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    学位論文題名
ATP―Induced Catalytic Subunit Interactions in
    Tetraprotomeric Na/K一ATPase

（四量体Na/K―ATPaseのATPにより誘導される

触媒サブユニット間相互作用に関する研究）

学位論文内容の要旨

  細胞の恒常性を維持するためには、細胞内外のイオン濃度を適正に保持することが必

須である。細胞膜を隔てて細胞内部はNa十は低濃度、K゙ は高濃度に保たれており、対照

的に外部はNa十高濃度とK+低濃度となっている。Na/K-ATPaseは、細胞内外のNa+およ

びK+のイオン濃度の維持のために細胞外へNa十を細胞内にK+を能動輸送している。イ

オン濃度勾配に逆らってイオンを輸送することから、本酵素の駆動には高エネルギーリ

ン酸化合物ATPの加水分解が必要であり、1molのATP加水分解と共役して3moIの

Na+を細胞外ヘ、2 moIのK+を細胞内に能動輸送する。Na瓜－ATPaseは、10回の膜貫通

領域を有しATP加水分解の触媒鎖であるQ鎖と1回の膜貫通部位を持つp鎖から構成

されている。Na瓜ーATPaseは、A1ヤ加水分解時にアスパラチルリン酸中間体（EP）を経

由することが大きな特徴の1っであり、胃壁細胞のWK‐ATPaseや筋小胞体Ca‾ATPase

とともにP型ATPaseに分類されている。

  近年、反応速度論的解析や電子顕微鏡観察などの研究から、Na爪‾ATPaseが

Qp‐protomerを機能単位とするホモ二量体あるいは四量体として機能している可能性が

示唆されている。また、リガンド結合の化学量論から、EPはa鎖1molあたり0．5mol

のみ形成し、残り0．5molはその活性中心にATPが結合したB灯Pとなっており、代謝

回転中にEP：EA1甲中間体が存在することが示されている。すなわち本酵素は“halfsite

reactiv吋”と呼べる興味深い性質を示すことが明らかになってきた。これらの点より、

Na瓜‐ATPase反応機構の詳細な理解のためには、多量体構造に基づく新しい反応モデル

の構築が必要である。そこで、本研究では酵素代謝回転中におけるサブユニット間相互

作 用の 理 解と 多 量体 構 造に 基づ く 反応 モ デルの 構築を目的と した。

  多量体モデルの構築のためには、酵素代謝回転中において個々のサブユニットが隣接

サブユニットにおよばす効果を明らかにすることが不可欠である。このため基本構造の

異なる2種の基質である州PPおよびATP共存下でのNa瓜－ATPaseの酵素活性を測定

した。極めて興味深いことに、びPP加水分解（pNPPase）活性は低濃度のATP存在下

ではATPによる阻害を受けず、むしろ加水分解が促進することが明らかとなった。一



方、ATP高濃度存在下においては、pNPPase活性の阻害が観察された。pNPPはATPと

同様EPを経由して加水分解されるため、Na爪－ATPaseが単量体として機能しているの

であればこのようなATPの促進効果は見られない。したがって、活性中心ならびにArP

結合部位はq鎖あたり1個であることを考慮すると、これらの結果は、Na爪‐ATPaSeが

多量体として機能しており、さらにはATPが結合したサブユニットの構造変化が隣接

サブユニットの酵素活性に影響を及ぼしてpNPPase活性の促進を誘導したことを示唆

している。加えて、pNPPとA1、Pの共存下でのATPase活性およびEP量のArP濃度依

存性は、いずれも2相性を示した。この結果は、Na限‐ATPaSeにおいてEP形成量の半

量、すなわち0．25molの矼鎖のりン酸化反応”quartersitereactiviぢ”が存在することを示

し 、 Na瓜 ― ATPaseが 四 量 体 構 造 を と っ て 機 能 す るモ デ ルを 支 持し た 。

  本研究より、Na爪‐ATPaseが四量体構造中の1個のサブュニットへのATPの結合が隣

接サブユニットの酵素活性に影響を及ぼし、サブユニット間の相互作用を行いながら酵

素反応を行うモデルが初めて示された。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名
ATP―Induced Catalytic Subunit Interactions in
    Tetraprotomeric Na/K－ATPase

（四量体Na/KーATPaseのATPにより誘導される

触媒サブユニット間相互作用に関する研究）

  Na/K-ATPaseは、細胞内のNa+およびK+のイオン濃度を調節し細胞の恒常性を維持するた

めに、Na+を細胞外ヘK+を細胞内に能動輸送している。本酵素によるATPの加水分解と共役し

たイオン輸送のメカニズムは、特徴的な反応中間体EPの形成と分解に共役したイオン輸送のモ

デルによって説明されてきた。しかしながら、近年、反応速度論的解析や電子顕微鏡観察などの

研究から、Na/K―ATPaseがapーprotomerを機能単位とするホモ二量体あるいは四量体として

機能している可能性が示唆されている。著者は、酵素代謝回転中におけるサプュニット間相互作

用の理解と多量体構造に基づく反応モデルの構築を目的とし、基本骨格の異なる複数の基質存在

下での、Na/K―ATPaseに対する詳細な速度論的解析および中間体の化学量論分析を行った。

  第一に、pNPPおよびバI、Pの2基質共存下でのNa/K―ATPaseの酵素活性を分析した。その

結果、極めて興味深いことに低濃度のA1、PによってpNPP加水分解（pNPPase）活性が阻害で

はなく、促進されることを発見した。一方、ATP高濃度存在下においては、pNPPase活性の阻

害が見られた。この事実は、Na/KlATPaseの活性中心およびATP結合部位はQ鎖あたり1個で

あることより、Na/K―ATPaseが多量体として機能していることを示している。さらに、ATPの

結合により、サブュニットの構造変化が隣接サブュニットの酵素活性に影響を及ばしてpNPPase

活性の促進を誘導したことを示唆した。

  第二に、著者は、pNPPとAI、Pの共存下でのATPase活性およびEP量のATP濃度依存性が

いずれも2相性であることを示した。この結果は、Na/K―ATPaseにおいて1/2当量しか形成し
ないEP量の半量、すなわち1/4当量のa鎖リン酸化反応が存在することを示し、Na/KーATPase

が四量体構造をユニットとして機能することを示唆した。

  以上、著者は、Na/K―・ATPaseが四量体構造中の1個のサプュニットヘのATPの結合が隣接サ

ブュニットの酵素活性に影響を及ばし、サブュニット間の相互作用を行いながら酵素反応を行う

モデルを初めて提案した。これらの結果は、生物化学、特に膜輸送夕ンパク質の研究領域におけ

る、優れた業績として高く評価される。
  よって著者は、北海道大学博士（理学）の学位を授与される充分な資格を有するものと認める。
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