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１． は じ め に

１―１． P型 ATPase

P型 ATPaseは生体膜を隔てたイオンの能動輸送を行う

膜タンパク質のファミリーである１～３）．膜内外での電気化

学ポテンシャルに逆らったイオン輸送は ATPの加水分解

と共役して達成される．この過程で酵素の活性中心に存在

するファミリー間で普遍的に保存された DKTG配列中の

アスパラギン酸残基が自己リン酸化（phosphorylation）さ

れる（リン酸化中間体，EP，文献４）．これが P型 ATPase

が FoF１-ATPase，VoV１-ATPase，ABCトランスポーター等の

他の ATP共役型能動輸送ポンプと区別される特徴である．

P型 ATPaseが輸送するイオンは，そのアイソフォーム

（type P１～P５）によって様々であり，プロトンを輸送するも

のから重金属イオンを輸送するもの，さらにはリン脂質の

フリッパーゼとして機能することが示唆されるもの等が存

在する１）．中でもその作動機構が最もよく理解されている

のは type P２のグループであろう．１９５７年 Jens C. Skouに

よる Na＋，K＋-ATPaseの発見以来５），近縁のイオンポンプ

（Ca２＋-ATPase６），H＋，K＋-ATPase７）等）が次々と同定され，

その作動機序が精力的に研究されてきた．現在ではこれら

イオンポンプはイオン輸送サイクル中に大きな構造変化を

伴って機能することが知られており８～１０），その反応機構は

E１，E２と呼ばれる基質に対して異なる親和性を示す幾つ

かの中間体を経由した逐次イオン輸送モデルとして広く受

け入れられている（図１，文献１１―１３）．要約すると，細胞

内から細胞外へ輸送されるイオンの結合，閉塞に伴って細

胞内の ATPを基質として EPを形成し，細胞外から細胞

内へと輸送されるイオンの結合によって EPが脱リン酸化

されるというサイクルを繰り返すモデルである．

１―２． 胃プロトンポンプとして働く H＋，K＋-ATPase

H＋，K＋-ATPase（プロトンポンプ）は胃壁細胞に特異的
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イオン輸送ポンプの分子活性と四量体構造との相関
～胃 H＋，K＋-ATPaseの一分子蛍光観察を中心として～

阿 部 一 啓１，嘉 屋 俊 二２

P型 ATPaseスーパーファミリーは生体膜を隔てた陽イオンの能動輸送に特化した分子

群である．これらのイオンポンプが触媒するイオンの能動輸送は ATPの加水分解と共役

した機構で作動する（Post-Albers機構）．近年，カルシウムポンプの X線構造解析を始め

とする原子モデルの提出により，単量体イオンポンプ分子内での作動機序は原子レベルで

の理解が進んでいる．一方で様々な生化学的実験事実は，P型 ATPaseが多量体で機能す

ることを示唆しており，生体膜中でのイオンポンプの四次構造は未解決の研究課題であ

る．本稿では主に胃プロトンポンプ（H＋，K＋-ATPase）を対象とした一分子蛍光観察の結

果を踏まえ，この分子の多量体構造と分子活性の関係について考察すると共にナトリウム

ポンプ（Na＋，K＋-ATPase）の最近の多量体構造に関する研究にも触れる．



に高発現しており，ATPの加水分解と共役して胃内腔に

H＋が，細胞内に K＋が対向輸送される１３，１４）．食物消化時の

胃内腔の pHは１以下となり（細胞内外のプロトン濃度勾

配として約１００万倍）タンパク質分解酵素ペプシンに至適

環境を作り出している１５）．

H＋，K＋-ATPaseは，触媒機能を有する αサブユニット
と，酵素の安定性や細胞内での局在を司るとされる βサ
ブユニットから構成される αβプロトマーを基本的な単位
とする１６～１８）．分子量約１００kDaの αサブユニットはイオン
閉塞部位１９，２０），阻害剤結合部位２１）を持つ１０回膜貫通領域と

ATP結合部位２２）やリン酸化部位２３）が存在する細胞内領域を

有する．βサブユニットは１回膜貫通型の膜タンパク質
で，細胞外部位に三つのジスルフィド結合２４）と七つの糖鎖

付加部位２５）を持つ．一次配列から推定される分子量は約３５

kDaであるが糖鎖付加のため実際は６０～８０kDaほどにな

る．

１―３． 多量体構造

２０００年以降次々と報告された Ca２＋-TAPaseの様々な反

応中間体での原子モデルは２６～３３），P型 ATPase研究の分野

に非常に大きなインパクトを与えた．これによると Ca２＋-

ATPaseはイオン結合部位を含む１０回膜貫通ドメインに加

え，細胞質領域に存在する N（nucleotide binding）ドメイ

ン，P（phosphorylation）ドメイン，さらに A（actuator）ド

メインから構成される．一次配列や機能の相同性からも，

他の type P２に属する ATPaseも類似した構造であると推測

されている２１，３４）．この結晶格子中での非対称ユニットは単

量体であり，一分子内にイオン輸送や ATP加水分解に必

要な構造がすべて備わっている．しかしながら，これまで

様々な生化学的実験結果はイオンポンプの多量体構造を示

唆してきた３５）．酵素化学的研究３６，３７），基質結合量の化学量

論３８～４０），２種の異なるタグを付加した変異体の解析４１），化

学架橋４２，４３）や可溶化酵素のゲルろ過クロマトグラフィーに

よる分離４４，４５），電子顕微鏡観察３８）等はイオンポンプが，二

量体（（αβ）２ダイプロトマー）又は四量体（（αβ）４テトラ
プロトマー）として機能することを示唆している．一方で，

イオンポンプの作動には，単量体で十分であるとする報告

もなされており４６，４７），イオンポンプの四次構造は未解決の

研究課題である．本稿では胃プロトンポンプを対象とした

多量体構造を支持するいくつかの実験結果を紹介する．

２． リガンド結合の化学量論によるアプローチ

ブタ胃から調整された膜結合 H＋，K＋-ATPase標品を用い

て，酵素とそのリン酸化中間体（EP）形成量，ATP結合

量の化学量論を比較した（図２，文献４８）．K＋非存在下で

［γ-３２P］ATPを基質とした最大 EP形成量は，１mol H＋，K＋-

ATPase当たり約０．５molであり（K０．５＝０．５µM），この値

は無機リン酸（３２Pi）を基質とした場合の EP形成量（約１

mol）の半分であった（K０．５＝０．２２mM）．EPの定量は酸変

性した酵素の Pドメインに存在する DKTG配列中のアス

パラギン酸残基への３２Pの共有結合を測定しているので，

非変性状態での ATPの結合量を測定したところ，［α-３２P］

ATPを基質として用いた場合約０．５mol（K０．５＝０．１２mM），

［γ-３２P］ATPでは約１molであった（K０．５＝０．１５mM）．こ

れらの結果は少なくとも２n量体である H＋，K＋-ATPaseの

半分の αβプロトマーが EPを形成し，もう半分の αβプロ
トマーが ATPを結合した状態（EP：EATP）であること

図１ P型 ATPaseの反応機構
H＋，K＋-ATPaseの単量体モデルによる反応機構（Na＋，K＋-ATPase
に対する Post-Albers機構に基づく）．細胞内の ATPと H＋に対
して高い親和性を示す E１中間体が ATPとイオンを結合し，こ
れはMg２＋存在下において加水分解され酵素の活性中心が自己
リン酸化された（H＋）E１Pを形成する．これが E２Pへと変換
される過程で H＋が細胞外へ排出される．E２状態は細胞外の
K＋に対して高い親和性を示し，E２Pは K＋の結合によって脱リ
ン酸化され無機リン酸（Pi）を遊離し K＋を閉塞した（K＋）E２
へと移行する．高濃度の ATPによって K＋は細胞内へと遊離さ
れ，サイクルが繰り返される．１molの ATPを消費することで，
２molの H＋，K＋を対向輸送するとされている．反応経路はす
べて可逆的である．Na＋，K＋-ATPaseでは Na＋（×３），K＋（×２），
Ca２＋-ATPaseでは Ca２＋（×２），H＋（×２）が，H＋，K＋-ATPaseに対
する H＋（×２），K＋（×２）に対応する．

図２ 基質結合量の化学量論
ATP，Piを基質としたリン酸化中間体形成量（酸変性状態での
共有結合（□），非変性状態（■））での［α-，γ-３２P］の結合量，
FITCの結合量を αサブユニット１mol当たりの値として比較
した．
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を示している．さらに［γ-３２P］ATPを用いたトレーサー実

験の結果から１molの E３２Pと１molの EAT３２Pの加水分解の

結果２molの３２Piが遊離することが示唆された４８）．最近の

報告では K＋競合阻害剤である imidazonaphthyridineの結合

量が１mol H＋，K＋-ATPase当たり約０．５molであると報告

されており４９），これらの結果を考え合わせると，H＋，K＋-

ATPaseはその酵素反応中に多量体間でクロストークする

ことによってハーフサイトでのリン酸化と ATPの結合を

維持し，それぞれが ATPの加水分解を行うように見える．

３． 一分子蛍光観察による多量体の解析

３―１． H＋，K＋-ATPaseの C１２E８による可溶化

前述の酵素化学的実験によって機能的な側面からの多量

体構造の必然性が示唆されたが，機能単位としての αβプ
ロトマーの会合数を明確に決定するには至らなかった．こ

れまで，P型 ATPaseの会合数に関する検討は可溶化した

標品の超遠心による分析またはゲルろ過クロマトグラ

フィーによって行われていたが５０～５３），酵素化学的実験も含

めてこれらは平衡状態の解析結果であり，個々の分子（ま

たはその会合体）の平均値を捉えていることになる．そこ

で一分子蛍光観察５４，５５）の手法を用いて個々の機能単位をよ

り直接的に検出し多量体の会合数を決定することを計画し

た．蛍光プローブ fluorescein５’-isothiocyanate（FITC）によっ

て H＋，K＋-ATPaseは部位特異的に１：１の化学量論で標識

されることが知られており５６），一つの αβプロトマーの目
印としてこれを採用した．FITC標識した H＋，K＋-ATPase

膜画分は高密度の H＋，K＋-ATPaseを含むため，個々の機能

単位を分離した輝点として認識できなかったので，界面活

性剤によって可溶化後カバーガラス上に分散させ一分子蛍

光観察を行うこととした５７）．

基質非存在下において H＋，K＋-ATPaseを octaethylene

glycol dodecylether（C１２E８）で可溶化すると，回収された H＋，

K＋-ATPaseは殆ど失活し膜標品に比べて約５％程度の比活

性しか示さなかった．しかし輸送基質である K＋存在下で

可溶化することによって，K＋濃度に依存して上清の比活

性は上昇し，最大で約４１％（ATPase活性），５１％（pNPPase

活性）に達した（図３A）．

FITCによる H＋，K＋-ATPaseの標識は ATP結合部位に存

在する Lys５１８に特異的な反応であり，その結合量は１mol

の αβプロトマーに対して約１molである（図２，文献５４）．

この修飾によって ATPの結合能を失うため ATPase活性

は検出されなくなるが，ATPと比べて低分子量のリン酸

化合物である p-nitrophenyl phosphate（pNPP）を加水分解す

る活性（pNPPase活性）は影響を受けない．FITC修飾さ

れた H＋，K＋-ATPase（FITC-H＋，K＋-ATPase）を C１２E８によっ

て可溶化した場合も，非修飾 H＋，K＋-ATPaseと同様に K＋

存在下において最大約５６％の pNPPase活性を示した（図

３A）．また K＋による可溶化時の活性の保護効果は他の一

価陽イオン（Na＋，Li＋，choline＋）では置き換えられず，

K＋とその同族体である Rb＋に特異的であり，加える陰イ

オン（Hayashi, Y. personal communication）においても有

意な差は見られなかった（図３B）．

３―２． 全反射蛍光顕微鏡（Total Internal Reflection Fluo-

rescence Microscope, TIRFM）による FITC-H＋，K＋-

ATPaseの観察

FITC-H＋，K＋-ATPaseを可溶化しカバーガラス表面に吸

着した分子を全反射蛍光顕微鏡（TIRFM）によって観察

した，TIRFMはエバネッセント光を利用して蛍光物質の

励起を行うため，カバーガラスと溶液の界面近傍（～２００

nm）に存在する蛍光物質のみが励起され，溶液中に存在

する大部分の蛍光物質は励起されない．この照明法によっ

図３ C１２E８可溶化 H＋，K＋-ATPaseの活性の K＋濃度依存性
（A）種々の濃度の K＋存在下において C１２E８によって可溶化した FITC修飾（●，■）非修飾（○，□）H＋，K＋-ATPaseの ATPase
活性（●，○）pNPPase活性（■，□）を示した．各標品の比活性は膜結合標品の比活性を１００％として算出した．FITC修飾 H＋，
K＋-ATPase標品は ATPase活性が殆ど検出されないため，非修飾膜標品の活性を１００％としてプロットした．
（B）図中に示した塩の存在下（１００mM），非存在下において C１２E８によって可溶化した FITC-H＋，K＋-ATPaseの pNPPase活性．値
は膜結合標品の pNPPase活性を１００％として表示した．（C）定常状態での EP形成量の K＋濃度依存性（口）．TIRFMによって見
積もったテトラプロトマーの存在比（■）を比較のために表示した．
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て通常の蛍光顕微鏡と比べてバックグラウンドが強く抑え

られ，一分子の発する微弱な蛍光を観察することが可能に

なった５８）．一分子の発する蛍光の特徴として，蛍光強度が

量子的な分布を示すこと，蛍光の消光が段階的に起こるこ

とが挙げられる．つまり一つの蛍光物質の発する蛍光強度

は一定であり，それが励起光の照射によって消光するとき

には，序々にではなくあるとき突然消光する．FITC標識

H＋，K＋-ATPaseにおいてもこの特徴が観察された（図４C―

F）．

C１２E８可溶化 FITC-H＋，K＋-ATPaseをカバーガラス上に分

散させ TIRFMを用いて観察すると，明るさの異なる輝点

として観察される（図４A，B）ここで H＋，K＋-ATPase分

子が多量体として会合していたとしても，光学顕微鏡の分

解能ではそれを個々の輝点として分離できない．そこで一

つの輝点の励起光照射直後の輝度（初期輝度）と，その蛍

光の消光する軌跡を基準として，会合数を評価することと

した．

FITC-H＋，K＋-ATPaseを SDSによって可溶化すると，酵

素活性は完全に消失し，αβプロトマーは αサブユニット
と βサブユニットにまで分離される．TIRFMで観察され

た蛍光スポットは，ほとんどすべてが一分子蛍光に特有の

一段階の消光パターンを示した（図４C）．初期輝度の分布

は約１１．２A.U. を中央値とした１成分のガウス分布を示し

た（図５A）すなわちこの明るさが一分子の FITCから発

せられる蛍光強度と言える．また FITCによる同一分子内

での二重標識はほとんどないことがわかる．

K＋非存在下において C１２E８により可溶化された FITC-

H＋，K＋-ATPaseの TIRFMによる蛍光観察では，SDSで可

溶化された標品とほぼ同じ強度の位置に大部分の蛍光ス

ポットの初期輝度が分布し，加えてこれの約２倍の強度に

図４ 全反射蛍光顕微鏡（TIRFM）による FTIC-H＋，K＋-ATPaseの一分子蛍光観察
TIRFMによって K＋非存在下（A），１００mM CH３COOK存在下（B）において C１２E８で可溶
化した FITC-H＋，K＋-ATPaseをカバーガラス上に分散させ，励起光照射直後からの各単一
蛍光スポットの蛍光強度の経時変化を追跡した（C―F）．一分子蛍光観察に特徴的な１段
階（C）や数（２―４）段階（D―F）の消光の典型的な観察例．量子的な退色が矢尻で示し
た時点で起こっているのが分かる．
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当たる位置にもマイナーピークが見られた（図４A，図

５B）．それぞれのピークはプロトマーとダイプロトマーに

対応すると考えられる．可溶化時の K＋濃度を上昇させた

標品の蛍光観察では，初期輝度の高い蛍光スポットの割合

が増加してきた．これら明るい輝点は多段階の消光を示す

ことが多く，数分子が会合したものと考えられる（図４B，

図５C―E）．

３―３． 可溶化標品中の多量体の存在比と残存酵素活性の相

関

多量体の分布と C１２E８可溶化標品中の pNPPase活性とを

比較するために，同様に処理した標品中に含まれる多量体

の存在比の K＋濃度依存性について検討した．分子の会合

数の決定は，その輝点の初期輝度の分布から求めた．

TIRFMで観察された輝点の数をその初期輝度に対するヒ

ストグラムとして表示，サンプル毎に得られるヒストグラ

ムを４成分のガウス分布でフィッティングし，存在する多

量体の割合を算出した．共存する K＋濃度に依存してプロ

トマーの明るさ（図５中矢尻）の約４倍の位置に現れるピー

クの量（図５中４重矢尻），すなわちテトラプロトマーの

存在比が上昇しているのがわかる（図５B―E）．各種多量

体の存在比は，初期輝度のヒストグラムの各ガウス成分の

面積に，そのフラクションに含まれる分子数を掛けて求め

た．これは，１個の輝点が含む αβプロトマーが多量体の
場合一つではなく，たとえば１個のテトラプロトマーに対

応する輝点は４個のプロトマーを含むためである．

K＋として KClを用いた場合や（図５F），K＋の同族体で

ある Rb＋を用いた場合でも（図５G）テトラプロトマーの

存在を示すピークが認められるが，Na＋（図５H）や choline＋

（図５J）ではプロトマーやダイプロトマーが大部分を占め

ることが分かる．

C１２E８可溶化 FITC-H＋，K＋-ATPaseの残存活性と各種多量

体との関係を検討するために，様々な濃度の K＋存在下で

可溶化した標品の pNPPase活性と TIRFMによる蛍光観察

で見積もった多量体の存在比を比較した（図６）．プロト

マー（相関係数 r＝－０．９３）， ダイプロトマー（r＝－０．４２），

トライプロトマー（r＝－０．１２），がそれぞれ負の相関，も

しくは相関関係を示さないのに対し，テトラプロトマー

（r＝０．９３）のみが強い正の相関を示した．また相関を示す

直線の傾きが１に近いことから，膜標品に対する残存

pNPPase活性の割合とテトラプロトマーの存在比が非常に

近いことが分かる．FITCによる標識を行わなかった C１２E８

可溶化 H＋，K＋-ATPase標品においても，pNPPase，ATPase

活性は FITC-H＋，K＋-ATPaseの pNPPase活性と非常に近い

値を示す（図３A）．自ずと，これら非修飾標品の ATPase

活性と，TIRFMによって見積もられた各種多量体の存在

図５ 蛍光スポット初期輝度のヒストグラム
（A）一分子の FITCが発する蛍光強度の標準として，SDSで可溶化した FITC-H＋，K＋-ATPaseの初期輝度分布を示し
た．ガウス分布によってフィットされた中央値はバックグラウンドを除くと１１．２A.U. であった．（B―I）図中に示し
た条件下で C１２E８によって可溶化された FITC-H＋，K＋-ATPaseの蛍光強度分布．４成分のガウス分布によってフィット
した（実線は４成分の和．破線が各成分のガウス分布）．１―４個の FITCに対応する蛍光強度の値をそれぞれの個数の
矢尻で示した．
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比（FITC-H＋，K＋-ATPase）との相関関係は，FITC-H＋，K＋-

ATPaseの pNPPase活性との相関と近い値を示した（テト

ラプロトマーとの相関係数 r＝０．８５）．これらの結果は，

C１２E８によって可溶化された H＋，K＋-ATPaseのテトラプロ

トマーが酵素活性を保持していることを示唆している．

３―４． 輸送基質 K＋がもたらす活性と四次構造保護の効果

テトラプロトマーが活性発現に重要な多量体であるとす

る結果は，octyl glucosideで可溶化した H＋，K＋-ATPaseの

多量体の存在比を TIRFMやゲルろ過クロマトグラフィー

で見積もった以前の報告５９）とも合致する．この報告におい

てもプロトマーとトライプロトマーの存在比は非常に低

く，今回観察された K＋濃度に依存したテトラプロトマー

の上昇（図６D）と，これに反したダイプロトマー，プロ

トマーの存在比の減少（図６A，B），また K＋濃度に関係

なく常に低いトライプロトマーの存在比（図６C）を考え

合わせると，テトラプロトマーの界面活性剤による解離は

ダイプロトマーを経由して起こることが考えられる．

膜タンパク質の可溶化はその活性保護のためにしばしば

基質存在下で行われる．H＋，K＋-ATPaseは K＋の結合に

よって構造変化し（K＋）E２状態に遷移する（図１）．EP形

成量の K＋添加による減少は E２P→（K＋）E２への中間体の

遷移を反映しており，この EP量減少の K＋に対する親和

性は K０．５EP＝３０mMであった．一方でテトラプロトマーの

存在比の上昇の K＋濃度依存性は K０．５tet＝２７mMであり，両

者は非常に近い値を示す（図３C）．このことは K＋による

活性発現とテトラプロトマーの保護効果は，基質結合部位

の保護というより，むしろ膜中での酵素の三次構造変化に

よるものであることを示唆している．膜結合 H＋，K＋-

ATPaseをトリプシンによって切断した後も Rb＋が閉塞さ

れたままであるという報告６０）からも，K＋の膜貫通ドメイン

における結合は酵素の三次構造を安定化するのに寄与して

いることが考えられる．このような基質結合に依存した構

造変化によって，テトラプロトマー内におけるプロトマー

間でのインターフェースの環境を変化させ，結果として疎

水的な面や結合しているリン脂質への界面活性剤のアクセ

シビリティーが変化するのかもしれない．Kvチャネルの

T１ドメインの折りたたみとテトラマー形成が共役してい

るという報告６１）がなされており，多量体を形成する膜タン

パク質の三次―四次構造の共役というのは共通の特徴なの

かもしれない．

４． Na＋，K＋-ATPase多量体構造に関する最新の知見

ブタ腎臓より精製した Na＋，K＋-ATPase膜標品を用いた，

ATP，pNPP共存下における両基質の加水分解活性，なら

びに EP形成量，ATP結合量の詳細な結果が報告された．

飽和濃度の pNPP存在下での Na＋-pNPPase活性は，低濃度

の ATPの添加によって活性化された．この Na＋-pNPPase

活性の亢進（ATP非存在下の約１．７倍）に対する ATPの

親和性（０．３７µM）は，ATPからの EP形成に対する親和

性（０．３３µM）と非常に近い値であった．また，この Na＋-

pNPPase活性亢進の効果は ATPに特異的であり，他の

ATP類似体（ADP，AMPPCP）やアセチルリン酸（Na＋に

依存した EP形成を行う）では観察されなかった．これら

の結果は EP形成に先立って起こる ATP結合によって引

き起こされる構造変化が，隣接するプロトマーの酵素活性

に影響を及ぼし pNPPase活性の促進を誘導したことを示

唆しており，プロトマー間での相互作用を介して四量体ポ

ンプが機能する反応モデルが提示されている６２）．

林らのグループはイヌ腎臓より高度に精製された C１２E８

可溶化 Na＋，K＋-ATPase標品を用いて，存在するイオンや

リン脂質（phosphatidylserine）によってプロトマー（P），

ダイプロトマー（D）及びテトラプロトマー（T）の存在

比が変化すること６３），Na＋，K＋-ATPase活性が P：D：T＝

１３：１１：８であり，プロトマー当たりの高親和性の ATP

結合量が P：D：T＝１：１：０．５であること４５），さらに阻害

剤 ouabainの結合量が P：D：T＝１：１：０．７５であること

を６４），ゲルろ過クロマトグラフィーを用いた研究によって

示している．著者らは膜結合標品との活性の比較からテト

ラプロトマーが膜中での主たる成分であると結論してお

り４５），四量体構造の維持は活性発現を抑制的に制御してい

る可能性が示された．

以前から Na＋，K＋-ATPaseが EP形成条件下において，シ

ステイン架橋試薬 Cu２＋-phenanthrolineによって α-α間での
ダイマーを形成することが知られている６５）．細胞内ドメイ

ンに存在するシステイン残基をセリンに変異させた実験で

図６ 多量体の存在比と残存活性の相関
種々の濃度の K＋存在下において C１２E８で可溶化した FITC-H＋，
K＋-ATPase標品中のプロトマー（A）ダイプロトマー（B）ト
ライブロトマー（C）テトラプロトマー（D）の存在比を，対
応する pNPPase活性に対してプロットした．相関係数（r）は
図中に記した．各種多量体の存在比は［図５におけるガウス分
布の面積］と［その多量体が含むプロトマーの個数］の積とし
てプロットした（本文参照）．
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は，Nドメインの ATP結合部位の裏側の領域に存在する

C４５６S，C４５７S変異体においてダイマー間での架橋が著し

く減少したことから，この部位がダイマーの境界に存在す

る可能性がある６６）．また，異なるタグを付加した Na＋，K＋-

ATPaseの細胞内ドメインを用いた pull-down assayや６７），野

生型と ATP結合ドメイン欠損変異体を用いた４１）結果から，

細胞内ドメイン同士での相互作用が示唆された．このよう

に多量体の相互作用に ATPの結合や，自己リン酸化と

いった触媒反応を司る細胞内ドメインが寄与しているとい

う実験結果は，EP形成をハーフサイトに止めるという３５）

多量体内での相互作用による活性制御機構の理解に繋がる

かもしれない．

５． お わ り に

以上本稿では，H＋，K＋-ATPaseを対象として行った多量

体モデルを想定した酵素化学的研究結果，及び多量体の蛍

光による直接観察の結果を取り上げた．豊島らによる

Ca２＋-ATPaseの X線結晶解析によって，P型 ATPase研究

はポストストラクチャーの段階に突入しつつある．今後 P

型 ATPaseの多量体による活性制御機構の理解のために

は，更なる酵素化学的研究とともに，原子レベルでの構造―

機能の理解が不可欠である．

最後に，ここに紹介した一連の研究に関わった共同研究

者である北海道大学大学院理学研究院化学部門 坂口和靖

先生，今川敏明先生，北海道大学名誉教授 谷口和弥先

生，杏林大学医学部 林雄太郎先生，通信総合研究所 大

岩和弘先生に深謝いたします．
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