することによって、百万

倍というプロトンの濃度勾配を実現するポンプの分子機構を解明した。  

以上のように、本論文は博士（理学）の学位論文として充分に価値あるものと認

める。また、論文内容とそれに関連した事項について試問を行った結果、合格と認

めた。  

 


