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論文内容の要旨

【目的】

内在性 ATPase インヒピターは， ミトコンドリア F ， FoATPase へ 1 : 1 のモル比で結合し ATP 分解活性を完

全に問害する。また，亜ミトコンドリア粒子を用いた解析から， ATPase インヒビターはエネルギー依存的に

F ， FoATPase から解離することが知られている。しかし ミトコンドリア脱エネルギ一時における ATPase イン

ヒビターの F ， FoATPase への結合機構は明らかでな~ ìo 我々は既に ATPase インヒビターと共同で作動する 2 種

の蛋白 (9 K 蛋白と 15K 蛋白)を発見しインヒビターを含めたこれらの活性調節因子をそれぞれ欠失したミトコ

ンドリアをもっ変異株酵母を作成している。本研究は，各種変異株酵母から調製したミトコンドリアを用い，脱エネ

ルギ一時における ATPase インヒビターの F，への結合を 9K 蛋白と 15K 蛋白の作用をも含め明らかにしようとす

るものである口

【方法】

(1)ミトコンドリアの ATP 分解反応の測定

ATP 分解速度 (250C ， pH6. 5) は 1 mM  ATP を含むミトコンドリア浮遊液の ATP ， ADP , AMP 濃度の経時

変化を HPLC で定量することにより求めたc

(2) 内在性 ATPase インヒビターの F ， FoATPase への結合

呼吸時および脱エネルギ一時のミトコンドリアを界面活性剤 (CHAPS ， O. 3%) を加えて可溶化し遠心分離

(15, 000 rpm , 10分)後，ゼロオングストロームクロスリンカー (EEDQ ， 1 mM) を加え 10分間 (25
0

C) 反応さ

せた。次に，抗 F ， ATPase 抗体を加え F ， FoATPase を沈澱させ， これを SDS-PAGE に供した後，抗

ATPase インヒビター抗体を用いたウエスタンプロットで分析した。

【成績および考察】

(1)各変異株酵母から調製したミトコンドリアの ATP 分解活性

野生株およびいずれの変異株においても， ミトコンドリアの ATP 合成速度にほとんど差はみられなかった。脱共



役剤添加あるいはパリノマイシンとカリウムイオンの組み合わせによりミトコンドリアを脱共役状態にすると，す

べてのミトコンドリアにおいて強い ATP 分解活性の誘導が観察された。しかし野生株ミトコンドリアにおいて

はその分解活性の誘導は一過性で， ミトコンドリアは l 分以内に ATP 分解活性を示さなくなった。 ATPase イ

ンヒビターを欠失したミトコンドリアではこの分解阻害はみられず，強い ATP 分解が持続した。 9K 蛋白あるい

は15K 蛋白を欠失したミトコンドリアでは分解は阻害されたが，阻害は不完全であり，阻害状態に至る時間も長

くかかった。以上のことは，酸化的リン酸化時には ATPase インヒビターは F ， FoATPase の活性部位から解離

していること，および脱エネルギ一時には ATPase インヒビターは F，に結合して ATP 分解を阻害し， 9K 蛋白

と 15K 蛋白はこの結合を効率よく促進させる役割をもつことを示している。

(2) ATPase インヒビターの結合部位

脱共役状態になったミトコンドリアに CHAPS を加え F ， FoATPase を可溶化させたところ， ATPase 活性を

示さない F ， FoATPase が得られた。一方、呼吸状態のミトコンドリアからは，高い ATP 分解活性をもっ

F ， FoATPase が得られた。これらの F ， FoATPase に EEDQ を加え架橋反応を行わせた後，抗 ATPase インヒ

ビター抗体を用いたウエスタンブロットにより， ATPses インヒビター蛋白の結合サブユニットを検索した。そ

の結果，分子量68kDa と 65kDa の 2 本のバンドが検出された。これら二つのバンドはそれぞれ抗 α ーサブユニッ

トおよび抗 ß-サブユニット抗体と反応することから， ATPase インヒビターは α ーサブユニットと ß-サブユニッ

トの両方に結合することが確認された。 ATPase インヒビターは F ， l 分子に対し 1 分子が結合するので，以上の

ことより，結合部位は α ーサブユニットと β ーサブユニットの境界面であると結論される。

【総括】

ミトコンドリア脱エネルギ一時における ATPase インヒビター， 9K 蛋白， 15K 蛋白の挙動について解析した結

果，

(1)内在性 ATPase インヒビターは， ミトコンドリアの膜ポテンシャルが消失し ATP 合成ができなくなった時，

F ， FoATPase 自体による非生産的な ATP 加水分解を阻害する。

(2) 9 K 蛋白と 15K 蛋白は， ATPase インヒビターの F ， FoATPase への結合を効率よく促進させる。

(3)ATPase インヒビターは，ミトコンドリア脱エネルギ一時に F ， FoATPase の α ーサブユニットと β ーサブユニッ

トの境界面に結合することが明らかとなった。

論文審査の結果の要旨

ミトコンドリアの F ， FoATPase は内在性 ATPase インヒビター， 9K 蛋白および15K 蛋白により活性調節をう

けている。本研究はミトコンドリアの膜ポテンシャルの増減による F ， FoATPase の活性変化に対応して， ATPase 

インヒビターと F，が解離，結合して活性調節を行うことを直接証明したものである。すなわち， ミトコンドリアの

膜ポテンシャルが維持され ATP 合成が進行する状態では ATPase インヒビターは F，から解離しまた膜ポテン

シャル消失時には直接 F，に結合して ATP 分解を停止させることを明らかにすると共に， 9 K , 15K 両蛋白は

ATPase インヒビターの F，への結合を促進することを示した。さらに， ATPase インヒビターは， F ，の α ーおよび

ß-サブユニットの両者と結合することを明確にした。これらの成果は，酸化的リン酸化機構の解明に大きな手がか

りを与えるものであり，学位論文として価値あるものと認められる。


