
１． はじめに

不快な胃痛や胸焼けに悩まされて初めて気がつくのが，
我々の胃が強い酸性環境にさらされているという事実であ
る．重篤な場合には，胃潰瘍や逆流性食道炎と診断され，
これらは直ちに生命を脅かすものではないが，患者の健康
を著しく害する大変不快な症状を伴う．このような症状
は，食物消化時における我々の胃が，pH１という非常に
酸性度の高い環境にさらされているために，胃酸と胃粘膜
分泌のバランスが崩れることで，胃酸が自身を傷つけてし
まうことに起因する．したがって，これらの疾患は胃酸分
泌そのものを抑制することによって効率的に治療すること
ができる１）．一方でこの強酸性環境は，胃が担う食物（タ
ンパク質）の消化という生理現象に本質的に重要である．
胃酸は消化酵素ペプシンに至適環境を提供し，同時に食物
中のタンパク質を変性させ切断を容易にする．また強酸性
ゆえに細菌の繁殖を抑え，咀嚼された富栄養物を約３７℃
の体温下で胃内部にとどまる２～３時間の間に腐敗させな
いことにも寄与している．これは，胃潰瘍発症の主原因と
されているピロリ菌２）（自身でウレアーゼによってアンモニ
アを産生し周囲の強酸性環境を中和することができる）を
例外として，病原体が体内に侵入するのを防ぐ最初のバリ
アとしても機能する．

このような胃酸分泌の「酸」すなわち「H＋」の輸送を
担うのが，胃酸抑制剤の標的分子，胃プロトンポンプとし
て知られる膜タンパク質 H＋，K＋-ATPase３，４）である（図１）．
H＋，K＋-ATPaseは P型 ATPaseファミリーに分類される膜タ
ンパク質であり，輸送活性を担う サブユニットと補助
的な サブユニットが１：１で会合したヘテロ二量体を基
本的な構成単位とする（図１B）．触媒する反応はアデノシ
ン５′-三リン酸（adenosine５′-triphosphate：ATP）の加水分
解と共役した起電性を伴わない H＋と K＋の対向輸送であ
る．H＋，K＋-ATPaseは胃壁細胞（parietal cell）の分泌細管（se-
cretory canaliculus）に特異的かつ大量に発現している．胃
酸分泌休止時には管腔内は細胞外液から隔離されている
が，細胞外からのヒスタミンによる刺激が H２受容体を介
して壁細胞内でのシグナルカスケードを誘起することで，
分泌細管が細胞膜と融合し，胃酸分泌すなわち H＋の輸送
が開始される（図１A）．細胞内から胃内腔へ排出される大
量の H＋は，静脈血由来の二酸化炭素からカルボニックア
ンヒドラーゼによって供給される．細胞内へと過剰に流入
した K＋は，壁細胞に特異的かつ高い発現が認められる K＋

チャネル（KCNQ１-KCNE２）を介して排出される．同時に
Cl－が Clic６をはじめとする Cl－チャネルによって排出され
ることで，胃内部が１６０mM HCl（pH０．８）にも相当する
高濃度の塩酸で満たされた状態になる５）．この状況は，細
胞内の pHがほぼ中性であることを考えると，細胞膜を隔
てて pH差にして６ユニット，つまり１００万倍の H＋濃度
勾配が形成されている計算になる．これほど急峻なイオン
濃度勾配は，数ある能動輸送体が作り出す濃度勾配の中で
も最大級といえる．このことは H＋，K＋-ATPaseが何らかの
特殊なメカニズムを用いていることを想像させるが，それ
がどのようなものかは長い間明らかにされていない．本稿
では，H＋，K＋-ATPaseの電子線結晶学による構造解析と，
生化学的，酵素化学的手法を用いた機能解析によって，こ
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れまでに理解できたことを紹介する．

２． 二次元結晶の電子線結晶学による構造解析

本稿で紹介する立体構造は，電子線結晶学６）と呼ばれる
手法によって求められた．電子顕微鏡による膜タンパク質
の構造解析，すなわち電子線結晶学は，X線結晶構造解析
に必要とされる三次元結晶ではなく，結晶格子が文字どお
り二次元平面上に配列した二次元結晶を用いる．方法論の
詳しい解説は参考文献７，８）に譲るが，良質な結晶があれば，
液体ヘリウムによって試料を４Kにまで冷却することで電
子線照射によるダメージを抑え９），システムとしては十分
に原子分解能を達成できる．また，H＋，K＋-ATPaseの例の
ように比較的分解能の低い結晶であっても，電子顕微鏡像
から構造因子を直接抽出することで分解能に応じた構造を
得ることができる．二次元結晶は一般に，透析による界面
活性剤の除去を結晶化の駆動力として，可溶化した膜タン
パク質が脂質二分子膜に再構成されることで得られる．し
たがって，界面活性剤に対し比較的不安定な分子でも結晶
形成が可能であり，何よりも膜タンパク質が本来あるべき
脂質中での構造解析を行うことができるのが特徴といえ
る．
ブタの胃より精製した H＋，K＋-ATPase標品をさまざまな

溶液条件下で透析することで，いくつかの特徴的な形態を

持った二次元結晶が得られる（図２A～C）．酢酸ウランに
よる負染色は，その強い固定化力や高いコントラストのた
めに二次元結晶のスクリーニングにとってなくてはならな
い手法ではあるが，タンパク質を覆った重金属を観察する
ことになるので，インタクトな構造は失われ分解能も２０A°

程度に制限される１０）．タンパク質のインタクトな（染色固
定しない状態）構造を電子顕微鏡の高真空下で観察するた
めには，二次元結晶を十分に薄い氷の中に閉じ込める必要
がある．通常二次元結晶は，薄いカーボン膜を張ったモリ
ブデン製のグリッド上に包埋剤とともに乗せてから，濾紙
によって水溶液を除くことで溶液を薄くし，液体窒素や液
体エタンを用いて急速凍結させる．しかしこの氷包埋の過
程で結晶が壊れることがしばしば起こる（図２D，H）．
H＋，K＋-ATPaseは親水性部分が多く，結晶内での分子間の
接触は親水性ドメインどうしで形成されていることから，
氷を薄くする過程に起こる乾燥や，これに伴う塩濃度の変
化によって，結晶が容易に崩壊する．これを防ぐために有
効であったのが，トレハロース溶液に包埋することと，薄
いカーボン膜でグリッドの両面を覆うこと（カーボンサン
ドウィッチ法，図２E）によって急激な乾燥を防ぐことで
あった１１）．トレハロースはタンパク質の保湿に優れた糖
で，二次元結晶の包埋剤としても実績があるが１２），この方
法では分解能が１０A°程度に制限されていた（図２D，F，I）．
しかし，後者のカーボンサンドウィッチ法を適応すること

図１ 壁細胞による胃酸分泌と H＋，K＋-ATPase
（A）胃基底膜に存在する壁細胞の模式図．酸分泌休止時には小胞内部にとどまっている H＋，K＋-ATPaseは，小胞膜の K＋透過性が低
いために休止状態にある．細胞外からのヒスタミン刺激によって小胞膜が壁細胞頂端膜に融合し，胃酸分泌が開始される．頂端膜
においては K＋チャネルや Cl－チャネルが発現しており，H＋，K＋-ATPaseの駆動によって収支として HCl（塩酸）が胃内腔に分泌され
ることになる．（B）H＋，K＋-ATPaseのトポロジー．H＋，K＋-ATPaseは１０回膜貫通型で細胞内に三つのドメイン（A，P，Nドメイン）を
持った サブユニットと，１回膜貫通型の サブユニットが１：１で会合したヘテロ二量体を基本的な構成単位とする．イオン結合
部位は膜貫通（TM）領域に存在し，等量の H＋と K＋が対向輸送されるために，起電性はない．詳しくは本文を参照されたい．

４３０

生化学 第８６巻第４号（２０１４）



で最高で６．５A°までの大幅な分解能の改善がみられ（図２
E，F，J），H＋，K＋-ATPaseのように親水性領域を多く含む
膜タンパク質の二次元結晶の保護に対しても有効に働くこ
とが示された１３）．また，元来開発の目的であった傾斜像撮
影時に起こる charge-induced beam shiftという現象を軽減
することによって，定法と比較してデータ収集効率が飛躍
的に向上した．これらの要因が，以下に紹介する複数のコ
ンホメーションの立体構造解析に必要不可欠であった．

３． P型 ATPaseファミリータンパク質

P型 ATPaseファミリー１４）は，ATPの加水分解と共役し
た主としてカチオンの能動輸送を仲介する膜タンパク質と
して，さまざまな生命現象に密接に関わっている．この
ファミリーに特徴的なのは，ATPの加水分解時に末端の
リン酸がタンパク質の活性中心（アスパラギン酸）に転移
した自己リン酸化中間体（phosphoenzyme intermediate：EP）
を介した反応機構であり１５），これが「P」型 ATPaseという
呼称の由来である．このファミリーは，配列の保存性や輸
送基質の特異性等から P１～P５までのサブファミリーに分
類される．最もよく知られているのが P２タイプで，本稿

で紹介する H＋，K＋-ATPaseのほかにも，細胞内外に Na＋と
K＋の電気化学ポテンシャルを形成する Na＋，K＋-ATPase１６）や，
筋肉の適切な収縮弛緩に重要な Ca２＋の筋小胞体への輸送
をつかさどる Ca２＋-ATPase１７）［sarco（endo）plasmic reticulum
Ca２＋-ATPase１a：SERCA］等があげられる．これらのほか
にも，重金属を輸送するもの（P１タイプ）や，植物の H＋

濃度勾配を作り出すもの（P３タイプ），イオンではなくリ
ン脂質を基質としたフリッパーゼ活性を有するもの（P４
タイプ）や輸送基質が判明していないもの（P５タイプ）ま
で，非常に多様なメンバーがすべての生物界において広く
分布している．中でも P２タイプに属するイオンポンプの
研究は古く，１９５７年の Na＋，K＋-ATPaseの発見１８）以来，詳細
な生化学的研究がなされ，その反応機構は生化学的によく
理解されている．２０００年には P型 ATPaseとして初めて
SERCAの X線結晶構造１９）が，２００７年には Na＋，K＋-ATPase
の構造２０）が報告された．現在 SERCAのさまざまな反応中
間体の構造も含めて５０以上の立体構造が報告されており，
その反応機構の分子レベルでの理解が進んでいる２１，２２）．
P型 ATPaseが行うイオン輸送反応は，Na＋，K＋-ATPaseに

対する Post-Albers機構２３，２４）に代表されるモデルによって酵
素化学的に説明される．ATPの加水分解と共役した，異

図２ カーボンサンドウィッチ法による二次元結晶の分解能向上
（A～C）H＋，K＋-ATPase二次元結晶の負染色像．界面活性剤や基質によって，シート状（A）チューブ状（B）ベシクル状（C）といっ
た特徴的な形態を示す．（D，E）極低温電子顕微鏡用グリッドの模式図．氷包埋の過程で起こる乾燥や，それに伴う塩濃度の変化に
よって，単層のカーボン膜を用いた場合（D），結晶が崩壊する（H）．比較的厚い氷に覆われた場合であっても（I），分解能は１０A°
程度に制限される（F）．カーボンサンドウィッチ法（E）を適応することで，溶液表面からの乾燥が抑えられ（J），分解能は７A°程
度まで向上する（G）．（F，G）単層カーボンおよびカーボンサンドウィッチ法によって調製された二次元結晶の画像解析から得られ
た IQプロット（F，非傾斜，G，４５度傾斜）．（H～J）低倍率で撮影した氷包埋状態の二次元結晶．矢尻が二次元結晶を示す．カー
ボンサンドウィッチ法で調製した場合，結晶が包み込まれるためにカーボン膜のシワが寄る（矢印）．

４３１

生化学 第８６巻第４号（２０１４）



なる２種類のイオンの能動輸送は，酵素（「E」と省略さ
れる）が E１，E２ という２種類の輸送イオンに対して異
なる親和性を示すコンホメーションと，これらがそれぞれ
自己リン酸化された E１P，E２Pという，主に四状態をサ
イクルすることで達成される．本稿で紹介する H＋，K＋-
ATPaseを例として説明すると（図３），H＋に対して高い親
和性を示す E１ が細胞内側から H＋を結合し，ATPを加水
分解することでその末端のリン酸が活性中心に転移した自
己リン酸化中間体 E１Pを形成する．これが E２Pへと遷移
する過程でイオン結合部位が細胞外（胃内腔側）に向けら
れ，H＋が細胞外へと排出される．続いて K＋に高い親和性
を示す E２Pがこれを結合することで脱リン酸化され，K＋

を閉塞した（K＋）E２ 中間体を形成する．閉塞された K＋は，
高濃度の ATP存在下，細胞内へ向けて脱閉塞，遊離する．
再び細胞内側から H＋が結合することによって E１ 中間体
が形成される…という具合に，反応スキーム時計回りの方
向で能動輸送サイクルが進行する４）．H＋，K＋-ATPaseの場
合，ATP１分子の加水分解と共役して，二つの H＋と二つ
の K＋が対向輸送されるとされているが２５，２６），これは胃内部
が酸性化するに伴って変化するという仮説が提唱されてい
る（後述）．

４． 逆反応防止機構（ラチェットモデル）

先に述べたとおり，H＋，K＋-ATPaseの駆動によって１００
万倍の H＋濃度勾配が形成される．輸送機構によれば（図
３），H＋は E１Pから E２Pへの変換の過程で胃内腔に放出
される．輸送機構における各部分反応は可逆的な化学平衡
であるから，細胞外における高濃度の H＋は反応を逆向き
に進行させる強い圧力となって E１P-E２Pの平衡を E１P
側に大きく傾けるはずである．しかし H＋，K＋-ATPaseの場
合，逆反応による E１P形成が比較的容易に起こるほかの

P２タイプの ATPaseと比較して，E１P-E２Pの平衡が大き
く E２P側に偏っていて，逆反応による E１P形成がほとん
ど起こらないことが知られていた２７，２８）．この E２Pを好む性
質（図３，E２P-preference）は，したがって，胃内腔側か
らの H＋の逆流を防ぐことで，その濃度勾配を維持するた
めの性質であることが考えられる．では，一体何が，ほか
の P２タイプにはみられない性質を生み出しているのであ
ろうか？ 我々は H＋，K＋-ATPaseの構造解析によって，こ
の E２P-preferenceを説明しうる興味深い構造的特徴を見い
だした．
極低温電子顕微鏡を用いた電子線結晶学によって，

H＋，K＋-ATPaseの立体構造を６．５A°分解能で決定した２９）（図
４）．得られた H＋，K＋-ATPaseの立体構造は，触媒サブユ
ニットの相同性がそれぞれ約３０％，６０％である SERCA
（触媒サブユニットのみ）や Na＋，K＋-ATPase（複合体）
と非常によく似たものであった１９，２０）（図４A）．サブユニッ
トの細胞質側には，ATPを結合する N（nucleotide-binding）
ドメイン，自己リン酸化の起こる P（phosphorylation）ド
メイン，ATPの加水分解とイオンのゲーティングの共役
をつかさどる A（actuator）ドメインが十分に解像してみ
えている．膜貫通（trans-membrane：TM）領域は，サブ
ユニットの１０本の TMへリックス（M１～M１０）と，１回
膜貫通型である サブユニット３０）の TMへリックス（M）
によって構成されていることがわかる（図４A，図１B参
照）．細胞外領域には，七つの糖鎖付加部位と三つの分子
内ジスルフィド結合を含む サブユニットの C末端ドメ
インが Na＋，K＋-ATPaseと同様に，細胞外側へのイオン輸送
ゲートに覆いかぶさるように存在していた．Na＋，K＋-AT-
Paseの原子モデル２０）を鋳型として作成したホモロジーモデ
ルと比較することで，６．５A°の電子線結晶学によって求め
た密度図が，へリックスや シートといった二次構造や
Nドメインに結合した ADPを解像していることがわかる
（図４B）．
結晶化はリン酸アナログ３１）として結合することで ATP-

ase活性を阻害するフッ化アルミニウム（AlF）と ADPの
共存下で行われた．したがって Pドメインに普遍的に保
存された自己リン酸化部位（Asp３８６）に観察される強い
密度は，結合した AlFによるものと考えられる（図４B）．
このリン酸化部位は，Aドメインの外縁に位置する保存さ
れた TGE-loopと呼ばれる構造によって保護されており，
Nドメインに結合した ADPがアクセスできない配置に
なっている．このような細胞質ドメインの位置関係は，
H＋，K＋-ATPaseが ADP感受性を示す E１Pではなく E２Pを
模倣した状態（E２AlF）にあることを示している（図４B）．
結晶化条件と同様の溶液条件における分子のコンホメー
ションをトリプシン限定分解によって検討したところ３２），
E２AlFはMgATP存在下形成される E２P状態と同様の分
解パターンを与え，E１ および E１P-ADP状態とは明確に
区別できることがわかり，結晶中においても E２P状態に
近いコンホメーションであることが示唆された２９）．

図３ H＋，K＋-ATPaseのイオン輸送機構
ATP加水分解と共役したイオンの能動対向輸送機構を示す．反
応が時計回りに進行することで能動輸送反応が達成される．各
部分反応は基本的に可逆的であるが，H＋，K＋-ATPaseは E１P-
E２P遷移平衡が E２P側へ大きく偏っており，E１P形成がほと
んど起こらないことが知られている（E２P-preference）．本稿で
紹介する中間体を赤字で示す．サイクルの内側が細胞内，外側
が胃内腔を表す．詳しくは本文を参照．
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最も注目すべき構造的特徴は，約３０アミノ酸からなる
サブユニットの N末端細胞質領域（Nt）に見いだされ
た（図４C）．この部分は，Na＋，K＋-ATPase E２P状態の結晶
構造中ではディスオーダーしており，ほかのどの部分とも
相互作用していない２０）．これとは対照的に H＋，K＋-ATPase
の構造では，ATP加水分解反応において非常に重要な役
割を果たす Pドメインと Ntが直接結合していた（図４C，
矢尻）．SERCAの E１P，E２P状態の構造を比較すると，P
ドメインを含む細胞内ドメインの相対的な配置が，それぞ
れの中間体の性質を決定する要因であることがわかる．
E１P-ADP状態において３３），SERCAの Pドメインは Nドメ
インに結合した ADPと相互作用している（図４C，リボン
モデル）．これが E２P状態に遷移すると，Aドメインの
TGE-loopがリン酸化部位に配位するために，Nドメイン
と Pドメインは解離し，H＋，K＋-ATPaseの構造とよく似た
コンホメーションになる（図４C，サーフェィス）．Pドメ
インはイオン結合部位の一部を形成するM４，M５へリッ
クスとつながっているので，この動きはすなわち輸送イオ
ンに対する親和性（E１／E２）と連動している３４）．H＋，K＋-ATP-
ase E２P状態の構造をみると，Ntが Pドメインを E２P
形成に有利な位置につなぎ止めることで，逆反応による

E１P形成に伴う Pドメインの動きを抑制しているように
見受けられた（図４C，矢尻）．もしそうであれば，Ntの
構造が失われた場合，Pドメインが自由に動けるようにな
り，結果として逆反応による E１Pが形成できるようにな
るはずである．
上述の仮説を検証するために，いくつかの Nt欠損変

異体を サブユニットと共発現させ，［-３２P］ATPによる
EP形成のパルス―チェイス実験を行った．E１P，E２Pは，
それぞれ基質に対する感受性が大きく異なる．E１Pは
ADP感受性，つまり ADPの添加によって脱リン酸化され
ATPを合成できる，いわば高エネルギーの EPである．逆
に E２Pは ADPに対して感受性を示さず，K＋の結合に
よって反応サイクルが正方向に進行し，脱リン酸化を促進
される．したがって，それぞれの変異体における ADP感
受性の EP量を見積もることで，系に存在する E１P／E２P
の分布を知ることができる．放射性［-３２P］ATPによって
E３２Pを形成後，過剰量の非放射性 ATPを ADPもしくは
K＋と同時に添加することで，その時点で蓄積している
E１P／E２Pの量を見積もった（図４D）．野生型および４残
基欠損変異体ではほとんど検出されなかった ADP感受性
が，８残基以上の欠損変異体において有意に E３２P量の減少

図４ E２AlF状態の立体構造と「ラチェット」モデル
（A）H＋，K＋-ATPase E２AlF状態の立体構造（６．５A°分解能）．サーフェスが電子線結晶学によって求めた構造（１ contour level），リ
ボンはホモロジーモデルを表す．サブユニットの細胞質ドメイン，膜貫通領域（TM）および サブユニットを図中に示したとお
り色分けして表示する．（B）細胞質領域の拡大図．contour level（構造中における密度の等高面）が１，３および５のマップを，
それぞれグレーサーフェス，赤メッシュおよびサーフェスで示す．結合した ADP，AlFおよび TGE-loopの位置を図中に示す．（C）
ラチェットモデル．H＋，K＋-ATPase E２P状態（サーフェス）において，サブユニットの N末端（Nt，ピンク）が Pドメイン（緑）
と結合することで（矢尻）E２P状態を安定化し，逆反応によって E１P状態［リボンモデル，SERCA E１P-ADP状態の P（緑）N（黄
色）ドメインのみを示す］が形成されるのを防いでいる（黄色矢印）．（D，E）E３２Pのパルスチェイス実験（本文参照）．E１Pは ADP
に対して感受性があるため，これの添加によって脱リン酸化される．図は野生型および N末端１３残基欠損変異体を用いたオートラ
ジオグラフ（D）と，その他の変異体の結果を併せてノーマライズしたグラフ（E）．
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として観測された（図４E）．これらの実験結果は，Ntの
構造を欠失した H＋，K＋-ATPaseは，逆反応により E１Pを形
成できるようになったことを示しており，上述の仮説を支
持する．
これら構造―機能解析の結果は，これまで触媒機構には

直接関与せず，補助的なサブユニットと考えられていた 

サブユニットが，その N末端を介して Pドメインを E２P
形成に有利な位置につなぎ止めることで，逆反応である
E１Pの形成を抑える，あたかも「ラチェット」として機
能していることを示唆している（図４C，黄色矢印）．欠損
変異体では，この「ラチェット」の構造が失われるので，
Pドメインが自由に動けるようになり，E１Pの形成が可
能になったのではないかと考えられる．胃壁細胞膜を隔て
た急峻な H＋濃度勾配は，H＋，K＋-ATPaseの行う輸送反応を
逆回転させる強い圧力になる．逆反応は効率的なイオン輸
送の妨げになるだけでなく， H＋の細胞内への逆流を伴う．
H＋，K＋-ATPaseはラチェットを備えることで逆反応を防止
し，１００万倍もの H＋濃度勾配にあってこれに抗うことが
できると考えられる２９）．
同様の Nt欠損変異体は，アフリカツメガエル卵母細

胞発現系による voltage-clamp fluorometryによっても検証
された３５）．この報告では H＋，K＋-ATPase Nt欠損変異体にお
いて E１P-E２Pの平衡が E１P側にシフトすることが示さ
れ，in vivo においても同様の機構が働いていることが示
された．興味深いことに，同様の Nt欠損変異は，
Na＋，K＋-ATPaseの E１P-E２P平衡状態および活性にはまっ
たく影響を及ぼさなかった．このことからも，Ntの「ラ
チェット」としての機能は H＋，K＋-ATPaseに特徴的である
といえる．

５． 輸送化学量論

上述のラチェット機構は，１００万倍の濃度勾配に「抗う」
ためのメカニズムである．しかしそもそも，H＋，K＋-ATPase
はなぜ１００万倍もの濃度勾配を「形成」できるのであろう
か．これにはエネルギーの問題が関係してくる．１９８２年
に E. Rabonらは，H＋，K＋-ATPase膜小胞を用いて，このイ
オンポンプの輸送化学量論を決定した２６）．この中性条件
（pH６．１）における in vitro の実験によって，H＋，K＋-ATPase

は１分子の ATP加水分解あたり二つの H＋を輸送すること
が示された．H＋，K＋-ATPaseの輸送反応に起電性はないの
で，同時に等量の K＋が対向輸送されていることになる
（ATP：H＋：K＋＝１：２：２）．この注意深い生化学実験の結
果は，P型 ATPaseの分野において広く受け入れられ，ま
た近年報告された Na＋，K＋-ATPaseのイオン結合部位に二つ
の K＋イオンが結合していた結果とも符合する．しかしな
がら，生理的条件下，つまり胃内部が pH１の状況では，
以下の理由からこの輸送化学量論は成立しえない２５）．
今，胃壁細胞における ATP加水分解によって得られる

自由エネルギー（GATP）を文献値３６～３８）によって約１３kcal／
molとする．H＋，K＋-ATPaseの起電性のない輸送は膜電位に
寄与しないので，単純化して自由エネルギーがすべて H＋

濃度勾配（pH）に変換されると仮定すると，次式が成り
立つ２６）．

GATP＝２．３nRTF pH

Rabonらの測定結果に基づき，二つの H＋が同時に輸送
される場合（n＝２）を想定すると，作り出される pHは
多く見積もっても４．７ユニットであり，胃壁細胞における
pH６に及ばない．つまり胃の内部に pH１という環境を
作り出すことは，熱力学的に不可能な反応であるというこ
とになる．仮に一つの H＋が輸送される（n＝１）と仮定し
た場合，pH９．６となり，十分に pH６を達成できる計算
になる．したがって，酸性条件下において，イオン輸送化
学量論は ATP：H＋：K＋＝１：２：２から１：１：１へと変化
するのではないか，と考えられてきたが２５，２６），実験上の制
約から３０年以上経った現在でも検証されていない．この
問題に対して，我々は輸送イオンである K＋と，その同族
体である Rb＋を用いて，構造解析によるアプローチを行っ
た（図５）．
P型 ATPaseの構造解析において，基質やそのアナログ

は，活性阻害効果によるタンパク質の構造安定化ととも
に，その立体構造の反応中間体を規定する上でも重要であ
る３１）．そのような観点から，リン酸アナログ AlFの阻害様
式は非常に興味深いものであった（図５A）．AlFを単独で
作用させた場合，H＋，K＋-ATPaseは前述の構造解析が示す
とおり E２AlF（E２P状態のアナログ）状態に安定化され，
酵素活性は直ちに阻害される．しかしながらこの活性阻害

図５ （Rb＋）E２～AlF状態の立体構造と輸送化学量論の変化
（A）AlFによる H＋，K＋-ATPase活性の阻害とMg２＋および Rb＋の影響．H＋，K＋-ATPase活性は AlFの添加により強く阻害される（３）が，
Mg２＋の添加によって回復する（４）．しかしながら AlFと Rb＋を同時に添加すると（６）Mg２＋による活性の回復はみられなくなる．
（B）（Rb＋）E２～AlF構造の膜貫通領域拡大図．電子顕微鏡のマップを緑（４）および赤（５）で示す．リボンは Na＋，K＋-ATPaseの
（Rb＋）２E２MgF状態の構造を元にしたホモロジーモデルを表し，結合していた Rb＋の位置を二つの球（site I，site II）によって示す．
（C～E）イオン結合部位近傍の H＋，K＋-ATPase電子顕微鏡マップ．図は Rb＋結合状態（C），K＋結合状態（D）および両者の非存在下
（E）における二次元結晶構造の膜部分のスライスを，細胞内側から観察した状態を示す．断面の contour levelを図右に示すスペクト
ルに従って表示した．（F）site I，site IIおよび AlF結合部位の contour levelを数値化しプロットした．（G）精製膜標品を用いた Rb＋

閉塞量の pH依存性．（H）H＋，K＋-ATPase E２P状態における一方向性のイオン輸送モデル．H＋を結合した E１P状態から E２P状態に
遷移することで，一つの H＋が胃内腔へ放出される．この時点において Ntは Pドメインに結合し（黒矢尻）E１Pの再形成を阻害す
る（破線矢印）．次に K＋が一つだけ結合し，Ntが Pドメインから解離する（白矢尻）が，この時点では K＋が結合しているので H＋

の再結合が抑えられ，逆反応は抑制されている（破線矢印）．
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は，高濃度のMg２＋の添加によって回復する可逆的なもの
であることがわかった３９）．これは，おそらく活性中心に結
合した AlFがMg２＋に置換されるために起こると考えられ
る．さらに興味深いのは，AlFを結合した H＋，K＋-ATPase
に Rb＋（K＋も同様）を添加すると，Mg２＋による ATPase活
性の回復がみられなくなるということである４０）．このこと
は，E２AlF状態に Rb＋が結合できることを，そして H＋，K＋-
ATPaseが AlF単独で形成される E２AlF状態とは酵素化学
的に区別できる状態に蓄積していることを示している．
Rb＋は K＋と同様に E２Pの脱リン酸化を促進し反応を正方
向に進める輸送基質として作用するので，これらの結果は
H＋，K＋-ATPaseが AlFと Rb＋共存下において，Rb＋を閉塞し
た E２P脱リン酸化の遷移状態，（Rb＋）E２～AlF状態に蓄
積していることを示唆している．実際に膜結合標品を用い
て放射性８６Rb＋の閉塞が計測されることも，この結論を支
持する４０）．
そこで AlF，Rb＋共存下において二次元結晶を作成し，

８A°分解能で構造解析を行った４０）．得られた（Rb＋）E２～AlF
状態の構造は，分子全体のコンホメーションとしては前述
の E２AlF２９）とほとんど変化がなかった．しかしながら，
（Rb＋）E２～AlFの膜貫通領域に存在するイオン結合部位に
は，E２AlFではみられない非常に強い密度が存在した（図
５B）．Rb＋を二つ結合した Na＋，K＋-ATPase（Rb＋）２E２MgF状
態の X線結晶構造４１）を元にしたホモロジーモデルと比較す
ると，H＋，K＋-ATPaseの電子線結晶学によって求めた立体
構造における強い密度は，二つ存在するイオン結合部位
（site I，site II）のうちの片方，site IIに重心を持った位置
に観察され，結合した Rb＋によるものであると考えられ
た．この点を検証するために，Rb＋の代わりに K＋を用い
て，同様に二次元結晶化および構造解析を行い，K＋およ
び Rb＋非存在下で結晶化した前述の E２AlF状態の構造と
併せて比較した（図５C～E）．（Rb＋）E２～AlF状態の構造
では，非常に強い密度が site IIに重心を持って存在するの
に対し（図５C），（K＋）E２～AlF状態の構造では，（Rb＋）
E２～AlF状態と比較して若干弱くはあるが site IIの位置
に重心を持った密度が認められた（図５D）．この強度の違
いは K＋と Rb＋の原子番号の差に起因するものであろう．
E２AlF状態では，強い密度は site II上から外れた，M４上
に存在していた（図５E）．これら三つの構造での密度を
ブートストラップという統計処理によって数値化した上で
比較すると，site IIの値だけが大きく異なり，site Iや比較
対象のための AlFの密度に大きな差はなかった（図５F）．
したがって，（Rb＋）E２～AlF状態では，site IIに高い占有
率で Rb＋が結合していることが示唆された．
二次元結晶は弱酸性条件下（pH４．８）で形成されるので，

このような一つだけ Rb＋が結合した状態は H＋，K＋-ATPase
が酸性条件下において ATP：H＋：K＋＝１：１：１の輸送を
行う状態を捉えていると考えられる．実際に８６Rb＋の閉塞
量の pH依存性を測定すると，中性条件下に比べて，二次
元結晶化と同様の条件では約半分量の Rb＋が閉塞されてい

た（図５G）．ここで前述の輸送化学量論を思い出してほし
い．中性条件では２H＋／２Rb＋が輸送２６）されるので，弱酸性
の結晶化条件における約半分の８６Rb＋閉塞量は，Rb＋が一つ
だけ閉塞された状態であることを示唆しており，（Rb＋）E２
～AlF状態の構造解析の結果を支持する．
以上の構造―機能解析の結果は，酸性条件下において

H＋，K＋-ATPaseの輸送化学量論が pHによって変化するとい
う仮説を支持する，初めての実験結果であるといえる．
ATPの加水分解エネルギーを効率的に利用するために，
H＋，K＋-ATPaseは胃内腔が酸性化するにつれてその輸送化
学量論を ATP：H＋：K＋＝１：２：２から１：１：１へと変化
させることで，１００万倍の濃度勾配を達成できると考えら
れる４０）．pHの変化と連動した輸送化学量論の調節は Na＋

や Ca２＋には適応できないので，このような仕組みは H＋，K＋-
ATPaseに特有のものであろう．
では，実際に分子レベルではどのようなことが行われて

いるのであろうか？ アミノ酸の６０％以上が同一である
Na＋，K＋-ATPaseとの配列比較によると，イオン結合部位に
はいくつかの酸性アミノ酸を含む親水性アミノ酸が保存さ
れている．変異体の解析から，Na＋，K＋-ATPase，H＋，K＋-
ATPaseともに，Na＋や H＋の排出にはM４，M６へリックス
に存在する酸性アミノ酸のカルボキシ基の重要性が指摘さ
れており４２，４３），輸送イオンの結合に関与することが予想さ
れている．したがって，H＋，K＋-ATPaseが溶液の pHに応じ
て放出する H＋の量を変化させるためには，H＋が結合する
と想定されるカルボキシ基の pKa が２種類存在すること
が必要となるであろう．溶液中における一般的なカルボキ
シ基の pKa が３～５付近であることを考えると，pH１の溶
媒に H＋を放出することは不可能であるから，少なくとも
一つの結合部位の pKa は１付近に調節されている必要が
ある．この場合 E２P状態において，pKa が低く調節され
た方の部位が一つだけ H＋を放出し，空いた部位に一つの
Rb＋が結合できるのであろう．これがおそらく，電子線結
晶学によって求められた（Rb＋）E２～AlF構造４０）が置かれ
た状態であると考えられる．したがって結晶化の行われた
弱酸性条件下では，pKa が高い方の部位からは H＋を放出
できず結合したままになっているために，二つ目の Rb＋が
結合できないと考えられる．
以前から，このようなイオン結合部位の pKa 調節には，

H＋，K＋-ATPaseのイオン結合部位近傍に唯一存在する塩基
性アミノ酸である Lys７９１の関与が指摘されている４４，４５）．
Na＋，K＋-ATPaseの対応するアミノ酸は Serであり，これは
Na＋および K＋の結合に重要な役割を果たす４１，４６）．変異体の
解析から，Lys残基を介した静電相互作用が E２ 状態の安
定化とこれに伴う逆反応の防止に重要であることが示唆さ
れている．また分子動力学によるシミュレーションによっ
て，E１P-E２P状態遷移の過程で起こるM５，M６へリック
スの構造変化に伴って，側鎖の NH３＋基がイオン結合部位
に近づくことで，実効的な pKa を下げ，H＋を放出すると
いうモデルが提唱されている４４）．
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この Lys残基に関しての興味深い知見が，カエル non-
gastric typeの H＋，K＋-ATPaseについて報告されている４７）．こ
の non-gastric typeは X，K-ATPaseとも呼ばれ，H＋以外にも
Na＋を輸送する．阻害剤の選択性としても gastric typeの特
異的阻害剤である SCH２８０８０に対する親和性が低く，
Na＋，K＋-ATPaseの阻害剤 ouabainに対して高い親和性を示
すことから，Na＋，K＋-ATPaseに近いといえる．しかしなが
ら，Na＋，K＋-ATPaseが起電性を伴った３Na＋／２K＋の対向輸
送を仲介するのに対し，non-gastric H＋，K＋-ATPaseは gastric
type同様イオン輸送に起電性がない．先述の Lys残基は
non-gastric typeにおいても保存されており，これを Alaに
変異することでポジティブな膜電流が観測される．逆にカ
エルの Na＋，K＋-ATPaseにおいて対応する Serを Argに置換
することでポンプ電流が消失することから，Lys残基の輸
送化学量論に対する関与も指摘されている．

６． E２P脱リン酸化のステップにおける H＋，K＋-ATPase
の一方向性輸送機構

Rb＋結合構造でもう一つ注目に値するのが，前述した
Ntと Pドメインとのサブユニット間相互作用である２９）．
Rb＋非存在下において結合していた両者は，Rb＋結合構造
において解離していた４０）．E２P状態におけるイオン結合部
位は H＋を遊離した状態なので，胃内部の酸性環境から H＋

が再結合することによって，反応が逆向き（E１P側）に
進行してしまう．したがって「ラチェット」は，この状態
において Pドメインを E２P状態に安定化する役割を担う
（図５H）．しかしながら，「ラチェット」が E２P状態を安
定化したままでは，反応サイクルを次の状態に進めること
ができない自己阻害のような状態に陥ってしまうと考えら
れるため，Ntは反応の進行に伴って Pドメインから解離
する必要があろう．E２Pは次に，反応サイクルを正方向
に促進する K＋（もしくは Rb＋）を結合し脱リン酸化を促進
される．この E２P脱リン酸化の遷移状態（K＋）E２～Pにお
いては，K＋がイオン結合部位を占有しているので，H＋の
再結合に対するリスクは軽減されるであろう（図５H）．し
たがって，（Rb＋）E２～AlF状態で Ntが Pドメインから解
離する，すなわち「ラチェット」が外れることは理に適っ
ており，これによって Pドメインが自由になり，引き続
き起こる（K＋）E２ 状態や E１ 状態への遷移に伴う構造変化
がスムーズに行われるようになると考えられる．このよう
に，H＋，K＋-ATPaseに特有の構造的特徴をタイムリーに制
御することが，１００万倍の H＋濃度勾配の維持にとって重
要であると考えられる．

７． 胃酸抑制剤の結合構造

胃潰瘍や逆流性食道炎といった胃酸に関連する疾患の治
療には，胃酸抑制剤が用いられる．１９７７年から導入され
た H２受容体拮抗薬４８）は，ヒスタミン刺激による cAMPを

介した胃壁細胞の形態変化を伴う胃酸分泌をブロックする
ことで近代の胃潰瘍治療に大きく貢献した．しかしなが
ら，ガストリンやアセチルコリンといった，その他の胃酸
分泌シグナル経路を止められないことや，低血圧や頭痛等
の副作用を伴う場合がある．その後１９８９年から，オメプ
ラゾールに代表される H＋，K＋-ATPaseの阻害剤，PPI（プロ
トンポンプインヒビター）と呼ばれるクラスの薬剤が用い
られるようになった４９）．これら PPIは，そのままでは阻害
効果を示さず，胃酸による酸性環境において分子構造が変
化し活性体となることで，H＋，K＋-ATPaseに保存された，
輸送イオンの通り道に存在するシステイン残基とジスル
フィド結合を形成することで H＋，K＋-ATPase活性を阻害す
る５０）．薬剤活性化に胃酸を必要とする特徴的な薬理動態
が，PPIの副作用の少ない特異的な作用を実現し，非常に
効率的な治癒を実現する．PPIの世界市場規模は２０１１年
において２兆円にも達し，人類の健康維持になくてはなら
ない薬剤として用いられている．現在ではより迅速で確実
な治癒を目指して，胃酸による活性化の必要がない，それ
自体が直接 H＋，K＋-ATPaseを K＋競合的に阻害する新しいク
ラスの薬剤（P-CABs：Potassium-competitive acid blockers）
が開発中である５１）．以前から in vitro における H＋，K＋-
ATPaseの特異的阻害剤として利用されてきた SCH２８０８０
という化合物５２）は，P-CABの基本骨格を有し，新薬開発の
テンプレートを提供してきた．我々は，SCH２８０８０と
H＋，K＋-ATPaseの複合体を構造解析することで，その作用
機序が理解できると考えた５３）．
H＋，K＋-ATPaseをリン酸アナログであるフッ化ベリリウ

ム（BeF）と SCH２８０８０共存下において透析することで，
非常に大きなチューブ状結晶が得られ，構造解析の結果
７A°分解能の構造を得た（図６A）．得られた（SCH）E２BeF
状態の立体構造は，しかしながら，以前報告した E２BeF
の構造３９）とは大きく異なり，阻害剤の結合が単なる鍵と鍵
穴の関係ではなく，阻害剤の結合それ自体が分子全体にわ
たる構造変化を誘起していることが明らかになった．
阻害剤は胃内腔側へ向けられた輸送イオンのゲート部分

に結合していることがわかり，これは過去の変異実験や生
化学実験と矛盾しない結果であった（図６B）．ホモロジー
モデルを用いたドッキングシミュレーションによって求め
た結合部位も，電子顕微鏡の構造によって同定された位置
とよい一致を見せた．この（SCH）E２BeF状態における薬
剤結合部位は，阻害剤非存在下の構造（E２BeF状態）に
おいて TMへリックスによって占有されており，これらの
構造比較から，TMへリックスが胃管腔側に大きく開いた
状態（luminal-open）に変化することが薬剤の結合部位形
成に必要であることがわかった．これはM３，M４が外側
に大きく動き，これと連動してM１，M２が内側に動くこ
とで達成される（図６C）．
このような TMへリックスの再編成は，次にリンカー部

分を通して細胞質ドメインへと伝達していく．これは主に
M２と Aドメインをつなぐ AM２リンカーを介して行われ
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る（図６D～F）．阻害剤非存在下の構造では，AM２リン
カーはループ様構造であるが（図６D），阻害剤が結合した
構造ではM２を含めて一続きの へリックス構造になって
いるようすがわかる（図６E）．このへリックス形成は脂質
膜中に存在するM２と Aドメインの距離を縮めるように
働くので，Aドメインが膜方向に引き下げられる結果とな
る．これが Aドメインを回転させ，細胞質ドメインの相
対位置を変化させる（図６F）．
これら一連の構造変化の結果，阻害剤が結合した H＋，K＋-

ATPaseの（SCH）E２BeF状態５３）は，イオン輸送ゲートが大
きく開いた SERCAの E２BeF状態と非常によく似た lumi-
nal-openコンホメーションになっていることがわかっ
た５４，５５）．注目すべきは，SERCAの場合においても，イオン
ゲートの開いた luminal-open（E２BeF）とゲートの閉じた
luminal-closed（E２AlF）コンホメーション間の遷移におい
て，今回 H＋，K＋-ATPaseにおいて観察されたものと同様の
構造変化が起こっていることである．SERCAの場合，結
合するリン酸アナログの配位状態の違いによって Aドメ
インが回転し，これが AM２リンカーの二次構造を変化さ
せ，M１，M２およびM３，M４へリックスの構造変化を通
して，ゲートの開閉を行う２１，５４）．このように，構造変化を

誘起する原因は H＋，K＋-ATPaseと SERCAの両者で異なるも
のの，同様のコンホメーションを形成するために必要な要
素が驚くほど保存されていることが判明した．また，今回
観察された薬剤の結合に伴って起こる H＋，K＋-ATPaseの構
造変化は，Na＋，K＋-ATPaseにおける ouabainの結合に対し
ても予測されており５６），MgPiと ouabainが結合した状態の
高分解能構造解析によって実証されている５７）．実際に
H＋，K＋-ATPaseの阻害剤結合部位近傍の７残基を Na＋，K＋-
ATPaseのアミノ酸に置換することで，ouabainに対して
Na＋，K＋-ATPaseとほとんど変わらない親和性を有する変異
体が作製されることからも５８），阻害剤結合によって引き起
こされる構造変化が非常によく似ているという結果と符合
する．これら三つの ATPaseに共通していえることは，
５０A°以上離れたイオン結合部位の存在する TM領域と，
ATPの加水分解を担う細胞内ドメインが高度に共役して
働いているということである．つまりどちらかが動かされ
るともう一方も連動して動いてしまうという，この構造変
化における共役機構が，ATP加水分解をエネルギー源と
してイオン輸送を達成する P型 ATPaseの基本的な作動原
理を保障するものなのであろう．

図６ SCH２８０８０結合構造と引き起こされる構造変化
（A）H＋，K＋-ATPase（SCH）E２BeF状態の立体構造（サーフェス，７A°分解能）．（B）SCH２８０８０結合部位近傍の断面．阻害剤（スティッ
ク）の結合親和性に影響するアミノ酸を示した．（C）SCH２８０８０の結合に伴う TMへリックスの構造変化．阻害剤が結合した構造
モデルをカラー，非結合状態をグレーで示した．断面の contour levelをパネル左に示したスペクトルで表示した．阻害剤の結合に
よって誘起された構造変化を矢印で示す．図は胃内腔側より断面を観察した状態である．（D～F）A-M２ linkerの構造変化．阻害剤
非結合（D，E２BeF），結合構造［E,（SCH）E２BeF］およびこれらの比較（F）を示す．両者の構造において，図示した A-M２ linker
のコンホメーションが大きく異なり，これと連動して Aドメインが回転しているのがわかる．矢印は E２BeFから（SCH）E２BeFへ
の構造変化を示す．
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８． おわりに

本稿で紹介した構造―機能解析に基づいて，我々はなぜ
H＋，K＋-ATPaseが胃内部に pH１という環境を実現できるか
という問題を一部説明しうる以下のモデルを提示した．
・「ラチェット」のように Ntが逆反応を抑えることで，

１００万倍の濃度勾配にあっても H＋を逆流させない．
・輸送化学量論を pHに応じて２から１へと変化させる

ことで，限られた ATP加水分解エネルギーを用いて急峻
な pH勾配を作り出す．
P型 ATPaseは，生命の根幹ともいえる物質不均衡を作

り出す能動輸送体として，我々の体中においてもさまざま
な部位で活躍している．たとえば，神経活動の源となる膜
電位の形成，および二次輸送体への駆動力の供与は，
Na＋，K＋-ATPaseによる非対称なイオン輸送の結果生み出さ
れる．この場合作り出される Na＋濃度勾配は１０倍程度で
あり起電性を伴うが，発現部位に応じた非常に細やかな濃
度勾配の調節が要求される．一方で H＋，K＋-ATPaseに要求
されるのは，胃壁細胞内外における急峻な H＋濃度勾配の
形成と，この濃度勾配を維持するための機構である．この
ように，それぞれのイオンポンプが担う役割はユニークで
あり，これらの生理現象を説明するためには，輸送イオン
の選択性を理解するだけでは不十分である．P型 ATPase
は，「ATP加水分解とイオン輸送の共役」という本質的な
作動原理を保存したうえで，それぞれが作り出す環境に適
した調節機能を獲得し，非常に多様な機能を発現している
ことが明らかになりつつある．
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