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学位論文内容の要旨

Na＋，K＋-ATPaseは全ての哺乳動物の細胞膜に存在しており、ATP加水分解のエ

ネルギーを使ってK+を細胞の外から内側ヘ取り込み、Na+を細胞の内から外側

ヘ汲みだしている。この細胞膜を介する輸送系は動物細胞の重要な機能の維持

に関与している。Na+，K+一ATPaseの反応機構および活性調節に関しては多くの

報告があるが、プロテインキナーゼ及ぴホスファターゼなどによる調節に関し

ては報告が少ない。そこで本研究は、動物細胞の組織から調製したNa+，K+―

ATPa．seに各種チロシンホスファターゼ阻害薬を作用させたのちに活性を測定す

ることにより、チロシンリン酸化の関与を推定した。また、ウェスタンブロツ

ト法にてNa+，K+ーATPaseのaサブユニットのチロシンリン酸化を検討した。

Na＋，K＋－ATPase研究に用いられている標品は種々の程度に他のタンパク質を混

在している。その中には、Na+，K+―ATPaseの活性調節に関与している物質が含

まれている可能性もあると考えられることから、その点を利用したのが本研究

である。もし、Na+，K+ーATPase活性を測定するサンプル中にチロシンホスファ

ターゼが含まれており、そのチロシン脱リン酸化によりNa.+，K+－ATPase活性の

調節に関与しているのなら、チロシンホスファターゼ阻害薬によってチロシン

ホスファターゼが阻害されると、Na+，K+―ATPase活性にも影響が出ると推定さ

れる。そこで、ラット脳のホモジェネートを用いてdephostatinと3，4―

dephostatinとプレインキュベーションした際のNa+，K+―ATPase活性への効果

を調べると、濃度に依存しNa＋，K＋―ATPase活性を阻害し、IC50はdephostatin

では9弘M、3，4ーdephostatinでは20ルM程度であった。

dephostatinと3，4ーdephostatinのチロシンホスファターゼ活性阻害のIC50は

8ハMと18ロMとされており、両阻害薬がチロシンホスファターゼ活性を阻害し

た結果としてNa十，K＋―ATPase活性を阻害したと考えることができる。

もしNa+，K+一ATPase活性の抑制が、チロシンホスファターゼを介するものであ



るのなら、Na+，K+―ATPaseの精製を進め共存するチロシンホスファターゼが減

少すると、チロシンホスファターゼ阻害薬によるNa+，K+一ATPase活性の抑制も

低下すると予想される。そこでラット脳のホモジェネート、ミクロソームと精

製Na+，K+一ATPase標品で3，4－dephostatinによる阻害を調べたところ、精製が

進むにっれ濃度に依存したNa+，K+―ATPase活性の抑制は減少し、見かけのICヨo

値も増加した。この結果は、Na+，K+－ATPase活性の抑制が共存するチロシンホ

スファターゼ活性の阻害に基づくものであるという予想を支持すると同時に、

チロシンホスファターゼ阻害薬が直接Na+，K+－ATPase活性を抑制するのではな

いということを示している。

次に、この阻害が脳以外でも起こるのか調べる為、ラット腎臓のホモジェネー

トをサンプルとして、チロシンホスファターゼ阻害薬の効果を調べたところ、

ラット腎臓ホモジェネートのNa+，K+ーATPase活性も各阻害薬の濃度に依存して

阻害され、IC50によdephostatin、phenylarsine、3，4―dephostatin、4－

bromotetramisoleの順に5ハM、lluM、2011M以上、125皿M以上であった。

phenylarsineと4－bromotetramisoleのチロシンホスファターゼ阻害のIC50値

はそれぞれ18弘MとO．ImMとされ、ホモジェネートのNa＋，K十―ATPa．Se活性抑制

もチロシンホスファターゼ活性の阻害に基づくものであると考えても矛盾しな

い。もし、共存するチロシンホスファターゼ活性が阻害薬によって抑制された

結果としてラット腎臓ホモジェネートのNa＋，K十一ATPase活性が阻害されるのな

ら、Na十，K十一ATPaseの精製度を高めてチロシンホスファターゼが除かれると阻

害薬によるNa＋，K十一ATPase活性抑制も軽減されると考えられる。そこで、ミク

ロソーム分画を用いて同様の実験を行った。ミクロソームのNa十，K十―ATPase活

性も各阻害薬の濃度に依存し阻害され、IC50はdephostatin、phenylarsine、

4－bromotetramisoleの順にそれぞれ、2pM、13ルM、125ルM以上であり、ホモ

ジェネートと同様に4―bromotetramis01eの場合は‘50％以上の活性抑制は得ら

れなかった。次に、精製Na＋，K＋―ATPaseを用いて同様の実験を行った。その結

果、dephostatinおよびphenylarsine存在下でのNa＋，K＋－ATPase活性の抑制は

見られなかった。この結果も、チロシンホスファターゼによってNa十，K十―ATPase

活性が調節されている可能性を支持し、また、’ラットの脳と腎臓共通の機構で

あることを示唆する。ラット以外の動物でも同様に観察されるのか確かめるこ

とを目的に、ブタ腎臓のサンプルを用いて同様の実験を行った。まず、ブタ腎

臓のミクロソームを用いてdephostatin、3，4―dephostatin、4―bromotetramis01e

およびphenylarsineの効果を調べた。ミクロソームでは各阻害薬の濃度に依

存して阻害され、IC50はdephostatin、3，4一dephOStatin、phenylarslne、4ー



bromotetramisoleの順にそれぞれ、5ルM、38 pM、50uM以上、62ハM以上であ

り、4－bromotetramisoleの場合は20％以上の活性抑制は得られなかった。

次に、精製Na+，K+一ATPaseを用いて同様の実験を行ったところ、いずれの阻害

薬によっても濃度に依存しNa+，K+一ATPase活性が低下する傾向を示したが、

3，4ーdephostatin、phenylarsine、4－bromotetramisoleでは20Y0~9度の活性の

減少にとどまった。dephostatinによるIC50は7ルMであった。基本的にラット

腎臓と脳の場合と類似し、ブタ腎臓でもチロシンホスファターゼがNa+，K+一

ATPase活性の調節に関与していることが示唆されたが、それぞれの阻害薬によ

るIC50値がラットの場合と異なること、精製Na+，K+一ATPaseでもdephostatin

による阻害は強く見られることなどから、種の違いによる関与するチロシンホ

スファターゼの違いを反映している可能性がある。

Na+，K+一ATPaseは本来のATPase活性以外に、ナトリウムイオン非存在下、カリ

ウムイオン存在下で部分反応であるパラニトロフェニルリン酸（p―NPP)の加水

分解活性を示す。そこで、pーNPP分解（p―NPPase)活性に対するチロシンホス

ファターゼ阻害薬の効果を調べた。まず、プタ腎臓のミクロソームを用いて

dephostatin、3，4―dephostatin、4‾bromotetramisoleおよ乙ドphenylarsineの

効果を調べた。ミクロソームのlrNPPase活性は各阻害薬の濃度に依存して阻

害されたが、最大阻害の程度は阻害薬によって異なり、3，4ーdephostatin、

dephostatin、phenylarsine、4←bromotetramisoleのj｜頃にそれぞれ、40%、20%、

15%、10%程度であった。次に、精製Na+，K+一ATPaseを用いて同様の実験を行っ

たところ4―bromotetramisoleによる阻害はほとんど認められなかった。一方、

dephostatin、phenylarsine、3，4一dephostatinでは、濃度に依存しp―NPPase

活性は低下し、最大阻害は40から50％程度であった。チロシンホスファター

ゼ阻害薬は、rrNPPase活性も濃度依存的に抑制すること．が示されたが、Na+，K+

-ATPase活性の場合と異なり精製Na+，K+一ATPaseを用いると逆に抑制が増強さ

れた。チロシン残基に依存しないホスファターゼ阻害効果が出ている可能性も

あり、今後の検討が必要である。以上のことから、ラットの腎臓と脳およびブ

タの腎臓において、チロシンホスファターゼがNa＋，K+一ATPase活性の調節に関

与していると考えられるが、もし、Na＋，K＋一ATPase分子のチロシン残基の脱リ

ン酸化により調節されるのなら、dephostatinの有無でNa＋，K十-ATPaseのチロ

シンリン酸化レベルが変化する可能性がある。そこで、ウェスタンブロット法

によルラット腎臓ホモジェネートとミクロソームのNa十，K十―ATPaseaサブュニ

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。その結果、Na＋，K十-ATPaseのQサブュニットのチロシンリン酸化量は、
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dephostatinによる前処理によっていずれも増加した。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+一ATPaseのQサブ

ユニッ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

ることを強く示唆する。

以上の結果から、Na+，K゙ -ATPaseの活性調節にチロシンホスファターゼが関与

しており、チロシン残基がりン酸化されるとATPase活性が抑制されると結論

した。
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チロシンホスファターゼ阻害薬の

Na+，K+―ATPaseに対する作用

審査は、井上、鈴木およぴ田村の各審査担当者が学位申請者に対して提出論

文の内容なら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、以下の内容にっいて論

述した。

  Na+，K+－ATPaseの反応機構、活性調節に関して多くの報告があるが、キナーゼ

及びホスファターゼ等による調節に関しては報告が少い為、Na+，K+―ATPase活性

のツン酸化、脱リン酸化による調節を検討することを本研究の目的とした。

  ラット脳のホモジェネートでdephostatinと3，4－dephostatinのNa+，K+

-ATPase活性 への 効果 を調 べると 、濃 度依 存的に 活性を阻害し、IC、50は

dephostatinで9ルM、3，4－dephostatinでは20ルM程度であった。dephostatin

と3，4―dephostatinのチロシンホスファターゼ活性阻害のIC50は8ルMと18ルM

とされており、両阻害薬がチロシンホスファターゼ活性を阻害した結果Na＋，K゙

一ATPase活性を阻害したと考えられた。

  又ラット脳の各精製段階の標品で3，4―dephostatinによる阻害を調べたとこ

ろ、精製が進むにっれ見かけのIC。。値が増加したことからATPase活性の抑制が

共存するチロシンホスファターゼ活性の阻害に基づくもので、阻害薬が直接Na

＋，K＋一ATPase活性を抑制するのではないことを示した。ラット腎臓のホモジェネ

ートにおしヽてはIC50はphenylarslne、4ーbromotetramis01eで11ルM、125ルM以

上でそれぞれのチロシンホスファターゼ阻害のIC50値に類似しホモジェネート

の 場 合 も チ ロ シ ン ホス フ ァ タ ー ゼ 活 性 の 阻 害 に 基づ く と 考 え ら れ た 。
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  もし共存するチロシンホスファターゼ活性が阻害薬により抑制された結果と

してラット腎臓ホモジェネートのATPase活性が阻害されるなら、精製度を高め

チロシンホスファターゼが除かれると阻害薬によるNa+，K+←ATPase活性抑制も

軽減されると考えられるがミクロソームでIC50値は増加し、精製標品では

dephostatin、phenylarsine存在下での活性の抑制は見られず、この結果からも

チロシンホスファターゼによりNa+，K+―ATPase活性が調節されている可能性を

示した。

  一方ブタ腎臓でもチロシンホスファターゼがNa+，K+一ATPase活性の調節に関

与することを示したが、IC50値がラットの場合と異なること、精製標品でも

dephostatinによる阻害は強く見られることから種の違いにより関与するチロ

シンホスファターゼが違う可能性が考えられた。

  Na+，K+－ATPaseはATPase活性以外に、Naイオン非存在下、Kイオン存在下で

部分反応のp-NPPの加水分解活性を示しその活性も検討した。ブタ腎臓のミク

ロ ソー ムのIr NPPase活性は濃 度に依存し阻害さ れ精製標品では

4－bromotetramisoleによる阻害は殆どみられず、他の3種類では最大阻害は40

ー50％程度でIrNPPase活性も濃度依存的に抑制することを示したが、精製標品

で抑制が増強しチロシン残基に依存しないホスファターゼ阻害効果が出ている

可能性も考えられた。

  ウェスタンブロット法でNa+，K+一ATPaseQサブュ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Na+，K+

-ATPaseぱ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

より増加することを示した。

  試問では、本論文の内容とその関連事項にっいて、チロシンホスファターゼ

阻害薬を各動物組織から調整したNa+，K+―ATPaseに作用させた活性測定の結果

やりン酸化との関連についての質疑応答がなされた。゛これらに対して申請者は

本研究から得た知見について適切な回答を行った。

  本研究は、Na+，K+－ATPase活性の活性の調節にチロシンホスファターゼの脱リ

ン 酸 化 が 関 与 し て い る こ と を 示 唆 し た 最 初 の 報 告 で あ る 。

  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。


