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１． は じ め に

胃 H＋, K＋-ATPaseは胃酸分泌を行うプロトンポンプであ

り，胃底腺の壁細胞で特異的に発現して，細胞内での

ATPの加水分解と共役する形で，細胞外の K＋を細胞内

に，細胞内のプロトンを細胞外へと１：１の割合で非起電

的に交換する形で能動輸送する．その結果，胃管腔内の

pHは１以下に達し，細胞の内外に４００万倍にも達するプ

ロトンの濃度勾配が形成される１）．

胃 H＋, K＋-ATPaseは触媒鎖である α鎖（ATP４A）と，

非触媒鎖である β鎖（ATP４B）からなる．α鎖は分子量が
１１４kDaの１０回膜貫通型のタンパク質であり，ATPの結

合部位や輸送されるプロトン，K＋の結合部位や輸送路を

含む２）．また，後述するプロトンポンプ阻害剤の結合部位

も α鎖に存在する．α鎖の一次構造は Na＋, K＋-ATPaseの

α鎖や骨格筋の Ca２＋-ATPaseとの間で相同性が高く，それ

ぞれ約６０％，３０％のアミノ酸が同一である．一方，β鎖
はタンパク質部分の分子量が３３kDaの１回膜貫通型（ア

ミノ末端が原形質側に存在するタイプ�）の糖タンパク質

で，H＋, K＋-ATPaseと Na＋, K＋-ATPaseのみに見られる鎖

である３）．β鎖には直接の機能部位は存在しないが，H＋,

K＋-ATPaseの機能的な発現に必須であるだけでなく，細胞

表面への移行や安定化にとって重要な役割を果たす４）．

胃 H＋, K＋-ATPaseは，その反応サイクルの中において

酸性条件で安定なアシルリン酸化中間体を形成する P型

ATPaseのメンバーの一つと位置づけられている５）．この

グループに属する ATPaseは，その反応サイクルの中で，イ

オンの結合部位を原形質側に向けた E１フォームと，細胞

外（管腔）に向けた E２フォームとに大別されるコンホメー

ションをとることが知られている．前述した Na＋, K＋-

ATPaseや Ca２＋-ATPaseのほか，重金属を輸送する ATPase

などもこのグループに属する．

私たちは胃 H＋, K＋-ATPaseの α，β鎖の cDNAをヒト

HEK-２９３細胞に一過性，あるいは安定的に発現させて，

部位特異的に変異を導入した変異体と野生型との機能的な

比較を行うことによって，構造と機能との関連を明らかに

した．

最近，東京大学の豊島近教授のグループと，デンマーク

のオーフス大学の So／rensenらは，ウサギの筋小胞体の

Ca２＋-ATPaseの結晶構造解析を行い，反応過程における五
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つの異なるコンホメーションについて三次元構造を明らか

にした６～１０）．本稿では，Ca２＋-ATPaseの構造をもとにした

ホモロジーモデリングによって，胃 H＋, K＋-ATPaseの α
鎖の三次元構造モデルを構築し，変異導入実験によって得

られた結果と対照し，胃 H＋, K＋-ATPaseの構造と機能との

相関について議論したい．また，β鎖の果たす役割につい
ても紹介したい．

２． 胃 H＋, K＋-ATPaseの反応機構

胃 H＋, K＋-ATPaseは ATPを加水分解してプロトンと K＋

とを輸送する過程で，いくつかの異なるコンホメーション

をとる．それは筋小胞体の Ca２＋-ATPaseの場合にならって

図１のような反応スキームとして表される．（１）酵素（E

として表現する）が細胞内のプロトンと反応して，E１-２H＋

を形成する．（２）E１-２H＋が ATPと反応して E１-ATP２H＋

に変化する．（３）酵素が ATPのリン酸基を受容してリン

酸化中間体 E１P ADP-２H＋に変化する．（４）酵素が ADPを

遊離して E１P-２H＋に変化する．（５）E１P-２H＋が管腔内にプ

ロトンを遊離し，管腔内の K＋と反応して，E２P-２K＋に変

化する．（６）E２Pのリン酸エステル結合が切断されて E２

Pi-２K＋に変化する．（７）E２Pi-２K＋が脱リン酸化を受けて

E２-２K＋に変化する．（８）酵素が K＋を管腔側から細胞質側

に輸送して元の E１へとコンホメーション変化する．この

ような部分反応，コンホメーション変化を経て，ATPの

加水分解と共役したプロトンと K＋の膜輸送が行われる．

胃 H＋, K＋-ATPaseの α鎖と筋小胞体の Ca２＋-ATPaseとの

間では約３０％のアミノ酸が同一である．しかも，ATPの

加水分解やイオンの結合に関わる部位など局所的にはさら

に相同性が高い．こうした事実に基づき，Ca２＋-ATPaseの

結晶構造を雛形としたホモロジーモデリングを行って，胃

H＋, K＋-ATPaseの α鎖の三次元構造を推測することができ
る．

３． 胃 H＋, K＋-ATPaseの三次元構造

３―１． ATPとの結合・加水分解にかかわる部位

胃 H＋, K＋-ATPaseの α鎖の原形質ドメインは，Ca２＋-

ATPaseで報告されたように６），N（ヌクレオチド結合），P

（リン酸化），A（アクチュエーター）ドメインからなる（図

２）．N，Pドメインは第４膜貫通ヘリックス（M４）｛以下，

第 X膜貫通ヘリックスをMX（Xは数字）と表記｝とM５

の間の大きな原形質ドメインからなり，AドメインはM２

とM３との間に存在する原形質ドメインとアミノ末端部分

のドメインからなる．Ca２＋-ATPaseの E１-２Ca２＋フォームに

対応する H＋, K＋-ATPaseの E１-２H＋フォームでは，N，P，

Aドメインはそれぞれ分離した形で存在する．E１-

AMPPCP２Ca２＋フォームに対応する H＋, K＋-ATPaseの E１-

AMPPCP２H＋フォームでは，ATP（結晶構造では非水解性

の ATPアナログである AMPPCP）が N，Pドメインを架

橋して両者を近づける．その後に，Pドメインに存在する

Asp-３８７が ATPのリン酸基を受けてアシルリン酸化され

て，E１P ADP-２H＋フォームが形成される．次に，ADPが

酵素から解離し，その位置を埋めるように Aドメインが z

軸方向に大きく回転して N，Pドメインに割り込む形で接

近し，酵素の脱リン酸化を促して E２Pi-２K＋フォームを形

成する．最後に Aドメインが傾斜して無機リン酸を遊離

し，E２-２K＋フォームが形成される．実際に Asp-３８７に変

異を導入してアスパラギン，アラニンあるいはグルタミン

酸に置換すると，リン酸化段階中間体が形成されず，H＋,

K＋-ATPase活性が損なわれる１１）．

原形質側のドメインに対して ATPが結合して加水分解

される過程では，上記のように N，P，Aドメインの構造

や位置関係が変化するのみならず，これと連動したM１か

らM６の膜貫通領域のたわみ，折れ曲がり，膜に対して垂

直方向の移動などダイナミックな構造変化が起こり，イオ

ン結合部位の構造環境の変化や，イオン輸送ゲートの開放

図１ 胃 H＋, K＋-ATPaseの反応スキーム
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や閉鎖が起こるものと見られる．

３―２． 胃 H＋, K＋-ATPaseの K＋の結合部位

胃 H＋, K＋-ATPaseの α鎖は１０本の膜貫通領域を持ち，
M４，M５，M６，M８には負電荷を持った酸性アミノ酸残基

（M４の Glu-３４５，M５の Glu-７９７，M６の Glu-８２２，Asp-

８２６，Glu-９３８）が存在する．これらのアミノ酸の多くのも

のは，Na＋, K＋-ATPaseの α鎖や骨格筋の Ca２＋-ATPaseに

おいても保存，または類似のアミノ酸によって置換されて

おり，これらの側鎖が中心となってカチオンの認識部位を

形成するものと考えられた．

ホモロジーモデリングによれば， E２-２K＋フォームには，

K＋の結合部位が２箇所想定される．結合部位の一つは，

M５の Asn-７９４，Glu-７９７，M６の Glu-８２２の側鎖カルボニ

ル酸素と，M４の Val-３４０，Ala-３４１の主鎖のカルボニル酸

素によって形成される．もう１箇所はM４の Glu-３４５，M６

図２ 胃 H＋, K＋-ATPaseの反応過程での構造変化

図３ 胃 H＋, K＋-ATPaseのプロトン（オキソニウムイオン）の結合部位
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の Glu-８２２の側鎖カルボニル酸素，M４の Val-３３９，Val-

３４３の主鎖のカルボニル酸素，M１のMet-１１５側鎖の硫黄

によって形成されると推測される１２）．

これらの残基のうちでM４の Glu-３４５に変異を導入して

変異体の酵素機能を解析したところ，グルタミン変異体

（E３４５Q）を除く変異体で H＋, K＋-ATPaseの消失が認めら

れた１１）．それらは ATPと反応して E１P-２H＋を経て E２Pリ

ン酸化中間体を形成するが，E２Pは K＋の存在下でも脱リ

ン酸化を受けず，E２P→E２K＋の段階での障害が見られた．

E３４５Q変異体では，H＋, K＋-ATPase活性が部分的ながら保

存されたが，K＋に対する親和性の低下が観察された．

E３４５Q変異体もまた ATPと反応してリン酸化され，形成

された E２Pは K＋の存在下で脱リン酸化されたが，K＋に対

する親和性は野生型と比較しておよそ１０分の１にまで低

下した．これらの事実から，Glu-３４５の側鎖は K＋の認識

に重要であり，側鎖の酸素原子が K＋との配位に関わるこ

とが考えられる１３）．

M５の Glu-７９７，M６の Glu-８２２の変異体もまた ATPと

反応して E１P-２H＋を経て E２Pリン酸化中間体を形成する

が，E２P→E２K＋の段階が障害を受けることになる．また，

Glu-７９７，Glu-８２２の負電荷を中和するような変異を導入す

ると，K＋が存在しなくても，H＋, K＋-ATPaseが活性化され

る．こうした事実から，これらの残基もまた K＋の認識に

重要であり，側鎖の酸素原子が K＋との配位に関わると見

られる１４～１６）．

図４ 胃 H＋, K＋-ATPaseの膜中に見られる水素結合鎖

図５ 胃 H＋, K＋-ATPaseの APA結合部位
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３―３． 胃 H＋, K＋-ATPaseによるプロトン輸送

膜タンパク質を介したプロトンの膜透過には，バクテリ

オロドプシンに見られるように荷電を持ったアミノ酸の間

での電荷移動の形で起こるもの１７），プロトンが水分子とと

もにオキソニウムイオン（H３O＋）として輸送される形態

が考えられるが，H＋, K＋-ATPaseがどのような形でプロト

ンを輸送するのかについては明らかではなかった．

私たちはブタの胃粘膜のミクロソーム画分から調製した

H＋, K＋-ATPaseを含む膜小胞を用いて，H＋, K＋-ATPaseに

よる ATPの加水分解，小胞内へのプロトンの輸送と同時

に，［１８O］標識された水が小胞内に取り込まれることを見

出した．その化学量論比は ATP１molの加水分解に対し

て［１８O］標識された水の取りこみが１．８molであり，ATP

とプロトンとの量比と一致すること，小胞内への［１８O］

標識された水の取り込みは H＋, K＋-ATPaseに対する特異的

な阻害剤，SCH２８０８０によって阻害されることから，H＋,

K＋-ATPaseによる ATPの加水分解と共役して小胞内への

正味の水分子の移動が起こることが示された．したがっ

て，H＋, K＋-ATPaseによるプロトン輸送の実体は H３O＋の

膜輸送であるとみられる１８）．実際，H＋, K＋-ATPaseの E１

フォームには，膜中に H３O＋の結合部位が２箇所想定され

る．ホモロジーモデリングによれば，結合部位は，Ca２＋-

ATPaseにおける Ca２＋結合部位 site１，site２に対応し，site

１はM５の Glu-７９７，M６の Asp-８２６，M８の Gln-９４１の側鎖

カルボニル酸素によって，site２はM４の Glu-３４５，M６の

Glu-８２２の側鎖カルボニル酸素と，M４の Val-３４０，Ala-

３４１，Val-３４３の主鎖カルボニル酸素によって形成されると

推測される（図３）．

M６の Asp-８２６をアラニン，アスパラギン，グルタミン

酸に置換した変異体（D８２６A，D８２６N，D８２６E）は ATP

によるリン酸化中間体（E１P-２H＋）の形成段階で障害を受

けて，H＋, K＋-ATPase活性を失う．Asp-８２６が膜貫通領域

にあることを考慮すると，リン酸化反応と共役したプロト

ンの認識や，これと関連した構造変化に関わることが考え

られる１５）．

筋小胞体 Ca２＋-ATPaseの E１-２Ca２＋フォームでは，原形質

側の膜貫通領域M１，M２に繋がるいわゆる「ストーク部

分」には沢山の負電荷を持った酸性アミノ酸が存在し，こ

こから膜貫通領域の Ca２＋結合部位に繋がる構造が見られ，

これが Ca２＋の細胞質からの取り入れにかかわる構造と考

えられる．ところが，胃 H＋, K＋-ATPaseの α鎖では酸性
アミノ酸は存在せず，この部分は閉じた構造をとる．一

方，H＋, K＋-ATPaseの α鎖の原形質側には，Lys-１６４（M２

のストーク部分）から Gln-１６１（M２）を経てカチオン結合

部位，site２を作る Glu-３４５（M４）までのアミノ酸側鎖の

間で水素結合鎖が形成される可能性が考えられる（図４）１８）．

そののち，プロトンは水分子を介して，カチオン結合部

位， site２から site１に輸送される． site１では，Asp-８２６，

Lys-７９３，Asn-７９４，Glu-７９７，Gln-９４１のアミノ酸側鎖の間

で salt bridge，水素結合が形成され電荷移動が起こる可能

性が考えられる．このうちで，M５の Lys-７９３は胃 H＋,

K＋-ATPaseと，そのアイソフォームである非胃型の H＋,

K＋-ATPaseのみに見られる特徴的な残基であり，Na＋, K＋-

ATPase, Ca２＋-ATPaseではこれと対応するアミノ酸はセリ

ンである．胃 H＋, K＋-ATPaseの Lys-７９３をアラニンやセリ

ンに置換すると，H＋, K＋-ATPase活性が大きく損なわれ，

K＋に対する親和性も低下する１９）．また，このリシン残基

は，非起電性のイオン輸送 ATPaseで特徴的に見られるこ

とから，膜内において固定的な正電荷を与えてイオン結合

部位の電荷量を調節し，イオン輸送を非起電性としている

ものと考えられる２０）．こうした事実から，H＋, K＋-ATPase

の α鎖の原形質側では，プロトンは上記のアミノ酸側鎖
間でのいわゆる電荷移動で輸送されて，膜貫通部中央のイ

オン結合部位で水分子に伝達され，H３O＋が形成されるも

のと思われる．

４． 胃 H＋, K＋-ATPaseの阻害剤

胃酸は消化管上部疾患の攻撃因子の一つであり，胃 H＋,

K＋-ATPaseに対する阻害剤（プロトンポンプインヒビ

ター：PPIと呼ばれる）が消化性潰瘍や逆流性食道炎など

の治療薬として用いられる．オメプラゾール，ランソプラ

ゾール，ラベプラゾールなどが臨床的に用いられている

PPIである．PPIは弱塩基性のベンズイミダゾール誘導体

で，それ自体は阻害活性を持たないが，酸性環境に蓄積し

て平面四環構造を持ったスルフェナミド化合物に構造変換

されるプロドラッグである．分泌管腔で生成したスルフェ

ナミド化合物は，H＋, K＋-ATPaseの α鎖の管腔側に存在す
るシステイン残基との間でジスルフィド結合を形成す

る２１）．この阻害反応は不可逆的であるため，PPIによる胃

酸分泌阻害の持続時間は長く，新たなプロトンポンプが生

合成されるまで酸分泌は回復しない．また，in vitro の条

件では，スルフェナミド化合物の生成速度が H＋, K＋-

ATPaseの阻害反応速度を決定する２２）．

H＋, K＋-ATPaseに対する阻害剤としては，PPIとは別に

胃酸分泌ポンプ拮抗薬（acid pump antagonists: APAs）と

呼ばれる一群の阻害剤がある．SCH２８０８０を基本的な代表

化合物とする APAsは現在，臨床利用に向けて開発段階に

ある２３）．APAもまた塩基性の化合物であり分泌管腔に集積

してプロトン化を受けて活性化される．APAは PPIとは

異なり，分泌管腔で大きく構造変化せず，それ自体が阻害

作用を持つ．APAもまた H＋, K＋-ATPaseの管腔側から作

用して，α鎖の中に存在する cavityに結合して，H＋, K＋-

ATPaseの構造を固定化してコンホメーション変化を妨げ

る．APAの作用は PPIとは異なり，可逆的でありジスル
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フィド結合の形成を伴わない．また，APAの阻害は，管

腔側の K＋と競合するという興味深い挙動を示す．

５． 胃 H＋, K＋-ATPaseの阻害剤の結合部位

上述のように PPIは管腔側から作用して構造変換を受け

た後，α鎖のシステイン残基との間で共有結合を形成す
る．その結合部位としては，α鎖のM３，M４の間の細胞

外ループ近傍に存在する Cys-３２３，M６に存在する Cys-

８１５，Cys-８２４，M７，M８の間の細胞外ループに存在する

Cys-８９４が候補として挙げられた．Besanconらはブタ胃粘

膜ミクロソーム由来の H＋, K＋-ATPase精製標品を PPIで標

識し，ペプチド断片を分離して PPIの結合部位を解析し

た２４）．そして，Cys-８１５が異なる種類の PPIによっても共

通に標識される結合部位であること，Cys-８１５の PPI修飾

と H＋, K＋-ATPase活性の失活が相関性を持つことを確認し

た２４）．プロトンポンプの α鎖についてホモロジーモデリン
グを行ったところ，Cys-８１５近傍に阻害剤の活性化体であ

るスルフェナミド化合物が結合しうるスペースが観察され

た．阻害剤がこのスペースに結合することによって α鎖
を E２フォームに固定して E１フォームへのコンホメー

ション変化を妨げるものと見られる．また，この空洞（ス

ペース）はイオンの結合部位に対して管腔側に存在し，管

腔側からの K＋の結合を妨げる位置にある．

また，APAの代表化合物である SCH２８０８０の結合部位

は，M４に存在する Ala-３３４，M５に存在する Tyr-８０１，

M５，M６の間の細胞外ループ近傍に存在する Leu-８１１を含

む cavity構造であると考えられる．この cavity構造は膜中

に存在する K＋結合部位よりも管腔側に見られる．ホモロ

ジーモデリングを行ったところ，この cavity構造は SCH

２８０８０が反応する E２-２K＋，E２Pフォームでは確認される

が（図５），SCH ２８０８０が反応しない E１-２H＋フォームでは

薬物が反応できるサイズを持たない．H＋, K＋-ATPaseの

E２-２K＋， E２Pフォームに対して SCH２８０８０が結合すると，

E１-２H＋フォームへのコンホメーション変化が妨げられ，

H＋, K＋-ATPaseの失活に繋がるものと考えられる１２，２５）．こ

の cavity構造には別の APAである SPI-４４７もフィットす

る．

６． 胃 H＋, K＋-ATPaseのβ鎖の働き

β鎖はタイプ�の１回膜貫通型糖タンパク質で，P型

ATPaseの中で H＋, K＋-ATPaseと Na＋, K＋-ATPaseにのみ特

徴的に見られる鎖である．β鎖は膜中で α鎖と反応して安
定化し，機能を保持したコンホメーションに保つものと見

られる．実際，HEK-２９３細胞に α鎖のみを発現させると，
α鎖は細胞表面に発現することなく，ポリユビキチン化を
受けて，プロテアソームによって分解される２６）．H＋, K＋-

ATPaseの α鎖は，M７，M８間の細胞外領域で β鎖の細胞

外領域と相互作用しており２７），この付近の構造は β鎖の影
響を受けて Ca２＋-ATPaseとは異なることが推測される．

β鎖は細胞外領域に三つのジスルフィド結合を含む．胃
H＋, K＋-ATPaseを高濃度の還元剤で処理すると活性が消失

すること，α鎖はジスルフィド結合を含まないと見られる
こと，還元剤の処理時に K＋を共存させると活性が保存さ

れることから，β鎖のジスルフィド結合は，H＋, K＋-

ATPaseの α鎖を，酵素活性を保持した形で維持するため
に働くものと考えられた２８）．実際に，β鎖のジスルフィド
結合を形成する Cys残基に変異を導入して，各ジスル

フィド結合を破壊したところ，α鎖との会合能が低下し
て，細胞表面への輸送や H＋, K＋-ATPase活性が失活するこ

とが観察された４）．

また，β鎖は細胞外領域に７本の糖鎖を含む．私たち
は，β鎖の N 型糖鎖の付加部位と見られる Asn残基に変

異を導入して，糖鎖を段階的に除去した２９）．その結果，各

糖鎖を一つだけ除いても，α鎖との会合能や H＋, K＋-

ATPase活性には何ら影響が観察されなかった．しかしな

がら，複数の糖鎖を除いていくと，段階的に α鎖との会
合能が低下して，H＋, K＋-ATPase活性の低下が観察され，

すべての糖鎖を除くと，活性が完全に失われた．こうした

事実から，個々の糖鎖は α鎖の会合・安定化や H＋, K＋-

ATPase活性には寄与しないものの，糖鎖自体は α鎖の会
合に関わる構造を保持するために必要であることが確認さ

れた．また，β鎖に対する糖鎖の付加・修飾は，β鎖の細
胞表面への移行や，極性細胞における頂端膜での発現に重

要な役割を果たすことが確認されている２９～３１）．

７． お わ り に

胃 H＋, K＋-ATPaseの α鎖の構造と機能の相関について
は，ホモロジーモデリングと変異体の機能解析とを結びつ

けることによって具体的なイメージが構築された．一方，

H＋, K＋-ATPaseのプロトン輸送については，原形質側にお

けるアミノ酸側鎖の水素結合鎖を経由する電荷移動による

輸送と，管腔側への H３O＋としての輸送が一体化した興味

深いメカニズムが予想されるが，この点については更なる

検証が必要である．胃 H＋, K＋-ATPase自体の三次元構造の

解明が待たれるところである．また，これまで機能的な役

割がはっきりしなかった β鎖についても H＋, K＋-ATPase

の細胞内トラフィキングや極性発現という観点から興味深

い知見が得られている．今後の研究が待たれる．

本研究分野における著者らの研究活動に対してご助言，

ご指導いただきました富山医科薬科大学名誉教授（元富山

医科薬科大学副学長）竹口紀晃先生に御礼申し上げます．

５２５２００７年 ６月〕
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