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論文内容の要旨

了 助教授中村隆雄

Na+と K+の能動輸送の分子機構を明らかにするために，豚腎から精製した Na+， K+ーATPaseへの

ぬ+， K+, Rb+およびATPの結合量を，膜1戸過法を使って，種々の条件で測定した。第 1 の重要な結果

は， Na+, K+ー ATPase には， 2 種類のカチオン結合部位が存在することが示されたことである。第 l

の結合部位 (Na+結合部位)は，活性中心モルあたり 3 モル存在し，この部位へのNa+の結合の見か

けの解離定数は， 0.32mMで，その結合は協同的に起こった (Hill係数， 3) 。この部位へのNa+の結

合は，活性中心モルあたり l モルの K+の結合によって阻害された (Ki ， 0.024mM)。第 2 の結合部位

(K+結合部位)は，活性中心モルあたり 2 モル存在し，この部位への K+及びRb+の結合の見かけの解

離定数は，各々44および、24μMで，結合は，協同的に起こった (Hill係数， 2)。この部位への K+ お

よびRb+の結合は，活性中心モルあたり 2 モルの Na+によって阻害された (Ki， 2. 8mM) 0 これら 2種

類のカチオン結合部位が，別のものであることは，活性中心モルあたり 3 モルの Nどと 2 モルの Rb+

が，同時に結合しうることからも示されたO

第 2 の重要な結果は， Na+, K+-ATPase には， 2 種類のATP結合部位が存在することを示したこ

とである。第 1 の ATP結合部位(触媒部位)は，活性中心モルあたり 1 モル存在し， この部位への

ATP結合の見かけの解離定数は， 0.5-1μMで、あった。第 2 の ATP結合部位(調節部位)は，活性

中心モルあたり少くなくとも 2 モル存在し，この部位へのATPの結合の見かけの解離定数は， 0.3mM

以上であった。調節部位への ATPの結合により K+を結合した酵素への Na+の結合速度は， 著しく増

大した。

第 3 の重要な結果は， K+感受性リン酸化中間体の形成にともなって， Na+結合部位への Na+の親和
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性が，著しく減少し，逆に， K+結合部位への K+及びRb+の親和性が著しく，増大することを示したこ

とである。特に， K+結合部位への Rb+の親和性が ATPase'反応、に伴って，約 40倍増大すること，そ

れにかかわらず， Hill係数は 2 のままで変化しないことが示された。さらに， NEM処理酵素を用いて

形成されADP感受性リン酸化中間体形成に伴って，一価カチオンの親和性の変化は，見られないこ

とを示した。

ここで得られた，種々の条件下での， ATPaseへの一価カチオンの結合の研究結果と ATPase の反

応速度論的解析から得られた研究結果とを合わせて， ATPase反応、の種々の中間体形成にともなう，

ATPase分子のカチオン親和性変化を基本とする Na+ と K+の能動輸送の分子機構について考察した。

論文の審査結果の要旨

Na+, K+- 依存性 ATPase が細胞膜における Na+ と K+の能動輸送の担い手であることは既に明かに

なっている。またその反応機構についてもかなり詳細な研究が既に行われている。しかし，この酵素

の精製は近年になるまで大変困難であった。そのため，酵素と種々のリガンドの結合様式は主として

速度論的方法によって間接的に推定されていた。

山口君は豚腎臓から Na+， K+ー ATPase を精製し，彼の開発した新しい方法を用いて種々のリガンド

のATPaseへの結合を測定することに成功した。その結果， Na¥ K+ー ATPase に 3 個のNa+ と 2 個

の K+が同時に結合し得ること，それぞれの結合は協同的に起こることを初めて明かにした。しかも，

反応中間体であるリン酸化酵素の形成にともなって ATPaseの Na+の親和性が著しく減少し， K+の親

和性が著しく増大することを示した。さらに， K+の結合した酵素への Na+の結合が調節部位へのAT

Pの結合によって著しく促進されるという興味ある結果を得た。

以上の山口君の研究は，直接的測定が行われていなかったために研究者の聞で意見の一致をみてい

なかったカチオンの能動輸送に関するいくつかの重要な問題について明確な解答を与えたものであり，

生体膜の生理学に寄与するところ大きい。従って，理学博士の学位論文として十分価値あるものと認

める。
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