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第 且章 序論

グラ ム 陽性 の 連鎖球菌属は自然界に広く分布 し､ 病原性細菌である肺炎球菌､ 溶血性連鎖嘩菌

や ヒ トの 正常細菌叢の構成菌種などを含む多様な細菌群で ある (Fig . I) ｡ 連銀球菌属の多くは

高 N ㌔濃度 ､ ア ル カリ条件で は生育できな い が
､

これ らの うち腸球菌は特徴的に耐塩性 ､ 耐ア

ル カ リ性 を示す ｡ 腸球菌は本来高等脊椎動物 の 腸管常在菌で ある ｡ しか し､ 各種抗生物質に対

する耐性菌が多く ､ 特に近年 ､ 日本でもバ ン コ マ イ シ ン 耐性腸球菌 ( V R E) の広が りが懸念さ

れ てお り ､ 院内感染症の原因菌と して注目され て い る o こ の うち の E n t e r o c o c c 2m hi ra e を対象と

して ､ そのイオ ン輸送系に つ い て の 研究を行 っ たo

粗 塗

細胞内 の 恒常性維持は
､ 原核生物から真核生物に至 るま で全て の細胞 にお い て重要 で ある｡ そ

の ため に各種物質の 輸送体 が細胞膜上 に存在 し､ そ の 細胞 内における濃度を巧妙に調節して い

る o K
＋
は細胞内の 主要なカチオ ン であり､ K

＋
取り込み系が複数存在す る 【1] o また ､ 積極的に

N a
＋
を排 出 し､ N ㌔濃度勾配を形成する能動的輸送体が存在 し､ 細胞膜 を介した N a十循環が行

われて い る【2 - 4] o 動物細胞 にお い て ､ N a
＋
排出及び K

＋
取 り込 み は主に N a

＋
収

＋
- A T P a s e に より

行われ ､ 形成される N ㌔濃度勾配は糖など様々 な物質の輸送に利用され る｡ 原核細胞では N ㌔

及び K
＋

の輸送は個別の 輸送系 に より行われて い るo N a
＋排出は能動的排 出系 によ るが ､ 動物細

胞 の それ とは機構が異 なる o 細菌に お ける主要な N a
＋
排 出系 と して は ､ s e c o n d ary N a

＋ d

an tip o rt er が広く分布 して い る 【5] o ある種の 細菌にお い ては ､ 脱炭酸と の 化学的な共役 【6] ､

電子伝達 【7] ､ も しくは A T P 加水分解 【叫こ共役 した pri m a ry な N a
＋
#巨出系も存在す る.

- 方 ､

N a
＋ の細胞内 - の 再取り込み系と して は N a

＋との s e c o n d a ry c o t r a r B P O rt e r が 主要な経路と考えら

れ る 【9] . また､ N a
＋濃度勾配 は A T P 合成 【6]や べ ん毛運動 【1 0] に利用 され る場合もある.

Fig . 2 に腸球菌における N a
＋

,
K

＋
の循環図を示 した [1 1] ｡ E n te r o c o c c 2 m hi r a e は呼吸鎖を持たな

い発酵性細菌で あり ､ H
＋
の 電気化学的勾配は H

＋共役型 F
o
F l

- A T P a s e (F - A T P a s e) により形成

される [1 2] o 本菌には 2 種類の N a
＋排出系 ､ N a p A N a

＋ d aJltip o rt e r [1 3 ,
1 4] 及び N i＋兵役型

Ⅴ- A T P a s e [1 5] が存在するo F - A T P a s e の 至適 p H は p H 6 .5 付近で あるため ､ F I A T P a s e に よ
1

り形成

されるプ ロ トン駆動力は酸性条件が最大で ある 【1 6] . した が っ て
､
N a

＋
/Ⅰナ a rltip o rt er に よる N a

＋

排出は酸性か ら中性条件にお い て行われ ､ ア ル カリ条件 の ように プ ロ ト ン駆動力形成 の 少な い

条件で は ､ 主に N a 十A T P a s e に より N a
＋
が排出される 【1 6] o

一 方 K
十
取り込み系と しては K trI

と K t rII が存在する. K trI は K
＋

, R b
＋を同様 に認識 (K m - 0 .2 m M ) し､ 構成的に発現 して い る

'と

考 えられ る. K t rI による K
＋取 り込み には A T P とプ ロ ト ン駆動力 が必要 とされ [1 7】､ そ の 至適

p H は p H 6 - 6 . 5 で ある [1 8] o

一 方 K l rII は K
＋
に特異的な系で あり ､ そ の K m 値は釣 0 . 5 m M で あ

り ､ 至適 p H は p H 9 - 1 0 である｡ また K trII は プ ロ トン駆動力非依存的な系 で ある 【1 S ,
1 9] . 筆



者ら の グル ー プ は N a
＋
共役型 v - A T P a s e の オ ペ ロ ン遺伝子 ､ n tp オ ペ ロ ン の末端 に存在す る n 申J

遺伝 子が ､ K t rII K
＋
輸送系 の本体で ある こ と を明らか に した (Fig . 3) [2 0] ｡ 呼 オ ペ ロ ン に コ ー

ドされ る N a十A T P a 5 e 及 び N tp J は ア ル カ リ条件で の 生育に必須である こ とがわか っ てお り ､ こ

の ような輸送体が
一

つ の オ ペ ロ ン を形成 して い る ことは
､

そ の発現調節の 面か らも興味深 い
｡

イオ ン輸送性 A T P a s e

生体 の 重要な エ ネル ギ ー 変換系で あるイ オ ン輸送性 A T P as e に つ い ては ､ そ の機能が細胞活動

を大きく左右するた め ､ そ の 反応機構 ､ 阻害剤の 作用機作な どの解明が望まれて い る｡ イオ ン

輸送性 A T P a s e は構 造 ･ 機能 ･ 生化学的性質か ら p 型､
F 型 ､ V 型の 3 種に分類される( T abl e I) .

p -

ty p e A T P a s e は動物細胞形質膜 の N a
＋
瓜

＋
- A T P a s e [2 1] ､ 筋小胞体の C a

2 ＋
- A T P a s e [22] ､ 胃粘膜

細胞 の H
＋
偲

＋
- A T P a s e [2 3] ､ 及び E _ c o li K d p K

＋
輸送系 【2 4] などに代表され るo 反応過程で リン

酸化中間体 ( E - P) を形成す るた めに P -ty pe と呼ばれ ､ α2β2 の 4 畳体として機能すると考えら

れて い る｡

F -ty p e A T P a s e は F
.
F l

- A T P a s e ､ A T P 合成酵素とも呼ばれ ､ ミ ト コ ン ドリア 内膜 ､ 集線体チラ コ

イ ド膜 ､ 細菌細胞膜な どに存在し､ イ オ ン の電気化学的勾配を利用 して Å Ⅳ を合成する 【2 5 ,
ュ句o

こ の 膜を介した エ ネル ギ ー 伝達は M it c h ell の化学浸透圧論 【2 7] により説明され るo 電子伝達系

たよる fr
[
排 出に より ､ H

＋
の 電気化学的勾配 ( A p H

＋ - F A T
-

2 ･3 R T A p H , F : フ ァ ラデ ー 定数 , A w :

膜電位,
R : 気体定数 ,

T : 絶対温度) が形成され る o こ れがプ ロ ト ン駆動力 ( A p
: - A p H

＋/ F -

A v
- Z A p H ) と して 蓄

'
k られ

､
A T P 合成酵素による A T P 合成に利用され るo また ､

A T P 合成酵

素は P
.
F l

- A T P a s e とも呼ばれ る ように ､ 細菌の細胞膜にお い て A T P 加水分解に共役したイ オ ン

輸送 を行う｡ また ､ プ ロ ト ン 駆動力は 汀
卜共役型 の様 々 な物質輸送 ､

べ ん 毛運動などにも利用

され る 【2 8] o F - A J P a s e は 1 9 6 0 年､ R a c k e r らにより酸化的 1) ン酸化の 共役因子 (fa ct o r 1
,
F l)

として ウシ心筋ミ ト コ ン ドリア か ら精製された 【2 9] o E . c oli にお い てもそ の オ ペ ロ ン遺伝子

( a q'
, u n c) がク ロ

ー ニ ン グされ [3 0 ,
3 1] ､ そ の 解析 により F - A T P a s e の サブ ユ ニ ッ ト構造な どが

明らかに された . さらに F - A T ? a s e に つ い て は様々 な生化学的 ･ 分子生物学的研究に より ､ 各

サブ ユ ニ ッ ト の機能やそ の相互作用 ､ 重要な ア ミノ 酸残基に つ い て の研究が進ん でい る 【3 2 ,

3 3] o 詳細に つ い て は第 3 章で述 べ るが ､ F - A T P a s e 反応で は A T P 合成/加水分解が､ 酵素分子中

心軸の 回転を介 してイ オ ン輸送 と共役 して い るょ こ れ は B o y e r が回転触媒説 【3 4 ,
3 5j と して提

唱 したも の だが ､ w alk e r らに よ る F l
- A T P a s e の結晶構造 の 決定 【3 6]や､ 酵素中心軸 (†サブ ユ

ニ ッ ト) の 回転 の 直接観察に より F l
- A T P as e が回転する分子 モ ー

タ
ー で ある こ とが 立証され

【3 7】､ 1 9 9 7 年には B o y e r 並びに W alk e r にノ
ー ベ ル化学賞が授与されて い る. 膜内在性 の F

. 部

分に つ い ても様 々 な生化学的研究及び回転観察 【3 8 4 3] から､ c サブ ユ ニ ッ トが構成す るリン グ

が ､ †サブ ユ ニ ッ トと共 に回転す る ことが分 か っ て い る｡ しか し現在の とこ ろ､ こ の回転がど

の ようにイオ ン輸送と共役 して い る かが大きな疑問と して凍されて い る ｡



V -

t y p e A T P a s e (液胞型 A T P a s e
, V - A T P a s e) は真核生物 の細胞内膜系 ( 酸性小器官) や形質膜な

どに存在し, そ の 内腔も しくは外部環境の 酸性化に より様々 な生理機能を与 える重要なプ ロ ト

ン ポ ンプで ある 【44 -4 6] . 被骨細胞 の 波状膜や内耳に存在す る V - A T P a s e は ､ 近年そ の 機能不全

が骨 の 形成不全 【4 71 やリ ン パ 液の p H バ ラ ン ス の 崩れ に起因す る難聴 【4 S] など､ 様 々 な疾患 に

関連す る ことが明らか に な っ てきて い るo また v - A T P a s e は F - A T P a s e と同様に ､ 細菌の細胞膜

にお い て Å Ⅳ 加水分解に伴うイ オ ン輸送を行う 【8 , 4 9】｡ 現在まで に酵母液胞 を始めとする様 々

なオ ル ガネラか ら Ⅴ- A T P a s e が精製され ､ そ の構造 ･ 生化学的研究が行われてきた 【5 0 - 5 3] ｡

V - A T P a s e は F - A T P a s e と類似 の構造をも つ 多量体酵素であり ､ そ の反応機構は本質的に同 一 で

あると考 えられて い る (F ig . 4) 【4 3 ,
4 5】｡ しか し､ その存在が真核細胞 に限られて い たために

F - A T P a s e に 比 べ そ の 分子機構 の解明が遅れ て お り ､ 反応機構 の 詳細など未解明の部分が多く残

されて い た ｡

塵墜塾 雌 些

E . hi r a e に お けるN a
＋ポ ン プ の存在は1 9 82 年H a r old らにより報告され [8 ,

5 4
, 5 5] ､ そ の疲K akin um a

らに より こ の酵素がN a
＋
輸送性 の V - A T P a s e で ある ことが明らかにされた 【1 6 , 5 6] o

E . hi r a e

N a
＋

- A T P a s e は1 1 の遺伝 子 から構成される 呼 オ ペ ロ ン に コ ー

ドされ るo N a
＋

- A 押 a s e は こ の うち9

つ の遺伝子 が コ ー ドす るサブ ユ ニ ,

i , トにより構成され (F ig s . 3 , 4) 【5 7] ､ 現在n 中座遺伝子 は O R F

で はな い と推測されて い る｡ また､ 本オ ペ ロ ン の発現は細胞内N ㌔及びp H により転写 レ ベ ル で

調節され て い る 【5 8 ,
5 9] o

F - ty p e
,
V - ty p e A T P a s e に よるイ オ ン輸送には ､ 膜内在性F

. , V
｡ 部分の サブ ユ ニ ッ ト (E ･ hir a e

N tp K
6 ? ,

E ･ c oli c
l O . 14) に保存された酸性残基 (E ･ h i r a e N tp K G l u 1 1 3 9 , E ･ c o li c As p

- 6 1 等) が必須

で ある (Fig . 4) [6 0 , 6 1] o こ の 酸性残基は ､ 特異的阻害剤D C C D ( N N
'

-di cy cl o h e x yl c ar b o dii m id e)

の結合部位でもある｡ イオ ン輸送過程 は､
こ の 酸性残基を中心と した結合部位 - の イオ ン結合

に始まり ､ 結合部位か らチ ャネル形成サブ ユ ニ ッ ト ( N tpI ,
a) - の イ オ ン の 受け渡し ､ イ オ ン

の チャ ネル 内通過及び放出 ､ などの段階が連動 したも の である｡ しか しF -ty p e
,
Ⅴ -ty p e A T P a s e

の 多くは 汀
十
共役型で あるた め に

､ 第
一 段階である基質

,

( H
＋
) の 結合を測定する こ とが不可能

で あり ､ イ オ ン輸送反応 の 詳細 に関しては明らか にできて いない
o E . hi r a e V - A T P a s e はN a

＋共役

型で あり , Ⅰナ共役型で は困難な､ その輸送反応に つ い て の速度論的解析が 比扱的容易か つ 詳細

に行える ｡ また ､ 酵素に対するN ㌔の 結合が高親和性 ( & 値約2 叫 M ) で あるため に ､ 放射性

同位 元素 (
22

N ㌔) などを用 い て酵素分子 - の N a十の結合を直接測定する こ とが可能で あり､ こ

の 系 を利用 して野生型酵素 へ の N a
＋
結合の性質が詳細に解析されてきた [6 2] o

本研究で は 坤 オ ペ ロ ン に コ ー ドされる輸送体を対象と し､ まずN tpJ K
＋
輸送系に よるN a

＋
取 り

■

込み の性質及びそ の メ カ ニ ズ ム に つ い て検討 し
､ 続い てN tp A からF に コ ー ドされ るN a

＋
- Å Ⅳ a s e

によるイ オ ン輸送機構 に つ い て の 解析を行 っ た｡
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第 2 草 N 食p J K
＋輸送体による N a

＋輸送及 びそのイオ ン輸送機構

2 - 1 緒言

細胞膜を介した N a
＋
の循環は全て の細胞にお い て行われて い る｡ こ の N a

十

循環は細胞内 の N ㌔濃度

と N a
＋
濃度勾配を維持する役割を果たす

､
能動的な N a

十

排出系により行われて い る 【2 -4] o 動物細胞

で は主に P -

ty p e N a
＋
侃

＋
- A T P a s e により N a

＋# 拙 が行われるが ､ 細菌では N a
＋
排出と K

＋
取り込みは

別 々 の 系で行われており､ s e c o n d a ry N a
＋
/ F L

a rd ip o rt er [5]をはじめ､ A T P 加水分解 [S] ､ 電子伝達

【7]や脱炭酸反応 【6] に共役したp ri m a ry な N a
＋排出系の存在が知られて い るo さらに細胞外に排出さ

れた N a
＋
は ､ N a

＋# 度勾配を消費する様 々 な経路により細胞 内 - 再度流入するQ 主な経路は N a
＋
と

の共輸送体 【9] であるが ､ A T P 合成 [6] ､
べ ん毛運動 【10] などに N a

＋
濃度勾配が使われる例もあるo

腸球菌 E n t e ro c o c c w h ir a e に存在する 2 種類の N a
＋
排出系 のうち､ n Q オ ペ ロ ン によりコ ー ドされる

N a
＋

- A T P a s e は 9 種類のサブ ユ ニ ットから構成される典型的な v - A J P a s e である( 第 1 章 ､ Fig ･ 4)[1 5 ,

5 7] o N a
＋

- A T P a s e は ア ル カリ条件のように ､ プ ロトン駆動力 の形成が限られた条件における重要な N a
＋

排出系である.

一 方 ､ 本菌における N a
＋
濃度勾配 の消費系はほとんど明らかになっ て いない o したが

つ て ､ 本菌で の N a
＋
排出系 の主要な役割は細胞外 - N a

十
を排出し､ K

＋を蓄積するため の 細胞内容

積を作ることだと考えられてきた 【8 ,
63] o

E ･ hi r a e に は 2 種類 の 高親和性 K
＋
取り込 み系 ､ K t rI と K trII が存在する(第 1 章､ Fig . 2) o これらの

K
＋
輸送体 の分子機構 に? い ては明らかでない部分が多い が ､ 坤 オ ペ ロ ン末端 に存在する n q LT 遺伝

子 臥 K trII K
＋
取り込み 系の輸送体をコ ー ドして い る 【2 0] o N tp J tま S a c c h a r o m y c e s c e r e visia e T rkl p ,

T r k 2 p ､ E s ch e ric hia c olt T rk G
,
T rk H ､ T riti c u m a e sti v u m ( w h e at) H K T l などの様 々 な K

＋
輸送体と相

同性を示す【5 7] o これら K
＋
輸送体の共役イオ ン に つ い ては様 々 な解析が行われて い るが ､ そ の分子

機構に つ い ては明らかでない部分が多い ｡ 碑 オ ペ ロ ン の 発現は転写レ ベ ル で細胞内 N a十により調節

されて い ることから､ K trII によ8 K
＋
取り込みには N a

＋
- A T P a s e に より形成されるN a

＋濃度勾配が関与し

て い ると考えられる｡

本章では ､ N tpT のイオ ン輸送機構を解明する目的で ､ N tp J を介するN a
＋
透過の 有無 ､ 及 びそのメカ ニ

ズ ム ､ さらに関連する K
＋
取り込み系 に つ い て の解析を行 っ た｡

2 -2 方法

使用菌株 ･ 培地

腸球菌 E n te T10 C O C C W hi r a e 野生株 A T C C 9 7 9 0

9 7 9 0 を親株とした以下 の変異株を使用した｡

J E M 2 ; n 申′遺伝子を エ リス ロ マ イシ ン耐性遺伝子 の挿入により破壊した n 申丁遺伝子破壊株 [2 0]

N a kl ; N a
'

- A T P a s e 欠損株 【6 4]

細胞は 3 7
o

C ､ 栄養培地中で静置培養した 【1 9】｡

1 0



N a v y (1 % B a ct o try pt o n e , 0 ･5 % B a ct o Y e a st E x tr a ct , 1 % gl u c o s e
, an d O ･8 5 % N a2 H P O 4)

N a T Y の N a
＋

, K
＋
濃度はそれぞれ ､ 1 2 0 m M 及び 1 5 m M であるo

K T Y ( 1 % B a ct o try p t o n e
,
0

･5 % B a ct o Y e a st E x t r a ct , 1 % gl u c o s e
,
a n d l % K 2 H P O 4)

K T Y の N a
＋

,
K

＋
濃度はそれぞれ ､ 1 5 m M 及び 1 2 0 m M であるo

M 1 7 ( B a ct o M 1 7 B R O T H d eh y d r at e d 3 ･7 3 g , 2 0 % l a ct o s e 2 5 mi i n l ･O lit e r)[6 5]

必要に応じて
､ Y e a st E x t r a ct を 0 ･0 2 5 % とした ､ 低 K

＋
濃度 N a T Y (r n N a T Y) を使用した｡ m N a T Y の K

＋

濃度は約 1 m M 以下である【6 6】｡

必要に応じて培地 の p H を N a 2 C O 3 添加により約 p H I O に調整したo

J E M 2 の 培養に際して は 1 0 Llg/ mi の エリス ロ マ イシ ン
､ JE M 2 形質転換株 の培養時には 1 0 p g/ mi の エ

リス ロ マ イシン
､
5 p g/ m l の クロ ラム フ ェ ニ コ ー

ルを添加したo

寒 天培地の作製には 1 ･5 % の寒天末を加えた ｡ 細胞 の生育は O D - 5 4 0 n m にて測定した ｡

蛙邑! 里 迦 些獲真

wi ld - ty p e の n Q J 遺伝子を含む プラスミドとして ､ E ･ c oI'
･

- B ･ s u b tiZis シ ャトル ベ クタ
ー

p H Y 3 0 0 P L K

( T A 監A R A B I O r N C
･) の B glII sit e に ､ p K A Z 1 3 2 [2 0]の B glII

- B glT) 2 .2 k b p フ ラグメントを挿入した

p L K 1 3 2 を作製したo s e q u e n cin g によりテトラサイクリン 耐性遺伝子 の 下流に n 砂J 遺伝子が挿入されて

い ることを確認した o

遊佐整 地

部位特異的変異導入は ､ 変異( 下線部) を含ん だプライ マ ー を用 いた p c R 法によっ て行 っ た｡ 用い た

プライ マ
ー

は以下に示した ｡

nt p J
- G 2 7 6 A : 5

'
- G A A C A G C A G ⊆基 T A T T A C T C T A T T O A T T A T T T A C A G A T G A G T C A T G C _ 3

,

nt p J
- E 3 8 3 Q : 5

'
- A T T G C G T T T ⊆A A G T C T T T T C C G C T T T T G G G -3

1

星塵 監 些塵室転換

S oli o z らの方駄を参考に行 っ た [6 5] o M 1 7 培地 1 0 0 m l 中ヤ ー 晩培養後 ､ 集菌した細胞を5 0 0 mi の

滅菌水で 2 回洗浄し､ 最終的に 1 ･ 0 mi の滅菌水に懸濁した細胞(1 × 1 0
10

c ells/ m l) を c o m p e t占nt c ell

として使用した｡ c o m p et e n t c ell は - 8 0 0 c で保存可能であり､ 解凍後に滅菌水で 2 回洗浄して使用した｡

c o m p e t e I止 c el1 6 0 pl に1 - 3 n g の プラスミドD N A を加えてよく混合したものをo .1 c m キ ュ ベ ットに入れ ､

G e n e P uls er(B i o R a d) で パ ル ス(1 ･4 k V
,
3 0 0 0 n

,
2 5 0 p F) をか けた o 直ちに M 1 7 培地を3 0 0 p l 加え, 3 7

o C で 2 ･5 時間以上イン キ ュ べ -

シ ョン した後 ､ 薬剤 耐性に応じた抗生物質を含む K T Y 寒天培地に

3 0 0 pl 全 て塗布 し ､ 3 7
0
c でイシキ ュ べ -

シ ョ ン した ｡ こ の 条件で の 形質転換 効率 は 約 10
5

t r an s f o r m a nt s/ p g D N A である.

ll



@

プラスミド D N A の 調製は F r er e の 方法を参考にした 【6 7] o O ･5 % gly cin e を含む K T Y 培地で
一

晩培養､

集菌し､ s ol u ti o n A (5 0 m M T ri s - H C l
,
0 ･ 1 M gl u c o s e , 1 0 m M E D T A , p H 8 .0) に懸濁した後 ､ グラス ビ ー

ズを適量加えて v o rt e x m i x er で 1 - 2 分間よく混合した. そ の後は E . c d i と同様にア ル カリ法でプラスミ

ドの抽出を行 っ た｡

塵道道堕聖艶塞

< K
＋
取り込 み活性 の測定> 対数増殖期 で集菌した細胞を､ 2

,
4 - di 血 o p b e n ol を用い て N a十負荷細胞

とし[1 7】､ 約 I m g/ m l となるように 0 ･ 1 M N a十2 -( cy cl o h e x yl a m in e) et h an es ulf o ni c a cid ( C H E S; p H 1 0) に

懸濁したo 懸濁液 に 1 0 血 M gl u c o s e を加えて 1 0 分間イン キ ュ ベ - 卜した後 ､ 2 m M K C l 添加 により反

応を開始 したo サン プ ル( 0 ･ 3 mi ) は各時点で N u cl e o p or e p oly c ar b o n at e fllt er ( p o r e si z e
,
0 .4 Lu n ;

C o st a r S ci e n tifi c C o ･

,
C a m b ri d g e , M a s s ･) を用い てろ過し､ 2 血M M g S O 4 で 2 回洗浄した｡ 細胞内 K

＋

含量は ､ フィル タ
ー 上に捕集した細胞から= ot T C A 処理で抽出後 ､ 原子吸光陰により定量した｡

< R b
＋
取り込み活性 の測定> 8 6 R b

＋
の取り込 み活性は ､ K

＋
取り込 み の場合と同様 に細胞懸濁液を調

整し､ 各濃度の 8 6 R b C l(0 3 7 M B q/ 批 ol) を添加して反応を開始した o 各時点でサン プ ル を c ell ul o s e

a c et at e m e m b r an e filt e r( p o r e siz e
,
0 ･4 5 p m ; T oy o R o s hi C o .

,
T o k y o , J a p an ) を用い てろ過し､

2 m M

M g S O 4 で洗浄したo 細胞内の 8 6 R b
＋
放射活性を液体シン チ レ ー シ ョン カウンタ

ー

で測定したo

< D o w n hi11 の N a
＋
取り込み括性 の測定> 2

,
4 - dinitr op h e n ol 法により K

＋
負荷細胞を作製し

､
5 m g/ mi と

なるように 2 m M M g S O 4 に懸濁したo N ㌔
･

取り込 みは ､ 0 .2 m l の細胞懸濁液を 2 m l の 各種 バ ッ フ ァ
ー

に加えることにより開始したo K
＋
取り込 み の場合と同様にサンプルを採取し､ 各時点で の細胞内 N a

＋

含量を原 子吸光法により定量した｡

< 膜電位依存性 の N a
＋

,
L i

＋
取り込み活性 の測定> 2

,
4 -di nit r o p h e n ol 法によりK

十
負荷細胞を作製し､

バ ッ フ ァ
ー (5 0 m M N - m et hy lgl u c a mi n e - C H E S , 2 m M M g S O 4 , P H 1 0) に 0 ･8 m g/ mi になるように懸濁し

たo 懸濁液に 2 m M N a C l( L iC l) を添加し､ 5 分後に 3 0 p M v ali n o m y ci n の添加 に
.
a: り反応を開始した｡

K
＋
取り込み の場合と同様にサン プ ルを採取し､ 各時点で の N a

＋
, Li

＋
細胞内含量を原子吸光法により

定量した｡

塵墨昼型塾塞

膜電位 の形成壮 ､ 3
,
3

'
-dih e x yl o x a c a rb o cy a mi n e i o did e [ D i O C 6(3)] の蛍光ク エ ン チ ングにより測定した

【6 8 ,
69] o N a T Y p H I O で培養後 ､ N a

' を負荷し､
バ ッフ ァ

ー (0 ･ 1 M N a
＋

- C H E S
,
2 m M M g S O 4 , P H 1 0)

に 0 ･5 m g p r ot ei n / m l となるように懸濁し
､
1 p M D iO C 6(3) を添加 して 2 5 0 c ､ 1 0 分間インキ ュ ベ ー シ ョ

ン した o 蛍光強度を励起波長4 7 0 n m ､ 蛍光波長 5 1 0 n m で モ ニ タ
ー

した( m o d el M P F -4 ; H it a chi C o .) .

形成された膜電位は ､ 3 0 J⊥M v ali n o m y ci n 存在下で の K
＋

､ R b
＋
の分布平衡から箕出した 【6 9] .

1 2



塵盆整聖週整

細胞膜分画の調整は M t m t a らの方法 【5 4 ,
71] に従 っ た o N a T Y もしくは N a T Y ＋0 .2 M N a C l 培地中で

対数増殖後期まで培養し､ 集菌した細胞を2 m M M g S O 4 で 2 回洗浄後 ､ o ･1 g w et w e 柵 / m l となる

ように 2 m M M g S O 4 / 0 ･5 M gly cy lgly ci n e - K O H ( p H 7 ･2) に懸落したo N - A c ety l m u r a mi d a s e S G

( S E I 払 G A K U C o l

, T o k y o) を終濃度2 0 p d mi で添加し､ 3 7 0 c で 1 0 - 2 0 分間インキ ュ べ - シ ョン した o

1 4 ,0 0 0 rp m ､ 2 0 分 ､ 4 O c の 遠心後､ 沈殿に 1/8 v ol u m e の b uffe r A (5 0 m M Tris - H Cl , 5 r n M = g C12 ,

1 0 % g ly c er ol
,
2 0 p M F U T 1 7 5 [7 2] ,

1 m M P
-

m er c a pt o eth an ol
, p H 7 ･5) 及 び 1 0 帽/ m l D N a s eI を加え､

氷上でよくホ モ ジネ - 卜し､ F r e n ch P r es s (1 0
,
0 0 0 p si X 3) により細胞を破砕したo B u ff er A

,

(0 % gl y c e r ol

b u q e r A ) を等量加え､ 1 4
,0 0 0 rp m ､ 2 0 分 ､ 4 0 c の遠心後 ､ 上清を5 0 ,0 0 0 r p m ( 約 1 0 0 ,0 0 0 × g) ､ 6 0 分､

4 0 c で遠心して膜分 画を沈殿させたo これをb u q er A A
,

(5 % gly c e r ol) で 2 回洗浄後 ､ 適量 の b u fFe , A

に懸濁し､
-8 0 0 c で保存した

.

塵 釦 迦包艶

60 0 pl の反応系で測定したo 2 0 m M T ri s - H C l( p H S ･ 8) に各濃度の N a C l ､ 2 m M M g S O 4 ､ 膜分画を加

えた後 ､ o ･5 m M D C C D を添加して3 7 0
c で5 分間インキ ュ ベ ー ショ ン した o 続い て2 血M A T P - 廿is(p H

< 6 ･ 9) を加え ､ 1 0 - 3 0 分後に 1 0 % S D S 4 00 p l を添加して反応を停止させた(t ot al 1 .0 mi となる) . ここ

に Pi - r e ag e n t(F e s o 4
･ 7 H 2 0 1 g , A m - M o s ol u ti o n 2 m l i n 2 0 m l) ( A m - M o s ol uti o n; a mm o ni u m

m o ly b d at e 8 g di s s ol v e d i n 1 0 N H 2 S O 4 5 0 mi ) を 5 0 0 pl 加えて 3 7 0
c で 3 0 秒インキ ュ

ベ ー シ ョン し､

生成した無機リン酸 -

モ リブデン酸錯体を 7 4 0 n m にお ける吸光度により比色定量した｡ 標準液 には

1 0 m M K H 2 P O 4 を用いた [73] o

豊里塾

生育中の細胞 の細胞 内 N a
＋

, K
＋
濃度の定量は以下 の方法で行 っ た 【74] o 対数中期の細胞をフ ィル

タ
ー

[ N u cl e o p o r e p oly c a rb o n at e Blt e r(p o r e si z e
, 0 ･4 p m ; C o st a r S ci e n tifi c C o l , C a m b rid g e

,
M a s s .)] 上

に集菌し
､
2 m M M g S O 4 で 2 回洗浄後､ H ot T C A で細胞内イオ ンを抽 出し､ 原子吸光法で定量した｡

E ･ hir a e 9 7 9 0 及 び J E M 2 の 細胞内容積は ､ [
1 4 c】i n uli n [7d] を用 い て測定したところそれぞれ 2 .0 pl

及 び 2 ･1 pl であ っ たo イオ ン の細胞内濃度の 計算に は これらの値を使用したo タン パ ク質恵量は

L o w ry ら【7 5] ､ S D S ポリアクリル アミド電気泳動は L a err m li の方法 【7 6] に従 っ て行 っ た｡ w est e rn

bl otti n g は N i els e n らの方法 【7 7] により行 い
､ タン パ ク質の検出には alk ali n e p h o sp h at a s e - c o nj u g at e d

g o at arlti ･ r abbit Ig G s y st e m を使用した.

86 R b Cl は N E N Li fe S ci e n c e P r o d u ct s , I n c ･ より購入した. D i O C 6( 3) は Sig m a - A ld ric h C o . より購入したo

その他の試薬は全て特級を用 いた ｡
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2 - 3 結果

E . h i T a e N t p J K
＋
輸送体による N a

＋輸送及 びそのイオ ン輸送機構

2 - 3 -1 K
'

取り込み に対するバリノ マ イシ ン の影響

ア ル カリ条件下 ､
2 m M K C l 添加 により観察されるグル コ ー

ス 依存性の R
＋
取り込 み活性 は ､ K t rII によ

る K
＋取り込 み活性である [1 9] o 野生株 A T C C 9 7 9 0 では 2 m M K C l 添加により K trII による K

＋取り込

み活性が観察される(F ig ･ 5 A ) ｡ 低濃度の バリノ マ イシ ンはそ の条件で形成されて い る膜電位の指標と

なることから【6 9 L バリノ マ イシ ンを添加したところ 9 7 9 0 による K
＋
取り込みは強く阻害された(Fig . 5 A ) o

こ の ことから､ 以前に指摘され て いた通り､ K t rII によるK
＋
取り込みが膜電位に依存した mi p o rt ではな

い ことがわかる【1 6] o

一 方 ､ N tpJ 欠損株 J E M 2 にお い ては
､ 同条件下 K trll による K

＋取り込みは観察

されない o しかし､
バリノ マ イシ ン添加 により､ 野生株とは異なり顕著な K

＋
取り込みが観察された(F ig .

5 B ) o こ のときの J E M 2 における K
＋
蓄積量は親株 の約 1 0 倍であっ た.

また ､ 低 K
＋
濃度(1 m M K

＋以下) ､ 高 N a
＋
濃度における9 7 9 0 及び J E M 2 の生育に対する バリノ マ イシ

ン の影響を調 べ た( d at a n ot s h o w n) o 野生株 9 7 9 0 は
､ p H I O にお い ても中性条件とほ ぼ同様 の 生育

速度で 生育する. 9 7 9 0 の 生育は
､
K

＋
取り込み活性と同様に バリノ マ イシ ン添加 により阻害された o こ

れに対して ､ J E M 2 は ア ル カリ条件下低 K
＋
濃度培地では生育できない ｡ しかし､ K

＋取り込み活性と同

様 に ､
バリノ マ イシ ン 添加 によりJ E M 2 の生育が回復したo これらの結果は ､ J E M 2 にお ける膜電位の過

形成を示唆して いるo また､
バリノ マ イシ ン非存在下にお い ても､ 2 0 m M 程度の K C l 添加 によりJ E M 2

の 低 K
＋
濃度培地で の生育が 回復する. こ のときの J E M 2 の細胞内 K

＋
含量は培地中の K

＋濃度よりも

高く､ 何らか の低親和性 K
＋取り込み系が機能して い ると考えられる. この 点に つ い ては 2 - 3 _ 5 以降に

述 べ る｡

2 - 3 - 2 J E M 2 における膜電位 の過分極

野生株 ､ J E M 2 で の膜電位の形成を蛍光試薬 D i O C 6( 3)を用い て観察した(Fig . 6) . N a
＋
を負荷した野

生株 ､ J E M 2 それぞれ の細胞を N a
＋バ ッフ ァ

ー

に懸濁し､ Di O C 6(3) を平衡化後 ､ グル コ ー

ス 添加によ

る蛍光強度の変化を測定した ｡ 野生株ではグル コ ー

ス依存的に蛍光ク エ ンチ ングが観察され ､

･ こ のク

エ ン チ ングは バリノ マ イシ ン 添加により影響を受けず ､
バリノウ イシ ン に続い て 1 0 m M K C l を療加する

ことにより抑制された(Fig . 6 A , l e允) o グル コ ー ス依存性の蛍光ク エ ンチ ングは J E M 2 にお い てより顕著

であり､ これは野生株 同様 バリノ マ イシ ン添加に引き続くK Cl 添加により抑制された(Fig . 6 B , l e ft) o 転

生株とJ E M 2 の細胞 内容積は 同程度であるの で ､ この結果はJ E M 2 にお い て野生株よりも高い膜電位

が形成されて い ることを支持して い るo また野生株にお い ては ､ K Cl の みを添加しても蛍光ク エ ン チ ン

グの抑制が観察された( Fig . 6 A , rig b土) o こ の ことは N tp J が el e ctr o g e mi c な K
十
輸送を行うことを示唆し

て い るo しかし､ J E M 2 におい ては K Cl の みを添加した場合の ク エ ンチングの抑制は非常に遅く､ K C l

に続い て バリノ マ イシ ンを添加することにより蛍光強度がほぼ完全に回復した(F ig . 6 B , rig ht) . J E M 2

におい ては バリノ マ イシ ン の存在により K
＋
の影響が大きくな っ て い ると言える｡

一 方 ､ N a
＋

- A T P a s e 欠

1 4



損株 である N a k l [6 4] にお い て はグル コ ー

ス 依存的な蛍光ク エ ン チ ングは観察されず(F ig . 6 C) ､ E .

hi r a e に お い て ､ ア ル カリ条件では主に N a
＋

- A T P a s e による el e ct r o g e ni c な N a
＋
#F 出により膜電位が形

成されることが 示された｡

野生株 ､ J E M 2 にお い て形成された膜電位 の大きさを
､
バリノ マ イシ ン存在下で の K

＋
, R b

＋
の 蓄積量か

ら算出した [6 9] o
バリノ マ イシ ン 存在下､ 様 々 な濃度の K C l 添加 による K

＋
蓄積量を調 べ たところ ､ 1 0

m M 以上 の K C I 添加 で は膜電位の 形成が抑制された(d ぬ n ot s b o - ) ｡ よっ て､ 高濃度 K Cl 存在下

で の K
＋
蓄積量は形成された膜電位を反映して い ないと考えられる. これ はおそらく､ ドナ ン の 膜平衡

に基づ いた細胞内電荷の消費の ために K
＋
が取り込まれたことが原因と考えられる｡ した が っ て､ 膜電

位に対する K
＋
の影響が ほとんどないと考えられる

､
0 ･5 m M K C l 以下 の 点をも っ て膜電位の算出を行

つ たo そ の結果 ､ K
＋
蓄積量から算出した膜電位は野生株 ､ J E M 2 それぞれ ､

-

1 1 S j= 1 m V 及 び
-

1 6 0 ±2 m V であっ た o R b
＋
の蓄積量から算出した膜電位はそれぞれ -

1 1 5 m V 及 び - 1 6 5 m V であり､

K
＋
による結果とほ ぼ 一

致したo また ､ 蛍光強度から見積も っ た膜電位 の大きさはそれぞれ -

1 1 0 m V

及び - 1 5 0 m V で あっ た 【6 8 , 6 9] o これらの結果から､ N q )J の欠失によりア ル カリ条件 下 E . hi r a e の膜

電位が過分極して い ることが明らかになっ た｡

2 -3 -3 N t pJ を介した N a
＋
透過に つ い て

J E M 2 の膜電位 の過分極 は､ N a
' バ ッ フ ァ

ー

中で ､ N a
'

- A T P a s e による膜電位の形成が行われて い る

条件で観察された o そ の ため過分極 の原因としては ､ N ㌔- Å Ⅳ a s e の活性変化 ､ もしくは細胞膜 の N ㌔

に対する透過性 の 変虹 あるい はそ の 両方が考えられるo 膜分画 の N a
'
依存性 A T P カ口水分解活性は

9 7 9 0 ､ J E M 2 それぞれ ､
JO ･1 4 及び o ･ 1 4 p m o u m i n/ m g p r ot ei n であっ たo さらに ､ c ell 1y s at e を用いた

w e st e rn bl otti ng の結果から､ 南棟 の A T P a s e 発現量にはほとん ど差は認められなか っ たo また､

N a七 A T P a s e による el e ct r o g e ni c な N a
＋
排 出に つ い てもほとんど変化がなか っ たo よっ て ､ N a

＋
- A T P a s e

活性 の変動 は J E M 2 における膜電位の過分極にほとんど関与して いないと考えられる｡

次に
､
J E M 2 にお ける N a

＋
膜透過性 の変化に つ い て検討した｡ N tp J t3: K trII K

＋
輸送体による K

＋
取り

込み の本体であるが【2 0】､
この系を介した N ㌔など他 のイオン の動きに 関しては不 明である｡ そ こで ､

野生株 9 7 9 0 及 び J E M 2 の p H I O における N a
'
輸送に つ いそ検討したo まず ､ K

＋
負荷した細胞を各

濃度の N a
＋
を含むバ ッ フ ァ

ー

に懸濁し､ 濃度勾配にしたが っ た受動的な N a
＋流入 に つ い て調 べ た｡ 野

生株とJ E 血 両株におい て N a
'
の流入は バッ フ ァ

ー

の N a
'
濃度に依存し､ 2 0 0 m M N a

.
のときの N a

.

流入速度は両株ともに約 2 n m o u mi rJ m g p r o t ei n であ っ た(d at a n ot s h o wn ) c

続 い て濃度勾配に逆らっ た ､ u p hill の N a
＋
流入 に つ い て検討した(F ig ･ 7) o N - m et h ylgl u c a mi n e バ ッフ

ァ
ー

に懸濁した K
＋
負荷細胞に､

バリノマ イシ ン添加 により膜電位(in sid e n eg a ti v e) を人 工 的に負荷し､

膜電位依存性 の N a
'
取り込みを見たo 腐生株 9 7 9 0 にお い て 臥 膜電位負荷により3 5 n m o y m i n/ m g

p r ot ei n と､ d o w n hi11 の壕合よりも高い活性が観察され ､ st e ady
- st a t e にお い ては約 1 0 0 倍 の N a

＋
濃度

勾配 が 形 成され て い た ( Fig ･ 7 A ) . こ の 膜 電 位 依存性 の N a
＋
取り込 み の 初 速 に 対 して
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L i n e w e a v e r - B u r k pl ot s をとると直線となり､ N a
＋
に対する K m 値は約 1 ･ 3 m M であっ た(F ig . 8) o

一 方 ､

J E M 2 では膜電位負荷による N a
＋
取り込み は観察されなか っ た(F ig . 7 B) ｡ また , J E M 2 に野生型 の

n p J 遺伝子を含むプラスミド( p L K 1 3 2) を導入 した株では ､ 膜電位依存性 の N a十取り込み活性が回復

した(F ig ･ 7 C) o 以上 の結果から､ N tp J が膜電位に依存した N a
＋
透過に関与して い ることが明らかとな

つ た o それと同時に
､

n 射 通伝子破壊株 にお ける膜電位 の過分極には ､ N tp J K
十
輸送体を介した N a

.

流入 の減少が関与して い ることが示唆された｡

2 - 3 - 4 N a
＋

, K
＋
取り込 み に対する N tp J 変異 の影響

19 9 7 年 に M a cki n o n n らに よ り放線菌の K
＋
チ ャ ネル ( K c s A ) の 結晶構造が提出され [78] ､ イ オ

ン チ ャネル の輸送機構 の 研究は構造面から大きく進展 した. N tP に類似 した K
＋
輸送体は生物

界に広く分布す るが
､ これら輸送体は 2 つ の 膜貫通部位と､ それ を連結する ル

ー

プか らなる領

域が 4 回線り返された構造をとると考えられて い る (Fig ･ 9) 【79 - 8 1】｡ そ の 中でもイ オ ン透過に

関わ ると考えられ る部分は ､ K c s A の イオ ン透過 ポア (P -l o o p) と比 較的類似性 が高い [$2] o 他

の K ＋
輸送体と の 比較か らイ オ ン輸送に関わると推定される N tp J の ア ミノ酸残基に つ

'
い て変異

体を作製し､ そ の活性を測定 した o そ の結果 ､ G 2 7 6 A 変異体では K
＋
取り込み活性が N tpJ 欠損

株 と同程度にまで低下 し､ こ の 残基 は K
＋
輸送 に関与する こ とが示 唆された(F ig . 1 0 B) .

一 方 ､

E 3 8 3 q 変異体にお い て は ､ 膜電位依存性 の N ㌦取 り込 み活性が野生型 の約 4 0 % に低下 した(Fig .

1 0 A ) o こ の残基 の 変異は低 K
＋濃度培地で の 生育に ほとん ど影響 しなか っ た ことか ら､ G lu _ 3 8 3

は N a
＋
輸送 にの み 関わる可能性が考えられ るo T ri h

･

c 2 m a e S b
･

v u m 鑑 T l や Tlb ri o algi n o[y b
･

c ILT K tr B

にお い ても､ これらに相当する残基 がイ オ ン輸送に関わるとの報告が ある 【8 3 ,
84】｡

E . h E
'

tTa e 低親和性 ‡汁輸送系の 性質

2 -3 -5 ア ル カリ条件における E . hi r a e の生育に対する K
＋

, R b
＋
濃度の影響

K trII 活性欠損株 J E M 2 の低 K
＋
濃度培地にお ける生育が数 1 0 m M の K Cl 添加 により回復すること

から､ E ･ hi r a e には低親和性 の K
＋取り込み系が存在すると考えられる｡ 2 つ の高親和性 K

＋
取り込み系

( K t rI
, K trII) 欠損株 ､ J E M K l [6 6]を用 い て ､ ア ル カ1) 条件下 ､ 低 K

＋
濃度培地(血N a T Y; N a

＋
紹 0 0 r n M

,

K
＋
≦1 m M ) における生育を調 べ た o 野生株 97 9 0 は こ の ような培地にお い ても生育速度o .3 5 h

-1
で生育

するo 低濃度(1 -5 r n M ) の K C l もしくは R b C l にお い ては ､ 野生株の生育は R b Cl よりも K C l 添加によ

り促進された(Fig ･ l l A ) ｡ これは ､ 低 K
＋
濃度､ ア ル カリ条件では ､ K ＋を特異的に認識する K trII が主

に機能して い ることを示唆して い るo 高濃度(1 0 , 2 0 m M ) にお い ては ､ 野生株 の生育は K C l
,
R b Cl によ

り同程度に促進されたo

一 方 J E M K l は K trII 活性が欠損して い るため ､ アル カリ条件下低濃度の K C l

または R b C l による生育の促進はほとんど観察されな い o しかし高濃度にお い ては ､ J E M K l の 生育が

K C l
, R b Cl 添加により顕著に促進された(Fig . l l B ) o こ のときの細胞内 K

＋
,
R b

＋
含量は 8 50 m M 及 び

6 0 0 m M であり､ K
＋

, R b
＋
を取り込む低親和性 の系が機能してい ることが示唆されたo
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2 -3 -6 p壬1 1 0 にお ける低親和性 の K
＋取り込み

Fig ･ 1 2 に p H I O にお ける K
'
取り込み活性を示 したo 当初 ､ K t rI

, K trII 二 重欠損株であるJ E M K l にお

い ては K
＋取り込 み活性が完全に消失して いると考えて い たo J E M K l で 臥 至適 p H が p H 6 - 6

.5 であ

る K trI 活性が部分的に残存して い るが､ p H I O にお い ては この部分括性も観察されない 【1 8 ,
1 9] n し

かし､ 2 0 m M K C l 添加 により顕著なグル コ
ー

ス 依存性 の K
十
取り込み 活性が観察され(F ig . 1 2 B) ､ 形

成された K
＋
の濃度勾配は 5 0 倍であっ たo K

＋
取り込み の初速に対して Li n e w e a v e r - B ur k pl ot s をとると

直線となり､ K
＋
に対する 血 値 は約 2 0 m M ､ V m a 又 は 1 ･6 p m o u m i n/ m g p r ot ei n であっ た(F ig . 1 2 D ) o

野生株 9 7 9 0 にお い ては ､ 2 m M
,
2 0 m M K C l 添加 時 の K

'
蓄積量にほとんど差はなか っ たが ､ 初速は

わず か に 2 0 rn M K C l 添 加 時 の 方が 高か っ た ( F ig ･ 1 2 A ) o K
＋
取り込 み の 初速 に対 して

L i n e w e a v e r - B u rk pl ot s をとると明確に 二相性であり(F ig ･ 1 2 C) ､
こ の条件で の野生株 の K

＋
取り込 みに

は ､ K m 値 o ･ 5 血 M ､ V m a x O ･5 6 p m o u m i n/ m g p r ot ei n と､ K m 値 2 0 m M ､ V m a x O ･ 6 7 p m ol 血in / m g

p r ot ei n の 2 種 の成分が関わ っ て い ることが示 唆されたo K m 値 o ･ 5 m M の成分は おそらく K t rII の活性

であると考えられるo これらの結果から､ ア ルカリ条件下､ E ･ hi r a e に は K t ,I , K i rII に依存しない
､ 高活

性 ･ 低親和性 の K
＋
取り込み系が存在することが示唆された.

さらに ､ J E M K l にお い て､ 2 0 m M R b C l 添加により顕著なR b
'
蓄積が観察された(Fig . 1 3 A ) o この R b

.

の取り込 みは K
＋もしくは C s

＋
により阻害されたが､ c s

＋
の阻害効果は K

＋
に比較して弱いもの であっ たo

8 6 R b
＋
取り込 み の 初速に対する L in e w e a v er - B ur k pl o t s をとると直線となり､ K m 値は約 4 0 m M ､ V m a x

は 0 ･5 p m o u mi n/ m g p r ot ei n であっ たo K
＋
は Ei 値約 2 0 m M で R b

＋取り込みを競合的に阻害した( Fig .

1 3 B) o こ の R b
＋

,
K

＋
取り込 みに バ ッフ ァ

ー 中の N a
＋
濃度は影響しなか っ たため ､ こ の系のイオ ン特異

性 は K
＋ > R b

＋
> C s

＋
であることが示唆されたo しか し､ K

＋
に対する親和性が非常に低いため ､ この 系

の 生理的条件で の 基質は K
＋
で はない 可能性もあるo 実際に ､ 酵母 の変異グル コ ー

ス輸送体 [8 5] や

コリン輸送体 [8 6]が K
＋
輸送を仲介するという報告もあるo しかし､ 2 0 m M K C l 添加 による K

＋
取り込 み

は ､ それぞれ 2 0 m M の c h oli n e c hl o rid e
,

arr m o ni um chl o rid e
,

L -1y si n e chl o ri d e , b et ain e c hlo rid e ,

C a C 12 による阻害をほとんど受けなか っ たo また､
バ ッフ ァ

-

から M g
2 ＋

を除いた場合にお い ても､ K
＋

取り込みに影響はなか っ た｡

2 - 4 考察

本章で 臥 E ･ hi r a e に おけるア ル カリ条件での N a
＋

, K
＋の循環に つ い て の検討を行 っ た(Fig . 1 4) 0 E .

h ir a e E r
r

- A T P a s e 欠損株にお い て ､
ア ル カリ条件下 T P P

'
の 蓄積から膜電位の形成があること､ また ､

ア ル カリ条件にお ける膜電位 の形成には ､ 細胞内 N a
＋
の存在が必要であることがわか っ て いた [8 7] ｡

本章で ､ N a
＋

- A m a s e 欠損株では ア ル カリ条件下膜電位の形成が起こらない ことを示した(Fig . 6 C) o し

たが っ て E ･ hi r a e に お い ては ､ N a
＋

- A T P a s e による N a
＋
# 拙 が ア ル カリ条件における膜電位形成 の主
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要な経路であるo また､ K t rII による K
＋
取り込み には N a

＋
濃度勾配が関与して い ることが推定されてい

た [2 0] o そ の理由として ､ i) K t rII K
＋
取り込み系の構成成分である N tpJ が

､
N a

＋
- A T P a s e をコ ー ドする

坤 オ ペ ロ ンの 末端に存在して い る 【5 7] o ii) K trII K
＋
取り込み系は ､ N a

＋
- A T P a s e と同様に高 N a

＋
濃

度もしくはア ル カリ条件にお い て 機能して い る 【74] . の 2 点があげられるo 筆者らは ､ N a
＋

- A T P a s e によ

り形成される膜電位が n tp J 遺伝子破壊株にお い て過分極しており､ N t 〆欠損株では膜電位依存性の

N a
＋
取り込みが観察されない ことを見出した(Fig s ･ 5 - 7) o E ･ hi r a e にお ける膜電位依存性の N a

＋取り込

み活性はすでにそ の 存在が 示唆されて いたが 【5 4] ､ そ の 経路は明らか になっ て いなか っ た｡ 本研究

で ､ 少なくともアル カリ条件にお い ては ､ 膜電位依存性 の N a
＋
取り込み は K trII(N tpJ) K

＋
輸送体を介

して い ることを示 したo こ の輸送体 の欠損は定常状態 の 膜電位の 大きさに多大な影響を与える(Fig .

1 4 B) 0

間接的な膜電位の 見積もりの 正確さに つ い ては議論す べ き点もある【6 9】｡ たとえば野生株 9 7 9 0 にお

い ては ､ 中程度の濃度の バ リノ マ イシ ン存在下にお い ては能動的な K
'
の 取り込み が起こりうる｡ そ の

ため細胞内 K
＋
含量が高くなり､ 膜電位が低く見積もられる可能性もある. しかし､ K

＋
蓄積量から計算

した - 1 1 8 m V という値 は[
3
H ] T P P

＋
の蓄積から算出された値( - 1 1 0 m V) と同程度であり【8 7】､ 実験

条件 にお ける K
＋
の影響は排除できると考えられるo

近年様 々 な生物のゲノム配列が明らかとな っ てきたが ､ N tp J と相同性を示す K
'
輸送体は生物界に広

く分布 してい る( E ･ c oli T rk G
,

Tr k H [8 8]; V algin oly d c w K t r B [8 9]; S ･ c e re visi a e T rkl p , T rk 2 p; T

a e s ti v 2n n H K T l [8 3]) o これら輸送体の中で ､ 拡 T は N a
'
瓜

＋共輸送体であると考えられて い る [8 3] .

H K T l における部位療異的変異導入 の結果から､ p h e - 3 82 及び G l u - 4 6 4 が N a
＋
輸送活性 に関わるこ

とが 明らかであり､ これらの残基は E ･ hi r a e N tpJ P h e - 3 8 2 及び Gl u - 3 8 3 に相当する(F ig . 9) o また､ v

a lgi n oly tic w K tr B に つ い ても N a
＋
依存性であることが報告された 【8 4] ｡ これらの事実に基づき､ E .

hi r a e N tp J は N a
＋ d 共輸送体であると推測される( Fig ･ 1 4 A ) o 今回膜電位依存性 N a

＋取り込み活性

を測定した条件にお い ては 0 ･3 血 M 程度の K
'
が c o n t a m i n atio n して い ると計算され(F ig . 7 A ) ､ こ の活

性は N a
'

- K
十共輸送を反映して い ると考えられる. ただし､ N tpJ を介した N a

＋と K
＋
の動きがタイトに共

役して い るかは不明であり､ この 点に つ い ては再構成系などを用 いた更なる解析が必要である｡

また ､ N tp J は単純な N a
＋
R

＋
共輸送体ではないと推定されるo V a lB 7

･

n o ly h
･

c zm K t , B をコ ー ドする ki ,B

遺伝子 は ､ N A D 結合額域を持 つ と推定される k tr A 遺伝子とk tr B - A オ ペ ロ ンを形成しており､ Ktr A B

K
＋
取り込み系として機能すると考えられて い る 【89] o E ･ h ir a e 及び E . f a e c a lis にお い てもktrA 類似遺

伝子 が存在しており､ E ･ h ir a e N t pJ もまた､ K tr A B E･
＋取り込み系フ ァミリ

ー を構成して い ると考えられる

(F ig . 1 4 A ) 0

低親和性 の K
十
取り込 みは ､ いくつ か の生物種で報告されて い る 【1] . E . c oli 8 こお い ては ､ K , c( T ,k F)

が K m 値 2 0 -3 0 r n M ､ V m a x 1 0 - 1 5 n m ol/ m i n/ m g d ry w eigh t of c e11s の K
'
取り込みを行う. この 系は K

'
,

R b
＋

,
C s

＋
を同様に認識する 【9 0] . しかし､ こ の取り込 み活性が非常に低い ために ､ 特異的な輸送系を

介するもの であるの か
､ それとも細胞膜を介した非特異的な K

'
透過によるもの であるの か は未だ議論
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の残るところであり､ こ の 系をコ ー

ドする遺伝子も同定されて い ない 【9 0] o 筆者らは E . hi r a e にお い て
､

ア ル カリ条件で機能する低親和性ではあるが非常に活性 の 高い K
＋取り込み活性を見出した o こ の低

親和性 K
＋
取り込 み活性は K trI

, K trII 二 重欠損株 にお い て観察されたため ､ これらの系に依存しない

新たな系による活性 であると考えられるo こ の 系は ア ル カリ金属に特異的であり､ そ の特異性は K
＋
>

R b
＋

> C s
＋
であ っ た( Fig ･ 1 3 ) o また ､ p = 6 にお ける取り込 み 活性 はア ル カリ条件よりも低く(o . 1

p m o U m i n/ m g p r o t ei n) ､ 主に ア ル カリ条件で機能して い る系であると考えられるo また､ 生理的条件に

おける基質は現在 のところ K
＋
であると考えられるが ､ これ に つ い てはさらなる探索が必 要とされる｡

ここ に示 した結果により低親和性 K
＋
取り込み系の輸送機構を解明することは困難であるが ､ こ の 系の

駆動力は N a
＋

- A T P a s e により形成される膜電位であると推測されるo K
＋
取り込みは N a

＋
- A T P a s e の阻

害剤( D C C D ) により阻害された( d at a n ot s h o wn ) o また こ の 活性は バ ッファ
ー

中の N a
＋
に影響を受けな

か っ たため ､ この 系による K
＋取り込 みに細胞内外 の N a

'
濃度差は関与しないと考えられる. さらに実

験条件にお い て､ ア ン モ ニ アなどの 膜透過性アミン により解消されるp = 勾配(i n sid e a cidi c) 【9 1] はア

ル カリ条件で働く K
＋
/ 軒 an tip o rt er に より形成されるが 【9 2】､ K

＋
取り込みが 2 0 m M a,, m o n i u m

chl o rid e が K
＋
取り込みを阻害しなか っ たことから､ p H 勾配は この系による K

＋
取り込みに関与しないこ

とが 示唆されたo 前述 の ように､ J E M K l にお ける膜電位の形成 は2 m M 以下 の K C l による影響はほと

んど受けな い [9 3] o また ､ 2 m M K Cl 添加による K
＋
蓄積は バリノ マ イシ ン添加により顕著に促進される

(Fig ･ 5) ｡ したが っ て ､ K
＋
は他のイオ ンとの共輸送 により取り込まれるの ではないと考えられるo N tpJ 欠

損株では膜電位が過分極して い るため(Fig s ･ 6
, 7)[9 礼 低親和性 の取り込み系が膜電位に駆動され

ると想定すると､ 2 0 m M K Cl 添加時 の J E M K l にお ける K
'
蓄積量が野生株よりも多い ことも受け入れ

られる( Fig s . 1 2 A
,
B) 0

以上 の結果から､ 低親和性 の 系による K
＋

, R b
十
の取り込み は ､ 高親和性 の系の欠損 機能不全に対

するサル ベ ー

ジ経路として働くことが示唆されたo また､ E ･h i r a e にお い て､ 細胞内 K
＋
量は浸透圧や培

地中の N a
'
d 濃度に依存して

､
2 0 0 から1 0 0 0 m M まで変動する [1 7 ,

9 0
, 9 4] o そ のため ､ こ の系は本

菌における K
＋
濃度恒常性維持にお い て､ 補助的役割を果たす系としても重要である( Fig . ll) o ゲノ

ム解析の 結果からは ､ E n t e l V C O C C ILS f a e c a li s にお い て ､ 低親和性 K
＋
取り込み系に相 当すると考えられ

る遺伝子は見出されなか っ た｡ また ､ 近縁 の Str ep t o c o c c 2LS m b g e n e s にお い てtj: . E ･ c o)i K u p K
＋
取り

込み系に相 同性 のある遺伝 子が存在するが ､ これが E ･ hir a e にも存在するか ､ また K u p
-lik e g eh e が

低親和性 の 取り込 み系に相 当するか は不明である｡ こ の 系の変異株 の単離が遺伝子 の クロ ー ニ ング

に つ ながると考え ､ その候補となる変異株を単離し､ そ の解析を行 っ てい る【95】｡

本章では N tp J が N a
＋
輸送能も保持して い ることを明らか にし､ E . h ir a e にお ける N a

＋共役型輸送体で

ある可能性を示した｡ 本菌にお ける N a
' 排出の生理的意義は細胞質における K ＋蓄積の ため の容積

をつ くることだけではなく､ K
＋
取り込み

■

､ もしくは他の N a
＋
共役型輸送体 の駆動力を供給することであ

ると考えられるo アノt , * リ条件 にお い て､ E . h ir a e 呼 オ ペ ロ ン によりコ ー ドされるN a
＋

- A T P a s e 及び 的p J

は N a
＋

, K
＋
循環 の 中枢として機能して い るo
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第 3 章 腸球菌 N a
＋
共役型 v - A T P a s e によるイオ ン輸送機構

3 - 1 緒言

液胞型 A T a s e ( V - A T P a s e) は原核か ら真核生物に至るまで 広く分布 し､ 細胞内酸性小器官内腔

や ､ 細胞外 の酸性化 な どに働くプ ロ トン ポ ン プである [4 4二4 6] . 筆者ら の グル ー プ 乳 腺球菌

E n t e r o c o c c w h ir a e に N a
＋
及び L i' を特異的に輸送する V - A T P a s e を真正細菌 にお い て初めて発見

した 【5 6] o V - A T P a s e は A T P 合成酵素 (F - A T P as e) と同様 に ､ A T P 合成/ 加水分解触媒部位を持

つ 親水性 の V l 部分と ､ イ オ ン輸送 を行う膜内在性の V
o
部分から構成され る (Fig . 4) 0 E . hir a e

にお い て は ､ v l 部分 は ∬ p 加 水分解触媒部位を持 つ N tp A をは じめとす る 7 種の サブ ユ ニ ッ

ト ( N tp A
, B , C , D

,
E

,
F

, G) ､ V
o 部分 は 2 種の サブ ユ ニ ッ ト､ N a

＋
結合部位 を持 っ 1 6 k D a の N tp K

(6 畳体) と､ 固定子及 びイ オ ン を放出す るチ ャネルを形成する 7 6k D a の N tp I から構成され る

と考 えられて い る ( Fig . 4) 【5 7 , 9 6】｡

A T P 合成酵素 (F - A J P a s e) の反応機構は ､ F l 部分にお ける A T P 加水分解の化学的 エ ネル ギ ー

が ､ 酵素分子中央のγ, け ブ ユ ニ ッ トの物理的回転に変換される ｢ 回転触媒説+ で説明される [3 4
,

3 5] o こ の 説は1 9 9 7 年に行われた F l
- A T P a s e の 回転 の直接観察 【3 7】などに よ り実証され てきた o

F
o 部分にお い て は ､ c サブ ユ ニ ッ トが構成するリ ングが

､ F l 及び a サブ ユ ニ ッ トに対 して†,
E

サブ ユ ニ ッ トと共 に回転 してお り ､ こ の 回転を介して Å Ⅳ 加水分解/ 合成とイオ ン輸送が共役

して い ると考えられてい る｡ 現在までに ､ サブ ユ ニ ッ ト間の架橋実験や回転観察などに より ｡

サブ ユ ニ
ッ トも回転 ロ ー

タ
ー

成分で ある こ とが明らかとな っ てきた 【3 8 -4 3] o

E s ch e ri c hi a c oli F - A T P a s e に お い て は ､ F
.

a サブ ユ ニ ッ トの 第4 膜貫通部位 に存在する ア ル ギ ニ

ン浅基 ( A rg
- 2 1 0) がイ オ ン輸送 に必須で ある こ とが明らか にな っ て い る. こ の ア ル ギ ニ ン残

基 臥 c サブ ユ ニ
ッ ト第 2 膜貫通部位に あるイ オ ン結合部位 ( A s p

- 6 1) と相耳作用 し､ イオ ン

輸送 に関わる と考えられて い る (F ig ･ 1 6) 【4 1 -4 3
,
9 7] o

E ･ hi r a e N tpI と E ･ c oli F - A J P a s e a サブ ユ ニ ッ トとの相同性は高くない が ､･ N tp = ま F - A T P a s e の a

サブ ユ ニ ッ トと同様 に ､ N tp K
.
a ) イ オ ン結合部位 ( G lu -1 3 9) 【6 2] と共同 してイオ ン輸送 に関わ

ると考えられ る ( Fig ･ 1 6) . 本研究で は E ･ hir a e V - A T P a s e N tpI を対象と し､ 部位特異的変異導

入法に よりイ オ ン輸送に 関わるア ミノ酸残基 の 同定を試 み ､ N tpI のイオ ン輸送 にお ける役割に

つ い て検討した ｡

3 -2 方法

壁運慶珪二墜塾

E n t e r o c o c c u s hi r a e 野生株 A T C C 9 7 9 0

9 7 9 0 を親株と した以下 の 変異株

3 0



N a k l; n 卵 遺伝子ナ ン セ ン ス 変異株 [6 4]

N I D ; n p I 遺伝子 を c A T 遺伝子で置換した n tp I 欠失変異株 【9 8]

3 7
o

C ､ 栄養培地中で培養 した｡

N a T Y (1 % B a ct o try p t o n e , 0 ･5 % B a ct o Y e as t E x tr a ct
,
1 % gl u c o si , an d O ･8 5 % N a 2 H P O 4) 【19]

必 要に応 じて培地の p H を N a 2 C O 3 添加 により約 p H I O に調整 したo

N I D の 培養に際 して は終濃度 5 p g/ mi の ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル を培地に添加 したo

N I D 形質転換株 の培養時は終濃度5 p g/ mi の ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル及び 1 0 Ltg/ m l の エ リ ス ロ マ

イ シ ン を培地に添加 した ｡

盛壬垂延こ三三乙とょ塑造整

シ ャ トル ベ クタ ー

p H E e x [61] に野生型 の n 財 遺伝子を挿入 したプラ ス ミ ド (p H E e xI) を鋳型と

し､
コ ー

ドするア ミノ酸を変化させずに p C R に より B a m H T sit e (斜体部分) を導入 した p H E e xⅠ
,

を作製 した. 用 い た プ ライ マ ー を下に示 した o p H E e xI
'

は ､ B a m lII - E c o R ( で切断す る こ とに よ

り n 申Z 3
'

側約 0 ･5 k b を､ x b a Z - E c o N で切断す る ことにより n 財 遺伝子全長約 2 k b を回収 可能 で

ある｡

n tpI
- B a m H I : 5

'
- G C T T G G C A A T G G A r c C T G C T T G G T A r c A T T C T G ･ 3

'

本章では野生型 n tp I 遺伝子 を含むプ ラス ミ ドと して p H E e xl
'

を使用したo

塾鑑塵基地変異室生

部位特異的変異導入は変異を含むプライ マ
ー を用 いた p C R 法により行 っ た｡ p c R の 鋳型 に は

p H E e xI
' を用 い たo 用 い たプライ マ

ー

は T ab le II に示 したo 作製した変異プラ ス ミ ドの 塩基配列

は 4 ×4 p er s o n al s e q u e n ci n g s y s t e m ( A m er s h a m B io s ci e n c e s) を用 い た D N A s e q u e n ci n g に より確

認 した o 変異を導入 した プ ラ ス ミ ドは B a m H I - E c o R I で切断 し､ p H E e xI
'

にサブク ロ ー ニ ン グ し

たo 最終産物 の プラ ス ミ ドで N
.
I D を形質転換し､ 5 帽/ m l ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー

ル 及び 1 0 L d m l

エ リ ス ロ マ イ シ ン を含む培地で形質転換株を選択 した｡

空也 埴

p H E e xI
'

を鋳型と し､ 以下 の プライ マ - を用 い て P C R に より n 申J 遺伝子 を増幅 したo

ntp I
･ B a ni H I : 5

'
- G C T T G G C A 人 T G G A r c

_

C r G C T T G G T ÅT C A T T C T G ･3
'

P ri m e r2 5
'

･ G C C G G A A T 71C C T A 迎 延旦些望_ 遡造_
T T T m C T T A T G A T T G A Y G T T G A C G -3

'

結果と して n!〆 遺伝子 産物 の C 末端 ( 終止 コ ドン 直前) に 6 個の H is 残基 (下線部分) が付加

される ｡ 増幅した D N A 断片を B a m H I - E c o R ( ( 斜体部分) で切断 し､ p H E e xI
'

にサブク ロ ー ニ ン

グ し､ p H E e xl
'

- H is を作製した. H is -t ag g ed A rg
- 5 7 3 変異体の作製には､ p H E e xI

'
- H is を P C R の

■
3 1



鋳型 として用 い
､ 前述 の 方法で変異を導入 した ｡

拠 塵盤

上記と同様 の方法 により
､ p H E e xI

'
- H is を p c R の 鋳型 と して n q'I の C y s -2 5 9 及び C y s - 5 3 5 をそ

れ ぞれ S er に置換 した｡ D N A s e q u e n ci n g に よ り塩 基配列 を確認 し､ X b a I - B a m H T も しく は

B a m liI - E c o R I で切断 し､ p H E e xl
'

にサブク ロ
ー

ニ ン グ し､ p H E e xI
'

△C y s -I (is を作製 したo こ の

C y s -le s s プ ラ ス ミ ドを鋳型と し
､

T ab l e II に示 した プ ライ マ ー を用い て ラ ベ ル 実験 の ため の各種

C y s 置換変異プラ ス ミ ドを作製したo

軸 蛙

【γ
-
3 2

p] A T P (3 0 - 1 0 0 M B q/ p m ol
,
i n s tit ut e o f l s ot o p e s C o ･ L td ･

, H u n g a ry) か らの r ad io a cti v e な遊離

o rth o p h o s p h at e の 定 量 は ､ L ill らの 方 法 に した が っ た 【9 9] o [γ-
3 2 p] A T P か ら遊離 し た

【
3 2 p] o rt h o p h o s p h t e は モ リブデ ン酸と錯体を作り ､ 酢酸イ ソプ ロ ピ ル で抽出され るo 酢酸イ ソ

プ ロ ピ ル 層 の 放 射活 性を測 定 した o 反 応 は 2 0 m M 廿is - H C l ( p H 8 .8 ) 中で ､ 各濃度の

M g
2 ＋

-[y -
3 2 p] A T P と 0 . 0 1 m g の反転膜小胞 を用 い て行 っ た o 反転膜小胞は ､ あらか じあ2 5 m M

N a C l 存在下で D C C D 処理 し､ F - A T P a s e の 活性 の みを阻害したも の を用 い たo 実験条件にお い

て は ､ 通常 5 p M N a
＋
が c o n t a mi n ati o n と して存在 して い るo 反応系 9 0 p l (2 0 m M Tri s ･ H C l

,

M g
2 ＋

- A T P ,
± N a C l

, p H 8 ･ 8) に反転膜小胞 を 1 0 pl 加 えて反応を開始させ､ 直ちに 3 7 0 c でイ ン

キ ュ ベ ー シ ョ ン を行 っ た ｡ 1 0 分間反応させ た後､ 0 ･ 6 3 mi 1 N P C A /1 m M N a H 2 P O 4 を加 えて反

応を停止 させ ､ さらに 1 ･4 mi 2 0 m M a m m o n i um m o ly b d aLt e ､ 1 .6 mi 酢酸イ ソプ ロ ピ ル を加 えた｡

各溶液を加えた後 は v o rt e x mi x e r で反応液を十分に擾拝 し､ 3 ,0 0 0 rp m ､ 1 5 分 の遠心に より上層

( 酢酸イ ソプ ロ ピ ル 層 ､ 1 .6 m l) を分離 し ､ こ の うち o .8 m l を回収 した o こ れに 3 m l の

T ol u e n e - T rit o n シ ン チ レ
一

夕
- を加 えよく擾拝 し､ そ の放射活性を液体シ ン チ レ

ー

シ ョ ン カウン

タ ー で測定 した o

生 地 遡定

N a
＋

- A T P 卵 e が誘導 される ､ 高 N a
＋濃度培地( N a T Y ) で

一 晩培養 した細胞 [1 9] を集菌 ､ 洗浄後､

I lo m g p r ot ei n/ m l となるように 2 0 0 m M K C l を含む 5 0 m M N a
＋

- C H E S (p H 1 0) に懸濁 したoi o p M

v ali n o m y ci n 及び 2 0 トM C C C P を添加 した後 ､ 1 0 m M gl u c o s e 添加 により N a
＋排出を開始させたo

各時点で ､ サ ン プ ル (0 ･2 mi ) をフ ィ ル タ
ー

(p o r e siz e 0 . 4 p m ; N u cle o p o r e P oly c a r b o n at e M e m b r an e ,

Wh at m an ) を通 して ろ過 し､ 2 m M M g S O 4 で 2 回洗浄 したo 細胞内 N a
＋
含量 は､ フ ィ ル タ

ー

に

トラ ッ プした細胞 から H ot 5 % ナc A 処理 に より抽出した もの を原子吸光法に より測定 した.

3 2

膜分画 の調整



F r e n c h P r e s s を使用 する方法は第2 章を参照

超音波に よ り細胞 を破砕す る場合は ､ N - A c et yl m u r a m id a s e 処 理をした後 ､ l o 順/ mi の D N a s eI

を添加 し､ 氷上で 1 0 秒間 の ソ ニ ケ - シ ョ ンを 4 - 5 回線り返 して細胞 を破砕 = 5
,
0 0 0 叩 m ､ 1 5

分､ 4 0
c で遠心後 ､ 上清 を 1 0 0 ,0 0 0 ×g ､ 6 0 分 ､ 4 0 c で遠心 し､ 膜分画を回収 した｡

蝕由匹旦 唾 製

F r e n ch P r e s s 法に よ り調製 した A T C C 9 7 9 0 また は変異株 の膜小胞を､ E D T A 存在下
一

晩透析 した

【1 0 0] o 透析した膜小胞 を 1 0 0
,0 0 0 ×g ､ 6 0 分 の遠心 により沈殿させ ､

バ ッ フ ァ
ー

(1 0 m M T ri s - H Cl ,

3 m M M g S O 4 ,
1 m M j> m e r c a pt o eth a n ol

,
1 0 p M F U T 1 7 5 , p H 7 ･5) に懸濁 し､ st rip pe d m e m b r a n e と

したo 透析 した N a k l の 膜小胞 の遠心後上清 ( E D T A e x tr a ct) は v l 部分を含有せず､ F l 部分の

み を含むo これ を strip p e d m e m b r an e と共に後述 の 再構成実験に使用 した｡

里o f l ニ 轡 通 宝
F

o
F l

- A T P a s e の 再構成は K aki n t m a らの方法を参考に行 っ た[1 0 0] o 3 m g の A T C C 9 7 9 0 も しく は

変異株の stri p p e d m e m b r a n e を､ 1 mi の バ ッ フ ァ
ー (1 0 m M T ris - H C l

, 3 m M M g S O
4 , 1 0 p M F U T 1 75 ,

1 m M P ･ m e r c a pt o e th a n o l
,
1 0 % gly c e r ol

, p H 7 ･ 5) 中で N akl E D Y:A e x tr a ct 4
･5 m g と 3 7 0 c ､ 3 0 分間

イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した o 再構成膜は 1 0 0
,
0 0 0 × g ､

6 0 分の遠心 により回収 し､ 同じ バ ッ フ ァ
ー

に懸濁 した｡

2 2
N a

＋取り込 み活性 は ､ w a s er らの方法 に従 っ て測定 した 【1 4] o 膜小胞 を洗浄 し､ ア ッ セイ バ

ッ フ ァ
ー

(0 ･2 M K O H - m al e at e
, 5 m M M g S O 4 ,

1 m M β- m e r c ap t o e th a n ol , 1 0 p M F U T 1 7 5
,
1 0 %

gl y c e r ol , p H 7 ･5) に懸濁 した o
バ ッ フ ァ

ー

に 1 0 p M
2 2

N a Cl ( 1 0 G B q 血m ol) 及 び 5 m M M g
2 ＋

- A J P

を添加 し､ 室温 に置 い たあと､ o ･2 m g/ m l となる ように膜小胞を加 える こ とにより反応を開始

させ たo o ･2 mi の サ ン プ ル を各時点で C ell ul o s e nit r at e B lt e r (p or e si z e O ･4 5 p m
,

A D V A N T E C
,

T o ky o) を通 して ろ過 し､ 3 mi の バ ッ フ ァ
ー

で洗浄 したo フ ィ ル タ
ー 上の放射静性を†

- シ ン チ レ

ー

シ ョ ン カ ウン タ
ー

で 測定 したo 必要に応 じて ､ 2 叫 M C C C P を反応液中に加 えた ｡

3Ec H l 些 壇製

N tpI 欠損株 N I D に H is -t a g g e d N tpI を発現させ ､ 膜小胞を超音波被砕法に より調製したo o ･1 m g

の 反転膜小胞を 0 ･ 4 mi の e x tr a cti o n b uff e r (5 0 m M T ris - H Cl
, 5 m M M g C 12 ,

2 0 p M F U T 1 7 5
,
I m M

P - m e r c a pt o et h a n ol , 1 0 m M i m id a z o le
, p fI 7 ･ 5) に懸濁 し､ H is -t a g g ed N tpI を含む N a

＋
- A T P a s e を膜

小胞 から 2 ･5 % n - d o d e c yl α - D - m alt o sid e ( C albi o c h e m - N o v a bi o c h e m) と室温 で 1 0 分イ ン キ ュ ベ ー

シ ョ ンす る こ とに より 可溶化 し､ 1 0 0 ,0 0 0 × g ､ 6 0 分､ 4 0 c の遠心 により上清と して回収 した

[1 0 1] o 上清に あらか じめ e xtr a cti o n b u ff e r で平衡化 した 0 ･4 mi N i - N T A r e si n (Q U 払 G E N ) を加

えて混合 し､ 4 5 分 間室 温で振とう したo 1 6
,
0 0 0 × g ､ 3 0 秒 の遠心に より r e s in を沈殿させ ､ 1 mi

3 3



の w a s h b u ff e r ( e x tr a cti o n b u ff e r : 0 ･2 M T ri s I H C l (p H 7 ･ 5) - I : 1) で 3 回洗浄 した後 ､ o
･? 5 mi の

el u ti o n b u ff e r ( e x t r a cti o n b uf fe r c o nt ai n in g 1 M i mi d a z ol e) を加 えて 5 分室温 でイ ン キ エ ペ -

シ ョ

ン したo 1 6 ,0 0 0 × g ､
3 0 砂 の遠心後 ､ 精製 N a

＋
- A T P a s e ( 約 0 ･0 1 m g) を上清 に回収 した 【1 0 2] o

嘩 墾

N a T Y ＋0 ･ 2 M N a C l 培地3 0 0 m l で培養 した c y 娼 換変異株を o D 5 4 0
- 1 ･2 で集菌､ 洗浄 し､1ab eli 喝

b u ff e r (5 0 m M T ri s - H C l
, 5 m M M g S O 4 , 2 0 p M F U T 1 7 5 , 1 0 % gly c e r o l, p H 7 ･5) 5 0 0 如 こ懸濁 し､ 2

本 の tu b e に分割 したo 片方 の t u b e には l ･5 m M A M S を加 え
､

c o - 1 には H 2 0 を同量加えて 3 0

o c ､ 3 0 分間イ ン キ ュ ベ ー

シ ョ ン した o 続い て両方 の tu b e に 1 5 0 p M M P B を添加 し3 0 0 c ､ 1 5

分間イ ン キ ュ ベ ー

シ ョ ン した後 ､ 1 5 m M P - m e r c a pt o eth a n ol を含む I ab eli n g b u ff e r 2
. 4 mi をそれぞ

れ の t ub e に加 えて反応を停止 させた 【1 0 2 -1 0 4】｡

M 和 によ るラ ベ ル の 後､ 遠心 に より集菌し､ 超音波破砕法に より膜分 画を調整 し
､ 前述 の 方

法 で H is - t a g g e d N tpI を精製 した o 5 -1 0 Ltg の 精製 H is - t ag g e d N tpI に つ I
→ て 8 .5 % S D S

p oly a c ryl a mi d e g el を用い て 電気泳動を行 い ､ C ell ul o s e nit r at e m e m b r a n e ( A D V A N T E C , T o k y o)

に 4 0 c ､ 1 6 V ､ 2 0 時間でブ ロ ツ テ ィ ン グ したo 5 % s ki m mi lk/ T B S (2 0 m M T ris - H C l
, 5 0 0 T n M N a C l ,

p H 7 ･ 5) で m e m b r a n e をブ ロ ッ キ ン グ した後 ､ 1 0 0 0 倍希釈 した a vid i n - c o nj u g at e d alk al in e

p h o s ph at a s e ( B I O - R A D) と室温で 2 時間イ ン キ ュ ベ ー

シ ョ ン したo M e m b r a n e をT B S/T w e e n 2 0

で洗浄後 ､ al k ali n e p h o s p h at a s e キ ッ トを使用 して発色させた.

h m B [ 脚 -(3 - m alei mi d ylp r o pi o n y l) bi o cy ti n] ,
A M S (4 - a c et a mi d o -4

,
- m al ei m id y l stilb e n e -2

,
2

,
- dis ul fo mi c

a cid) は M ol e c u l ar 恥 b es , I n c ･ よ り購入 した o そ の他の試薬には全て特級を用 い た｡
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T ヰ
p ri m e r s W e df o r sit e -d i r e c te d m u t a g e n e sis

(s e q u e n c e s o f th e fo r w a rd p ri m e r s a r e i nd ic at ed ･ C o m pl e m e nt s eq u e n c e s o f fo r w a rd p ri m e r s a r e u s e d a s r e v er s e p ri m e r s .)

R 5 7 3 E 5
'

- C A G C T A T A C A G A A C T A A T G G C A C T G - 3
,

R 5 7 3 K 5
'

- G T C A G C T A T A C A A A A C T A A T G G C A C T G G G A A r c T C T G G - 3
,

R 5 7 3 L 5
'

- C A G C T A T A C A T T A C T A A T G G C A C T G -3
,

R 5 7 3 Q 5
'

- G T C A G C T A T A C A C A A C T A A T G G C A C T G G G A A T C T C T G G _ 3
,

R 5 7 3Ⅰ 5
'

- C T T A G T C A G C T A T A C A 盟 ∈ C T A A T G G C A C _ 3
,

R 5 7 3 N 5
'

- C r T A G T C A G C TA T A C A

D 3 8 4 N

S 5 7 0 C

Y 5 7 1 L

L 5 7 4 R

L 5 7 4 R J R 5 7 3 L

A 5 7 6 V

L 5 7 7 F

L 5 7 7 R

L 5 7 7 R/R 5 7 3 L

R 6 0 0 L

R 6 0 0 q

I6 0 8 R

q 6 1 2 R

N 6 1 5 R

H 6 2 6 R

R 62 9 q

E 6 3 4 K

E 6 3 4 q

A A T C T A A T G G C A C _ 3
'

5
'

- G G T G G C G A A T A T C G G G T A T G G G _ 3
'

5
'

- C T T A G T C T G C T A T A C A C G A C T A A T G _ 3
'

5
'

- C T T A G T C A G C T T A A C A C G A C T A A T G _ 3
'

5
'

- G C T A T A C A C G A C G T A T G G C A C T G G G _ 3
'

5
'

- G T C A G C T A r A C A C T T C G A A T G G C A C T G G G _3
,

5
'

- C G A C T A A T G G T A C T G G G A A T C T C _3
'

5
'

- C T Å År G G C A T T T G G A A T C T C T G G _3
'

5
'

- C TA A T G G C A C G T G G A A T C T C T G G _ 3
,

5
'

- G C T A T A C A C T T C T Å A T G G C A C G T O G A A r c _ 3
'

5
'

- C T C C A G C T G C T C T T T T
v

r A G T G _ 3
'

5
'

- C T C C A G C T G C T C A A T T T A C T G _3
'

5
'

- G T C G G A A T T T T A T T G C G T A T r G T C C I A C _ 3
'

5
'

- G A T C A T
v

r G T C C T:A C G T G C T T T G A A T A T G _ 3
'

5
'

- G T C C T A C A G G C T T T G C G T A T G T T C T T A A C . 3
'

5
'

- G C C TA T G T A C G T G G C G C A C G A T T A C _3
'

5
'

- G C C T A T G T A C A T G G C G C A C A A T E A C A A T A T G T A G _ 3
,

5
'

- C A A T A T G T A A A A T T T T T T G G A A A G _3
'

5
'

- C A A T A T G T A C A A T T T T T T G G A A A G _3
'

C 2 5 9 S 5
'

- C A G C C A T T G G A G C T T C T A G T G G G T A T A r c _ 3
,

C 5 3 5 S 5
'

- C T T T C A G C C G I A T C T A T T T r O A r c A γT C C _ 3
,

S 5 4 6 C 5
'

- C C A A T C T T C T T O C A A A G C C A A G G _ 3
,

A 5 9 8 C 5
'

- G C C T C C A T O T G C T C G T T T T A G T G _ 3
'

Ⅰ6 5 9 C 5
'

- G A G A A A T A C G T C A Åc T G C A A T C År A A G _3
'

p ri m e TIS u S e d f o r s eq u e n ci n g (by 4 × 4)

I N 7 7 0 5
'

- G T T T A C A G G A A A T C A A G G A C _ 3
'

I N l l O O 5
'

- C G C T C C T T T T G A G A Y G T T A A C G G _ 3
'

I N 1 2 8 0 5
'

- C A A A Åc G T T G C A T r C C C C G T G _3
'
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3 -3 結果

3 - 3 - 1 N tpI ホ モ ロ グの ア ミノ酸配列 の 比較

V - A T P a s e は真核細胞だ けで なく
､ 様 々 な細菌 にも分布する ことが 明らかとな っ て きて い る

[1 0 5 -1 0 9】o 7 6 k D a の N tpI タ ン パ ク質は ､ 親水性 の ア ミノ末端側半分と､ 疎水性 の カ ル ポキ シ ル

末端側半分 の
､ 2 つ の 領域から構成され る【5 7] o N tpI の トポ 白 ジ

ー

は確定され て い ない が ､ い

く つ か の ハ イ ドロ パ シ ー

分析か ら7 回膜貫通型と考えられるo Fig ･ 1 5 に 棚田菌型 v - A T P a s e N t pI

に つ い て ､ C 末端側 2 つ の 膜貫通領域に相当する部分の ア ミノ酸配列を示 した｡ こ の領域は細

菌型 v - A T P a s e N tp l にお い て高く保存されて い る. N tpI C 末端側に は 3 つ の保存されたア ル ギ

ニ ン残基が存在 し
､ そ の 中の 一

つ
､ A rg

- 5 7 3 は第 6 膜貫通額域に存在すると考えられる o

N tpI はそ の カ ル ポキ シ ル 末端半分が F - A T P a s e の a サブ ユ ニ ッ トと同 一 の役割 (固定子及びイ

オ ン透過の た め の 孔) を果たすと考 えられて い る. アミ ノ酸配列 の相同性 から､ A rg
-5 7 3 残基

が F - A T P a s e a サブ ユ ニ ッ ト のイオ ン輸送に必須の ア ル ギ ニ ン残基 ( A rg
- 2 1 0) (Fig . 1 6) 【4 1 , 4 3]

に相当する こ と を見出 した . こ の 残基は N a
＋共役型 の F - A r P a s e ( Fig . 1 6

,
A m o d e st u m ) 及 び S .

c e r e visia e V p h l にお い ても保存されて い た( Fig . 1 6) o A rg
-5 73 は E . h ir a e V - A T P a s e に お い て N a

＋

輸送 に関わる可能性が あるo そ こ で ､ A rg
-5 7 3 に関 して部位特異的に変異体を作製し

､ そ の 影

響 を検討 した｡

3 - 3 -2 N t pI A rg
- 5 7 3 変異 の N a

＋
- A T P a s e 活性 に対する影響

まず ､ 生育に対す る A rg
- 5 7 3 変異の影響を調 べ たo v - A T P as e は ア ル カリ条件下､ E . h i , a e の 細

胞内イ オ ン濃度 の 恒常性維持及び生育に必須である 【64] ｡ 野生株 9 7 9 0 は 高 N ㌔濃度､ ア ル カ

リ培地 (p H 1 0) にお い て も中性条件 と同様に生育可能であるo しか し､ 乃Q Z 遺伝子欠失株 N I D

は こ の ようなア ル カリ培地で は生育できず ､ 野生型 の n q'I 遺伝子 を含む プラ ス ミ ド､ p H E e xI

を導入する ことに よりそ の生育が回復するo A rg
- 5 7 3 の G l u , Le u , G i n - の 変異体は M D と同様 ､

高 N a
＋
濃度､ ア ル カリ培地で生育不能であ っ たo

-

方 ､ R 5 7 3 K 変異体は同堵地で野生株 より生

育速度は非常に遅い なが らも生育可能であ っ た ( T ab le III) . 膜分画の N a
＋
依存性 A T P 加水分解

活性 に つ い て は ､ N I D /p H E e xI で は野生株 9 7 9 0 と同経度の 活性が観察された が ､ N I D /p H E e x

( v e ct o r) で は検出限界以下 の活性であ っ たo R 5 7 3 E , R 5 7 3 L , R 5 7 3 Q 変異体で は ､ N a
＋
依轟性 A T P

加水分解活性がほとん ど観察されなか っ たが ､ R 5 7 3 K 変異体にお い ては部分的な活性が観察さ

れ た (T abl e III) .

3 - 3 - 3 N tpI A rg
- 5 7 3 変異 の N tpI 発現量及び N a

＋
- A T P a s e 複合体形成 に対する影響

N tpI 及び v l 部分に対す る抗体を用い た w es t e r n b l otti n g を行 っ た . そ の 結果 ､ N tpI 及 び v l の

主要なサブ ユ ニ ッ トで ある N tp A ,
N t p B の 発現量は野生株と同程度で あ っ た ( Fig . 1 7 A ) o 続 い

て N tpI A rg
- 5 7 3 変異を含む V - A T P a s e 複合体が正 常に形成されて い るか を確認するため に ､ ア
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フ ィ ニ テ ィ
ー 樹脂 ( N i - N T A r e si n) を用 い て H is -t ag g ed N tp I を含む N a

＋
- A T P a s e 複合体 の 精製を

試み たo H is -t a g g e d N tp I を発現させた場合 の w h ol e c e11 からの N a
＋
排出､ 及び膜分画 の N a

＋
依存

性 A T P カロ水分解活性 は野生型 の約 6 0 -

7 0 % であ っ た (d a t a n o t s h o w n) o 野生型 H is -t a g g ed N tpI

の場合 ､ N a
＋

- A T P a s e 以外 の別種タ ン パ ク質が混在 して い るが
､ 9 種全て の A Ⅳ a s e サブ ユ ニ ッ

トが s D S - P A G E で確認された (F ig ･ 1 7 B , la n e 2) o = I D に べ ク タ - の み を導入 した N I D /p H E e x

で は A T P a s e の サブ ユ ニ ッ トは検出されなか っ た が (Fig ･ 1 7 B , la n e 1) ､ A r g
- 5 7 3 変異体では野生

型と同様 ､ 全て の サブ ユ ニ
ッ トが検出された (F ig ･ 1 7 B

, la n e s 3 1 6) . さらに ､ これ ら A T P a s e 複

合体中の N tpI サブ ユ ニ ッ トの量に差は見られ なか っ た ( d at a n o t s h o w n) . これらの 結果から､

本章で作製 した A rg
- 5 7 3 の変異は A T P a s e サブ ユ ニ ッ ト の発現量及び A T P a s e 複合体形成に影響

を与えない こ とが示 された｡

3 - 3 - 4 N tpI A 喝
- 5 7 3 変異 の N ㌔排出活性 に対する影響

F ig ･ 1 8 は A rg
-5 7 3 各変異体によ る N a

＋排出活性を調 べ たも の で ある｡ 生育 ･ A T P 加水分解活性

と同様 の傾向で
､ プ ロ トン駆動力に依存しな い N a

＋
排出活性は野生株及び M D /p H E e xI におい

て観察され ､ R 5 7 3 E , R 5 73 L
,
R 5 7 3 Q 変異体で はほ とん ど観察されなか っ たo また ､ R 5 7 3 K 変異

体では部分的な活性 が観察された ｡

N tpI C 末端側領域には ､ 細菌型 v - A T P a s e 間で保存された ア ル ギ ニ ン残基が A rg
- 5 7 3 の 他 に 2

つ 存在す る (Fig ･ 1 5) . しか し これらア ル ギ ニ ン残基 ( A rg
- 6 0 0 ,

A rg
- 62 9) の 変異に よる影響は

ほとん ど観察され なかっ た (d at a n o t sh o wn ) o さらに､ s ･ c e' m
･

si a e V p h l と E ･ hi , a e N tpI の相同

性は低い が 【1 1 0] A rg
-5 7 3 を含む C 末端側領域は 比較的保存されてお り (F ig . 1 6) ､ また最近､

S ･ c e , -
'

sia e V p hl A rg
-7 3 5 が H

＋
輸送に必須で あるとの 報告 がなされて い る 【1 11】o

以上 の 結果から､ N tpI A g
- 5 7 3 が E . c oli や p r o p io n ig e ni u m m o d e st u m の F - A Ⅳ a s e a サブ ユ ニ ッ ト

にお けるイ オ ン輸送 に必須の ア ル ギ ニ ン残基 ( Fig . 1 6) に相 当 し､ E . hir a e V _ A T P a s e に よる N a
＋

輸送に必須の 残基で ある ことが 明らかとな っ た｡

3 - 3 - 5 E ･ h ir a e V
. 部分 の 受動的な N a

＋
チ ャネル 活睦に つ い て

E ･ c oZi F - A T P a s e の 必須 ア ル ギ ニ ン残基 の 変異体 (Fi2 1 0 A ) で は ､ A T 依存性 の H
＋
輸送活性は

消失 して い るが ､ F
o
を介 した受動的な H

＋
チ ャネル 静性は保持 して い るとの 報告が ある 【1 1 2] o

一 方 v - A T P a s e に お い て は､ v
. 部分の みで は受動的な 打

ト
チ ャネル活性は無い と示唆されて い

る 【1 13] o そ こ で ､ E ･ h ir a e V
o
部分が受動的な N a

＋
チ ャネ ル と して機能する か検討 した o F

o
F l

-

及 び v
o
v l

- A T P a 5 e で は ､ E D T A 処理 によ り F l , V l 部分が容易に膜 から解離す るo また ､ M g
2 ＋

存在下に F l , V l 部分 ( E D T A e x tr a ct) と F
o , V

o 部分 の み を含む膜小胞 (strip p e d m e m b r a n e) を

イ ン キ エ ペ -

シ ョ ンす る ことにより､ F
.
F l , V

.
V l

- A T P a s e の 再構成が可能で あるo

E ･ h ir a e に は 2 種 の N a
＋
# 拙 系 ､

N a
'
朋

＋
a ntip o rt e r [1 4] 及 び N a

＋
- A T P a s e が存在する (F ig . 2) .
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N a
＋ d a d p o d e r に より形成される N a

＋
の 電気化学的勾配に対する ､ & e e の V o 部分の影響を検

討 したo A T C C 9 7 9 0 , N I D , 及 び R 5 7 3 L 変異体か ら調製した stri p pe d m e m b r an e と､ F l 部分 の み

を含む N a k l の E D TA e x l r a ct を用 い た再構成実験 により ､ F o
F l

- A T P a s e と B
･

e e の
.
V o 部分 を含む

膜小胞を作製 したo F
o
F l

- A T P a s e の再構成と & e e v
o 部分の存在は w e st e rn bl o tti n g に より確認 し

た (F ig ･ 1 9 A ) o Fig ･ 1 9 B には V l
- St rip p e d

, F
o
F l

- r e C O n Stit d e d 反転膜小胞を用 い た 2 2 N a
＋
の 取り込

み活性 を示 した o N a
'
/ が an tip o rt e r に よる A J P 依存性 N a

＋
取り込みは 9 7 9 0

, N I D , R 5 7 3 L 変異体

全て にお い て観察されたo こ の N a十取り込みは プ ロ トノ フ ォ アで ある C C C P の添加 に より阻害

され たo 膜小胞内 - の 2 2 N a
＋
蓄積量は ほぼ同程度であり ､ a n tip o rt er に より形成される N a

＋
の濃

度勾配は ､ 機能的な v
o

の 存在に影響されな い こ とが示唆されたo よ っ て ､ E . h i , a e N a
＋

- A 押 a s e

の V
o 部分は ､ 受動的 N aナチ ヤネル と しては機能 して いない可能性が ある｡ また少なくとも､

R 5 7 3 L 変異は V
o 部分 の 受動的な N a

＋
透過性に影響 しない こ とが 示された ｡

3 - 3 -6 N a
＋
依存性 A J P 加 水分解活性に対する A rg

- 5 7 3 変異の影響

E ･ hir a e N a
＋

- A T P a s e に よる A T P カ打水分解反応は N a
＋
依存的で ある(F ig ･ 2 0 A ) o 本酵素に お い て ､

N a
＋

の作用部位は V
o 部分 の N a

＋結合部位 (N tp K G lu -1 3 9) の みで ある [61 ,
6 2] o よ っ て ､ V l

部分にお ける Å Ⅳ 加水分解に対する N a
＋
の影響は ､ v o 部分 - の N ㌔の 作用 を反映 して い ると

い えるo こ の Å Ⅳ カロ水分解反応にお い て
､ N a

＋
に対する H i11 pl o t をとると n

H
- 0 ･2 5 となり ､ 本

酵素が N a
＋
に対 して負の 協同性を示す ことが確認された (F ig ･ 2 0 B) 【11 4] . これは ､ 親和性 の

異なる N a
'
の作用部位が複数 ある ことを示 して い るo また ､ flill 係数は A T P 濃度の低下にとも

な い 1 に近づき､ 協同性 が弱ま っ て いく ( Fig ･ 2 1 B ,
2 5) 【1 14] Q

こ の 点に つ い て ､ A 昭
一5 7 3 変異の 影響を検討した o Fig ･ 2 1 には ､ 野生株と 耶 7 3 K 変異株 から調

整 した反転膜小胞 の A T P 加水分解活性 に対す る N a
＋
の影響を示 した . 野生株 の膜小胞にお い て ､

N a
＋
に対する親和性は 精製酵素と同様 に 二相性を示 し (Fig ･ 2 0) ､ K m 値はそ れぞれ 2 0 ±4 p M

と 5 m M で あ っ た [7 1 ,
1 0 1] o O ･0 5 -1 0 血M N a Cl の範囲で の 様々 な A T P 濃度にお ける H ill 係数を

Fig ･ 2 1 B に 示 した o 2 m M A T P に串ける野生株 の H ill 係数は n
H

- 0 . 22 ±0 . 0 3 で あ っ たが
､ R 5 7 3 K

変異体では n H
- 0 ･ 4 0 ± 0 ･0 5 と､ 野生株と比較 して高い fiill 係数を示 したo また R 5 7 3 K 変異体で

は ､ N a
＋
に対する - 値と して は 3 3 i 7 P の みが算出され たo また低濃度 A T P (0 ･ 0

,
1 - 0 ･ 1 m M )

存在下にお い ては ､ 両株 ともにそ の H ill 係数が 1 に近づ い た｡ 測定を行 っ た全て の Å Ⅳ 濃度に

お い て ､ 耶 7 3 K 変異株は野生株 よりも高 い H ill 係数 を示 した ( F ig . 2 1 B) o 以上 の 結果は ､ R 5 7 3 K

変 異に より本酵素の N a
＋
に対する協同性が弱められて い る こ と を示唆 して おり ､ N tp I A rg

-5 7 3

は E ･ hir a e V - A T P a s e の 示す協同性に必須で ある こ とが示されたo

3 - 3 - 7 N a
＋

- A T P a s e 反 応に関わ るアミノ酸残基 の 同定

原 掛 真核生物 の N tpI ホ モ ロ グに つ い て ､ C 末端部分 の アミノ酸配列を Fig ･ 2 2 に示したo A rg
1 5 7 3 の

周辺を含め
､
この簡域は各生物種 v - A J P a s e 間で非常によく保存されてい ることがわかる. こ の 中で ､
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A rg
1 5 7 3 と共にイオ ン輸送に関わるアミノ酸残基を同 郡

一

るために ､ 特に真核細胞型 の N tpI ホ モ ロ グ
とも保存性 の高い残基から部位特異的変異導入を行 っ たo そ の 結果 ､ y 5 7 1 L , L 5 7 鴫 L 5 7 7 R , E 6 3 4 K

変異体で は ､ N a
＋

- A T P a s e 活性が ほとん ど観察されなか っ た o また､ L 5 7 7 F , f= 6 2 6 R
, E 6 3 4 Q 変異

体では著 しい活性低下が 見られた (T a bl e I V) o H 6 2 6 R ､ E 6 3 4 Q に つ い ては ､ N a
＋
#F 出活性 ､ A T P

加 水分解活性共に野生株 の約 2 0 % に低下した (F ig ･ 2 3) o また二 N tpI の V - A T P a s e 間で保存され
た荷電性 アミノ酸残基を Fig ･ 2 4 に示 したが ､ そ の ほとん どは親水性 ル - 簡域に存在する. こ

の 中で第 1 膜貫通部位に存在すると考えられる As p
- 3 S 4 の 変異 ( D 3 8 4 N ) は ほとん ど活性に影

響 しなか っ た｡

E ･ c oli a サブ ユ ニ ッ トにお い ては ､ 必須ア ル ギ ニ ン残基 ( A rg
- 2 1 0) の変異体に対 してそ の近傍

の残基 の ア ル ギ ニ ン - の置換が部分的な抑圧変異となる [11 5] o そ こ で ､ E ･ h i r a e N tpI にお い て

ア ル ギ ニ ン残基 の位置を 5 7 3 (第 6 膜貫通部位) から対面 の - リ ッ ク ス ( 第 7 膜貫通部位) に

移動させた変異体 ( R 5 7 3 uI6 0 8 R
,
R 5 7 3 Q /Q 6 1 2 R , R 5 7 3 N M 6 1 5 R) を作製した が

､ これら の変異 に

よ る活性 の 回復は観察されなか っ た ｡ また ､ これら の残基 の 単 -

変異体(Ⅰ6 0 8 R , Q 6 1 2 R , N 6 1 5 R)
は ､ 野生型とほ ぼ同程度の活性 を示 した ( T a bl e I V) o

以上 の 結果から､ A rg
- 5 7 3 を含む N tpI C 末端領域は v - A T P a s e 間で非常に高く保存されてお り ､

v I A T P as e に よるイ オ ン輸送にお い て重要な役割 を果たして い ることが示唆され たo

3 - 3 - 8 N t pI の トポ ロ ジ ー

に つ い て

ハ イドロ パ シ ザ ロ フ ァ イル からは､ N tpI は 7 回膜貫通型(F ig ･ 2 4 B) であると考えられて い るが ､ それを

確認するため にラ ベ ル実験を行 っ たo N tpl に本来存在する 2 個の cy st ei n e( C y s - 2 5 9 , C y s - 5 3 5) を

s e ri n e に置換した c y s -l e s s N t pI を作製し､ それを基 に､ まず A rg
-5 7 3 及び活性に関わる残基を含む､

N tpI C 末端側 2 つ の膜貫通部位を中心 に C y s 置換変異体を作製した o これらに対 して､ 膜透過性 ･

非透 過 性 の 2 種類の 試薬を反応させ ､ c y s 残 基 の S H 基 に 結合した膜 透過 性 試薬 M P B

【脚 -( 3 - m al ei m id ylp r o pi o n y l)bi o cy ti n] を a vidi n - c o nj u g a t e d alk al i n e p h o s p h at a s e で検出した . M P B は

鳩 M ( N - ethyl m al ei mi d e) と同様に､ s H ･基との反応に = 2 0 分子を必要とするため ､ 膜貫通領域などの

疎水性 の 高い部分に存在する C y s 残基とは反応しにくい
o よっ て w h ol e c ell で の実験 におい ては ､ 疎

水性 ･ 膜透過性 の h m B は細胞内 ･ 細胞外両方 の ル - に存在する C y s 残基と反応するが√､ 親水性･

膜非透過性 の A M S は ､ 細胞外に存在するC y s 残基との み反応するo したが っ て ､ A M S の前処理によ

り M P B の結合が阻害された時､ その残基は細胞外 ル ー

プにあると考えられる 【1 02 -1 0 4] . 結果として ､

s 5 4 6 C 及び Ⅰ6 5 9 C は膜透過性 S H 試薬 である M P B によりラ ベ ル されたが
､ これ は親水性試薬

A M S の 前処理 に よりほぼ完全に阻害された o

一 方 ､ A 5 9 8 C にお い て は A M S に よ る阻害は観察
され なか っ た (Fig ･ 2 4 A) o これら の結果から s 5 4 6

,
I6 5 9 は細胞外 ､ A 5 9 8 は細胞質側 の ル ー プ額

域に存在 して い る ことが示 唆され ､ A rg
-5 7 3 及びイオ ン輸送に関わる重要な残基が c 末端側 2 つ

の膜貫通部位に位置することがわか っ た ( F ig . 2 4 B) 0
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以上 の 結果から､ 叫 A r g
-5 7 3 は F -

, V - A T P a s 咽 で保存されており､ v
o

ロ
ー

タ ー 成分( N tp K ) の回転
に影 響を与える､ N a

＋
- A m a s e 反応 に必須 の ア ル ギ ニ ン残基であることが 明らか になっ たo また ､

A rg
- 5 7 3 を含む N tpI C 末端側領域は Ⅴ- A T P a s e 間 で保存性が高く､ v I A J P a s e に よるイオン輸 敵 お

い て重要な役割を果たして い ることが示唆された
o こ の領域は ､ N tp K の イオ ン結合部位(G lu - 1 3 9) と

共同してイオン輸送に関わる可能性があると考えられるo

3 - 4 考察

N Q J A r g
1 5 7 3 変質の A T P a s e 顔合 繊 鎗l=

Jq する彪 響

s ･ c e r e vi si a e V phl で は 且 hi r a e N tpI A rg
- 5 7 3 に相当する残基 の変異 ( R 7 3 5 L) により N a

＋
- A T P a s e

複合体が 不安定になる との報告 が ある 【11 1】o しか し､ E . hi r a e V - A T P a s e の 場合､ A rg
- 5 7 3 の 変

異は 叫 の安定性や v
o
v l 複合体形成 には影響を与えなか っ た (Fig ･ 1 7) o また ､ N tpI 欠損株

N I D /p fl E e x ( v e ct o r) にお い て ､ V l の 主要なサブ ユ ニ ッ トである N tp A , B が膜分画に検出され
た (F ig ･ 1 7 A

, l a n e 2) o これは v - A T P a s e 複合体の 形成と何らか の関与が あると考えられ るが
､

理由は 明らか ではない o こ の 点 に関 して は ､ 観察された N tp A
, B サブ ユ ニ ッ トが安定な v l 複

合体 を形成して い るか に つ い て まず確認す る必要 がある｡

E ･ hi r a e V -A T P a s e が 示す N a
＋
に材すa 東 の彪原像Ir つ い て

Fig ･ 2 0 に示 したように ､ 本酵素に よる A - 口水分解反応は N a
＋
依存的であるo N a

＋
の作用部位

は v
o 部分に存在す畠ため (N a

＋
結合部位､ N tp K G lu - 1 3 9) 【61 , 6 2】､ V l 部分における A P 力日永

分解に対する N a
＋

の影響は v
o

- の N a
＋
の 作用 を反映して い ると考えられ る｡ また ､ A T P 力ロ水

分解反応におい て N a十に対する負の 協同性を示す 【11 4 ド とから､ 親和性 の異なる N ㌔の 作用
部位 が複数ある こ とが 示唆され るo さらに ､ H ill 係数は A T P 濃度の 低下にともな い 1 に近づき ､

協同性が 弱まる (F ig s ･ 2 1 , 2 5) 【11 4] o 親和性 の異なる N ㌔の作用部位が複数存在する こ とと､

それが A T P 濃度に依存す る こ とを考え､ 筆者らは これを以下 の ような rN a
＋
結合部位の 仰

依存性親和性変化 モ デル+ で説明できると考えて い る (Fig 1 2 5) ･[11 4] o i) N tp K 上 の N a
＋
# 合部

位に ､ 高い親和性 で N a
＋
が結合する (K4 N a

＋
)

- 1 5 土5 仰 【6 2] o ii) A J P 加水分解に より N tp K ロ

ー

タ ー

が回転し
､ 結合部位が N tp I と N tp K の境界面に入ると､ N a

＋
結合部位の構造変化が起き

るo その 結果結合部位の N a
＋
に対する親和性が低下 し､ N a

＋
が結合部位から離れ､ N tpl b 彬 成

す る チ ャネル を通 して放出され るo iii) 更 なる回転により結合部位が境界面から離れると､ そ

の 構造はもとの 高親和性型 に戻 るo こ の イ オ ン結合部位 の構造変化 には
一 定の 時間が必要で あ

ると推測されるo 高濃度の A T P が存在す る場合 ､ つ まり N tp K ロ
ー

タ ー の回転が速い場合にお

い て は ､ 残存 して い る低親和性型 の結合部位 (低親和性 の 中間状態) に次の N ㌔が結合す る｡

こ の ､ 低親和性 の 中間状態 - の N ㌔の作用が あるために ､ N a
＋
に対する負の協同性が観察され

ると考えられる 【11 4] o これ に対 して ､ A T P が低濃度の 場合には
･
N tp K ロ ー タ ー の 回転が遅く ､

4 0



結合部位 が高親和性型 に戻 るた めに十分な時間が 与えられ る ( 中間状態 の 出現が減る) ｡ こ の

た め負の協同性が減弱す ると考 えられ る｡ また F ig . 2 5 は N tp K が 3 6 0 0 回転す る こ とを前提に

作製 して い るが ､ 仮に完全 な回転ではなく ､ N tpI に対 して N tp K がある振幅で左右に運動す る

( ずれ る) と しても､ こ の 親和性変化 モ デル は同様 に適用できると考えて い る｡

R 5 7 3 K 変異体に つ い て の N a
＋
依存性 A T P 加水分解活性 の 測定

.

(F ig . 2 1) から､ R 5 7 3 K 変異体

は A T P 加 水分解反応 におい て ､ N a
＋
に対 して野生株 よりも高い H ill 係数を示す ことがわ か っ た ｡

定常状態 で ある 2 5 m M N a Cl 存在下で の A T P に対す る K m 値は野生株 ､ R 5 7 3 K 変異株 それぞれ

0 .7 m M 及 び o . 8 血M であり､ A rg
- 5 7 3 の 変異は A T P に対する親和性に影響を与えなか っ た (d aLt a

n o t s h o w n) o また ､ A J P 加水分解にお ける N a
＋
に対す る K m 値が野生株 ､ 変異株同様 に低 い ( 高

親和性 で ある) ことか ら､ N tp K - の N a
＋
の結合に対す る影響も無視できる程度で あると考え

られ る｡ したが っ て ､ R 5 7 3 K 変異に より本酵素の N a
＋
に対する協同性が弱め られて い る こ とが

示された o 前述 の モデル よ り ､ これは R 5 7 3 K 変異が N tp K ロ
ー

タ ー の回転速度を遅く し､ 構造

変化 に十分な時間を供給 して い るためであると考 えられる｡

N a
＋

-A T P a s e & G l=ノ野わa ア ミノ 磨窺基i r つ い て

変異導入 の結果明らかとなっ た N ㌔ - Å Ⅳ a s e 活性 に関わるアミノ酸残基は ､ A 噂
- 5 7 3 周辺 に存在して

いた( Fig . 2 4) . T y r - 5 7 1 は Le u - の 変異により活性が消失したが ､ こ の残基は α - リックス 上で A rg
- 5 7 3

の ほ ぼ反対面に位置するため ､ イオ ン輸送過程 に直接関与するとは考えにくい ｡ Y 5 7 1 L にお ける活

性低下は ､ Ty r の 芳香族性 の大きな側鏡が他の - リックス との相互作用に必要とされて い たためである

と考えられる｡ また L 5 7 4 , L 5 7 7 の ア ル ギニ ン - の変異体にお い ても活性が消失して い た｡ これらは

A rg
- 5 7 3 周辺 に p o si ti v e ch ar g e が増加したことが原因であると考えられる｡

E . c oli F - A J P a s e a サブ ユ ニ ッ トに お い て は､ A rg
-2 1 0 と共に G lu - 2 1 9 及び H is -2 4 5 が活性に重要

で ある こ とが分か っ て い る【4 1 ,
1 1 2] . また ､ S . c e r e visia e V p h l におい て も同様 に ､ H is 及 び G lu

残基が 活性 に関わ る[11 1 ,
1 1 6] ｡ しか しアミノ酸配列 の ア ライメ ン トからは､ E . h ir a e N tpI の こ

れ らに相当する位置に H is 及び G l u 残基は存在しない (Fig . 2 6) ｡ また ､ 部位特異的変異導入の

結果 から ､ E . hi r a e に お い ては N tpI H is - 6 2 6 及び G l u -6 3 4 が活性 に必須であ っ た｡ しか し M P B

に よる ラ ベ ル 実験か ら､
これ ら荷電残基は C 末端親水性領域に存在すると考え られる(F ig . 2 4) 0

s . c e r e vi sia e V p hl で の相当す る H is
,
G l u 残基 の変異に つ い て はまだ報告がない が

､
これ ら残基

は ､
E . c oli F - A J P a s e a サブ ユ ニ ッ トにお ける Glu - 2 1 9 及び flis - 2 4 5 等 の役割とは異なり ､ N tp I

チ ャ ネル の 開 口部 に位置 してイ オ ン の放出 ･ 解離過程に関わると推測される ｡

本章で は ､ イオ ン輸送には A rg
- 5 7 3 を含む - リックス部分が中, b として関わることを示したo O st er らが

提唱 して いる F - Å 汀a s e の イオ ン輸送メカ ニ ズ ム では
､
F

. 固定子 の p o sitiv e ch a rg e(E ･ c oli a R 2 1 0
,

p m o d e s t u m a R 2 2 7) がイオ ン輸送 を行う上で必須で ある 【11 7 -1 1 9] ｡ N tpI サブ ユ ニ ッ トの A rg
1 5 7 3

残基 は固定子 N tpI に存在する機能的に必須 の残基 (p o siti v e c h a rg e) で あり ､ この部位は N tp K

ロ
ー タ ー 上のイオ ン結合部位と共同してイオ ン輸送に関与して い ると考えられる｡
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第 4 車 線括

E n t e T O C O C C u S hi T a e N t p J 由 愉送体による N a
＋
輸送及びそのイオ ン輸送機梼

K trII 活性が観察されない n 申/ 遺伝 子被壊株(J E M 2) にお い て ､
バリノマ イシ ン添加により顕著な K

十

取り込みがあることを見出し､ そ の解析から J E M 2 では野生株よりも高い膜電位が形成されて い ること

を明らかにした｡ ア ル カリ条件では主 に N a
＋

- A T P a s e により膜電位が形成されるが ､ 野生株とJ E M 2 に
r

お い ては N a
＋

- A T P a s e 活性に有意な差は認められなか っ た o しかし､ J E M 2 では野生株で観察された

膜電位依存性の N a
＋
取り込み活性が消失して い た｡ よっ て

､ 膜電位の過分極の原 因は ､ N tp J 欠失に

よる細胞内 - の N a
＋
再取り込みの減少であることが示された o N tp J は K trII K

＋
取り込 み系の構成成分

であるが ､ N a
＋
透過 にも関与して い ることがわ か っ た｡

N tpJ に類似する K
＋
輸送体は ､ 植物から細菌に至るまで生物界に広く分布して い た(Fig . 2 7) o これら

輸送体 の メカ ニ ズ ム に つ い て は 不 明な点が 多い が
､ イオ ン透過部位には放線菌の K

＋
チ ャネル

( K c s A ) のイオ ン透過孔と類似 の構造を持 つ と推定され ､ これらは K
＋
チ ャネルを共通 の祖先として分

化したイオ ン輸送体フ ァミリ ー

であると考えられる｡

腺球菌 N a
＋輸送性液胞型 A T P a s e の構造と機能

筆者らの グル - プは腸球菌 E n t e r o c o c c 2LS hi r a e N a
＋

- A T P a s e の オ ペ ロ ン遺伝子 をク ロ
ー

ニ ング し､

本酵素が真核細胞型 の 典型的な液胞型 ÅT P a s e ( V - A T P a s e) である ことを明らか に してきたo

本研究では ､ N a
＋

- A T P a s e V
｡
部分の サブ ユ ニ ッ トで ある N tp I が E . c olt F - A T P a s e などの a サブ

ユ ニ ッ トに相当す る こ と を見出し ､ N tpI A rg
-5 7 3 が F - ty p e

,
V -

ty p e A T P a s e に お い て保存された ､

イ オ ン輸送 に必須の ア ル ギ ニ ン残基で ある こ とを明らか に した｡ また､ A 昭
一5 7 3 と共にイオ ン輸送

に 関わる残基を部位 特異的変異導入法により同定し､ 化学修飾試薬を用い たラ ベ ル実験により､

A rg
- 5 7 3 周辺 の膜貫通領域の トポロ ジ

ー を決定した. 変異により N a
＋

･ A Ⅳ a s e 活性に影響を与える残

基 は A rg
-5 7 3 周辺 に存在しており､ この部位は N tp K ロ - タ - 上 のイオ ン結合部位( G lu -1 3 9) と共同し

てイオ ン輸送に関与して い ると考えられる｡

N a
＋共役型 の Ⅴ - A T P a s e の存在はこれまであまり知られていなか っ たが ､ 近年 Clo s h

･

id z
.

u m p eTP i n g e n s

をはじめ様 々 な細菌に N a
＋共役型 v - A T P a s e が存在することがわか っ てきた. 連鎖球菌属においても

v - A T P a s e は複数の種に分布して い る(F ig . 2 8) o N a
＋

- A T P a s e の分布と耐塩性 ･ 耐ア ル カリ性などゐ性

質とは直接関連するもの ではない が , そ の
一

因となりうるもの であり､ これら細菌の 生態を理解する上

で重要な情報であると考える｡

以上 の ように , 本研究によりE . h ir a e N a
＋共役型 v - A T P as e 及 び N tp J N a

＋
, K

十輸送体の研究に ､ 分子

生物学的手法による構造 ･ 機能の解析法を導入することができた ｡ 特に N a
＋

- A T P a s e に つ い ては ､ 現

在結晶化構造解析な どが進 められてお り ､ E . h i ri e v - A T P a s e は ､ F -

t y pe ,
Ⅴ -t y pe A T P a s e に おける
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エ ネ ル ギ ー 共役 の仕組み の 解明 に構造 ･ 機能 の 両面か ら貢献 できる系であると考える｡ 本実験
系を用 い て ､ N a

＋典役型であるという特性を生か した Ⅴ - A T P a s e イオン輸送機構 の研究 のさらなる進展
が期待される｡
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略号

A M S 4 - a c et a mi d o -4
'

- m al ei m idy lstilb e n e 1 2 , 2
'

- dis ul f o ni c a cid

A T P a s e a d e n o si n e 廿ip h os p b at a s e

C C C P c a rb o n yl cy a nid e m - ch l o r o p h e n ylh y d r a z o n e

C H E S N - cy cl o h e x y ト2 - a mi n o eth a n e s ul f o mi c a cid

D C C D N N
'

- di cy cl o h e x y l c a rb o dii m id e

E D T A ethyl e n e di a mi n et etr a a c eti c a cid

P U T - 1 7 5 6 - a mi n o -2 - n a p ht h yl
- 1 , 4 -

g u a nisi n o b e n z o at e

M P B 脚 -(3 1 m al ei mi dy lp r o pi o n yl) bi o cy tin

P A G E p oly a cryl a m id e g el el e ct r o p h o r esis

P C R p oly m e r a s e ch ai n r e a cti o n
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cir c ula ti o n of N a
＋

a n d d in c ells ･ B i o ch i m ･ Bi o ph y s . A ct a
,
1 1 8 5

,
1 2 9 1 1 5 1 (1 9 9 4)

D i m r o th , P ･: S o di u m io n t r a n sp o rt 滋c a rb a ryl a s e s a n d o th e r a sp e c t.y of s o diu m i o n cy clin g i n b a c te ri a .

M ic r o bi oI R e v, 51 , 3 2 0 1 4 0 . (1 9 8 7)

T o k u d a
,
H ･ a n d T ･ U n e m ot o: C h w a ct e ri za ti o n of th e , e sp t

'

r a tio n - d e p e n & n t N a
十

p u m p i n th e m a ri n e

b a c t e ri u m 搾b ri o aZgi n oly tic 2Lg ･ J . Bi ol . C h e m .

,
2 5 7

,
1 0 00 7 - 14

.(1 9 82)

H e e 血 er
,
D ･ L ･ an d F ･ M ･ H ar old: A T P -d rh , e n s o di u m p u m p i n S t re pt o c o c c zLy fa e c alis . P r o c N atl A c ad S ci

U S A , 7 9 , 2 7 9 8 1 8 0 2 . (1 9 8 2)

Y am at o , Ⅰ･ an d Y ･ Am a k u
,
N a

十

/s ub str a t e sy m p o rt in p T D k aT y O t e S ･ A 批ali c ati o n tr a n s p o rt s y st e m s in

p r ok a ry ot e s , ed . B ak k e r . E ･ P L B o c a R at o n
,
F L : C R C . 5 3 -7 6 .(1 9 93)

h a e , Y ･ an d
l
T ･ A t s um i: N a

'
- d riv e n b a c t e ri al P a g eZla r m o t o rs . I B i o e n erg B io m e m b r

,
2 1 , 7 0 5 -1 6 .

(1 9 8 9)

K ak in um a
, Y ･

: I n o rg a n i c c a ti o n tTla n SP O rt a n d e n e rgy t r a 71g d u c ti o n i n E nt e7V C O C CZ m hir a e a n d o th e r

s t n p t o c o c c i ･ M ic r o bi ol 丸P I Bi oI R e v
,
6 2

,
1 0 2 1 -4 5 ･(1 9 9 8)

A b r am s
,
A ･

, Th e p 7V tO n - t ra n Sl o c a tin g A T P a s e (F I F o) i n Str ep t o c o c c u s fa e c alis . E n z ym es in bi olo gi c al

m e m b r an e s
,
2 n d ed ･

,
e d

･
A

･ N ･ M art o n osi ･ V ol 1 4 ･ N e w Y ork
,
N Y: P le n um P r e s s

. 1 7 7 ･ 1 93 .(1 9 8 5)

K ak in um a
,
Y ･: S o di u m /p TV t O n a n tip o rt e r in St7 q t O C O C C ZLyf a e c a li s . J B a ct eri ol

,
1 6 9 , 3 8 8 6 ･9 0 . (1 9 8 7)

W a s er , M ･

,
et al l: C l o nin g a n d dis r up ti o n of a p ut a tiv e N a H - a n tlb o rt e r g e n e of E nt e 7V C O c c w h i r a e . J .

B i ol ･ C h e m .

,
2 6 7 , 5 3 9 6 -4 00 .(1 9 92)

K ak in um a, Y ･ , Ⅰ･ Y am at o
,
a n d T ･ M n r at a: S i r w t u re a n d f u n cti o n of v a c u ola r N a

＋
- t'Ta n Slo c a ti n g A T P a s e

in E n te 7V C O C C ZLg h iTTa e ･ J Bi o e n e rg Bi o m e m b r
, 3 1 , 7

-1 4 . (1 9 9 9)

K ak in um a
,

Y
･

a n d K ･ Ig ar ash i: S o di u m -t r a n slo c a tin g a d e n o si n e 坤 h o sp h a t a s e i n St, e p申C OP C u S

f a e c ali s ･ J B i o e n erg Bi o m e m b r,
21 , 6 79 -9 2 . (1 98 9)

B ak k e r
,
E ･P ･ a n d F ･ M ･ H a r old : E n e , y c o upli ng t o p o t a s si u m t r a n sp o Tl i n S t' e p to c o c c zLS fa e c alis .

In te rp la y of A T P a n d th e p 和t O n m Ot h, e f o n e ･ J . B i ol . c h 耽 L
,
2 55

,
4 3 3 - 4 0 . (1 9 80)

K ob a y a sh i, H ･: S e c o n d sy s te m f o r p o t a s si u m t r a n sp o rt in S tTT P t O C O C C u S fa e c alis . J B a ct e ri ol,
1 5 0 ,

5 0 6 -l l . (1 9 82)

K a k in t m a , Y ･ an d F ･ M ･ H ar old: A T P - d ri v e n e x c h a n g e of N a
'

a n d K
t

io n s by St Te P i o c o c c zLg f a e c ali s . J .

B i ol . C h e m
. ,
2 6 0 , 2 0 8 6 -9 1 . (1 9 8 5)A

M ur at a
,
T ･

,
et a l･: m e n tp J g e n e L

.

” th e E 77t e TV C O C C u S h i r a e n ip o p er D n e n c o d e s a c o m p o n e n t of K L7
･II

p o t a s siu m L71 a n SP O Tl 耶 お m f m cii o n al[y i n L k p e n d e nt of v a c u ola r N a
'

- A T P a s e . J
.
B i ol . C h e m . , 2 71 ,

1 0 0 4 2 -7 . (1 9 9 6)

6 2



2 1 .

2 2 .

2 3 .

24
.

2 5 .

2 6 .

2 7 .

2 8
.

2 9 .

3 0 .

3 1 .

3 2
.

3 3
.

3 4 .

3 5 .

3 6 .

3 7 .

3 8 .

3 9 .

J o rg e n s e n , P ･ L ･‥ M e c h m u
'

s m of lh e N a
＋

･
R

＋

p u m p ･ p r ot ei n s tr u c t u n a n d c o nfo m atio n s of th e p u 柁 q a
･

K
＋

) - A T P a s e ･ B i o c hi m Bi o ph y s A ct a , 6 9 4
,
2 7 ･ 6 8 . (1 9 8 2)

H id alg o
, C ･ : Lip id -

p , D t ei n i n te r a cti o n s a n d th ej u n ctio n of th e C d
2 十

- A T P a s e of s w c op l a s m i c 将tic ulu m .

C R C C ri t R e v B i o c h e m
,
21

,
3 1 9 4 7 (1 9 87)

S a ch s
,
G ･

,
et al･ : A n o n ele c t, D g e n ic d p u m p i n p la s m a m e m b r a n e s of h o g st o m a c h ･ J . B i ol. C h e m .

,

2 5 1 , 7 6 9 0 18 .( 1 9 7 6)

E p st e in
,
W ･

,
V . Wh it el a w , a n d J ･ H e ss e: A K

＋

t ra n sp o rt A T P a g e i n E s c h e ri c hi a c olt . J ･ B iol ･ C h e m
. ,
2 53 ,

6 6 6 6 - 8 . (1 9 7 8)

F u t ai , M ･ , T ･ N o u 叫 an d M ･ M a e d a: A T P sy n th a s e 伊
＋

-A T P a s e) : r es ults by c o m bi n e d bio c h e m ic a l a n d

m ole c ul a r bi ol o gic al ap p , v a c h e s ･ Am u R e v B i o ch e m , 5 S , l l1 - 3 6 (1 9 8 9)

S e n io r , A ･ E ･: Th e p 7V t O n -t ra n Sl o c a ti n g A T P a s e of E s ch e rich ia c o li ･ Am u R e v Bi op h y s B i o p h y s C h e m
,

1 9
,
7 -4 1 (1 9 9 0)

M it c h ell
,
P

･
: C o u plin g of p h o sp h o f yl a ti o n of ele c t7 0 n m 2d h y d, v g e n t r a n sJre r by c h e m i - o s m o ti c O r e of

m e ch a nis m ･ N at u r e, 1 9 1 , 14 4 - 14 i (1 9 6 1)

H ar old , F ･ M ･

,
A st u dy of bi o e n e rg e tic s ･ N e w Y o rk : F r e e m an . (1 9 8 6)

P e n efsk y , H ･ S ･

,
et al ･: P a rtia l r e s ol u ti o n of th e e n D 7 m e S C a t aly Ti n g o x i d a tiv e p h o sp h o ' y l ati o n . J . B i ol.

C h e m . , 23 5 , 33 3 0 (1 9 6 0)

K an a z a w a , H ･ , e t aZ･ : S p e ci aliz e d t ra n sd u ci n g p h a g e la m b k c a n y i n g th e g e n e s fo r c o up lin g jTu t o r of

o x id a ti v e p
h o sp h o 'y la ti o n of E s c h e r t

'

ch k 7 C O IL: i n c , - B e d sy n th e si s of c o up Zin g f a ct o r o n i n d u c tio n of

p I V P h a g e l a m b d a a s n ･ P r op N atl A c ad S ci U S A , 7 6 , 11 2 6 - 30 . (1 9 7 9)

K an a z a w a
,

H ･

, et al ･: O rg a ni z a ti o n of u n o g e n e cl u st e r of E s c h e ri chia c oZi c o di n g f o y p 7 V t O n -

t ra n sl o c a tin g A T P a s e of o xi & t h, e p h o sp h o fyla tio n ･ P r o c N atl A c a d S ci U S A
, 77 , 7 0 0 5 19 . ( I 9 8 0)

S e n i or , A ･ E ･

,
S ･ N a d a n a civ a

, an d J ･ W eb e r: Th e m ol e c ula r m e c h a nis m of A TP り7n th e sis b y F ) F o A T P

sy n th a s e ･ B i o ch i m Bi o p h y s A ct a , 1 5 53 , I 8 8 -2 1 1 . (2 0 02)

Fill in g am e
,

R H ･ : C o up li n g a t r a n sp o 71 a n d A T P sy n th e sis in F I F o A T P sy nih a s e s : gli m p s e s of

in t e r a cti n g p a rts i n a dy n a m i c m ol e c ula r m a c h i n e ･ J E x p B iol
, 2 0 0 , 2 1 7 -2 4 . (1 9 9 7)

B o y er , P ･ D .: A p e rsp e ctiv e of th e bi n din g ch a n g e m e c h a n is m f o r A T P sy nth e sis . F a s eb I
,
3

,
2 1 64 -7 8 .

(1 9 89)

B oy e r, P ･ D ･: m e bi n din g c h a n g e m e c h a n is m fo r A T P sy n th a s e - -s o m e p T D b a bilitie s a n d p o s sibiliti e s .

Bi o ch i m B i op h y s A ct a
,
11 4 0

,
2 1 5 -5 0 . (1 9 9 3)

A b r ah am s
,
J

･ P ･ , e t aZ･ : S lr w t u 柁 a t 2 ･ 8 J4 f ? S Ol u ti o n of F )
-A T P a s e

〕わ m b o v i n e h e a rt m i to c h o n d ,i a .

N at ur e
,
3 70

,
62 ト8 . (1 99 4)

N oji , H ･

,
et al l: D ire ct o b s e n ,atio n of th e 7V t a ti o n of F ) A T P a s e . N at ur e , 3 $6 , 2 9 9 - 3 02 . (1 9 9 7)

H u t ch e Q n , M ･ L ･

,
et aZ ･: E n e rg y

- d ri v e n s u b u n it 7V ta ti o n a t th e i n t e rf a c e b et vL窄e n S u b u nit a a n d th e c

olig o m e r in th e F o s e c t o r of E s ch e rich i a c oli A T P sy n lh a s e . P r o c N atl A c a d S ci U S A
,
9 S

,
B5 1 9 -2 4

.

(2 0 01)

N is hi o
,
K ･

, e t aZ ･: S u b u nit 7V t a iio n of A T P sy n th a s e e m b e d d e d in m e m bTla n e SI a O r b e t a s ub u n it 7 V i ati o n

7 d a th 'e t o th e c s u b u n it ri n g ･ P r o c N atl A c ad S ci U S A , 9 9 , 1 3 44 S -52 . (2 0 0 2)

6 3



4 0 .

4 1
.

4 2 .

4 3
.

4 4

4 5

4 6

4 7 .

4 8 .

4 9 .

5 0
.

5 1 .

5 2 .

5 3 .

5 4 .

5 5 .

5 6 .

5 7 .

5 S .

K ai m
, G ･ , U ･ M at th ey , a n d P ･ D h m

･

ot h ･

･ M o 滋 of i n L e r a cti o n of th e sin gle a s u b m it w ith th e m ulti m e ri c c

s u b u nit s d u r i n g th e t r a n sl o c a ti o n of th e c o upli n g io n s b y F I Eo A T P a s es ･ E M B O I
,
1 7

, 6 88 ･9 5 ･ (1 9 9 8)
v＋ik

,
S ･ B ･ a n d B ･J ･ An t o n i o: A m e c h a n is m of p 7D t O n E ra n sl o c ati o n by F )F o

A T P sy n th a s e s s u g g e st e d by
d o u bl e m u t a n ts of th e a s ub u n it ･ J ･ Bi ol ･ C h e m ･

,
2 6 9

, 30 3 6 4 -9 ･ (1 9 9 4)
Fill in g am e

,
R H ･ , W ･ Ji an g ,

a n d O ･ Y: h ih i e v : C o upli n g d t r a n sp o rt t o 7 V i a Ty C a t aly sis in F -

o r e

A T P sy n th a s e s : st r w t u ne a n d o rg a n iz ati o n of th e t r a n s m e m b r a n e 7V ta f y m o t o r J E q ) Bi ol
,
2 03 刑 1

,

9 -1 7 . (2 0 0 0) j

D i m r oth
, P ･ , et al ･: E n e rg y t r a n S d u cti o n i n th e s o di u m F - A T P a s e of P 7 V P io ni g e ni u m m o d e st u m . P r o c

N atl A c a d S ci U S A
,
9 6 , 4 9 2 4 -9 . (1 9 9 9)

N els o n
, N ･ a n d L ･ T ai l: Th e e v ol uti o n of H

'

- A T P a s e s ･ T r e n d s B io ch e m S ci
,
1 4

, 11 3 J ･ (1 9 i 9)
N els o n

, N ･
: E v oZ u tlo n of o rg a n ella r p m t o n - A T P a s e s ･ B i o ci m ･ Bi op h y s ･ A ct a

,
11 0 0 , 1 0 9 - 1 2 4 (1 9 9 2)

s t e v e n s
,
T ･ H ･ an d M ･ F o rg a c: S tr u ct u 喝 f2 m C tio n a n d reg ul atio n of th e v a c w l a r a - A T P a s e . Am u R e v

C ell D e v B i ol
,
1 3

.

, 77 9 ･8 0 8 (1 9 9 7)

Li
, y ･p ･ , et a l･ : A tp 6i -

L kj ici e nt m ic e e xh ibit s e v er y o st e o p etTV Sis d u e t o l o s s of o s te o cl a st - m e d 7
･

a t e d

ex t r a c ell ula r a cid lji c a tio n ･ N at G e n et
,
2 3

,
4 4 7 -5 1 I (1 9 9 9)

K ar et
, F ･ E ･

,
e t aZ ･: M ut a tL

･

o n s i n th e g m e e n c o d i n g B I s u b u n t
･

t of a -A T P a s e c a 2LT e 7 m al t u b ula r

a cid o sis w ith s e n s o rin e u r al 滋 ah e ss ･ N at G e n et
,
2 l , 8 4 -9 0 ･ (1 9 99)

y o k o y am a , K ･

,
T ･ O shi m a , an d M ･ Y os hid a: Th e r m u s lh e r m o p h il u g m e m b r a n e - a s s o ci a t e d A T P a s e .

I H di c a tio n of a e u b a ct e ria l V -

o r e A TP a s e ･ J ･ Bi ol
･ C h e m L ' 2 6 5 ,

21 9 4 6 -5 0 ･ (1 9 9 0)
B o wm an

, E ･J ･ , K ･ T er m ey ,
. a n d B ･ J ･ B o wm a n : Is ol a ti o n of g e n e s e n c o dt

･

n g th e N e uT D SP O r a V a C u O la r

A T P a s e ･ A n aly sii of v m a - 1 e n c o di n g th e 6 7 -k D a s u b u n it T m e als h o m ol og y t o o th e r A T P a s e s . J . B i ol .

C h e m .

,
2 6 3

,
1 3 99 4 - 4 0 0 1 . ( 1 9 88)

p ar ry , R V ･

,
J ･ C ･ T t - er , an d P I A ･ R e a: H ig h p u r t

･

o 7 P l ? P a ra ti o n s of h ig h e r pla nt v a c u ola r a - A T P a s e

re v e al a m itio n al s ub u n its ･ R e vis e d s u b u n it c o m p o sitio n ･ J ･ B iol
･ C h e m ･

,
2 6 4

, 2 0 0 2 5 -3 2 ･ (1 9 8 9)
M o riy am a , Y a n d M ･ F ut ai : H

＋

A T P a s e
･

a p ri m a 7 y P u m p fo r a c c u m ul atio n of n e u7 V tr a 脚 m itt e r s
,
is a

m aj o r c o n stitzi e n t Of b r u in sy n ap tic v e si cle s ･ B i o ch e m B i op h y s R e s C o m m t n
,
1 73 , 4 4 3 -S ･ (1 9 9 0)

u 血id a
, E ･ , Y ･ O h s um も a n d Y ･ Am ak u : P u rlji c a tio n a n d p TD P e71 ie s of d -i r m w l o c a ti n g ,

M y
＋

- a & p o sin e 坤 h o s p h a ta s e P D m V
･

a c u ol a r m e m b r a n es of S q c c h a T V m y C e S C e 7 m
･

si a e . J . Bi ol . t h e n
. ,

2 6 0 , 1 0 9 0 -5
. ( 1 9 8 5)

H e e 血e r
,
D ･ L ･

, H ･ K ob a y a shも an d F ･ M ･ H ar old : A T P -lin k e d s o di u m t ra n sp o rt i n St n p t o c o c c w fa e c a lis .
.

)I ･ E n e rg y c o up li n g i n e v e rte d m e m b r a n e v e si cle s ･ J ･ Bi ol ･ C h e m ･ , 2 5 5 ,
11 4 03 ･ 7 ･ (1 9 8 0)

H e e h e r , D ･ L ･ an d F ･ M ･ H ar old : A T P -li n k e d s o d i u m i r a n sp o Tl i n S tT e P t O C O C C 2LT f a e c ali s . I . Tlh e s o di u m

cinc ul atio n ･ J ･ B i ol
･ C h e m ･

,
2 5 5

,
1 1 3 96 ･4 0 2 . (1 9 8 0)

K aki n um a , Y ･ an d K
･ Ig ar a sh i: S o m e fe a t u , y s of th e S & ep t o c o c c zLS fa e c ali s N a

･

- A T P a s e , T S e m ble th o s e

of th e v a c u ol a r -

o r e A T P a s e s ･ F E B S L 叫 2 7 1 , 9 7 -1 0 1
, (1 9 9 0)

T hk a s e
, K ･ , e t al ･ : S eq 2ie n Ci n g a n d ch a r a ct e riz a tio n of th e n ip g e n e c h L d e r fo r v a c u ola r -

o p e

N a
'

- t r a n slo c a ti n g A T P a s e of E n t eT V C O C C 脚 h ir a e ･ J ･ B i ol
･ C h e m ･

,
2 6 9

,
I1 03 7 -4 4 .(1 9 9 4)

比eg am i
,
M ･

, e t al l: E n t e7V C O C C u S h ira e v a c u ol a r A T P a s e 由 e xp 7e S S e d i n 柁 SP O n S e わ p H a s w ell a s

6 4



5 9 .

6 0 .

61 .

6 2 .

6 3 .

6 4 .

6 5 .

6 6 .

6 7 .

6 8
.

6 9 .

7 0 .

7 1 .

7 2 .

7 3 .

74 .

7 5 .

7 6
.

s o di u m ･ F E B S Le tt
,
4 5 4

,
6 7 - 70 . (1 9 9 9)

M ur at a
, T ･ , et al ･: In t ra c ell ul a r N a

＋

R eg ul a te s t r a n s c rlb ti o n of th e nip op e T V n e n c o d in g a v a c u ola r -

o r e

N a
十

-i r a n sl o c a ti n g A T P a s e in E n te 7V C O C C W h i r a e ･ J ･ B iol ･ C h e m ･ , 2 71 , 2 3 6 6 ト6 . (1 9 9 6)

F illin g a m e
,

R H ･ , M ol e c ul a r m e c h a nic s of A T P sy nth e sis by th e F ) F o 妙 e a t r a n sp o ,tin g A T P

s y n th a s e s ･ T h e B a ct eria l V ol . 1 2 . 34 5 -3 91 .(1 9 9 0)

T a k as e
, K ･ , et al .: In d is p e n s a ble gl ut a m i c a c7

･

d r es id u e -1 3 9 of N ? K p f V t e Ollb id i n th e r e a c tio n of
v a c w la r N a

＋

- tr a n sl o c a ti n g A T P a s e in E n te r o c o c c u g h if a e ･ B i os ci B i ot e ch n oI B io ch e m
,
6 3

, 11 2 5 - 9 .

( 1 9 9 9)

M u r at a
,
T ･

,
et a l.: N a

＋

b in di n g of V 一

昨 e N a
'

- A T P a s e in E n t ef V C O C C W h i r a e ･ J
･ B i ol . C h e m .

,
2 7 5 ,

1 3 4 1 5 - 9 . (2 00 0)

H ar old , F ･ M ･ a n d Y
･
K a k in um a: P ri m a ,y a n d s e c o n d ary t r a n sp o rt of c a tL

･

o n s t
･
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