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    学位論文題名

Na十，K十―ATPase活性の

チロシンホスファターゼによる調節

学位論文内容の要旨

  本研究では、ホスファターゼおよぴキナーゼによるNa+，K+ーATPaseのりン酸

化および脱リン酸化による活性調節に焦点を当て、種々のキナーゼやホスファ

ターゼの阻害剤の存在下でNa+，K+一ATPase活性を測定することにより、活性調

節にキナーゼやホスファターゼが関与している可能性を検討することを試みた。

  まず、生体における基質がはっきりせず、リン酸エステル結合であれば脱リ

ン酸化し、特異性はきわめて低いと考えられているアルカリ性ホスファターゼ

の阻害剤であるlevamisoleとtetramisoleのラット腎臓ミクロソームのNa+，K

＋―ATPaseに対する作用、セリン／スレオニンホスファターゼ阻害剤である

okadaic acidのラット腎臓ミクロソームおよび脳ホモジェネートのNa+，K+一

ATPase活性に対する作用を調べたが、Na+，K+－ATPase活性には変化がみられな

かった。Na+，K+一ATPase活性がセリン／スレオニンホスファターゼによって調

節を受けているという報告もあるが、本研究で影響が見られなかったのは、動

物種、臓器、細胞の違いから存在するセリン／スレオニンホスファターゼの種

類が異なっているために、今回の実験系ではNa+，K+―ATPase活性調節に関与す

るセリン／スレオニンホスファターゼが存在しないか、あるいは実験系がその

作用を検出す るのには不適当であった可能性などが考えられる。

  次に、チロシンキナーゼ阻害剤であるgenisteinとherbimycinAのラット

脳ホモジェネートとミクロソームのNa+，K+一ATPase活性に対する作用を調べた

ところ、genisteinではチロシンキナーゼ活性が充分に阻害される広い濃度範

囲にわたって、Na+，K+一ATPase活性に対する影響はみられなかったが、

herbimycinAでは軽度のNa+，K+―ATPase活性減少傾向が見られた。genistein

およびherbimycinAがNa+，K+―ATPaseによるイオン流量を減少させることか

ら、チロシンキナーゼがNa+，K+一ATPase活性を促進するという報告もあるが、

種々のチロシンキナーゼの水晶体Na+，K+ーATPaseに対する効果を比較した結果
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から、キナーゼの種類によりNa+，K+ーATPaseの活性化、抑制に対する作用は異

なることを指摘した報告も見られる。本研究結果では、チロシンキナーゼ阻害

剤の顕著な作用は検出されなかったが、genisteinおよびherbimycinAにより

阻害されるチロシンキナーゼがNa+，K+一ATPase活性の調節に関与していない可

能性、Na+， K゙ -ATPaseはすでに十分リン酸化されていてgenisteinおよび

herbimycinAの 効 果 が 見 ら れ な か っ た 可 能 性 が 考 え ら れ る 。

  さらにチロシンホスファターゼ阻害剤であるdephostatinのブタ腎臓ミクロ

ソームのNa+，K+ーATPase活性に対する効果を調べたところ、活性はdephostatin

の濃度に依存して低下し50％活性阻害濃度は5ルMであった。さらにミクロソ

ームをデオキシコール酸で可溶化後に、ヨウ化ナトリウム処理とグリセロール

処理を行った精製Na+，K+ーATPaseを用いて同様の実験を行ったところ、同様に

濃度に依存してNa＋，K+―ATPase活性は抑制されたが、みかけの50％活性阻害濃

度は15 pMと増加した。共同研究者である佐藤が、ラット脳および腎臓のホモ

ジェネート、ミクロソームと精製Na+，K+一ATPaseを用いて、チロシンホスファ

ターゼの阻害剤であるdephostatin、3，4－dephostatin、phenylarsineなどで

処理することにより、濃度に依存してNa+，K+一ATPase活性が抑制されること、

Na十．K十~ATPaseの精製が進むとその作用が低下することを見い出したので、佐

藤の結果と合わせて、ラットとブタの種差、あるいはその臓器の違いにかかわ

らず、チロシンホスファターゼがNa+，K+ーATPase活性の調節に関与していると

結論した。

  チロシンホスファターゼ阻害剤によって共存するチロシンホスファターゼ活

性が阻害され、その結果としてNa+，K＋一ATPase活性が抑制されるのなら、Na＋，K

十―ATPaseのチロシンリン酸化レベルが変化していると考えられるのでウェスタ

ンブロット法によりその可能性を調べた。まず、ブタ腎臓ミクロソームおよび

精製Na+，K+一ATPaseのal、ロ1サブユニットを検出し、リン酸化チロシンに

対する抗体を用いて両サブユニットのチロシンリン酸化レベルに対する

dephostatinによる前処理の効果を調べたところ、alサブユニットのチロシ

ンリン酸化量は、dephostatinによる前処理によっていずれも増加したが、B

1サブユニットのチロシンリン酸化はdephostatin処理の有無にかかわらず検

出されなかった。この結果は、dephostatinによルチロシンホスファターゼ活

性が阻害されると、Na+，K゙ -ATPaseの触媒サブユニットであるalサブユニツ

トのチロシンリン酸化レベルが増加してNa+，K+一ATPase活性が抑制されること

を強く示唆しており、Na+，K+一ATPaseの活性調節サブュニットであるBiはチ

ロシンホスファターゼによる活性調節には関与していないことを示唆している。

- 767－



  阻害剤を用いた実験結果から、種々の精製度のNa+，K+－ATPase標品にはチロ

シンホスファターゼが共存している可能性が高いと考えられるため、p－NPPを

基質として、チロシンホスファターゼ活性を測定した。ブタ腎臓のミクロソー

ムのp－NPP加水分解活性は、dephostatinと3，4－dephostatinの濃度に依存し

て約40％、phenylarsineでは約20％低下したが、4―bromotetramisoleではほ

とんど変化しなかった。次に、ブタ腎臓の精製Na+，K+一ATPaseを用いて同様の

実験を行ったところ、p－NPP加水分解活性はdephostatin、3，4―dephostatin、

およびphenylarsineの濃度に依存して抑制されたが、抑制の程度はdephostatin

と3，4－dephostatinでは20％、phenylarsineでは10％程度であった。4－

bromotetramisoleによる抑制は見られなかった。ブタ腎臓の精製Na+，K+一ATPase

標品中に共存するdephostatin、3，4→dephostatinおよぴphenylarsineによっ

て阻害されるp一NPP加水分解活性、すなわちチロシンホスファターゼ活性はミ

クロソームに比べて減少した。当然のことではあるが、Na+，K+一ATPaseの精製

に伴い共存するチロシンホスファターゼは減少したことを示し、同時に精製Na

十，K+一ATPaseではチロシンホスファターゼ阻害剤のNa+，K+一ATPase活性に対す

る影響が低下することとも一致する。Na+，K+一ATPaseは完全に膜から可溶化し

てしまうと失活する酵素である。現在知られている最高精製度の標品でも膜断

片に存在すると考えられており、精製度にかかわらずNa+，K+ーATPaseの周囲に

ほ膜が存在する状況は変わらないと考えられる。各精製段階でのチロシンホス

ファターゼとNa+，K+一ATPaseの会合状態は不明であるが、精製度が低い場合Na

十，K+一ATPaseと共存するチロシンホスファターゼによって活性が調節されるも

のと推定される。

  これらの結果から、ラットの腎臓と脳、あるいはブタ腎臓に含まれるチロシ

ンホスファターゼで、Na+，K+一ATPaseの精製を進めていくと減少するものがNa

＋，K+ーATPaseの活性調節に関与している可能性があると考え、抗チロシンホス

ファターゼ抗体を用いて、各組織のホモジェネート、ミクロソームおよぴ精製

Na+，K+一ATPaseに混在するチロシンホスファターゼの検出を試みたところ、

PTPIC/SHP1以外のCD45、KAP、LAR、PTPIB、PTPID/SHP2、RPTP口、SIRPalが

ラットの脳と腎臓およびブタの腎臓のホモジェネートに存在し、精製を進める

と減少した。ラットの脳と腎臓およびブタの腎臓に共通して検出されたのは、

CD45とLARであった。プロテインキナーゼの関与も当然考えられることから、

抗プロテインキナーゼ抗体を用いてサンプル中のキナーゼの検出も試みたとこ

ろ、PKCa、PKC6、PKCLは検出されたが、PKCッとチロシンキナーゼであるZAP70

kinaseは検出されなかった。
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  以上をまとめると、チロシンホスファターゼ阻害剤がブタ腎臓Na+，K+―ATPase

活性を抑制し、阻害剤存在下ではNa+，K+一ATPaseのサブュニットのチロシンリ

ン酸化が増加していた。また、Na+，K+→ATPaseと共存するチロシンホスファタ

ーゼが検出され、精製に伴って減少した。これらのことから、Na+，K+一ATPase

活性がチロシンホスファターゼによる脱リン酸化によって調節されていると結

論した。
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学位論文審査の要旨

主査  教授  井上農夫男
副査  教授  鈴木邦明
副査  教授  田村正人

    学位論文題名

Na十，K十―ATPase活性の

チロシンホスファターゼによる調節

  審査は井上、鈴木及び田村の各審査担当者が学位申請者に対して提出論文の内容並びに

関連事項について、口頭試問により行われた。始めに学位申請者に対し、本論文の要旨の

説明を求めたところ、以下の内容について論述した。

  Na+，K+一ATPaseのりン酸化、脱リン酸化による活性調節に焦点を当て、各種キナーゼ、

ホスファターゼの阻害剤存在下でNa+，K+－ATPase活性を測定することで、活性調節にキナ

ーゼ、ホスファターゼが関与する可能性を検討した。

  まず、ラット腎臓、脳のホモジェネート、ミクロソームを用いてアルカリ性ホスファタ

ーゼ阻害剤であるlevamisole、tetramisole、セリンスレオニンホスファターゼ阻害剤で

あるokadaic acid、チロシンキナーゼ阻害剤であるgenistein、herbimycinAのNa+，K+

一ATPaseに対する作用を調べたところ、顕著な作用は検出されなかった。

  次にチロシンホスファターゼ阻害剤であるdephostatinのブタ腎臓ミクロソームのNa

＋，K+―ATPaseに対する効果を調べた結果、活性はdephostatinの濃度依存的に低下し、50%

活性阻害濃度は5uMであった。さらに精製Na+，K+―ATPaseを用いて同様の実験を行った

ところ、同様に濃度に依存して活性は抑制されたが、みかけの50%活性阻害濃度は15pM

と増加したことからチロシンホスファターゼがNa+，K+―ATPase活性の調節に関与している

と結論した。

  チロシンホスファターゼ阻害剤によって共存するチロシンホスファターゼ活性が阻害さ

れ、その結果Na+，K+―ATPase活性が抑制されるなら、Na+，K+―ATPaseのチロシンリン酸化

レベルが変化していると考えられるためウェスタンブロット法によりその可能性を調べた。

まず、ブタ腎臓ミクロソーム、精製Na+，K+一ATPaseのal、ロ1サブュニットを検出し、チ



ロシンリン酸化レベルに対するdephostatin前処理の効果を調べたところ、011のチロシ

ンリン酸化量はdephostatinによる前処理によって増加したが、Biではdephostatin処

理の有無に関わらず検出されなかった。この結果は、dephostatinによルチロシンホスフ

ァターゼ活性が阻害されるとalのチロシンリン酸化レベルが増加してNa+，K+一ATPase活

性が抑制されることを強く示唆しており、ロ1はチロシンホスファターゼによる活性調節

に関与していないことを示唆する。

  これらの結果から、種々の精製度のNa+，K+一ATPase標品にチロシンホスファターゼの共

存が考えられるため、p-NPPを基質としてチロシンホスファターゼ活性を測定した。ブタ

腎臓ミクロソーム、精製Na+，K+一ATPaseを用いて調べたところ、共にdephostatin、

3，4―dephostatin及びphenylarsineの濃度に依存して抑制された。抑制の程度は精製標品

に比ベミクロソームの方が大きかった。これはNa+，K+一ATPaseの精製に伴い共存するチロ

シンホスファターゼが減少したことを示し、精製Na+，K+一ATPaseではチロシンホスファタ

ーゼ阻害剤のNa+，K+ーATPase活性に対する影響が低下することとも一致する。

  このことから標品に含まれるチロシンホスファターゼで、精製を進めると減少するもの

が活性調節に関与している可能性を考え、標品中に混在するチロシンホスファターゼの検

出を試みたところ、CD45、KAP、LAR、PTPIB、PTPID/SHP2、RPTPロ、SIRPQ1が存在し、精

製を進めると減少した。すべてに共通して検出されたのはCD45とLARであった。プロテイ

ンキナーゼの関与も考えられることからキナーゼを検出したところ、PKCQ、PKC6、PKC

Lが検出された。

  以上をまとめると、チロシンホスフんターゼ阻害剤がブタ腎臓Na+，K+一ATPase活性を抑

制し、阻害剤存在下でQサブユニットのチロシンリン酸化が増加していた。また、Na＋，K+

-ATPaseと共存するチロシンホスファターゼが検出され、精製に伴い減少した。以上から、

Na+．K+一ATPase活性がチロシンホスファターゼによる脱リン酸化によって調節されている

と結論した。

  試問では本論文の内容、その関連する基礎的背景、実験の内容、方法に関して、幅広く

申請者の考えについて質疑応答がなされた。これらに対して申請者は最近の関連した文献、

本研究から得た知見を引用して適切な回答を行った。

  本研究は、Na+，K+ーATPaseの活性がチロシンホスファターゼによる脱リン酸化によって

調節されることを、種々のキナーゼ、ホスフんターゼ阻害剤を精製度の異なるNa+，K+

-ATPase標品に作用させることにより見出し、具体的に活性を調節している可能性がある

チロシンホスファターゼを検出するとともに、Na+，K+一ATPaseのaサブユニットがチロシ

ンホスファターゼ阻害剤であるdephostatin存在下でりン酸化されることも示している。

十分かつ適切な実験を行い、結果を導きだしており、非常に有意義な論文であると考えら
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れる。今後の展望としてチロシンのりン酸化部位の特定やチロシンキナーゼによる調節の

可能性を検討する旨が報告された。

  以上より、審査委員は全員、本研究が学位論文に十分値し、申請者が博士（歯学）の学

位授与に相応しいと認定した。


