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[ f略語、略号]

V-ATPase 

F-ATPase 

ATP 

ADP 

GTP 

ITP 

dCTP 

dATP 

dGTP 

dTTP 

DCCD 

D阿SO

DTT 

EDTA 

EGTA 

HEPES 

MES 

MOPS 

Tricine 

Tris 

SDS 

BSA 

HPLC 

PCR 

Pi 

bp 

kb 

kDa 

j夜胞型 H+ ーATPase 、 Vacuolar type Ir-ATPase 

ATP合成酵素 (ATP syn thase) , F oF 1 

Adenosine 5'-triphospha te 

Adenosine 5'-diphoshate 

Guanosine 5'-triphosphate 

Inosine 5' -tr iphospha te 

Deoxycytidine 5'-tr iphospha te 

Deoxyadenosiine 5' -t riphospha te 

Deoxyguanosine 5'-triphosphate 

Deoxythymidine 5' -t r iphospha te 

ti_，丘二一Dicyclohexylcarbodiimide

Dimethylsulfoxide 

D,L-Di thiothreitol 

Ethylenediaminetetraacetic acid 

Ethyleneglycol-bis(β-aminoethylether)ti_，ti_，ti_二，~，

-tetraacetic acid 

!i-2-HydroxyethYlpiperazine-.!f_-2-ethanesu lfonic aci d. 
2-( 丘一Morpholino)ethanesulfonic acid 

3-( ti_-阿orphorino)propane :s ulfonic acid 

ti_-Tris(hydroxymethyl)methYlglycine 

Tris(hydroxymethyl)aminomethane 

Sodium dodecyl sulfonate 

Bovine serum alubmin 

High performance liquid chromatogrphy 

Polymerase chain reaction 

Inorganic phosphate 

base pai r(s) 

k i 1 0 b as e p a i r ( s ) 

kilo dalton(s) 
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ヌク レオチ ド を IUPAC - IU I3 に従って 以 下 の ように略称し、立KU 配列を一文字表

記 した。

A Adenosine 

C Cytidine 

G Guanosine 

T Thyrnidine 

Y C or T H A, C, or T 

R A or G B A, T , or C 

M A or C V G, A, or C 

K G ro T D G, A, or T 

S G or C 

W A or T N G, A, T , or C 

アミノ酸残基は IUPAC-IUBに従って以下のように略称した。

Glycine G (G ly) Glutamine Q (Gln) 

Alanine A (Ala) Lysine K (Lys) 

Valine V (Val) Arginine R (Ar g) 

Leucine L (Leu) Cysteine C (Cys) 

Isoleucine 1 (Ile) Methionine M (阿 et)

Serine S (Se r) Phenylalanin e F (Phe) 

Threonine T (Thr) Tyrosine Y (Tyr) 

Aspartic acid D (Asp) Tryptophan W (Trp) 

Asparagine N (Asn) Histidine H (IIis) 

Glutamic acid E (Glu) Proline P (P ro) 
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第 1:r;l 序論

1.1 V-ATPase(液胞型 II+-ATPase) の細胞内 局 在性と機能

オルガネラ(細胞内小器 官 )や細胞膜の内側あるいは外側に H+ が輸送され、

その結果生じた肢を介する H+ の電気化学的ポテンシャル 差 によって駆動され

る反応が、細菌から附乳動物まで広く知られている。これらの 反 応の中で

ATPのかかわる反応が特に生物学上 重 要な位置を占めている。これまでに、

ATP分解/合成と共役して r を輸送する酵 素 、 II+ 輸送性 ATPase(II + -ATPase) は

トコンドリア内服、葉緑体チラコイド膜、バクテリア細胞膜などに 存 在す

る ATP合成酵素 FoFl (F 型 ATPase 、 F-ATPase)(総説 1 、 2 、 3 、 4) 、および 胃壁

細胞に存在する(I-I ++K+ )-ATPase(5) や酵母細胞膜に存在する H+ -ATPase(6) な

どリン酸化中間体 (Phosphorylated intermediatc) を形成することから P型

ATPase (P-ATP ase) と呼ばれる 2種類が知られていた( 表 1.1) (7 、 8) 。

F-ATPaseは分子量約 500 ， 000 で 8種類以上のサブユニットから構成される複

雑な構造を持つ。この酵素は酸化的リン酸化、あるいは光リン酸化による

ATP合成の最終段階を司り、呼吸鎖あるいは光電子伝 達 鎖が形成した膜 系 内

外の H+ の電気化学的ポテンシャル差と共役して ATPを合成している。 生 体内

で消費される大部分の ATPは、この F-ATPaseによって合成されている。

F-ATPaseの構造(触媒サブユニットの 一 次構造、サブユニット組成と 量 比 等 )

は異穏生物の間で保存されている。また、 F-ATPaseは逆反応を行うことがで

きる、すなわち ATPを分解して H+ を輸送することができる。 Streptococcus

lacti S 、 Streptococcus fé3.~calis等の 一 部の嫌気性細菌の F-ATPaseはこの

ATP分解のみを行っている(1 )。
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表 1.1 V-ATPase 、 F-ATPase 、 P-ATPascの性状の比較

ATPase V-ATPase F-ATPase P-ATPase 

Function ATPase ATP synthase ATPase 

Location (円 Endomembrane systems Mitochondria, Chloroplasts , Gastric membranes (H ・+fぐ-ATPase )

(H' -ATPase) Bacterial plasma membranes Fungal plasma membranes (H二ATPase j

(H ・ -ATPase) Plasma membranes (Na・+トぐ -ATPase )

Molecular weight 750 ,000 500 ,000 100 ,000 

Phosphorylated No No Yes 

intermediate 

Inhibitor NEM N Vanadate 
3 

DCCD (100μM)同N03 DCCD (1μM) (2) 

DCCD (10μM)向 Oligomycin (0 . 2μM)ロl

Bafilomycin (< 0 . 1μM)問
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リン酸化中間体を形成する P-ATPase は 胃 壁細胞に 存在 する (II + +K + )-ATPase

の他に、神経、腎~~、肝臓などの細胞版.に広く分布している (Na++K + )

ATPasc(9)や筋小胞体の Ca2 +ー ATPase( 10) 、酵母細胞肢の II+ -ATPaseなどが知

られている。 Ca 2 + -ATPase は分子量約 140 ， 000 の単 一 のサフユニットからなり、

OI++K+)-ATPas や (Na++K+)-ATPasでは分子量約 100 ， 000 の α サブユニットと呼

ばれる触媒サブユニットと、機能がまだ不明の β サブユニットから構成され

ている (11 、 12 、 13 、 14 )。

最近、これらの既知の 2極類の n+-ATPaseのいずれにも属さない一群の

H+-ATPaseが見いだされた(総説 15 、 16 、 17 、 18) 。 この ATPaseを本論文では

V-ATPase(液胞型 ATPase) と呼ぶことにする。 V-ATPaseは酵母、植物の液胞や

動物細胞ではリソゾーム、クラスリン被覆小胞 (Clathrin-coated vesicles) 、

エンドソーム、クロマフィン頼粒、シナプス小胞などの細胞内膜系

(Endomembrane systems 、 Vacuo les) に属するさまざまなオルガ‘ ネラに存在し

ていることが報告されている (図1. 1)(16) 0 V-ATPase は ATPの分解に共

役して II+ を輸送し、小胞内を酸性化し、電気化学的ポテンシャル 差 を形成し

ている。小胞内の酸性 pIHま液胞やリソゾームなどでは小胞内の酔紫反応に、

エンドソームではリガンドの受容体からの解離( 19) に、植物の液胞や分泌頼

粒に置いては物質 (Solute) の濃縮( 15 、 20) 、ゴルジ体ではタンパク質の修飾

や配分に (16) 等に重要である。この他、ウイルスの感染 (21 )、毒素(ジフテ

リア毒等)の作用発現 (22) 、マクロファージによる殺菌 (23 、 24) 、骨新生 (25)

などじつに多くの生物現象が V-ATPase と密接な関係にあることが続々と明ら

かにされている。

シナプス小胞は神経細胞終末に存在し、神経伝達物質を蓄積している。神

経細胞の興奮によってシナプス小胞がシナプス前膜に融合し、神経伝達物質

をシナプス間隙に放出して (Exocytosis) 、シナプス後肢に興奮が伝達される。

6 



図1. 1 V-ATPaseの局在性と機能

リソゾーム、エンドソーム、クラスリン被夜小胞、ゴルジ体、シナプス小胞

などのオルガネラを総括して細胞内膜系 (Endomembrane systems) と呼ばれてい
る( 15 、 16 、 17 、 18) 0 ・ これらのオルガネラにはいずれも V-ATPaseが存在し、

ATPの分解に共役して rを小胞内部に輸送する。形成された酸性 pIIや電気化学
的ポテンシャル差はそれぞれのオルカーネラの機能に重要であることが知られて

いる。しかし、これらのオルガ、 ネラに存在する V-ATPaseは免疫化学的に交さす

ることが確かめられている。しかし、これら V-ATPase全てが同 ー のものかある
いは複数のものが存在するのか、明らかになっていない。

:士事i々

::;?;;n dkE// 
vsiclemx 

仁 >
Golgi apparatus 

Forgac M. 1989. Physiol. Rev. 69 , 765-796. (16) の図を修正した。

7 



この化学伝達においても V-ATPase は霊安-な機能を果たしている。すなわち 、

シナプス小胞には V-ATPaseが大量に存在し、政タンパク質の 20 %以上を占め

ており、小胞内外に Iドの電気化学的ポテンシャル差を形成する (26) 。 この

H+ の電気化学的ポテジシャル差を駆動力として、セロトニン、グルタミン酸、

r -アミノ酪酸 (GABA) などの神経伝達物質は小胞内に輸送されることが、ご

く最近明らかにされた。(図 1.2)(26 、 27 、 28 、 29) 。また、副腎髄質のクロ

マフィン細胞のホルモン分泌頼粒のクロマフィン頼粒においても、 V-ATPase

が形成した H+ の電気化学的ポテンシャル差に依存してアドレナリン、ノルア

ドレナリンなどのモノアミン性のホルモンが頼粒内に蓄積されることが報告

されている (30) 。

V-ATPase は F-ATPase や P-ATPase とは阻害剤に対する感受性が異なることか

ら、その存在が明らかにされた。すなわち、 V-ATPase は立-ethylmaleimide

(31 、 32 、 33) や N0 3 一 (34 ， 35) で限害されるのに対して F-ATPase は

Oligomycln(36) および N3 ーで (1 )、 P-ATPaseはパナジン酸によって (7 、 8) 、そ

れぞれ特異的に阻害されることが知られている。 V-ATPase は N3 一 およびパナ

ジン酸では阻害されないので 3程の H+-ATPaseは阻害剤の感受性によって区別

することが可能である(表 1.1 )。 また、 Bafilomycin(37) が V-ATPaseを特異

的に阻害すること (38) が報告されているがその阻害機構の詳細は不明である。

V- 、 F- 、 P一、の 3種の ATPase ともに Dicyclohexy 1 c arbod i i mi de (D CCD)が酵素

の膜内在性の部分に結合し、酵素活性を阻害する。これらの阻害剤に対する

性状を一つの指標にして、今まで検討されていない細胞や組織の V-ATPase を

同定することが可能である(表 1.1)(26 、 28 、 29 、 39 、 40 、 41 )。

8 



図1. 2 シナフスとシナプス小胞における神経伝述物質の輸送機問

シナプスにおけるシナプス小胞による神経伝達物質 (Neurotransmitter)の輸
送機椛を校式的に示した。 V-ATPase と神経伝達物質輸送担体を示した。*，'1 製し
たシナプス小胞において、グルタミン酸、セロトニン、'7 -アミノ酪般などの
神経伝達物質は V-ATPaseが ATPを分解して II+を輸送した結果、形成される記気
化学的ポテンシャル差に依存 して、シナプス小胞内に輸送されることが示され
ている(26 、 27 、 28 、 29) 0 V-ATPaseの阻害剤 Bafi lmoycinを加えると神経伝達
物質の輸送は阻害される。
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1.2 V-ATPaseの椛造と酵素化学的性状

V-ATPase は酵母・液胞、ウシ・高IJ 腎クロマフィン頼粒やウシ・脳クラスリン

被覆小胞などから精製されている (35 、 42 、 43)0 V-ATPase は股内在性部分と

表在性部分から構成されている(図 1.3)(lG 、 17 、 18) 0 Ncurospora crassa 

の液胞膜を電子顕微鏡で観察すると、亜ミトコンドリア粒子

(Submitochondrial particle) において F-ATPaseの膜表在性部分九が観察さ

れるのと同様に、 V-ATPaseの膜表在性部分を肢から突出した、大きさも極め

て F1 と似た部分として見ることができる (44 )。 股表在性部分は、 72 kDa 、

57 kDa 、 41 kDa 、 34 kDa 、 33 kDaの 5穏のサブユニットの惚合体でその 霊 比

は 3:3:1:1:1 と推定されている( 18 、 45) 。また、本酔紫は低氾感 受 性 (Cold

sensitive) で、阿g.ATPの存在下で 0.1 M NaN0 3 や 0.3 阿 NaCl を 含 む熔液中 で 、

o oCにすると肢表在性部分が複合体として解離する (34) 。このようにして得

られた V-ATPascの股表在性部分は F-ATPaseの膜表在性部分 f\ とは異なり

ATPase活性を持たない。 72 kDaサブユニットには ATP結合部位が存在するこ

とが示唆されており (33 、 46) 、 57 kDaサブユニットととともに触媒部位を形

成していると考えられている。このサプユニットに ~-ethylmaleimide(NE阿)

が結合すると酵素活性が阻害され、 ATPを加えると V-ATPase は NE阿による阻 害

から保護される(31 、 32 、 33) 。

膜内在性部分は 115 kDa 、 39 kDa、 20 kDa , 16 kDaの 4種のサブユニットか

ら構成されており、 r通路として、また膜表在性部分の結合部位として機能

している。その量比は 1:1:1:5-6(18 、 45) であると推定されている。 16 kDa 

サブユニットは疎水性が高く Proteolipid と呼ばれている。このサブユニッ

トに DCCDが結合すると酵素活性が阻害され、 H+通路を形成していると考えら

れている(47) 0 115 kDa、 39 kD a、 20 kDaサブユニットは機能は明らかに

10 



図1.3 V-ATPnscの川辺

V-ATPaseの椛 J2 を校式的に示した。政表在性部分は 72 kDa、 57 kDa、 41 kDa 、
34 kDa、 33 kDaサブユニットから構成されている。その塁比は 3:3:1:1:1 であ
ることが推定されている( 18 、 45) 。股内在性部分は 115 kDa、 38 kDa , 20 kDa、
1G kDaサブユニットから椛成され、その量比は 1:1:1:5-G と考えられている( 18 、
45)0 72 kD と 57 kDaサブユニットは F-ATPasc の β 、 α サブユニットとその 一
次構造が類似し、触媒部位を形成すると考えられている。政内在↑生部分の lG
kDaサプユニットは II+輸送路を形成していると考えられており、 DCCDが結合し
て酵素活性を阻害する。 115 kDa、 38 kDaサブユニットはアクセサリーサブユ
ニットと考えられているがその機能は明らかでない (18)。また、この 2砲のサ
ブユニットを持たない V-ATPase も存在することから、この図では省略した (18 )。

Cytoplasm 
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なっていない (18 )。

このように見てくると V-ATPase は F-ATPase と酵素化学的にきわめて煩似し

ていることがわかる。すなわち、 F-ATPasE~ も低温感受性であり、目見表在性部

分を股内在性部分から解離させることができる。 F-ATPaseの限表在性部分 Fl

も 5種のサブユニットからなり、その塁比も 3:3:1:1:1 である。ニンジン (48) 、

酵母 (49) 、 N. crass a( 50) の V-ATPase の 72 kDaサブユニットおよび酵母 (51 )、

立ム crassa( 52) 、ウシ脳・クラスリン被覆小胞 (53) の 57 kDaサブユニットの

cDNAが配列が決定され、 72 kDa 、 57 kDaサブユニットの一次椛造がそれぞれ、

F-ATPase の β 、 α サブユニットと類似していることが示されている。保存的

な置換を考慮した推定アミノ酸配列の相向性は 72 kDaサブユニットと β サブ

ユニットの間で 24 -28 %、 57 kDaサブユニットと α サブユニットで、 18 -

23 %である。また、 F-ATPase の β 、 α サブユニットをはじめ p21 主主主タンパ

ク質 (54 、 55) 、 Adenylate kinase(56) などヌクレオチドを結合する酵素の多

くに共通して存在するグリシン残基に富んだ配列 (Glycine-r lch 

sequence)(2) 豆一x-x-x-x一旦-_K-I)豆が 72 kDa-+tブユニットにも豆一A-F-G-C-G-K-

Sの形で保存されており、 F-ATPaseでは豆一G-A-G-V-E-E-Zの形で保存されてい

る。膜内在性部分の 16 kDaサブユニットはウシ・クロマフィン頼粒 (57) 、酵

母 (58) 、 Torpedo marmorata electric lobes (59) 、 Drosophila( 60) から

cDNA配列が決定され、 F-ATPase の cサブユニットと類似性が存在することが

指摘されている。 (57)

V-ATPase と F-ATPaseではその機能や、阻害剤の感受性、サプユニットの構

造が異なるが膜表在性と内在性部分から構成されることなど、上に述べたよ

うに両者で類似している点が多い。したがって、二つの ATPaseの反応機構は

類似しているのではないかと考えることは不自然ではないだろう。しかし、

V-ATPaseについての反応機構はほとんど検討されていない。特に、動物由来

12 



のものについては、精製酵素を用いた反応機併の解析は全く報 告 されていな

し\ 0 

これまでに、ウシ・クロマフィン頼粒( 18 、 61 、 62) 、ウシ・クラスリン被裂

小胞 (17) 、酵母液胞 {15) の V-ATPaseでは、 ATPの他に GTPや ITPを基質にでき

ることや、数 100μ 阿の Km値を 1個以上持つことが報告されている。 F-ATPase

には基質 ATPに対して高親和性の触媒部位が 1個、低親和性の部位が 2個、合

計 3個の触媒部位が存在し、これらの部位が協同して触媒反応を行うことが

知られている (63 、 64 、 65) 。ウシ・クロマフィン頼粒やウシ・クラスリン被覆

小胞の V-ATPaseでは活性部位が存在すると考えられている膜表在性部分は

72 kDaおよび 57 kDaサブユニットがそれぞれ 3分子づっ存在している (18 、 45)

ことから、触媒部位が 3 ヶ所存在し、これらの部位間で協同的な触以反応、を

行っていることが推定できる。しかし、実際に V-ATPase が F-ATPaseのような

複数の触媒部位による協同的な触媒反応を行っている示す結果は不明である。

V-ATPaseでは電気化学的ポテンシャル差によって ATP分解活性が影響を受

けないことから、 ATP分解と H+輸送は F-ATPase と比べて tigh t に共役していな

いことが示唆されている (66) 。 このことは、 Vーと F-ATPaseの脱表在性部分

と内在性部分の相互作用が異なることを示している。しかし、 F-ATPaseで示

されているような膜表在性部分と内在性部分の ATP分解反応と H+輸送の共役

機構に関する知見は V-ATPaseでは得られていない。したがって、 V-ATPase

との反応機構を明らかにし、 F-ATPase と比較することによって二つの ATPase

の反応機構を統一的に理解することができるだろう。
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1.3 本研究の目的

本研究では、 V-ATPaseの触媒反応の解析し、複数の触媒部位による協同的

な触媒反応を行うことが知られている F-ATPaseの反応機構と比較した。材料

は、ウシ・副腎髄質のクロマフィン頼粒から精製した V-ATPaseを用いた。ク

ロマフィン頼粒は比較的短時間に大量かっ高純度の V-ATPaseの精製法が確立

している唯一の材料である。 V- および Fーの 2極の n+-ATPaseの定常状態および

非定常状態での触媒反応を解析し、(1 )ヌクレオチド結合部位が何個存在す

るのか、また、それらの結合部位の性状を-検討し、 (2 )複数の触媒部位が存

在するか、( 3) 高親和性の触媒部位が存在するのか、 (4) 触媒部位聞の協同

的な触媒反応を行われるのか、 (5 )股表在性部分と内在性部分の 共 役機椛は

どのようになっているのかの五つの問題点を中心に V-ATPaseの性状を F

ATPase と比較検討した。さらに、特異的阻害剤 ßafl10mycinの阻 害 機椛も合

わせて、詳しく検討した。

次に小脳の V-ATPaseのサブユニットの一次構造を明らかにした。シナプス

小胞には大量に V-ATPaseが存在し、神経伝達物質の小胞内への輸送、蓄積に

重要な役割を果たすことが示されている。しかし、その椛造は知られておら

ず、リソゾーム、クロマフィン頼粒などの他の細胞内膜系に存在する

V-ATPase と同ーなのかあるいは異なるのか興味深い。また、 V-ATPaseの反応

機構や 、 H+輸送機構を解析する上で、触媒部位を構成することが考えられて

いる 72 kDaサブユニットと、 H+輸送路を形成すると考えられている 16 kDaサ

ブユニットの一次構造の情報は重要である。本研究では遺伝学的な手法が進

んでおり、将来の研究を発展させることができるマウスを用い、その小脳由

来 cDNA ライブラリーから 16 kDati よび 72 kDaサブユニットの cDNAクローンを

単離し、構造を決定した。
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第 2章 V-ATPaseの反応機構

2.1 緒言

V-ATPase は F-ATPaseや P-ATPaseに比べて、酵素化学的な解析が巡んでいな

い。特に、動物細胞由来の酵素はその精製法が確立されていなかったことか

ら、粗膜画分を用いた研究がほとんどであり、例えば、数 100μ 阿の Kmを 1 個

持つ ( 61 、 62) こと以外、その構造や反応機構はほとんど検討されていない。

近年、ウシ・クロマフィン頼粒から (42) 、またほぼ同じ頃に酵母液胞 (35) や

ウシ・脳・クラスリン被覆小胞 (Clathrin coated vesicles)(43) から V-ATPase

が精製され、その性状の解析がすこしづっ進んでいる。 [α_ 32 P] i\TP による

光標誠実験からクロマフィン頼粒の V-ATPase の 72 kDaサブユニ y トには高親

和性の ATP結合部位が存在することが示唆された (33) 。また、酵母の V

ATPaseの反応速度論的な解析から高親和性の触媒部位が存在することが示唆

されている(46 、 67) 。しかし、 V-ATPaseに関して、複数の ATP結合部位や触

媒部位が存在するのか、協同的な触媒反応を行うのかどうかは知られていな

し\ 0 

V-ATPaseの各サブユニットの構造は次々に明らかにされており、今までに

ニンジン (48) 、酵母 (49) 、 N. crass a (50) 、 Sulforobus acidocaldarius 

(68) 、 l~ehtanosarcina barker i( 69) の V-ATPase の 72 kDaサブユニットの 一 次

構造が決定されている。これらの 72 kDaサブユニットには F-ATPase の β およ

び α サブユニット( 1 、 2) 、 p21 主主主タンパク質 (54 、 55) 、 Adenylate

kinase(5ß) などのヌクレオチドを結合する多くの酵素に共通して存在する

Glycine-rich sequece (2) 、豆一A-F-G-C-2-E-Zが l ヶ所保存されている(図 2.1
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図 2.1 V-ATPase の 72 kDaサブユニットおよび F-ATPaseβ サブユニットに存在

する glycine rlch sequences付近のアミノ酸配列

(Dc) ニンジン (48 )、( Sc) 酵母(49) 、 (Nc) N. crass a (50) の 72 kDaサプユ

ニットと、(阿b) 盟ιbarkeri (69) 、( Sa) 豆ι!日idocaldarius (68) の ATP合成酵
素の Large subuni t、大腸菌 F-ATPase の β サプユニット (4) のアミノ酸配列を列

べて比較した。保存性の高い領域 (A 、 B) を四角で囲った。領域 Aは Glycine
rich sequence (G-X-X-X-X-G-K-TjS) とよば れ、ヌクレオチドを結合する酵素

の多くに保存されている (2) 。領域 Bは V-ATPaseでは全ての生物種で保存されて

おり、 G-E-R配列は F-ATPase の β サブユニットでも保存されている。左にアミ

ノ酸の残基番号を示した。
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領域 A) 。 また、この Glyclne-rich scquenceからカルボヰシル末端側には V-

ATPase の 72 kDaサブユニット問で完全に保存されている領域、 G-C-G-G-E-

R-G-N-E-M配列が存在し、 F-ATPase の β サブユニットと対応する位置に部分

配列である G-E-Rが保存されている。(図 2.1 領域 B) 大腸菌の F-ATPase の β

サブユニットでは系統的な変異の導入によって Glycine-rich sequenceが触

媒部位を形成していることが示唆されている (70 、 71 、 72) 。したがって、

72 kDaサプユニットの Glycine-rich sequence も同様の機能を持つことが考

えられる。 57 kDaサブユニットは F-ATPase の α サブユニットと相向性が存

在することから、 72 kDaサブユニットとともに触媒部位を形成していると考

えられている。しかし、 57 kDaサブユニットには Glycine-rich sequence は

保存されていない。 V-ATPase には 72 kDaサブユニットと 57 kDaが 3分子ずつ

存在することから、 1分子の V-ATPase には 3 ヶ所のヌクレオチド結合部位が存

在することが考えられている。しかし、実際の結合部位の個数あるいはその

性状は知られていない。

一方、 F-ATPase には、 6 ヶ所のヌクレオチド結合部位が存在することが知

られている。これは、 α 、 β サブユニットを合わせると合計 6個の Glycine

rich sequenceが存在することとよく一致する。それらのヌクレオチド結合

部位のうち、 3 ヶ所は、 1 - 2 凶可の阿g.ATP存在下で定常状態反応を行うと反

応液中のヌクレオチドと交換することから、触媒部位であることが示されて

いる。触媒部位は β サブユニットあるいは、 α と β サブユニットの境界付近

に存在することが示唆されており、速度論的には ATPの解離定数が 10 - 9 問で

ある高親和性部位と、数 10μ 阿および数 100μ 阿の Km値で検出できる 2 ヶ所の

低親和性部位に分けられる(64 、 65) 。非触媒部位に結合している 3分子のヌ

クレオチドは定常状態反応を行っても溶液のヌクレオチドとは交換しない

(73 、 74 、 75 、 76) 。これらのヌクレオチドは酵素の安定性に関与することが
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示唆されているが( 1 )、触媒反応に果たす役割について明らかになっていな

し'\ 0 

F-ATPaseの反応機構は 3 ヶ所存在する触媒部位が協同的な反応、を行うこと

や高親和性の触媒部位の反応機構が、精製した膜表在性部分 Fl を用いて詳細

に解析されている (64 、 65) 。また、九九複合体でも同様の反応機構が示され

ている (77) 。ここには Fl の反応機構を 2.1 式に示した。

(2.1 式)

「ー Cold chase 
: H20 
jk;- Acid  quench--…… 

Fl +仰→jF1ATPく\〉jF1ADP Pi-•• F1+ADP+Pijj 

|、Multi-site
Hydrolysis 

Excess ATP 

1分子の ATPが Fl の高親和性の触媒部位に結合して分解する非定常状態での

ATP分解反応 (Uni-site反応)を解析すると、 ATP は Fl と複合体を形成し、解離

はほとんど起きない。触媒部位に結合した ATPの ADPと無機リン酸 (P i) に分解

されるときの平衡定数は 1 - 2であり、この反応における自由エネルギーの

変化は非常に小さいことが推定されている。 ADPあるいは Pi のどちらが先に

酵素から遊離するのかは明らかになっていないが、両者の解離速度は非常に

遅い。この状態で過塩素酸を加えて反応、を停止し遊離した Pi を測定する実験

を Acid quenchとよび、 Fl に結合しているが ADP と Pi に分解されている ATP お

よび遊離した ADP と Pi 、すなわち、 ATPの総分解量が測定できる。先に述べた
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ように ATP と Fl の彼合体に過剰の ATPを加えて、他の 2 ヶ所の触媒 部 位に i\TPが

結合する条件(阿ultl-site反応)にすると高親和性部位に結合していた ATP の

分解は 10 4 ー 10 5 倍に促進される。後から加えた i\TPが高親和性部位に結合し

ていた ATPより先に分解されることがないことから反応経路はただ 一 つであ

ることが示されている (63 、 78 、 79) 。すなわち、[ r -3 2 P ]ATPを用いた Uni

si t e反応に過剰の非放射性 ATPを加えるとれに結合した [γ_ 32 P]ATPは、ほぼ

完全に分解される。この様な実験を Cold chase と呼んでいる。この実験に

よって Uni-site条件で Fl に結合している ATP 、 ADP+Pi、および遊離した ADP と

Pi を含め、 ATPの九への総結合量が測定できる。

1 - 2μ 阿の ATP存在下での定常状態反応においても、酵素と ATPの飯合体

の段階で、 18 0で標識した 7 位のリン酸と反応液中の水分子との交換反応か

らも同様の結果が示されている (63) 。従って 3 ヶ所存在する触媒部位が独立

に ATP分解反応を行うのではなく、まず高親和性部位に i\TPが結合し、 2 ヶ所、

3 ヶ所目の触媒部位に ATPが結合し、それらの部位間の相互作用によって正の

協向性を持つ反応を行うとが考えられている (63 、 64 、 65) 。

V-ATPase はその椛造が F-ATPaseに類似していることから、反応機構も類似

していると考えられている。酵母の V-ATPaseにおいては高親和性の ATP結合

部位が存在することと、 F-ATPase の Uni-si te反応に類似した反応を行うこと

だけから、複数の触媒部位が協同的な反応を行なっていることを結論してい

る (46) 。 しかし、酵母の V-ATPaseのヌクレオチド結合部位の個数やその性

状は不明である。また、定常状態の反応において複数の Kmが存在することを

確かめていないことから、 V-ATPase が F-ATlP aseのように阿ulti-si te反応にお

いて ATPase活性が他の触媒部位に結合する ATPによって促進されているのか

どうか不明である。従って現在までの実験結果から酵母の V-ATPaseが複数の

触媒部位を持ち協同的な反応を行っていると結論することには無理があると
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考えられる。

動物の V-ATPase においては数 100μ 阿の Km1illが]ヶ所存在すること (G 1 、 62)

以外は何も明かになっていない。本章では、クロマフィン頼粒から精製した

V-ATPase と大腸菌から精製した F-ATPaseのヌクレオチド結合部位と性状を解

析し、その触媒反応に与える影響を検討した。また、 V-ATPaseの速度論的な

解析を行い、複数の触媒部位存在し、それらが正の協同性を持つ触媒反応を

行うかどうかを検討した。

2.2 材料および方法

ウシ・クロマフィン穎粒の V-ATPase は ATPを含まない緩衝液を用いて常法に

従って調製し、約 2 units/mgの標品を得た (42) 。 緩衝液 (10 川河阿ES-

Tricine pH 7.0 、 5 川河チオグリセロール)に懸濁したウシ・クロマフィン頼

粒肢を 1 %の Polyoxy-ethylene 9-1auryletherで可溶化した。 250 ， 000 x gで

遠心した上清をハイドロキシアパタイトカラムを用いてクロマトグラフィー

を行った。素通り画分を集め、コール酸を終濃度 2 %になるように加えた後、

10 %飽和になるように固形硫安を加え撹持した。!怒濁 j伎を 250 ， 000 x gで遠

心して表面の白濁した層を回収し、 10 凶可 MES-Tricine pH 7.0 、 5 凶可モノ

チオグリセロール、 1 % Polyoxyethylene 9-1auryletherを含む 10 - 30 % 

グリセロールの不連続密度勾配溶液に重層し、 450 ， 000 x gで 4時間、遠心し

た。 ATPase活性を持つ画分を回収して、 -70 . Cに保存した。

大腸菌 F1 は KY7485株[主主旦立L 主主L ζ11/ 入主主旦二豆(三1857S7 、 Q_gJ_R 、 主主旦、

unc)/ 入 c1857S7] (80) から常法に従って精製し (81 )、比活性が 120 units/mg 

以上の標品を ATPを含む緩衝液 (50 凶可 Tris-HCl pH 8.0 、 1.0 凶可 ATP 、
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0.5 凶可 EDTA 、 1 凶可 DTT、 10 % Glycero]) 中で -80 oCで保存したものを用い

t::.. 。

結合ヌクレオチドの数が異なる F-ATPaseの触媒部分 F1 は、酵素溶液を阿g2+

を含む緩衝液である T阿P溶液 (50 凶可 Tris-SO "， pII 8.0 、 0.5 m阿阿gSO "，、 1 凶可

KII 2 PO "，)と EDTAを含む緩衝液である TEP溶液 (50 m阿 Tris-SO "， pII 8.0 、 0.5 凶可

EDTA 、 1 凶可 KH 2 PO"，)のそれぞれでで平衡化した遠心カラム (Sephadex G-50 、

fine 、 0.5 x 5.5 cm) を通し調製した (82 、 83) 。

V-ATPaseの活性は、 ATPì濃度を酵素濃度の 100倍以上に設定して定常状態に

近似し、測定した。実際には、 4 -12μg タンパク質 Iml (5.3 -16 n阿)の

酵素と 1μM - 1 凶可 [r _ 32 P]ATPを含む反応溶液 (20 凶可 MOPS-Tris pII 7.0 、

50 凶可 NaCl 、 0.1 mg/ml n SA)中で 37 oCで測定した。遊離した Pi はモリブデ

ン酸との複合体として沈殿させ、 0.2 N NaOH1こ溶解後、回相シンチレータ一、

Ready Cap (Beckmann)に吸収させて放射活性を測定した (84) 。

V-ATPase の Uni-site活性は 100μ 阿の V-. ATPase と 50μ 阿の [r _ 32 P]ATP を

0.5 M MgC1 2 、 1 凶可 KH 2 PO"，を含む緩衝液 ~)O 凶可 Tris-MOPS plI 7.0 中で室 j品

(25 -27 OC) で反応させた後、 0.3 N 過塩素酸、 5 耐可 ATP 、 1 川河 KII 2 PO "，を

加えて反応を停止した (Acid quench)o V-ATPaseに結合した ATPの結合は

Hexokinaseによって Glucose-6-phosphate に変換できない ATP量として測定し

た (85) 0 ATP と F 1 を混合して一定時間の後に反応溶液に 16.7 凶可 Glucose 、 67

uni ts/ml の Hexokinaseを加え 10 秒間反応させて、酵素に結合していない

[r _ 32 P]ATP を Glucose-6-phosphate に変換した。 2 N 過塩素酸を加え反応、を

停止し、 95 OCで 10 分間熱処理した。遊離した Pi はモリブデン酸アンモニウ

ムとの複合体として沈殿させ、上清 (Hexokinase inaccesible ATP) を回収し、

固相シンチレータ一、 Ready Cap (Beckmann) に吸収させ放射活性を測定した。

また、 ATP と F 1 を混合して一定時間後に、 5 凶可 ATP 、 1 凶可 KH 2 P0 4 を加えて
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1分間、さらに保温した後、 0.3 N 過頃素酸で反応、を停止させて遊離の Pi を

測定した (Cold chase)。遊離の Pi はモリブデン酸アンモニウムと被合体を形

成させ沈殿に回収し、 0.2 N NaOIHこ溶解し、中和した後に回相シンチレー

タ- Ready Cap (Beckmann) に吸収させ放射活性を測定した。

F-ATPaseの股表在性部分 Fl の Uni-si te活性は 0.5μ 阿の f\ と 0.25μ 阿の

['1 _ 32 P]ATPを反応液 (50 凶可 Tris-S0 4 pH 8.0 、 0.5 問問gS04 、 1 mM KII2 P04) 

中で室温 (25 -27 OC) で測定した。一定時間後に V-ATPase と同様の条件で反

応を停止させ、 Acid quench と Cold chaseの実験を行った(64 、 65 、 86) 。

V-ATPaseの結合アデニンヌクレオチドは、酵素溶液を 70 oC 、 10分間、熱

処理した後、氷上に 5分間放置し、 14 ， 000 x gで 10分間遠心して、タンパク

質を除去した後定量した。 ATP量は上清を等量の Luciferinおよび Luciferase

混合液 (40 川可 HEPES-NaOH pH 7.75 、 1.6 μg Luciferase 、 0.7 m阿 D

Luciferin 、 20 凶可阿gC1 2 、 4 凶可 EDTA 、 0.36 凶可 DTT、 0.3 m阿 A阿 P) を加え、

混合した後、 15秒後から 45秒後までの発光を積算して求めた。八DP と ATPの総

量は上のように得られた上清に 50μg/ml Pyruvate kinase 、 7 凶可 Phospho

enolpyruvateを加えて 37 oCで 20分放置して ADPを ATP'こ変換した後、同級に

Luciferln-Luciferase混合液を加えて発光を測定することによる定量した o

F-ATPaseの結合ヌクレオチドの測定には、遠心カラムを通した酵素溶液を

70 oCで 10分間熱処理した後、氷上に 5分間放置した。さらに、 12 ， 000 x gで

遠心してタンパク質を除去した後、上清を HPLCを用いたイオンペアー・クロ

マトグラフィーにより分離し、 259 nmの吸光度から出可P 、 ADP 、 ATP濃度を疋

量した。アデニンヌクレオチドの分子吸光係数は 13 ， 500である。クロマトグ

ラフィーには C18 カラム(阿S Pack 0.46 x 15 cm) と溶出液 (50 凶可 KII 2 P0 4 、

0.6 凶可 Tetra-N-butyl-ammonium bromide 、 11 -13 %阿ethanol 、 pH 6.4) を

用い、流速 0.4 ml/minの条件で行った (83) 。放射性のヌクレオチドは、
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[α_ 3 2 P ]ATP と酵素の混合溶液を T阿P溶液あるいは TEP溶液で平衡化した遠心

カラムに通したのち、回相シンチレータ一、 Ready Capを用いて放射活性を

測定し、定量した。

タンパク質濃度は Schaffner と Weissmannの方法 (87) 、 Bradfordの方法 (88)

と Smi thの方法 (89) で、 BSA (Pierce) を標準にして測定した。 3極の定霊法に

よる差はほとんどなかった。 [α_ 32 P]ATP 、 [r _ 32 P]ATP は NEN/DuPont

Research Productから、購入した。

反応速度論的な速度を計算する際の酵素濃度は、 V-ATPase 、 Fl の分子量は

それぞれ 750 kDa 、 380 kDaと仮定し、タンパク質 iÅ~ 皮から計算した。

2.3 結果と考察

2.3.1 V-ATPaseおよび F-ATPaseのアデニンヌクレオチド結合部位

ウシ・クロマフィン頼粒の V-ATPase は F-ATPase と異なり ATPを含まない溶液

を用いて低温 (4 0 C) でも安定に精製することができる。 V-ATPaseの最終比活

性は 1 凶可 MgATP存在下での定常状態では約 2 uni ts/mgタンパク質であり、

クロマフィン頼粒膜からの活性の回収率は約 20 %だった (42) 。 このように

して精製した V-ATPaseには、ヌクレオチドがほとんど結合していなかった

(0.1 mol/ mol V-ATPase)(表 2.1) 。 この酵素溶液を 0.5 凶可阿gS04 、 2 凶可

ATPと反応させ T阿P溶液 (50 凶可 Tris-S0 4 pH 8.0 、 0.5 凶可阿gS04 、 1 凶可

KH 2 P0 4 ) で平衡化した遠心カラムに通して遊離のヌクレオチドを除去した。

しかし、この条件で V-ATPaseに有意に結合したヌクレオチドは検出できな
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表 2.1 V- J\TPasc と F-J\TPase の Uni-site反応における、 k1 (八TPの結合定数)と
ATPの分解速度(Initial rate) 

V-J¥TPasc は八TPを含まない溶液で調製した。 ATPを含む緩衝液 rr で保存した Fl
を T阿P溶液あるいは TEP溶液で平衡化した遠心カラム(cc) を通し、結合ヌクレオ
チドの分子数を変化させた。 (x 2) はカラムを 2回通したことを表す。 V-ATPase
の k1 は酵素と [γ - 32 P]ATPを混合して反応させた後、 IIexokinas eを用いて
Glucose-6-phosphateに変換されない ATPlí1から計算した。 F1 の k 1 は酵素と
[ r -32 P]ATPを混合し τ 反応させた後 5 m阿の過剰の ATPを加えた後、過頃 素酸を

加えて反応、を停止させたときの Pi の遊間f 量から計算した (Cold chasc) 0 ATP 
分解の初速度 (Inital rate) は酵素と[ r -32 P]ATPを混合して反応させて過沼素

酸を加えて反応を停止させたときの Piの遊離霊をプロッ トし 直線性の保たれる
範囲での初速度を目測で見積もった(図 2.5) 。

Enzyrne o゚und k 1 Initial rate 

nucleotides (x 104 M-1s-1) (x 10-2 S-l) 

V-ATPase < 0.1 ADP+ATP 8 1 4. 0 

F1 • cc(TMP) 4.9 ADP 4. 2 O. 99 

Fl • cc(TEP)x2 • 

cc(TMP) 2.1 ADP 8. 3 3.0 
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かった。

これに対して、 ATPを含む緩衝液中で保存した Fl を、 T阿P溶液で平衡化した

遠心カラムを通すと 5分子の ADPが結合していた。ヌクレオチドが結合してい

なかった V-ATPase と比較するために、 Fl に結合しているヌクレオチドの分子

数を減少させることを試みた。 T阿P溶液で平衡化した遠心カラムに数回通し

ても Fl に結合した ADPの塁はほとんど減少しなかった。同様の酵素溶液を

EDTAを含む TEPl溶液 (50 凶可 Tris-S0 4 pII 8.0 、 0.5 凶可 EDTA 、 1 m阿 KH z P0 4 ) で

平衡化した遠心カラムに 2回通したときは、 Fl には ADP と ATPが 1分子ずつ結合

していた。さらに、 TMP溶液で平衡化した遠心カラムに通すと、結合してい

た ATPが分解し 2分子の ADPが結合しているれが得られた。これ以上、結合 ADP

の量を減少させることはできなかった(表 2.1) 。

V-ATPase と異なり、れから結合 ADPを除去することはできなかった。 V- お

よび Fーの二種の ATPaseの反応機構を比較検討する際に結合ヌクレオチドの個

数の差が反応機構に影響を与えることが考えられる。そこで、 F1 のヌクレオ

チド結合部位の性状を解析した。 TEPì溶液で平衡化して得られた 2分子の ADP

が結合している Fl と [α- 3 Z P ]ATP を用いて]\'í[ulti-site反応を行った。反応後

T阿Pで平衡化した遠心カラムを通したれには 3分子の [α_ 32 P]ADP と 2分子の非

放射性の ADPが結合していた。さらに、この Fl を 2 刷、1 ATP 、 0.5 mM I可gS04 と

反応させ阿ulti-si te反応を行わせた後、 T阿P溶液で平衡化した遠心カラムを

通すと、 [α_ 3 Z P]ADPの結合量は速やかに減少した (1 mol/mol F 1 )( 図 2.1

-ATP) 。 一方、 ATPが存在しないときは、 [α_ 32 P]ADPの結合量 (3 mol/mol 

F 1 ) はほとんど減少しなかった。(図 2.1 +ATP) この結果から、 2分子の ADP

が結合したれに新たに結合した 3分子の [α- 3Z P]ADPのうち、 1分子は触媒反

応に関与しない非触媒部位に結合しており、また、 Multi-site反応を行わせ

ることによって外液の非放射性のヌクレオチドと置き変わった 2分子のヌク



17 1 に結合した ADP

2分子の ATPが結合したれに 2 凶可 [α_ 32 P]ATPをを加え反応させた後、 T阿Pで
平衡化した遠心カラムに通すと 2分子の ADP と 3分子の [α_ 32 P]^DPが結合してい
る Flが得られた。このれを ATPを含まない緩衝液 (50 m阿 Trjs-S04 、 0.5 m阿
阿gS04)(-ATP ) と ATPを含む緩衝液 (50 m阿 Tris-S0 4 、 0.5 m問問gS04 、 2 mM 
ATP)( +ATP)中で反応させ 、 横車IÙ に示した時間に T阿P溶液で平衡化した遠心カラ
ムに通 し た両手素に結合している [α_ 32 P]^DPを測定した。 ATPを含まない緩衝液
中に放置したれは結合ヌクレオチドの量はほとんど変化せず、 3分子の
[ α- 32  P]ADP と 2分子の ADPが結合していた。 ATPを含む緩衝液で反応させた後に
TMPì溶液で平衡化した遠心カラムを通した酵素の結合ヌクレオチドは減少し、
2分子の [α_ 32 P]ADPが交換し、 1分子の [α- 32 P]ADP と 4分子の ADPが結合してい
Tこ。

l可 uti-si te反応中に外液ヌクレオチドと交換する、

• -ATP 

。
+ ATP 
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図 2.2

..-、

Lζ 

一
。ε
\
志

E
) 2.0 

1.0 

乱
。
《

{
a
N
m
E
H
)
}

3
c
コ
o
m

20 10 

Incubation time~ (minutes) 

。

26 



レオチドは触娘部位に結合していたことが示唆された。

Mul ti-si te反応で交換しなかった、 1個の [α_ 32 P]ADP は TEP溶液で平衡化

した遠心カラムを 2回通すことで除去され、 2分子の非放射性 ADPが結合した

れが得られた。この結果から、この部位は、ミトコンドリアれで示されてい

る、 EDTA存在下でヌクレオチドが解離する非触媒部位 (90) と良く似た部位で

あることがわかった。 また、ミトコンドリアれでは 50 % glycerolを含む緩

衝液でゲルろ過を行うと全くヌクレオチドが全く結合していない酵素が調製

できるが (91 )、同様の操作を大腸菌 Fl で行っても 2分子の ADPが結合していた。

この結果は、 Issartel らが大腸菌の Fl で報告していることと 一 致した(表 2.2)

(92) 。

2分子の ADPが結合したれに過剰の阿g.ATPを加えて阿ulti-si te反応を行わせ

た後、 T阿P溶液で平衡化した遠心カラムに通して得られた 5分子の ADPが結合

している Fl は、触媒部位に 2分子の ADPが結合し、ヌクレトチドが結合してい

ない触媒部位は 1個以下であること、 TEP溶液で平衡化した遠心カラムを通し

て得られた 2個の ADPが結合しているれには少なくとも 2 ヶ所、おそらく 3 ヶ所

のヌクレオチドの結合していない触媒部位が存在することが示された

(表 2 . 2) 。

V-ATPaseではヌクレオチドがほとんど結合していない酵素が調製できたが、

大腸菌 Fl では 2個の非触媒部位に結合している ADPを除去することができな

かった。したがって、二つの ATPaseのヌクレオチド結合部位の性質は異なる

ことが示唆された。このことは、既に述べたヌクレオチド結合部位を形成し

ていると考えられている Glycine-rich sequenceの数が V-ATPase と F-ATPase

では異なっていること、すなわち、 V-ATPase には 3 ヶ所、 F-ATPase には 6 ヶ所

存在していることと関係しているかも知れない。



表 2.2 結合ヌクレオチドの分子数の異なる F1 の調製

れを T阿P溶液あるいは TEP溶液で平衡化した遠心カラムを通すと結合クレオチ

ドの分子数が変化した。 ccは遠心カラムを、括弧内は平衡化に用いた溶液を示

している。(阿g.ATP) は F 1 を緩衝液 (50 凶可 Tris-S0 4 pII 8.0 、 0.5 凶可阿gS04 、

2 凶可 ATP)中で室温、 5分間反応させたことを示している。

Preparation Bound nucleotides (mol/mol F 1 ) 

ADP ATP T 0 t a 1 

F 1 • cc (TMP) 4. 9 O. 0 4. 9 

F 1 • cc (TEP) • cc (TEP) 1. 2 O. 9 2. 1 
F 1 • cc (TEP) • cc (TEP) • cc(TMP) 2. 3 O. 0 2. 3 

F 1 • cc (TEP) • cc (TEP) • cc(TMP) 
• Mg.ATP • cc (TMP) 2. 3 O. 0 2. 3 
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2.3.2 V-ATPase と F-ATPaseの反応機構の比較

クロマフィン頼粒の V-ATPaseの定常状態における ATP分解を解析した。 Pi

の遊離量を時間に対してプロットし直線性が保たれる範囲でその初速度を計

算した。これまで、クロマフィン頼粒の V-ATPase の Km値は数 100μ 阿のものが

1個存在することが示されていた(61 、 62) 。 しかし、この値は粗版画分を

用いて得られたもので、クロマフィン頼粒から精製した酵素を用いて詳細に

検討すると、単純な Michaeris-l、1en ten型の反応ではなく複数の Km値が存在し

た (図 2.3) 0 4回以上の測定を繰り返した結果、 5μ 阿 (Km 1) 、 30μ 阿

(Km2 )、 300μ 阿 (Km 3) の 3個の見かけの Km値が得られた。それぞれに対応す

る Vmax値は、 0.47 、 1.2 、 2.6 uni ts/mg だっ Tこ。 Eadie-Hofs tee プロットを

行ってもほぼ同様の結果が得られた。 Km1 (5μ 阿)の値は、高親和性の ATP結

合部位が存在することが示唆し、約 10μM[α_3 2 P]A TP によって 72 kDaサブ

ユニットが光標識されることを示し、高親和性部位の存在を示唆した

Moiyama and Nelsonの実験結果と一致した (33) 。 クロマフィン頼粒の

V-ATPase に 3個の Km値が存在することは複数の触媒部位が存在し、各部位間

で協同して触媒反応を行っていることが示唆された。

F-ATPaseの高親和性の触媒部位は Uni-site反応、によって解析されている。

上で示唆された V-ATPaseの高親和性の触媒部位の性状を解析するために、

V-ATPase における Uni-site反応を解析して、 F-ATPase と比較した(図 2.4) 。

0.1μ 阿のヌクレオチドがほとんど結合していない V-ATPase に 0.05μ 阿

[ '7 -32 P]ATPを加えて分解反応を測定した。 V-ATPase と[ r _3 2P]ATPを混合し

て一定時間反応させた後、 Hexokinase と Glucoseを含む溶液を加えて Glucose-

6-phosphateに変換されない ATP量から V-ATPaseに結合した ATPおよび分解さ

れた ATPの総量を測定した。加えた ATP は 60秒以内にほとんどすべて酵素に結
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図 2.3 ウシ・クロマフィン ~n 粒 V-ATPasc の ATP分解述皮の八TP泌皮依存性

八TP;民度と ATP分解速度の逆数から、 Kmおよび Vmaxを求めた。(八)は J - J 00 
μ 阿 ATP 、 (13) は 100μ 阿ー 1 m阿 ATPの濃度範囲で、プロットした。反応は、
4 - 12μg/ml (5.3 - 16 n阿)のウシ・クロマフィン頼粒 V一八TPnscを用い、
iμ 閃から 1 m阿 ATPを含む緩衝液 (20 m阿 MOPS-Tris pII 7.0 、 5 m~1 阿gCL~ 、
50 m~1 NaCl 、 0.1 mg/ml BSA)中で 37 ・ Cで行った。
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合した。その結合速度は ADPおよび Pl の 遊 離速 度 が ATPの結合速度より充 分 遅

いと仮定したとき、 8 . 1 x 1 0 5 M-1 Sつだった( 図 2.4 、 表 2.2 ) 。 こ の ことは

V-ATPaseが F-ATPase と同様に 高 親和性の触媒部位を持 つ ことを 示唆 する 。

V-ATPase と [7 _ 32 P]ATPを混合して反応させた後、過塩 素 酸を加えて 反 応を

停止させて ATPの分解 量 を測定した (Acid quench)o Acid quenchから得られ

た ATPの分解速度は 4 X 10-2 S - 1 だった(表 2.1) 。

次に、 V-ATPase と [7 _ 32 P]ATPを混合して反応を開始し、 一 定 時 間後に過

剰の ATPを加えてから過塩素酸を加えて反応を停止させて Pi の遊離 霊 を測定

した (Cold chase) 。 この実験によって F-ATPaseでは、分解された ADP と Pi

の遊離速度が ATPの結合速度に比べて充分遅いので ATPが酵素に結合する速度

が計 算 できる。 F-ATPaseでは Acid quenchによる Pi の遊離速 度 および 量 は

Cold chaseのものの約 3分の 2のであることかられの 高 親和性部位に 結合 した

ATP の ATP付 ADp.Pi の平衡定数が 1 - 2であることが示された( 図 2.4 A) 。 し

かし、 V-ATPaseでは両曲線はほぼ同様であった。このことからクロマフィン

頼粒の V-ATPase における 高 親和性の触娘部位に結合した ATPの ATP付 ADp.Pi の

平衡は F-ATPase とは異なり、ほとんど分解側に傾いていることを示唆してい

る(図 2 . 4 B) 。このことは、 Hexokinaseを用いた ATPの結合速 度 の測 定 した 実

験と Acid quenchの実験との比較から、 ADPおよび Pi の酵素からの遊離が 遅 い

と仮定した場合に ATP付 ADp . Pi の比が約 0.1 であることと 一 致する。

V-ATPaseでは結合ヌクレオチドをほとんど除去できた。 一 方、 F1 には除去

できない 2分子の ADPが結合している。このことが V-ATPase と F-ATPase の Uni

si te反応に差をもたらしていることが考えられる。そこで 2個の ADPが結合し

ている F1 と 5分子の ADPが結合している F1 の Un i. -site活性を検討した(図 2 . 5) 。

Acid quenchの実験から、 2分子の ADPが結合した F 1 の ATP分解の初速度は

3.0 X 10-2 Sつであった。この値は 5分子の ADPが結合しているれの初速度



図 2 .4 V-ATPase と九の uni-si tc反応

(八)は 0.1μ 阿の V-ATPase と 0.05μ 阿の [γ- 3Z P]ATPを絞術液で、 主ねで反応

させた。(・)防車111 に示した時間に過抑紫円安を加えて反応を tr~ 止したときの pj の
遊間t 鼠を (Acid quench)、問機に、(0 )IIcxokinase と Gglucoscを加えて遊間f の
ATPを Glucose-G-phosph atePに変換し、両手~~に結合した ATPおよび分附されら
ATPの総 毘を計 l1.した。(口 ) 反応後、 5 m阿の過剰の ATPを加えて 1分間反応させ
てから過域素酸を加えて、反応を停止させたときの Piの遊離盟をプロットした
(Cold chase) 。 用いた V-ATPaseの結合ヌクレオチドは 0.1 分子以下だった。 (ß)
は 0.25 μ 阿 [r -3 Z P]ATP と 0.5 μ 阿の f\ を緩衝液 (50 川河 Trjs-SOd Il、 0.5 凶可

阿gSOd 、 1 m阿 KII z POd 、 pH8.0) 中で室温で反応させた o . は Acid qucnch 、 O は

Cold chase の 実験によって遊離した Piの虫を示す。れは TEP溶液で平衡化した
遠心カラムを 2回、さらに T阿P溶液で平衡化した遠心カラムに辺し、 2分子の八DP
が結合したものを用いた。
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図 2.5 2分子あるいは 5分子の ADPが結合した九の Uni - sitc反応

(A) は 2分子の ADPが、 (ß) は 5分子の ADPが結合したれの Uni-si tc反応を示した。
(・ )は Acid qucnchの、 (0 )は Cold chascによって遊離した Pi の量をプロット
した。 2分子の ADPが結合したれの ATPの結合速度 k1 および八TP分解の初速度はそ
れぞれ 、 8.3 X 10 4 阿- 1 S - 1 と 3.0 X 10-2 S - 1 だった。 5分子の ADPが結合した F1
では 、 4.2 X 10 4 阿ー ls-l と 0.99 X 10-2 S-1 だった。
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0.99 X 10-2 S - 1 より 3倍速かった。過剰監の ATPを加えて結合した ATPを全

て分解してしまう (Cold chase) の実験から ATP結合定数 k1 を測定した。 2分

子の ADPが結合したれは 8 . 3 x 1 0 -4 M-1 S -II で、 5分子の ADPが結合したれの

4 . 2 x 1 0 -4 M-1 S -1 の約 2倍だった。しかし、 2分子、あるいは 5分子の ADPが

結合した F1 の 1 - 2 凶可 ATP存在下での ATP分解活性(阿ulti-site反応)はほと

んど同じだった(表 2.1) 。

V-ATPase と F-ATPase の Uni-si te反応を比較すると、 ATPの結合速度は V

ATPaseの方が約 10 倍速いが、その分解速度は両者でほぼ同様のことが明ら

かになった。また、 V-ATPaseでは 0.05μM ATP存在下の定常状態での分解速

度 (6 X 10-2 S-1) と Uni-siteでの ATP分解の初速度 (4 X 10-2 S - 1) がほぼ同

様であった。 すなわち、 V-ATPaseでは過剰の ATPによる ATPase活性の促進は

F-ATPase の 10 4
- 10 5 倍に比べて 10 2 倍程度しか促進されない。このことは V

ATPaseでは触媒部位間の正の協同性が F-ATPaseに比べて低いことを示唆して

いる。 一方、 V-ATPaseおよび F-ATPaseの定常状態での ATPaseの比活性を比

較するとそれぞれ、 2 units/mg 、 100 units/mgで‘ あり、 ATPase活性の促進の

度合 、 10 2 倍と 10 4 倍に対応していることは興味深い。

これらの速度論的な定数の差は、おそらく V-ATPase と F-ATPaseのヌクレオ

チド結合部位の数や性状の差を反映したものであろう。例えば、 V-ATPase に

は Glycine-rich sequenceが 3個しか存在しないことから、 3個の触媒部位が

触媒反応を行っていると考えられる。これに対して F-ATPase には 3個の触媒

部位の他に 3個の非触媒部位が存在し、これらの部位が触媒活性の制御(すな

わち ATPase活性の促進)を司っていると思われる。精製した V-ATPase にはヌ

クレオチドが結合していないことから非触媒部位が存在せず、 F-ATPaseのよ

うな活性の制御が行われていない可能性が考えられる。このことは、結合ヌ

クレオチドの異なる F1 の Uni-site反応、つまり、 2分子の ADPが結合している
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F1 の Uni-site反応は 5分子の ADPの結合している九に比べて ATP結合速度や分

解速度が約 2倍速いことから結合ヌクレオチド数が Uni-site活性を変化させ

ていることと矛盾しないだろう。
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第 3 :Cì 13afilomycin Al による V-ATP as eの阻 害 機椛

3.1 緒 言

特異的な阻 害 剤の作用機構を解析するこ と によ っ て酵 素 の椛 造 や 反 応機椛

をある程度推定することができる。 V-ATPaseの阻 害 剤として SH修 飾 試薬 の

N-ethylmaleimide (NE 阿)、 Dicyclohexylcarbodiimide (DCCD) 、 N0 3 ー など が

知られている ( 15 、 16 、 17 、 18)0 NE阿による阻 害 は ATPを加えると 保護 される

ことから、触媒部位付近にシステイン残基が存在すること、また DCCDによ っ

て阻 害 されることから疎水性の 高 い領域に反応に 重要 なカルボキシル 基 を 持

つアスパラギン酸あるいはグルタミン酸残 基 が存在すること が示唆 され てい

る。一方、 F-ATPaseの阻 害 剤として N3 一 、 DCCDが知られてい る (1) 0 N 3 ー は

F-ATPase の 1 ヶ所の触媒部位のみで行われる Uni - site 反 応は阻 害 せ ず 、 3 ヶ 月rr

の触媒部位が協同して行う Muiti-site反応を阻 害 することが 示さ れている

(86) 。また、 DCCDは股内在性部分の三サブユニットの 59番目 の グ ルタミン 酸

残基(酵母 F-ATPaseの場合)に結合して ATPase活性および H+通路としての機能

を阻害することが知られている。しかし、阻 害 斉IJ に対 す る 感受 性は 1残忍 の

変異で変化することがあるので注意が必要である。例えば、大 腸菌 F-ATPas e

に部位特異的変異を導入して、 β サブユニットの Glycin - rich sequence に 含

まれる 149番目のグリシン残基をセリン残基に 置 換した 場合 、 N 3 ー に対する 感

受性が 10分の l以上減少することが示されている (72) 。

ヌクレオチドを結合する多くの酵素に保存されている Glycine-rich

seqeuence (Q-X-X-X-X-Q-K-I/~)(2) の 5番目の残基は V-ATPase の 72 kDaサブ

ユニットではシステイン残基として、 F-ATPaseβ サブユニットではパリン
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残基として保存されている(第 2r;-t、図 2.1) 。 大腸菌 F-ATPaseのパリン残 Z去

を V-ATPase と同じシステイン残基に置換すると、 SII修飾試薬 NE阿によって阻

害されることが示されている (72) 。したがって、 V-ATPase 72 kDaサブユ

ニットの Glycine-rich sequence中のシステイン残基に NE阿が結合して活性を

阻害していることが考えられる。このように阻害剤による影響を解析するこ

とで V-ATPase と F-ATPaseの構造や反応機構の相違を検討することができる。

上に述べたように V、 F-ATPaseの阻害剤である NE阿や N 3 ー は特異性が必ずし

も高くなく、また、阻害にはいずれも高濃度が必要である。これに対し

Bafilomycin は V-ATPaseを比較的低濃度で阻害することが知られている (38) 。

クロマフィン頼粒 (38) 、 主ム c rassaの液胞 ( :38) 、クラスリン被覆小胞( 17) な

どの V-ATPase に数 10n阿の Bafilomycinを加えると、その触媒活性は、ほぼ完

全に阻害される。 一方、他の 2種の ATPaseでは、大腸菌 Kdp-ATPaseおよびウ

シ・脳の (Na++K+)-ATPaseなどの P-ATPase は 50μ 阿の Bafilomycinを加えても

50 %以上のの活性が残存し、ミトコンドリアの F-ATPaseでは 10μ 阿の

Bafilomycinを加えても阻害されない (38) 。 特に、大阪閣の F-ATPase は約

1 凶可の Bafilomycinを加えても全く阻害されない (38) 0 Bafilomycin(37) の椛

造はミトコンドリアの F-ATPaseの特異的限害剤 Oligomycin(36) と類似してい

る。両阻害剤は員数が異なるがいずれも主要な骨格としてラクトン環を持つ

マクロライド系の抗生物質である(図 3.1) 。構造や反応機構が類似している

V-ATPase と F-ATPaseに対する阻害剤の構造が類似していることは興味深い。

しかし 、 Bafilomycin と Oligomycinはそれぞれ、 V-ATPase と F-ATPaseを厳密

に認識しており、おそらく両阻害剤のラクトン環の員数や側鎖の違いが酵素

に対する特異性を決定していることが考えられる。

Oligomycin の F-ATPaseに対する阻害機構はこれまで詳細に解析されている

(36 、 77) 。ミトコンドリア F-ATPaseの膜内在性部分に結合して膜表在性部分
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図3.1 Bafilomycin と Oligomycinの椛造

Bafilomycin と Oligomycinは員数、側主l{が異なるが、いずれもラクトン環を持つマクロライド

系の抗生物質で、その主要な骨格は類似していると言える。

Bafilomycin A1 

OH 

H3CO 

トbCO

Oligomycin B 
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の触媒活性を阻害することが示唆されている。また、第 2 1立で述べた Un1-

si t e反応を Oligomycin共存下で行うと、高級平日↑生の触媒部位への ATPの結合

が阻害されることが明らかになっている。しかし、 V-ATPaseに対する

Bafi10mycinの阻 害機構に関する知見は全 く報 告されていない。本章では

V-ATPaseの定常状態および Uni-site反応に及ぼす Bafi10mycinの影響を解析

し、合わせて ATP分解反応の機構を検討した。また、 Bafi10mycinが酵素のど

の部分に結合するのかを推定した。

3.2 材料および方法

ウシ・クロマフィン穎粒の V-ATPase は第 2章の方法に従って精製し、収.表在

性部分と膜内在性部分 (Dep1eted enzyme)を調製した。精 製した V-ATPase を

LiC1を含む緩衝液 (20 凶可 MOPS-Tr1s pH 7.0 、 1 阿 LiCl 、 0.5 川河 EGTA ， 0.5 

凶可 DTT) に懸濁し、氷上に 2時間放置して 180 ， 000 x gで遠心して上消に表在

性部分、沈殿に Dep1eted enzymeを回収した。目見 表在性部分は硫安沈殿後 、

緩衝液 (20 凶可阿OPS-Tris pH 7.0 、 0.5 凶可 DTT) に溶解して -80 . Cに保存した。

Dep1eted enzymeは同じ緩衝液に懸濁した。懸濁 j夜を 180 ， 000 x gで遠心して

沈殿を同じ溶液に懸濁して -80 . Cに保存した。調製した 表在性部分 、

Dep1eted enzymeをドデシル硫酸ナトリウム (SD S) 存在下で ポリアク リルアミ

ドゲル 電気 泳動によって分離後、 Coomassie Bri1liant Blue R250で染色し、

デンシトメーターで 600 nmの吸光度を積算し、それぞれの 精製度を測定 した 。

72 kDa と 57 kDaサフユニットのバンドの吸光度から見積もると、 Depleted

enzymeは少なくとも 70 %以上の膜表在部分が除去されており、 その ATPase活

性はなかっ Tこ (0.003 units/mg) 。
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a゚filomycin は D阿SOに溶解して反応液に加えた。反応溶液中の D阿SO i{~ 皮は

2 %以下になるように加えた。この DMSO濃度では V-ATPase の ATPase活性はほ

とんど変化しないことを確かめた。 定常状態での ATPasG活性および Uni

si te における活性の測定法は第 2章 2.2 で述べた。

3.3 結果および考察

3.3.1 Bafilomycin の V-ATPaseの反応に及ぼす影響

ウシ・クロマフィン穎粒の V-ATPase の Bafi lomycinに対する感受性および特

異性を検討した。 Bafilomycin と V-ATPaseの濃度を変化させて 1 川河 ATP存在

下での定常状態の ATPase活性を測定したところ図 3.2 および図 3.3 で示したよ

うに Bafl10mycin と V-ATPaseの濃度比に依存した阻害曲線が得られた。酵素

濃度を変化させても、両者の濃度比 (ßaf i. lomyci n/V -ATP ase) が l の時は約

50 %，濃度比 5以上では 90 %以上の ATPase活性が阻害された。プロトン輸送

活性も、ほぼ同様の濃度で阻害された。また、反応溶液中に 1 mg/ml ßSAや

300μg/mlのダイズ・リン脂質(精製した V-ATPaseの溶液に含まれているリン

脂質量の 300倍に相当)を共存させても、同様の阻害曲線が得られた。このよ

うな結果から Bafilomycinはリン脂質や、タンパク質に非特異的に結合して

阻害しているのではなく、 V-ATPaseに特異的に結合して活性を阻害している

ことが明らかになった。また、 Bafilomycin と V-ATPaseの濃度比に依存した

定量的な阻害曲線が得られたことから、 Bafilomycinの解離定数は 10 n阿以下

で、 1分子の結合で活性は完全に阻害されることが予想された。

Bafilomycinの解離定数を推定するために.、また阻害が可逆的であるのか
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図 3.2 Bafilomycinによる V-ATPaseの定常状態の ATPase活性の阻 害

ßafilomycin存在下に、ウシ・クロマフィン頼粒 V-ATPascの泌皮を変化させ

て定常状態の ATP分解活性を測定した。械 If'llJの ßafilomycin と酔紫波皮の比
(゚afi lomycin/V -ATP ase) に対して、縦軸に相対的な ATP分解活性をプロットし

た。 (0 )は酵素波皮が 130 n問、(ム)は 43 n問、(口)は 13 n阿での阻 害 曲線を示し

た。 ATP分解活性は、 Bafilomycin を加えずに測定した活性(約 2 un i t/mg) に対
する相対的な値で表した。 ßafilomycin/V -ATP aseが 1のとき、約 50 %、 5以上の

とき 90 %以上の ATP分解活性が阻害されている。従って、おそらく ßafilomycin
I分子が V-ATPase 1分子に結合して完全阻 害 していることが考えられる。

V-ATPaseの浪度は分子量 750 kDaと仮定してタンパク質波度から計算した。
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図3.3 V -ATPaseの活性を50 %阻害す る bafilomycn波度の酵素波度依存性

図3.2 と同様の実験を行って、検軸に示したV-ATPase濃度に対して活性を 50%阻害する

Bafilomycin濃度をプロットした。すなわち、 V-ATPase と同じ波度のBafilomycin を加えるとほ

ぼ50 %の活性が阻害された。
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を検討した。 250 n阿の酔素を含む溶液に 300 n阿になるように Bafllomycin を

加え (1.2 mol a゚filomycinjmol V-ATPase)、氷上で 10分間放置したところ、

約 50 %の ATPase、活性が阻害された。遊離の ßafilomycinを除くためにこの酵

素溶液を 100倍容量の緩衝液(20 凶可 MOPS-Tris pII 7.0 、 0.5 m阿 DTT) で希釈

し、遠心して沈殿を回収した。この操作を 2回繰り返しても、 ATPase活性は

回復しなかった(表 3.1) 。同様の操作を ßafi lomycin非存在下で行った場合

V-ATPaseの活性はほとんど変化しなかった。この結果は ßafilomycinがに示

したように V-ATPaseに特異的に結合しており、解離定数は 10 n阿以下である

ことを示している。

Bafi lomycinが V-ATPaseの膜表在性部分と内在性部分のどちらに結合して

活性を阻害しているのかを検討した。 125 n阿の Bafilomycin は 10 n阿のクロマ

フィン頼粒の V-ATPaseを完全に阻害することできるが、加える Dcpleted

enzyme(膜内在性部分)の濃度を増加させることによって、 ATPase活性の阻害

が保護された(図 3.4) 。一方、膜表在性部分は ßafilomycin による ATPase活性

の阻害に対してほとんど影響を与えなかった。 Bafilomycin が V-ATPase の版.

内在性部分と Depleted enzymeに対して同械の親和性で結合したと仮定して

図 3.2 から計算した阻害曲線と、実験で得られた阻害曲線はほぼ同様だった。

さらに、 Bafilomycinが共存しても[ 14 C]DCCDの 16 kDaサブユニットへの結合

は影響を受けなかった(図 3.5) 。このことから Bafi lomycin は V-ATPase の DCCD

結合部位とは異なる部位に結合していることが示された。また、 Oligomycin

(70 nM) を加えても Bafilomycin (70μ 阿)による V-ATPase(50 n阿)の阻害は

影響を受けなかった。従って、 Oligomycin と Bafilomycinは構造が類似して

いるが、前者は V-ATPase の Bafilomycin結合部位には結合していないことが

示唆された。

以上の結果から、 Bafilomycin は V-ATPaseの膜内在性部分に結合し、膜表
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表 3.1 Bafilomycin による V-ATPaseの非可逆的な阻 害

250 nMの V-ATPaseを含む緩衝液 (20 m阿 MOPS-Tris PII 7.0 , 0.5 m阿 DTT) に

300 n阿になるように Bafi 1 omyc inを加えた。次に 100倍容量の、 同 じ 緩 衝液で希

釈 (Dilution) した後、遠心して回収された V-ATPaseの ATPasc活性を測 定 した。

希釈の操作を 2回繰り返しでも ATPase活性は回復しなかった。用いた V-ATPase
の比活性は 0.8 -1.0 units/mgで‘ あり、この条件で V-ATPaseは約 50 %阻 害 され
た。

Dilution Residual 

ATPase activity (完)

x4 51 

x100 48 

x40 , 000 48 
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による保護図3.4 Bafilomycin による V-ATPぉcの阻害 と depleted enzyme (膜内在性部分)
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(A) 1 0 nMウシクロマフィン穎粒 V-ATPaseと、横軸に示した濃度の膜内在性部分を含む緩衝液(20mM

MOPS-Tris pH 7.0 、 5 mM MgCh) にbafilomycin を 125 nM加えた後、 ATPase活性を測定し、相対的な値を

示した(0) depleted enzymeの濃度は 115 kDa" 39 kDa、 20 kDa" 16 kDaの各サプユニットの量比が1:1:1:1:5

で、分子量は3∞kDaと仮定してタンパク質濃度から計算した。点、線は、 BafilomycinがV-ATPaseの膜内在

性部分と、膜表在性部分を除去したdepleted enzymeに同じ親和性で結合するとし、図2.1 曲線から計算し

たものである。用いたV-ATPぉeの比活性は1.4uni岱/mgで、 depleted enzymeの活性はほとんどなかった相

当する膜表在性部分を共存させた場合、保護効果はほとんど見られなかった(ム)。
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図 3.5 DCCDによる V-ATPaseの修飾

200μM [14 C]DCCD と 20μgの V-ATPaseを緩衝液 (10 則可 MOPS-NaOII pII 7.0) 

中、室温で 1 時間反応させた。(+ 13阿)は反応液中に、 1μM の 13afilomycinを加
え、、(-B阿)は加えなかった。 SDSを含む 10 %ポリアクリルアミド 電気泳動に
よって分離した。ゲルを Amplifier (Amersham) に浸し、乾燥させ、フルオログ
ラフィーをとった。 Bafilomycinを加えても [14C]DCCDによる 16 kDaサブユニッ
トの修飾はほとんど影響を受けなかった。

+8M -8M 

Origin• 

16 kDa• 

Free DCCD• 
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在↑生部分の ATP分解活性を阻害するが考えらる。したがって、 Bafi lomycin は

V-ATPaseの脱内在性部分に結合し、タンパク質問の相互作用によって活性中

心のある股表在性部分の椛造を変化さると :考えられる。同様の阻害機椛とし

て、 Oligomycinや DCCDが F-ATPaseの膜内在性部分に結合して ATPase活性を阻

害することが知られている( 1 、 36) 。

3.3.2 Bafilomycin による V-ATPaseの定常状態および Uni-si te活性に対する

阻害

Bafilomycin が V-ATPaseの反応にどのような影響を与えているのか、定常

状態の ATPase活性および Uni-si te反応の解析を行った。 ßafllomycinを加え

なかった場合、第 2章 2.2.2 で明らかになったように Km 1 (5μ 阿)、 Km z (30 

μ 阿)、 Km3 (300μM) の 3個の Km値が存在した。これに対して、 5.3 n阿の V

ATPase に 100 n阿の Bafilomycln (゚afilomycinjV -ATP aseの濃度比は 19) を加え、

l 同1 ATPを基質として測定した定常状態の ATPase活性は 95 %以上阻害された。

Lineweaber-Burk plotによる解析では Kmz 、 Km 3 は検出できなかった。しかし、

低 ATP~ 度での ATPase活性 [Km 1 (5μ 阿)の灯、Pase活性]は 60 %以上残っていた。

このことは、高親和性の触媒部位による ATP分解反応は Bafilomycinによって

阻害され難いことを示している。

Bafilomycinが ATP分解のどの段階を阻害しているのかを明らかにするため

に、 100 n阿の酵素液に 3μ 阿の Bafilomycinを共存させて (30 mol 

Bafilomycin jmol V-ATPase)、定常状態の ATP分解活性は 95 %以上阻害され

る条件で Uni-site反応を解析した。図 3.6 で示したように Acid Quenchの実験

あるいは Hexokinase を用いた V-ATPaseに結合している ATP量の測定をしたと
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図 3.6 Bafilomycin存在下での V-ATPaseの uni-'si te反応

(A) は Bafilomycin非存在下、 (B) は 3000 n阿 Bafilomycin存在下で 100 n阿の V-
ATPaseの Uni-site反応の結果を示した。 測定は 50 n阿[ ?' -3 2 P ] A TPを含む緩衝
液 (50 凶可 MOPS-Tris pII 7.0 , 0.5 凶可阿gS04 、 1 則可 KIIzP04 )中で室温で行った。
ATP結合量は IIexokinas eを用いた実験から、 Acid qucnchは過塩素酸で反応を停
止して遊離した Piの量を測定した(第 2章、図 2.5 参照) 0 (・)は Acid quenchを
行ったとき遊離した Piの量を、 (0 )は Hexokinase inaccessible ATPを加えた
ATPに対する相対的な値を示した。 ATP結合速度は Bafi lomycin非存在下で 8.1 x 
105 阿- l S -l 、存在下では 4. 1 x 10 5 M-1 S -1 だった。
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ころ、 ATP結合速度は 60 %、分解速度は、 15 %以上が残存した。このことか

らも、 V-ATPaseの高親和性の触媒部位で行われる反応は Bafilomycinに対し

て感受性が低いことが示された。おそらく、 Bafilomycin は、 高親和性 の触

媒部位で行われていると考えられる ATP分解反応 (Uni-site反応)にはあまり

影響を与えず、複数の触媒部位の協向性に大きな影響を及ぼして V-ATPase を

阻害すると考えられる。一方、 F-ATPase の Uni-site反応の解析から、

Oligomycin や DCCD は ATPの酵素への結合そのものを阻害することが報告され

ている (77) 。したがって、 Oligomycinや Bafilolmycinは酵素の膜内在性部分

に結合し、酵素の構造変化を引き起こすが、膜表在性部分の触媒部位に対す

る阻害機構が異なることが示唆された。このことは V-ATPase と F-ATPase の触

媒反応時の膜内在性部分と、表在性部分の相互作用の機構が異なり、 ATPase

活性と H+輸送の共役機構が 2種の ATPaseで異なる可能性が考えられた。
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第 4 1立 V-ATPase の 16 kDaおよび、 72 kDaサブユニットの 一 次椛 造 の決 定

4.1 緒 言

V-ATPaseの反応機構や構造など多くの性状が F-ATPaseのものと類似してい

ることは注目すべき点である(表 4.1) 。 前 章 までの 実 験の結果は V-ATPase と

F-ATPaseのいずれもが複数の触媒部位(おそらく 3 ヶ所)の協同的な反応を

行っていることを示唆している。しかし、 F-ATPaseでは活性を保持した膜表

在性部分れが調製できるのに対して、 V-ATPaseでは活性を持った膜 表 在性部

分が得られない (34) 。 本論文では V-ATPaseにはヌクレオチドが結合してい

ないこと(第 2章 、 2.3.1) 、また、 Uni-si te反応が Bafilomycin に対して 感受

性が低いこと(第 2章 、 3.3.2) 等を示し、 V-ATPascの反応機椛や H+輸 送 との 共

役機構が F-ATPase とは異なる性質を持つことを明らかにした。このような違

いは両 ATPaseのどのような構造の 差 から起きるのか非常に興味深い。また、

H+ を輸送する ATPaseの構造と機能を統一的に考えて行くためには特に、触媒

サブユニットである 72 kDaサブユニットと、 II+通路を形成していると 考 えら

れている 16 kDaサプユニットの 一 次構造を理解することが 重 要である 。一 次

構造に関して、これまで動物細胞において 1種類の組織から V-ATPaseの各サ

ブユニットの cDNAの配列が系統的に決定された例はない。

16 kDaサブユニットには F-ATPase の cサプユ ニ ットと同様に、 DCCDが結合

し、酵素活性を阻 害 することから、 r通路を形成し、 ATP分解反応と H+ 輸送

の共役機構に 重 要な機能を果たすことが示唆されている。ウシ・クロマフィ

ン頼粒 (57) 、酵母 (58) 、 T. Inarmorata electric lobes(59) の V-ATPase の

16 kDaサブユニットの cDNAが単離され、その配列が決定された時点、でアミノ
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表 1.1 Y-ATPas e と F-ATPAs e の 反 応機椛の比 較

Y-ATPase 

Functions ATP hydrolysis 

Membrane Extrinsic Sector 

Catalytic Subunits 

(3 copies) 

Nucleotides 

ATP 

Hydrolysis 

72 kDa 

58 kDa 

く O. 1 

Catalytic cooperativity 

.Three Km values 

( 5 、 30 、 300μM)

.High affinity 

catalytic site 

Membrane Intrinsic Sector 

DCCD Binding 

Subunit 

(Proteol ipid) 

Inhibitor 

16 kDa 

Bafilomycin 

(10 nM) 
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F-ATPase 

ATP synthesis 

β 

α 

2.1 (mol/mol enzyme) 

Catalytic cooperativity 

.Three Km values 

( 3 、 25 、 1 50μM) 

.High affinity 

catalytic site 

C 

Oligomycin 

(200 nM) 



酸配列を列べて比較した(図 4.1) 0 Ilydropa thyから、いずれのサブユニット

も 4個の股貰通領域が予想、された。これらの領域のアミノ酸配列の相向性

(Identity) は非常に高く、アミノおよびカルボキシル末端領域は相向性が比

較的低かった。これらの領域の他に、 3番目の股貫通領域の後半からと 4番目

の膜貫通領域の手前までの保存性の低い領域は穏によって変化する領域

(Variable region)であるとが予想された(図 4.1) 、 (58) 。そこで、シナプス

小胞の V-ATPase の 16 kDaサブユニットの構造、特に Variable regionが他の

生物穏と異なっているかどうか、また、 Variable regionが本当に存在する

のかどうかも興味深かった。

第 3章で膜内在性部分にI3afilomycinが結合して限表在性部分の触媒活性を

阻害することを示した。同様の阻害機構は Oligomycinがミトコンドリアの

F-ATPaseを阻害する場合に見られる (36) 。 酵母の Oligomycln耐性変異株の中

には、 F-ATPase の cサブユニットにマップされるものが多く単附されている

( 1 、 93) 。 また、 N. crassa のI3afi lomycln耐性変異株が単離され (Bowman 私

信)、おそらく V-ATPaseの変異であると予想されている。したがって、 V

ATPaseにおいては Bafilomycinによる阻害と 16 kDaサブユニットの椛造の関

係は興味深い。

V-ATPaseは動物細胞ではクロマフィン頼粒、シナプス小胞、ゴルジ体など

を含むさまさf な細胞内膜系 (Endomembrane systems) に存在していることが知

られている (15 、 16 、 11 、 18)。各オルカ♂ネラに存在する V-ATPaseが全く同ー

のものなのか、あるいは Isoformが存在するのか興味深い。シナプス小胞の

16 kDaサブユニットはクロマフィン頼粒の 16 kDaサブユニットに対する抗体

とは反応しないことが当研究室の森山芳則によって示されている(未発表)。

この結果は小脳の 16 kDaサブユニットがクロマフィン頼粒のものと異なるこ

とを示唆している。シナプス小胞には大量の V-ATPaseが存在し (26) 、本酵素
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図 4.1 16 kDaサプユニットの Variable Region 

ウシ・副腎 (57) 、、酵母 (58) 、 T. rnarmorat~~( 5 8) の 16 kDaサブユニットの配

列が決定された時点で四角で囲った領域がの保存性が低かった。この領域は生

物種-で変化する (Variable Region) と考えられていた。この図には本章 で決定

したマウス・小脳のサブユニットの配列も合わせて比較した。この領域はウシ

のサブユニットでのみ配列が異なり、他のサプユニットでは完全に保存されて

いた。したがって、ウシの配列が誤っていることを著者が示唆した。

(詳細は本文参照)。
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が形成した『の電気化学的ポテンシャル 差 に依存して神経伝達物質を小胞内

に輸送されることが明らかになっている (213 、 27 、 28 、 29) 。

V-ATPaseの股表在性部分は触媒活性を持ち、 72 kDa、 57 kDa 、 41 kDa 、

34 kDa 、 33 kDaサブユニットから構成されている。活性部位は 72 kDaサブユ

ニット上に存在することが示唆されている 1(33 、 46) 、これまでに、ニンジン

(48) 、酵母 (49) 、丘二ー crassa(50) の液胞の V-ATPase の 72 kDaサブユニットの

構造が報告されているが、動物細胞の 72 kDaサプユニットの椛造は報告され

ていない。 57 kDaサプユニットの cDNA配列は酵母 (51) 、tL_ çrassa( 52) 、ウ

シ・クラスリン被覆小胞 (53) などのものが決定されている。 72 kDa、 57 kDa 

サブユニットはそれぞれ、 F-ATPase の β 、 α サブユニットと類似しているこ

とから、おそらく、触媒部位を構成していることが考えられている。おもし

ろいことに、古細菌に分類される豆旦lfolobus acidocaldariu s (G 8) や

阿ethanosarcina barker i (G 9) の ATP合成酵素の触媒部位を椛成すると考えら

れている 2種のサブユニットの一次構造がそれぞれ、 V-ATPase の 72 kDa 、

57 kDaサプユニットの構造と類似していることが示されており、古細 菌 のい

くつかは、 V-ATPaseに分類される ATP合成酵素を持っていることは興味深い。

本章では、まずマウス・小脳の 16 kサプユニットの cDNA配列を決 定 し、ヒ

ト染色体ライブラリーから 16 kDaサブユニットに対応する遺伝子をクローン

化した。続いて、マウス・小脳の 72 kDaサブユニットに対応する cDNAクロー

ン化した。
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4.2 材料および方法

4.2.1 マウス小脳の V-ATPase 16 kDaサブユニットに対応する cDNAのクロー

ンイヒ

マウス小脳から抽出した mRNAを Random prime r を用いて、 Reverse transｭ

criptase によって常法により cDNAを合成した。これに EcoRI ljnker を述結し、

入 gt11 の E豆oRI部位に挿入し、ライブラリーを作成した (94)

プロープは、ウシ副腎髄質由来の V-ATPase 16 kDaサプユニットの後半部

分をコードする cDNA配列から、塩基番号 367 - 431 、 478 - 542 の領域の

Antisense鎖と、塩基番号 422 - 486 、 533 - 597の領域の Sense鎖の 4本のオ

リゴヌクレオチドを合成した (57) 0 [?, _ 32 PJATPを用いて T4 Polynucleotide 

kinase によって 5' 末端を標識した。以下、常法に従って単離した陽性クロー

ンからファージ DNAを精製し EcoRIで切断し f‘こ後、ポリアクリルアミド電気泳

動によって分離した (95 、 96) 。

アミノ末端付近の領域を持つ cDNAクローンの単離には、 À gt11 の Left arm 

の EcoRI部位付近に対応するプライマー (GGTGGCGACGACTCCTGGAGCCCG) と塩基

番号 328 -341 の領域の Antisense鎖の配列から合成したプライマーを用いて、

マウス小脳の cDNAライブラリーから調製したファージ DNAを鋳型にして PCR

(Polymerase chain reaction)を行なった(図 4.3) 。 反応溶液の組成は、

1μgのファージ DNA と、 2μ 阿プライマ一、 0.5 units の主主旦 polymerase を

含む 20μ1の反応液 (10 則可 Tris-HCl pH 8.:3 、 50 凶可 KCl 、 1.5 凶可阿gC1 2 、

0.2 凶可 dGTP 、 0.2 凶可 dATP 、 0.2 凶可 dTTP 、 10.2 凶可 dCTP 、 0.001 % Gelatin) 

で、 94 oCで 1 分間の変性、 55 oC 、 2分間のアニーリング、 72 oC、 3分間の

伸長反応を 1サイクルとし 35サイクル繰り返した。 PCR産物を EcoRI と ScaI で
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切断した後、ポリアクリルアミド電気泳動によって分縦した。 1mmobilon N 

(阿 ilipore) に電気的 iこ転写し Southern hybridizationで目的のフラグメント

を同定した。用いたプロープは、 mvp163 の E豆旦R1-S主主I 断片(図 4.3) を鋳型に

Random priming法で調製した。以上のようにして得られた、 cDNA は

pBl uescr ipt KS 阿 13( + )あるいは pBluescript 11 SK M13(+) に組み込み、

Sanger法 (97) で塩基配列を決定した。

4.2.2 ヒト 16 kDaサブユニットの遺伝子の解析

E主主11 で部分消化したヒト・肝臓 DNA と EcoH1 linkerを述結し、 Charon 4Aの

EcoR1-EcoR1領域と置換することで挿入した後、 ライブラリーを作成した

(98) 。 マウス・小脳の 16 kDaサブユニットの cDNAの豆主主1- 主主旦(7524)1 断片

(図 4.3) を鋳型にして Random priming法でプロープを作成した。 常法に従っ

て単離した陽性クローンから調製した DNAを Ec旦R1 で切断し、 0.8 %アカ♂ ロー

ス電気泳動で断片を分離した。 DNA断片を溶出した後、 pBluescript 11 SK 

阿 13 ( + )の EcoR1部位に挿入し、塩基配列を決定した。

4.2.3 マウス小脳の 72 kDaサブユニットに対応する cDNAのクローン化とそ

の配列決定。

マウス小脳の cDNAライブラリーから、 PCRを用いて 72 kDaサブユニットの

cDNAをクローン化した。構造が決定されているニンジン (48) 、酵母 (49) 、 N.

c rass a(50) の液胞の V-ATPase 72 kDaサプユニットと、 S. acidocaldarius 

(68) 、也ιbarkeri (69) の触媒部分の α サプユニットのアミノ酸配列を比較
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し、相向性の高い領域から塩基配列に逆制訳して、プライマーとして用いた

(図 4.2) 、 (99) 0 2μgのファージ DNA、 5μ 阿プライマ一、 0.5 units の

主主旦 po1ymeraseを含む 20μ1の反応液 (10 mM Tris-IIC1 pII 8.3 、 50 mM KC1 、

1.5 川可阿gC1 2 、 0.2 . 凶可 dGTP 、 0.2 凶可dATP 、 0.2 凶可 dTTP 、 0.2 凶可 CTP 、

0.001 % ge1atln) を、 94 oCで 1 分間の変性、 47 oC、 2分間のアニーリング、

72 oC 、 3分間の伸長反応を 1サイクルと 35 サイクル繰り返した。 この PCR産

物を 5 %ポリアクリルアミド電気泳動によって分離し、アミノ酸配列から予

想、される長さに相当する DNA断片を回収した。 Klenow fragment (E. co1i 

DNA Po1ymerase 1 1arge fragmen t)で末端を平滑化した DNA断片を、

pB1uescript 11 SK M13(+) の E主立RV部位に挿入し、塩基配列を決定した。 PCR

で得られた部分 cDNAを鋳型にして Random priming法によってプロープを作製

し、常法にしたがって、 4.2.1 で用いたマウス・小脳由来の cDNA ライブラリー

から 72 kDaサフユニットをコードするクローンを単離した。得られた防性ク

ローンの DNAを調製し E♀♀R1で切断した後、ポリアクリルアミド電気泳動に

よって分離し、 cDNAを p131uescript 11 SK 阿 13( + )の E主立R1部位に押入し塩基

配列を決定した。

4.2.4 その他の方法

制限酵素、 T4 DNA 1igase 、 T4 po1ynuc1eotide kinase 、 K1enow fragment 

は宝酒造、東洋紡、ニッポンジーンから購入した。 Random priming ki t は

Boeringer-阿annheimから、 Sequenase は United State Biochem. Co. から、

PCR ki t は Perkin Elmer Cetusから購入した。 [α_ 32 P]dCTP (3 , 000 

Ci/mmol) 、 [r _32P]ATP (5 , 000 Ci/mmol) は Amershamから購入した。他の試
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図 4.2 マウス・小脳の 72 kDaサブユニ y トの単縦に用いたプライマー

(A) 72 kDaサプユニットのアミノ酸配列の比較とプライマーの位置

P1~ 
D. carota MPSVYGDRLTTFEDSEKESEYGYVRKVSGPVVVADG~1GGAAMYELVRVGHDNL1GEIIRLEGDSAT 1QVYE 71 

N. crassa MAPQQNGAEVDG1HT.KiYs........ed.I.v.. ....k... .q.v. .v..in. .Q... .... 65 

S. cerevisiae A1ENARKE1KRISLedhA. . . . . Ai Ys. . . . . .1. en. 1. C. . . . . . k. • . . . . v. . v. . id. . k. . . . . . . 72 

M. barkeri MEVK.EiYr......t.1.I-Q.K..d. .k..neg.m. .v.qiL.Pkti..... 54 

S. acldocaldarius MVSE.R.Vr.n..1.i....Re.q.f.v.Y.sdLk.v...t.i. ..r.F..... 54 

P2 一歩 P3 一歩
Dc ETAGLMVNDPVLRTHKPLSVELGPGILGN1FDG1QRPLKTIAKRSGDVY1PRGVSVPALDKDTLWEFQPKKIGEGDLLTGGDLYAT 157 

Nc •.. .v. .g.... ..G......... .1.n. .1'...... .ek. .eA.Qsi.... .iat... .rkkK.. .T.-tmKV..Hia. ..vwg. 150 

Sc .....T ・ 9 ・. . . . . G. . . . . . • . . .1met. 1'. . . . . . . . a. KeE. Qsi • • . . . idヒ... .rtkK.q.T.G.fQV..His. ..1.gs 158 

Mb ....ikPge.Cvs.Gss........1.ss.1'..v....hv1LekM.s-f.q. ...aDg..hkk..d.k.-1vKk..Svk...v1gv 138 

Sa s.d.vkPg.K.Y.sGA. ........1i.k.1'..1....ds...V.nsPfva. ... i ....rq.K.h.V. ー .vKs..KvgP..iIgv 139 

Dc VFENSLM-Q-HHVALPPDAMGKITYVAPAGQYSLKDTVLELEFQGVKKQFTMLQTWPVRTPRPVASKLAADTPLLTGQRVLDALFP 241 

Nc . 1'. . . f i -SV. kiL. . . R. r. t. . R1. EK. e. t veek1. • v. • d. K. te1'p. m. . . . . . v. . . a. e. Hs. nQ. f. v. . . . . . . . .. 235 

Sc ..... .i-SS.kiL.. .Rsr.T. .w1... .e.t.dek1. .v. .d.K.sd..1Yh.... .v... .te. .s. .Y.............. 243 

Mb .Q.tVNi-e-.kiMv...IS.t.sDi-Ks.nftvV..iCt.t-d.teL.--.m.R....R. ...Ka..tptR..v..M.i..g... 219 

Sa .Q.td.i-e-.riLi..nvH.t1kE1.re.d.tve.v.AVvdmn.DelpVk.Y.k... .i. ..YKe. .epVe.... .1.. ..tv.. 223 

mt之町 •- P7 
Dc SVLGGTCA1PGAFGCGKTVISQALSKYSNSDTVVYVGCGERGNEMAEVLMDFPQLTMTLPDGREESVMKRTTLVANTSNMPVAARE 327 

Nc ..Q.. .V.............. .sv. .f... .vi....... ..•.•.•• .k.. .e.siev-.. .k.pi..... .i............ 320 

Sc c.Q.. .TC............. .s....... .aii..... .•••...••. .e. .e.YTems-.Tk.pi................... 328 

Mb VaK. . • A. . • • p. . s. . • . tQ. s. a. w. dtei. . • i. . . • . • • • • . d. • Se. . e. ー -eD.qt-gRp1.e. .v.i............ 302 

Sa IaK. . . A. . . . p. . S. . . . tL. s. a. w. aakv. 1. • • • • • • • • • • tdE. rs. . k. kDpW - ヒ .k--p11L. .i.............. 306 

モー P9
Dc AS1YTG1T1AEYFRDMGYNVSMMADSTSRWAEALREISGRLAEMPADSGYPAYLAARLASFYERAGKVKCLGGPERNGSVT1VGAV 413 

Nc . . . . . . . . v. . . . . . Q. M. . a. . . . . s . . . . . . . . . . . . . . g. • . . . Q. f. . . . g. k. . . . . . . . . . . qA. . s . P. t . . . s. . . .. 406 

Sc . . . • • • . .1. . . • . . Q. K. . . . i. . • s . . . . . . . . . . . . . . g. • . . . Q. f . . . . g. k. . . . . . . . . . aVA. . s . d. ヒ.. .s. .a.. 414 

Mb . • v. . . . • . • . . 1'. . . . Ld. .1. . . . • • • . . . . m. . . . s. . e. • . gee. . . . . . s. . . . e. . . . . . Vaes. C. 一一Et.. 1. vi... 386 

Sa s.. .v.v.m..... .Q. .d.L1v........... .dlg. .me... .ee.f.s. .ps.. .e1'.... .r.IA. .n.. .Y.... .as.. 392 

‘- P10 Dc SPPGGDFSDPVTSATLS1VQVFWGLDKKLAQRKHFPSVNWLISYSKYSTALESFY-EK-FDSDF1DIRTKAREVLQREDDLNEIVQ 497 

Nc .........•. .....g........ ..••••.•... .i.TSv.... .L.1.dkw.-.r-EYp. .PR1.drI.q1.SDsee.dqv.. 490 

Sc ..a..... •.. .t.. .g.t................. .i.TSv.... .tnv.nk. .-ds-NYpe.PV1.drMk.i.Snaee.eqv.. 498 

Mb . . . . . . . . e. . . Qn. • r. • k. . . a. . A. . s. . r. . . a1. • • N. . . L. kds. ndwfAdn-Vap. 1'vP 1. er . m. m. . T . se. q. . .. 471 

Sa . . . . . . . te. • • . n. • rf. r. . . P. . Vs. . . Ar. 1'. a1. • iQgf. A. VdLvaQww-h. NV. pnwKem. dtMm)く. . 1 . . . e . rq. . r 477 

Dc LVGKDALAETDKITLETAKLLREDYLAQNAFTPYDKFCPFYKSVWMMRN1IHFYNLANQAVERGAGMDGQKISYTL1KHRLGDLFY 583 

Nc ....s..sdsP....dM .t .ik..f.q..g 1' sD..q...iw.tE...kLmmG.hdE .qk. iaq.q- ーーーーー-nwkKvreATQ ..QA 569 

Sc •.. .s. .sds.... .dv.t.ik. .f.q. .g1'st. .A. ..iw.tFD.. .af.SyhdE.qk. .an.. ーーー一一 --nwsK1AdsT. .vKh 577 

Mb ...s...pddqq1L..itrm.. .1f.q... .H.V.Ays..DqQYKilka.mkwGdA.Md.lks.vpv-teI.kLe-S.nV.akvK. 557 

Sa ...Pee...k. .lv..a. ..ikdaf.Ke..ydD1.A.ssPQ.Q.ri. .L.Y1.. .QsqdLisk.vP1kK1LDkVgP.epEi1RiK. 563 

Dc RLVSQKFEDPAEGEDVLVGK-FKKLHDDLTSGF-RNLEDETR 

Nc q.K.L...V.s..qeKiCK.-yeAiqqqmLdK.-AsvI.. 

Sc AvS.S. .Fe.sR..kEvH.e-.e. .LstmQeR.AEsTd 

Mb ---ee..desMnaVLaQmd.E.As.rgR 

Sa TiKnde1nk1d.I.nK.Kat-.ds.Lkevs 
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図 4.2 (続き)

(B) プライマーの塩基配列

プライマー アミノ酸配列 境基配列 Strand 

P 1 IQVYE AGAAGCTTIICARAGTNTMTGA sense 
H i nd 111 

P2 VELGP GTTCCATGGTNGARYTNGGNCCNGG sensc 
NcoI 

P 3 YDGILVQ CAAAGCTTHTAYGAYGGNTNTNCA sense 
H i n d 1 1 1 

P4 KWPVR TACTGCAGMVNTGGCCNGTNMG sensc 
P s t 1 

P5F GSCGK CTGGGCCCTTYGGNTSNGGNAAR sense 

企旦a 1 

P5R GACT GACTGCAGTYTTNCCNSWNCCRAA ant﨎ensc 
P s t 1 

P7 PMNSTN GTGGTACCGGCATRTTNSWNGTRTT antlsensc 

K_Q_旦 I

P8 RMLAEAW CAGGATCCCKNADNGCYTCNGCCCA antlsense 
BamllI 

PIO FDGGPP GTCTGCAGAARTCNCCNCCNGGNGG ant﨎cnsc 
P s t 1 

(A) 今までに配列の決定された 72 kDaサブユニットのアミノ酸配列を比較し、
保存されている領域のアミノ酸配列から塩基配列を逆翻訳し、 Pl--- PIOのプラ
イマーを合成した。 Dcはニンジン (48 )、 Ncは N. crassa (50) 、 Scは酵母 (49 )、
阿b は巴. barker i (69) 、 Saは豆ニ acidocalda r i U!s (68) のサプユニットのアミノ
酸配列を示した。ニンジンの配列と一致した残基を(・)で、保存的な置換を/J 

文字で表した。矢印は Plから PIOのプライマーの位置を示している。右にアミ
ノ酸の残基番号を示した。

(B) 合成したプライマーの配列を示した。 PI-P5Fは sense鎖を PCRによってカ
ルボキシル末端方向に cDNAが合成される。、 P5R-PIO は antisense鎖を合成し、
アミノ末端方向に cDNAが合成される。プライマーには下線に示した制限酵素の
認識配列を組み込んだ。アミノ酸配列はニンジンのものを示した。
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;誌は試薬特級、あるいは生化学用を用いた。

4.3 結果と考察

4.3.1 マウス小脳の 16 kDaサプユニットのc:DNA配列。

マウス・小脳のライブラリーから 16 kDaサブユニットに対応するc:DNA ク

ローンを単離した。 250 ， 000個のプラークから 10個の陽性クローンを得た。

制限酵素断片を分析し、塩基配列を決定したところ、これらのクローンは

4種類( 1 、入 mvp1 ， 3 ， 5 ， 128; 11 、入 mvp8.20.163; 111 入 mvp4; 1V、え mvp2) に

分けられた。また、 PCRを用いて単離したアミノ末端領域をコードする 二 つ

のクローン (mvp6p 、 mvp9p)の配列を決定したが全く同じ配列であった。重視

している領域の配列から、これらの 6種のクローンが同ーの mRNA'こ由来して

いることが確かめられた(図 4.3) 。 決定した cDNA配列は 468bp 、 155 アミノ酸

残基の 16 kDaサブユニットをコードしていた(図 4.4) 。

マウス小脳の V-ATPase 16 kDaサブユニットの cDNA配列は、これまでに椛

造の決定された 5種の生物(ウシ、 T. marmor旦主主、 Drosophila、酵母、 ヒト腎

臓)のサブユニットの塩基配列は 62 - 84 %の相向性が観訳領域では見いだ

された(表 4.2 A) 。 マウス・小脳のサブユニットを含めた 6種の推定アミノ酸

配列を比較すると、 73 - 92 %の高い相向性が存在した(表 4.2 B)o 

Hydropathy plotを行ない、いずれのサブユニットも 4個の膜貫通領域が存在

すると予測された。このような 16 kDaサプユニットの Topologyと相向性を改

めて検討すると、アミノ末端領域とカルボ牛シル末端領域、および 2番目と 3

番目の膜貫通領域にはさまれた膜から突出していると予想された領域では相
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図 4.3 16 kDaサブユニットに対応する cDN八クローンと制限酔素地図。

(a)cDNAの制限酵素地図、 (b) 泊基配チIJ を決 定したクローンとその Sequence
stratcgyo Nは主主01 、 S は豆主主I 、 Pは PvuI1 、 Aは企QQ1 、 Ns は Nsp(7524)Iで切断さ
れる部位を示した。波紋で示した矢印は制訳される方向を、斜線で示した部分
はね1 訳領域を示している。

(a) 

m 
A 

1OObp 

mvp2 t
I

寸l

mvp6p , mvp9p mvp1 , mvp5 I 

モー l 

mvp4 I 

←一一
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図 4 .4 マウス・小脳 1G kDaサブユニットに対応する cDNAの配列と推定アミノ
酸配列。

ウシの 1G kDaサブユニットとの相向性 (57) および其核生物における開始コド
ン付近の 相向性 (100 )か ら 、阿et-1 を tW 定した o 右の数字は邸基番号を、括弧内
の数字はアミノ酸残基番号を示している。(養)は終止コドンを表し、 3' 末端付
近には polyA シグナルが存在していた(下級 )(101) 。

AATTC∞GTAη寸AGAG∞CAG∞c口GACTGG∞GGGT∞口寸TCCCATC∞CTGC -91 

CTωA∞ATC'口∞C汀GCCTC口∞ロ∞CTGTCC∞TTGTC口AGCC∞c∞c∞CC∞ロGAG口TGTC'汀1寸CCCTG口ïGCAGAC -1 

ATGGCTGACATCAAGAACAACCC∞AATATT口T∞ηη寸∞GTGTCATGGG∞cロ∞TC∞CCATGGTCTTCAGωCCATGGGAGCC 90 
M A D 1 K N N P E Y S S F F G V M G A S S A M V F S A M G A (30) 

GCCTATGGCACAGCCAAGAG∞GCACTGGCAT∞CAGCCATGTCAGTCATGAGGCCAGAGCTGATCATGAAGTCCATCATCCCAGTGGl寸 180

A Y G T A K S G T G 1 A A M S V M R P E L 1 M K S 1 1 P V V (60) 

ATGGCTGGGATCAT∞CCAT口A∞GC口GGTGGTGGCAGTAC'汀AT∞口AACTCC口GACTGATGGCATCACCCT口ACAGGAG丁目ï 270 
M A G 1 1 A 1 Y G L V V A V L 1 A N S L T D G 1 T L Y R S F (90) 

C汀CAA口GGGTG口GGCCTGAGTGTGGGGCTGAGTGGC口GG口G口GG口廿GCCA汀GGCAT∞T∞GAGATG口GG刊行∞GGGC 360 
L Q L G A G L S V G L S G L A A G F A 1 G 1 V G D A G V R G (120) 

ACTGCCCAGCAGCCT∞ACTGTTωTGGGCATGATCCTGATCCTCATC'IïTG∞GAGGTG口ïGGCCT口A∞GTCTCATCGTGGCC口、A 450 
T A Q Q P R L F V G M 1 L 1 L 1 F A E V L G L Y G L 1 V A L (150) 

ATCロロCCACAAAGTAGTC口TITCCACCATCAGTCACAGGATAGGATGTAAAGATCACCCCTCCTCAl寸CCAGAA∞AACAGC口GAC 540 
1 L S T K本(155)

ACATGCA∞GGCAG口GCCC口CAGTAGTTGGTC'汀GTAAATGTGCAGTGTC口AGTGCCCATTGTCTGT∞CCCC∞c口寸GCCCCTAC 630 

TGCAC∞TGCTGTGGACATA∞GGCCCA口CAT口CCCACCCAGGCCC口GACCAGTGA∞AAGTCAGCロロGGTTACCCCACCCAT∞ 720 

CCCTAGAGTG口C口GTGTATAAGAATGAA口AGAG汀GTCAηT了TロロTCA口GGATG廿TA汀TATAAAAGAT丁目ACCTA汀CAT 810 

GωT口GTGGAGCAG口C口GT口CCCAA口'ATATAGTAATCATTAGTAGA口GTTGC口寸GTGGGGTTCCTGTTG口GAGA口CC'汀GG 900 

ATGGAGCCACCCTTCCCC口GCC口GAACAGCCAGGGTGGAGGATAGAGTG口A口GCTC口CAGAG口GG口CCCAG口GTGTCCAATA 990 

AAAG了rCT∞GATGTGAAAAAAAAAAAAAAA 1025 
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表 4 . 2 1G kD élサブユニットに対応する cDN八配列とアミノ円安配列の比較

(八) ( 1 )マ ウ ス ・ 小脳、 (2) ヒト ・ 腎臓 (J02) (3) ウシ・別行 (57) 、 (4) T. 
In él rmorat~ electric lobes(59) 、 (5) Drosoph i]旦 (GO) 、 (6) 酵母 (58) の 、 制訳

領以の cDN^配列を 、 ギャップを挿入してキu 向性が最も 高 く なるように並べた後 、
計 ~1 した 。 (13) 批定ア ミノ 酸配列を 、 同様にして列べ相向性を計算した。

(A) cD N A 配 列の 相同性

Identity 

( 先 )

1 Mouse 87 86 80 7 1 62 

2 Human 87 90 78 7 5 59 

3 Bovine 86 90 76 73 60 

4 Torpedo 80 78 7 6 7 5 6 5 

5 Drosophila 74 7 5 7 3 7 5 68 

6 Yeast 62 59 59 f; 5 68 

(8) ア ミノ 酸 配列の 類 似性

Identity 

(%) 4 

1 Mouse 91 93 94 84 72 

2 Human 9 1 97 913 81 7 2 

3 Bovine 9 3 97 913 8 1 7 2 

1 Torpedo 94 9 3 93 8 1 7 2 

5 Drosoph i 1 a 84 81 8 1 8, 1 7 3 

6 Yeast 7 2 7 2 72 7 2 73 
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向性が比較的低く、 2 、 3 、 4、番目の朕貫通領域では相向性が 非常 に 高 いこ

とが明らかになった(図 4.5 、図 4.6) 。

股貫通領域の相向性が高いことは、酵母の液胞の変異株の結果と 一致 する。

すなわち、 Noumi らは酵母 16 kDaサブユニットに変異を導入し版貫通領域に

は他の残基と置換し得る残基が極めて少ないことを示している (103 )。

16 kDaサブユニットの股貫通領域には H+輸送路とその構造を維持する上で必

須のアミノ酸残基が多く存在しているために、保存性が高く、変異導入に

よって機能も失われるのであろう。これに比べて 2番目と 3番目の膜貫通領域

の間にある、肢から突出していると予想された領域は、比較的保存性が低く

他のアミノ酸残基に置換しでも機能が失われないことが多い (103) 0 16 kDa 

サブユニットの肢から突出している部分は膜表在性部分のサブユニットを結

合するために必要であると考えるが、このような機能のためにはある程度類

似した椛造であればよいのではないだろうか。

既に述べてきたように V-ATPase の 16 kDa 'サブユニットは F-ATPase の cサブ

ユニットに対応すると考えられる。しかし、 cサブユニットの分子量は 16

kDaサプユニットの約 2分の 1である。この二つのサブユニットのアミノ酸配

列と比較すると、 16 kDaサブユニットの前半部分と後半部分のそれぞれが c

サブユニットと類似した配列だった。これは、、配列が決定されたすべての生

物種の 16 kDaサブユニットの塩基配列に見られる。すなわち、 1分子の 16

kDaサブユニットの中に 2分子の cサブユニットと相向性が高い配列が見いだ

された(図 4.7) 。このことは、 16 kDaサブユニット遺伝子が、 8 kDaの祖先タ

ンパク質の遺伝子が重複した結果できたことを示唆している。また、この祖

先タンパク質が重複しないで進化したのが豆サプユニットの遺伝子であろう。

16 kDaサブユニットのカルボキシル末端側半分には c -+t ブユニットの DCCD

が結合する Glu-59(酵母ミトコンドリア F-ATPaseの場合の残基番号)に対応す
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図 4.5 マウス・小脳 16 kDa サブユニットの Hydropathy

マウス・小脳 16 kDaサブユニットの推定アミノ酸配列から Hydropathy plot 
を行い、疎水的あるいは親水的な領域を予測した。この結果マウス小脳の 16
kDaサブユニットには 4 ヶ所の疎水性の高い領域が存在し、膜を 4回横切ること
が予測される(I、 11 、 111 、 1V) 0 1 、 11 、 111 、 1Vは図 4.6 に示した膜貫通領域
として模式的に示した- 。
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図 4.6 16 kDaサブユニットのアミノ酸配列の比較。

マウス・小脳 16 kDaサブユニットの推定アミノ酸配列を他の穏(ウシ・副腎
( 51) 、 ヒト・ 腎臓 (102) 、 T. rnarmorata electric lobes(59) 、 Drosophi 1a(60) 、

酵母 (58) の 16kDa サプユニットの推定アミノ酸配列と比較した。マウス・小脳
のサプユニットと 一致 するアミノ酸残基は(・)で 表 し、 一致 しないアミノ酸残

基のみを示した。 hydropathy plot と、 二 次構造予測から 予測される 、 朕貫通

領域(I、 11 、 111 、 IV) を示した。 2番目と 4番目の朕.貫 通領域で類似性の高い領

域を波下線で、 DCCDが結合することが予想されるグルタミン酸残基を (, )で 示
した。
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図 4.7 マウス・小脳 16 kDa サブユニットの推定アミノ酸配列と酔母 F-ATPase
Cサフユニットのアミノ酸配列の比較。

マウス・小脳の 16 kDa サブユニットの推定アミノ酸配列と、酵母 F-ATPaseの
cサブユニット (105)のアミノ酸配列を比較して並べた。予想した股貫通領域を
上に(I、 11 、 111 、 1V) で示した。 16 kDaサブユニットの前半、後半部分それぞ
れが cサブユニットと類似し、 1個の 16 kDa サブユニットは 2個の cサブユニッ
ト が並んだ形であることがわかった。 DCCDが結合すると予想される Glu-139 を
(，) で、膜表在性部分の結合に関与することを示唆した Arg-129を(+)で示した。

I II 
10 30 50 70 
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る位置に Glu-139が保存されていた。このようなグルタミン酸残誌はアミノ

末端側半分には保存されていなかった。 V-ATPase の 16 kDaサブユニットでは

この Glu-139 に DCCDが結合することが予想された。このグルタミン酸残基か

ら 20残基アミノ末端側の股から突き出していると予測されている領域には、

大腸菌 F-ATPaseにおいて膜表在性部分との相互作用に重要であることが示唆

されている Arg-39(105) に対応する位置に Arg-129が保存されていた。した

がって、 16 kDaサフユニットのこの領域が膜表在性部分のサブユニットとの

相互作

用に関与することが示唆された。

3番目の股貫通領域の中の(マウスのサブユニットのアミノ酸残基番号で

107 - 120の領域はウシ高11 腎クロマフィン頼粒 (57) 、酵母 (58) 、 T.

Inarmorata electric lobes(59) のサブユニットの cDNA配列が報告された時点

ではウシのサブユニットでは他の 2種と相向性が見られなかった。したがっ

て、この領域は生物種によって変化する領域 (Var i a b 1 e r e g i 0 n) であると考

えられていた(図 4 . 1) 。 しかし、本章でマウス小脳のサブユニットの配列を

決定したところ、このの領域は酵母、 T. marmorataのものと完全に一致し、

ウシのサブユニットとのみ相向性がなかった。このようにマウスから酵母ま

で完全に保存されている配列がウシでのみ異なっているとは考え難く、著者

は原著論文 (106) でウシ・クロマフィン頼粒のサブユニットの配列が誤ってい

る可能性を指摘した。著者の指摘どおりにウシのサプユニットの cDNA配列が

訂正され、この領域は全ての種で保存されていることが確認された。本研究

で決定した cDNA配列がほ乳類で最初の正確な 16 kDaサブユニットに対応する

cDNA配列である。
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4.3.2 ヒ ト 16 kDaサブユニッ トの泣伝子の椛造

シナプス小胞、 ク ロマフ イ ン頼粒、 ソゾームなどさまざまな細胞内膜系

に存在する V-ATPaseが全く同ーのものであるかどうかは興味深い。 この疑問

に答える第一歩として、 16 kDaサブユニッ トが単一の遺伝子にコー ドされて

いるかどうかを検討した。 ライブラ リーとして、 現在までに当研究室でいく

っかの遺伝子がクローン化されているヒ ト染色体ライブラ ーを用いた (98) 。

約 100 ， 000個のプラークから 6個の陽性ク ローン (vp1 、 vp2 、 vp3 、 vp4 、 vp5 、

vp6) を得た(図 4.8) 。

vp1 はプロープとのハイ ブリ ダイ ゼーショ ンが弱く、 おそ らく 16 kDaサブ

ニL ニニ 、7 卜 の遺伝子ではないと結論した。 また、 制限酵素断片の分析から、

vp2 と vp5 は、 ほぼ同ーの遺伝子を含んでいることが明らかになったので vp2 、

vp3 、 vp4 、 vp6について部分塩基配列を決定した。 vp3 、 vp2 、 vp4 、 vp6の決

定した塩基配列のう ち保存性が高い、 4番目の政貫通領域から下流の信基配

列と推定ア ノ酸配列を並べて比較した(図 4.9) 。 この領域の vp3の推定ア

ノ酸配列は第 4章 4.3.1 で得られたマウ ス・小脳の 16 kDaサブユニッ トの配列

と全 く 同じだった。 vp3の対する vp2 、 vp4 、 vp6の相向性は、 6G 、 74 、 84 %で

高い相向性が 二荏在 _L.，.i:こ。 し ーたがって、 ヒ ト 113 kDaサブユニ 、ゾ トの遺伝子は偽

遺伝子を含め ;主宰盟議 上 存 在 する 'とが示唆された。

vp3の推定ア
、

、

‘、 ノ酸 列 が マ ウ スの l6 kD .aサブユニッ トのア ノ酸配列と

全く同じだったこと治 り この遺伝子が実際に発現しているサブユニ ‘ゾ トを

コー ドしていると考えられ の鎖 i戚 はイ ン ト ロ ンが存在しないことが示

唆された。 vp2 vp4の塩 デリ i vp3と高 1. 1日向性があるが、 ア ノ酸配列

を推定したとき読み枠が J 6 kDaサプユニッ トと一致せず、 これらの遺伝子は

偽遺伝子である可能 がある。 vp2 、 vp3 、 vp4 、 vp6が転写されているかどう
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図 4.8 ヒトの 16 kDa サブユニットの遺伝子を持つクローンの Southern
hybridizationによる解析。

左の写真は、 E豆oRI で消化した vp1-vp6のファージ DNAを 1 %ア力。ロース電気泳
動で分臨しエチジウムブロマイドで染色した。右は、同様の操作後、
Immobilon-N膜に電気的に転写し、 Southern hybridizationを行った。プロー

プはマウス・小脳の 16 kDaサブユニットの cDNAの主主主ト盟主Q(7524 )1 断片を用いた
( 図 4.3) 。上に示した番号は vp1から vp6のクローン名に対応する。白矢印はプ
ロープとハイプリダイズした DNA断片を示している。

1 2 3 456  -123456 
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図 4.9 ヒト 16 kDaサブユニット遺伝子 vp2、 vp3 ， vp4、 vp6の部分配列

vp2、 vp3 、 vp4、 vp6の部分塩基配列と推定アミノ酸配列を比較した。
塩基配列は小文字で表し、 vp2、 vp4， vpGにおいて vp3と同じ塩基の場合は(一)
で表した。アミノ酸配列は大文字で表し、 vp3と同じ残基の場合(・)で表した。
(後)で終止コドンの位置を示した。この領域の vp3のアミノ酸配列はマウス・小

脳の 16 kDaサブユニットと完全に一致した。
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かさらに詳しい検討が必要である。また、イントロン/エクソンの並び方や、

転写制御因子などの組織特異的発現に関与する配列が存在するのかどうか検

討するためにさらに上流の配列を決定している。

4.3.3 マウス/J\ 月出の 72 kDaサブユニットの cDNA菌己列

マウス小脳の cDNAライブラリーから、図 4.1 に示したプライマーを用い、

PCRを行った。 P1 と P5Rを用いて V阿A1-82P と V阿A1-84Pが、 P3-P5Rを用いて V阿A1-

11Pが、 P5F-P7を用いて V阿A1-12Pの合計 4種のクローンが得られた。これらの

cDNA塩基配列と推定アミノ酸配列は、今までに配列が決定されたニンジン

(48) 、酵母 (49) 、旦ιcrassa(50) 、三二 acidocaldarius (68) 、阿. barker i (69) 

のものと非常に相向性が高いことが明らかになった(図 4.10 、図 4.11 )。した

がって上で得られた 4種のクローンは 72 kDaサプユニットの cDNAであると考

えられる。

マウス・ /J\ m近の 72 kDaサブユニットの Glycine rich sequcnceは、プライ

マー(図 4.2) で示した P5Fおよび P5R) に用いた領域なので正硲な cDNA配列が決

定できなかった。しかし、これらのプライマーを用いて 72 kDaサブユニット

の cDNAが増幅されたことは、マウス・小脳の 72 kDaサブユニットでも Glycine

rich sequenceの保存性が高いことが考えられた。また、 Glycine-rich

sequenceの下流、ニンジンのアミノ酸残基番号 278 - 286 のには G-C-G-E-R-G

N-E-阿の配列があり、全ての生物種のサブユニットで保存されていた

(図 4.11 )。この領域の G-E-R配列は F-ATPase の β サブユニットでも、 Glycine

rich sequecneから、ほぼ同じ位置に保存されていた(図 4.11 )ことは、この

配列が ATP結合部位の近傍に位置し、触媒反応、になんらかの関与していると



図 4.10 マウス・小 JJìtJの 72 kDaサブユニットに対応する部分 cDN八n，í ~，~門己チIJ

PCRを用いて単離されたマウス・小 Jj日の 72 kDaサブユニットに対応する部分
cDNA(阿 u) の tj~1 tl 配列と (Dc) ニンジン (48)のサブユニットと比較した。ニンジン

と同じ国誌は(ー)で、同じアミノ目安残 II を(・)で表し、 52 なった羽合のみを示し
た。右に境基番号と 7. ミノ酸残 11 番号を示した。

Dc GAATTCGGGCACTTCTTTACTACACATCTATCACATCCACATATCGACTATACATACACGTATAGACACACACATCTAGGTTTTGATCAG 90 
M P S V Y G D R L (9) 

ATCCGCAGAGTCGAGATCTGAAGCTGTTGATCTGATCTATCGATTTTATCTGAATCTGAGAAGATGCCTTCTGTGTATGGGGATCGATTA 180 

T T F E D S E K E S E Y G Y V R K V S 0 P V V V A D G M G G (39) 
Dc ACTACGTTCGAAGACTCCGAGAAGGAGAGCGAGTATGGTTACGTCCGTAAGGTATCCGGACCAGTTGTTGTCGCCGATGGAATGGGAGGT 270 

A A M Y E L V R V G H D N L 1 G E 1 1 R L E G 0 S A T 1 Q V (69) 
Dc GCGGCTATGTATGAACTTGTTCGTGTTGGACATGACAATCTTATTGGAGAAATTATTCGTTTGGAAGGAGATTCTGCTACAATCCAAGTT 360 
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M K R T T L V A N T S N M P V A A R E A S 1 Y T G 1 T 1 A E (338) 
Dc ATGAAACGTACTACACTTGTGGCCAACACTTCAAACATGCCTGTGGCTGCTCGCGAGGCTTCAATTTATACAGGAATCACTATAGCAGAA 1167 
Mu -----GA-G--AG-G--G--A-ーーーーーーー

A 

73 



Y F R D M G Y N V S M M A D S T S R W A E A L R E r S G R L (368) 
Dc TACTTCAGAGATATGGGTTACAATGTTAGTATGATGGCAGATTCAACATCCCGATGGGCAGAAGCTTTAAGAGAAATTTCAGGGCGATTG 1257 

A E M P A D S G Y P A Y L A A R L A S F Y E R A G K V K C L (398) 
Dc GCAGAAATGCCTGCTGATAGTGGGTATCCTGCTTACTTGGCAGCTCGTTTAGCGTCCTTCTATGAGCGTGCTGGTAAGGTGAAGTGCCTT 1347 

G G P E R N G S V T 1 V G A V S P P G G D F S D P V T S A T (428) 
Dc GGTGGACCAGAACGTAACGGTAGTGTTACTATCGTTGGTGCTGTTTCACCTCCAGGAGGAGATTTTTCTGACCCTGTTACATCTGCCACA 1437 

L S 1 V Q V F W G L D K K L A Q R K " F P S V N W L 1 S Y S (458) 
Dc CTCAGCATCGTTCAGGTCTTTTGGGGTTTAGACAAAAAGTTGGCACAGAGGAAACATTTTCCTTCTGTGAACTGGCTCATCTCCTATTCA 1527 

K Y S T A L E S F' Y E K F D S D F 1 D 1 R T K A R E V L Q R (488) 
Dc AAGTATTCAACAGCATTGGAGTCCTTTTATGAGAAATTTGATTCAGACTTTATCGACATCAGGACAAAAGCTCGTGAGGTTTTGCAGAGG 1617 

E D D L N E 1 V Q L V G K D A L A E T D K 1 T L E T A K L L (513) 
Dc GAAGATGATCTGAATGAAATTGTCCAGCTGGTTGGGAAGGATGCTCTAGCAGAAACAGATAAAATTACCTTAGAGACTGCAAAGCTTTTA 1707 

R E D Y L A Q N A F T P Y D K F C P F Y K S V W M M R N I r (543) 
Dc AGGGAGGATTATCTTGCCCAGAATGCATTTACTCCATATGACAAATTTTGTCCTTTTTJlCAAGTCTGTTTGGATGATGCGCAATATTATC 1797 

H F Y N L A N Q A V E R G A G M D G Q K 1 S Y T L 1 K H R L (573) 
Dc CATTTTTACAATCTGGCCAATCAGGCTGTGGAGCGAGGAGCTGGTATGGATGGCCAGAAGATAAGTTATACCCTTATCAAGCATCGTCTA 1887 

G D L F Y R L V S Q K F E D P A E G E D V L V G K F K K L H (603) 
Dc GGGGACCTTTTCTATCGCCTGGTTTCTCAGAAATTTGAGGATCCCGCTGAAGGTGAGGATGTACTTGTAGGGAAGTTCAAGAAACTTCAT 1977 

D D L T S G F R N L E D E T R 事 (618) 
Dc GATGATCTTACATCTGGTTTCCGGAATCTTGAGGACGAGACACGATGATTGAACATGTTAGGATAATGGTTATATTCCTTGAGAGGTGAT 2067 

Dc AATGATATGTATGCAGCGAAGATAAAATATTGTATTGTTTAGTTTTGTTTTTGAGCCAGCCTGCACTATTCAATAATTGATCCTTATTTT 2157 

Dc ATCTTGAAAGGGGCATCAGGGAGGGTTAGCCCAGGATTACCTACTTTCCTGTTCACTGCCATAGCTGAAAATGGAATGCTAGGCATATAA 2247 

Dc TTTGTTAAAACCCGGGATGGCAGTCTTGTAAAATAGAACCTGTGATTTGCACTGGGGTAGCACCCTCCAAGTTTGTAATTTCTGTTTGGC 2247 

Dc TGCTCTGATATTGTTTTGTAGCGAGCATTATCTCAATAAATCTCCTGGAGATATTTATTT 2397 
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推定されている。

酔母の 72 kDaサブユニットの遺伝子には G-C-G-E-R-G-N-E-阿配列中に 454残

基に相当する塩基配列が挿入されている(図 4.11 )。この挿入領域がコードす

る領域は Spacer Protein と呼ばれ、転写、制訳された後スプライスされるこ

とが示されている (49) 。しかし、マウス小脳のサブユニットを含めて他の生

物穏でもこのような挿入配列は存在しないことが明らかになった。

PCRを用いたクローニングでは 4 - 5残基のアミノ酸配列が決定されればプ

ライマーを合成し、目的とするタンパク質の cDNAをクローニングすることが

できる手法である。しかし、 PCRでは 2種類のプライマーにはさまれた領域し

かクローン化することができない。また、工旦旦 polymeraseで合成した DNAは

数 100 bp に 1 bpの確率で誤った塩基を取り込むことから正確な cDNA配列は決

定できない。したがって、正確な配列を決定するために、また、プライマー

ではさまれていない領域の配列を決定するために、上で得られた 4種類の

cDNAをプロープにしてマウス・小脳の cDNAライブラリーを検索し、 100 ， 000 個

のプラークから 4個の陽性クローンを得た。現在、これらのクローンの cDNA

配列を決定している。
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図 4.11 (続き)
(A) 得られたマウス・小脳の 72 kDaサブユニットに対応する部分 cDNAの塩基配

列から部分アミノ酸配列を推定し、 Dcはニンジン(42) 、 Nc は N. crassa (43) 、

Scは酵母 (44)の 72 kDaサブユニ y トおよび阿bは也ιbarkcr i( 62) 、 Saは豆ム

acidokal da r i us( 61) の ATP合成酵素の large subunitのアミノ酸配チIJ と比較した。
ニンジンと同じアミノ酸残基を(・)で、保存的な置換を小文字で表した。(id) 

相向性 (Identi ty) は、 6程-の生物、全てで保存されている残基を(勢)で、 5庖(+ )、

4穏(=)、 3種(-)の場合を示している。 Glycine-rich sequenceと、全ての生物

穏で保存されている G-E-R-G-N-E-阿配列を下級で示した。右に技法番号(括弧内)

を右に示した。
(B)S. cerevisiae の 72 kDaサブユニットは矢印の部分に下に示すような

Spacer protein (454残基)が挿入されている。転写、制訳された後スプラ
イシングされて成熟型になることが示されている (49) 。
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第 5章 総括と展望

V-ATPaseはリソゾーム、ゴルジ体、クロマフィン頼粒やシナプス小胞など

の細胞内膜系と呼ばれるオルカ。ネラに存在し、 ATP分解に共役して r を輸送

し、小胞内を酸性化あるいは小胞内外に電気化学的ポテンシャル 差 を形成す

る。このような V-ATPaseの役割は各オルガネラの機能に密接にかかわってい

る。 V-ATPase は Bafilomycin 、 NE阿、 N0 3 ーによって特異的に阻 害 され、 N 3 ー や

パナジン酸で阻害されないことから、 F-ATPase や P-ATPase とは異なるタイプ

の ATPaseで‘ある。しかし、 V-ATPase と F-ATPaseの性状は阻 害 剤に対する感受

性に差があるが多くの点で類似している。すなわち、触媒部位が存在すると

考えられている膜表在性部分と、 H+通路として機能していると考えられてい

る膜内在性部分から構成されている。また、触媒部位を構成していると考え

られている 72 kDa と 57 kDaサブユニットや、 H+辺路を形成していると考えら

れている 16 kDaサブユニットの一次構造がそれぞれ F-ATPasc の β 、 α 、 cサ

ブユニットと類似している。また、 DCCDが股内在性部分のサブユニットに結

合して活性を阻害する。

このように、酵素化学的な類似点が多い V-ATPase と F-ATPaseの椛造や反応

機構が類似しているのかどうか、 H+ を輸送する ATPaseの機椛を統 一 的に理解

する上でも興味深い問題だった。本論文において、 V-ATPaseの反応機構を検

討した結果その反応機構は F-ATPase と共通点、が存在すること明らかになった。

町TI 1 (5μ 阿)、 Kmz (30μ 阿)、 Km3 (300μ 阿)の 3個の Km値が存在することか

ら、複数の触媒部位が存在し、それらが協同して触媒反応を行うことを示唆

し、また、 V-ATPase には F-ATPase と同様に高親和性の触媒部位が存在するこ

とを示し、さらに、 V-ATPaseの阻害剤 Bafilomycinは非常に低濃度 (10 凶可以
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下)で以内在性部分に結合し、活性を阻 害 することを 示 した。これと 同 椛の

機椛で Ollgomycinが F-ATPaseを阻 害 することが知られている。

V-ATPaseでは F-ATPase の F 1 のように、活性;を持った股表在性部分は 調 製さ

れていない。本論文で示したように F-ATPaseでは結合ヌクレオチドが結合し

ていない酵素は調製できなかった。一方、 V.-ATPaseでは調製することができ

た。また、 Uni-site反応の解析から過剰の ATP存在下での活性の促進効 果 は

約 10 2 倍で F-ATPaseの場合の 10 4
- 10 5 倍に比べて低かった。 V-ATPaseでは

Bafilomycinによって酵素への ATP結合は阻 害 されにくく、複数の触媒部位に

よる協同的な反応をより強く阻 害 することを示唆した。 一 方、 F-ATPaseの場

合 Oligomycin は ATPの結合を阻害することが報告されている。このことは、 V

ATPase と F-ATPaseでは阻害剤が酵素に結合して起こる椛造変化に 違 いがある

ことを示している。例えば、放射性のI3afi1 omyc i nを用いてその結合部位を

明かにし、 V-ATPase の Ir輸送と ATPase反応の共役機構を検討することができ

ると考えている。

ゴルジ体、リソゾーム、エンドソームなどそれぞれの内部の V-ATPase に

よって酸性 pIIに保たれている。酸性 pHの度合は各オルカJ ネラで異なり、ぞれ

ぞれの機能に密接に関与していることが示されている。この酸性 pIIの度合の

差は V-ATPaseの性状、例えば活性の制御などの性状が異なる可能性が考えら

れる。本研究でクロマフィン頼粒の反応機構を検討したように、各オルガネ

ラの V-ATPaseの応速度論的なパラメーターを比較することによって V-ATPase

の性状が異なるのかどうか検討することができる。また、第 4章 4.3.2 で 16

kDaサブユニット遺伝子が複数存在することが示唆されたことから、 V

ATPaseの Isofo rmが存在した場合、その性状の差を反応速度論的なノマラメー

ターを比較検討することで明かにすることができるようになったと考える。

Bafilomycin と Oligomycinによる F-ATPase と V-ATPaseの阻 害 機構の差は二
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つの ATPascのどのような椛造上の違いが原因で起こるのか興味深かった。そ

こで、 H+通路を形成している 16 kDaサブユニットと ATP結合部位が存在して

いることが示唆されている 72 kDaサブユニットの一次構造を決定した。材料

は V-ATPaseが大量に存在していることが示されているシナプス小胞を選び、

マウス・小脳から 72 kDaおよび 16 kDaサブユニット cDNAクローンを単離し配

列を決定した。

マウス・小脳 16 kDaサブユニットは疎水性が高く膜を 4回貫通することが予

想された。膜貫通領域は進化の過程でその保存性が極めて高く、 H+通路を形

成する上で必須の残基が数多く存在していることを示した。 また、 16 kDa 

サブユニットの cDNA配列は F-ATPaseの豆サブユニットが 2個並んだ形をしてお

り、カルボ牛シル末端側半分には、三サブユニットの DCCD結合部位に対応す

る位置にグルタミン酸残基が保存されていた。これは、 16 kDaサブユニット

では 8 kDaの祖先タンパク質の遺伝子が重視し、 cサプユニット重複せずに進

化したと考えられる。このような、 H+通路を形成しているサブユニットの椛

造の差が ßafilomycin と Oligomycinの阻害機構の差となっているのかも知れ

ない。

V-ATPaseはさまざまな細胞内膜系に存在することが知られているが、その

構造が全く同ーなのかあるいは異なるのか、また、何故シナプス小胞の存在

する神経細胞に大量に存在するのか、その組織特異的な発現機構は明かでな

い。この問題を解決する第一歩として、 16 kDaサプユニットの遺伝子が何種

類あるのかを検討した。ヒト染色体ライブラリーを検索した結果、ヒト 16

kDaサブユニットの遺伝子は、偽造伝子を含めて少なくとも 4種類存在するこ

とが示唆された。しかし、これらの遺伝子が発現しているかどうか、さらに

詳細な解析が必要である。また、クローンのアミノ末端およびその上流領域

の配列を決定することでイントロ/エクソンの並び方や、転写調節因子を含



めた組織特異的発現の機構を明かにすることができると考えている。

シナプス小胞の V-ATPase の 72 kDaサブユニットの cDNA配列の一部を決定し、

これまでに配列が決定された他の生物種の 7r 2 kDaサブユニットと相向性が高

いことを示した。とくに、 Glycine-rich sequenceとその下流に存在する G-C

G-E-R-G-N-E-M配列の相同性を高いことが示した。さらに、アミノ末端及び

カルボキシル末端領域の cDNA配列を決定することが必要である。本研究で得

られた cDNAによって、今後、 72 kDaサブユニットに対応する遺伝子の穏類、

構造、組織特異的な発現調節機構等を明らかにするための基礎ができた。

また、遺伝学的な手法が他のほ乳類よりも進んでいるマウスを材料に選んだ

ことにより、今後、 V-ATPaseの性状および機能、さらに細胞内膜系における

酸性化と H+ の電気化学的ポテンシャル差の意義を個体レベルで、また、細胞

生物学的な見地で研究解析するこ とができると考えている。
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