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論文内容の要旨

生きている細胞では細胞質内のナトリウムイオン濃度( Na+濃度)は，外液の濃度より低く保たれて

おり， Na+の電気化学ポテンシャル差に逆らって乙れを細胞外に排出する輸送系の存在が必須である。

大腸菌には， ATP依存性の Na+輸送系が存在せず，ナトリウム・水素イオン対向輸送系(以下 NHA

系と略す。)が Na+の排出を行っている可能性がある。本申請者は，大腸菌内膜の反転膜小胞を用いて，

NHA 系によるイオン輸送現象を測定し， NHA系lζ対するいくつかの阻害剤を見出し，乙れらを用い

て，イオン輸送の動力学的解析を行なった。反転膜小胞は，呼吸鎖の電子伝達系を有し，呼吸基質の添

加により内側酸性の PH勾配が形成される。このとき外液に NaCl を加えると， NHA系が駆動され，

Na+が小胞内 iζ流入するとともに H+が流出して PH勾配が減少すると考えられる。そ乙でPH勾配の

大きさに従って蛍光強度が変わる色素(アクリジンオレンジ)の蛍光強度変化を測定することにより，

NHA系による H+ 輸送活性を見積った口その結果， NHA系の Na+1ζ対する結合定数は1.25 X 103M-1 

(0.8mM) ，小胞外液(生菌では細胞質内液にあたる。)の至適PH は 7.5 付近にある乙とが示された。

更に，今まで細菌の NHA系に対する阻害剤は知られていなかったが，本研究で，反応速度論的機構

の異なる 3 種類の阻害剤が見出された。第 1 は， Na+と括抗的にNHA 系と相互作用するアミロライド

である。阻害定数は 2.5 X 104M-1 (40μM)であった。アミロライドの阻害作用は Mg2+ ， Ca2 +の存在

により，強められた。第 2 のグループは，一連のポリアミンとアミノグリコシド系抗生物質，及びポリ

ミキシンである。コントローノレに対する 5 0 第阻害濃度から，その強さは，ポリミキシン〉スペノレミン>

ストレプトマイシン>ネオマイシンの順であった。ストレプトマイシンの阻害の動力学的解析の結果，

“反桔抗型"阻害である乙とが示された。乙れを説明するため， 2 つの可能なモデノレについて反応速度
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論的考察を行い，どちらの場合も，外液のストレプトマイシンが輸送体の構造変化を妨げるように結合

するとした場合に反桔抗型阻害がおこる乙とが示された。第 3 に，ランタン系列の 3 価カチオン (La3+

Gd計， Tb3+) が， NHA 系に対し，“非括抗型"回害を示す乙とが見出されたo Tb3十による阻害の

Hill係数は1.90 で正の協同性があった。 :rvT~l+ ， C a 2+の存在下では，これらの阻害効果は減少し，協同

性も失なわれた。芳香族アミノ酸残基からのエネルギー移動による Tb3+ の蛍光測定から， Tb3+の膜へ

の結合に正の協同性がある乙と ， Ml+, Ca2+ によって結合が減少し，協同性も失なわれることが示さ

れた。以上の結果から， NHA のイオン輸送機構について考察を行った。第 1 ， 2 グループの阻害剤は

l 価カチオンチャンネルの阻害剤でもあり，阻害度の序列は， 1 価カチオンチャンネルに対する序列に

よく一致する。また， NHA 系は膜の流動性の影響をうけにくいことが示されたので，膜を貫通した構

造を持つことが示唆された。そこで， NHA 系の阻害機構について以下のモデルを提出した。 NHA系

は， Na十とH+ を結合して構造変化を起乙す“ carrier center "を内部に持つチャンネル型輸送体であ

る。 H+あるいは Na+の電気化学ポテンシャル差によって駆動され，輸送は万向に対して可逆的である。

アミロライドは， Na と carrier center との結合を阻害する。ストレプトマイシンは， Na+ と結合した十

carrier cent er の構造変化あるいは間接的に H+との結合を妨げる口 また，ランタン系列 3 価カチオン

は， Na~ H+ と結合しうる carrier cent er の数を減少させる，と結論された。

論文の審査結果の要旨

多くの細胞はその膜にHイオンの流入と入れ代りに， Na イオンを汲み出す Antiporter (対向輸送系)

と呼ばれる蛋白質系をもっ。これは細胞内の Na イオンの濃度を低く保つため，あるいは，また細胞内

の pH を調節するための系であるといわれる。しかし，乙の系の構造及びそのはたらきのメカニズムは

ほとんどわかっていない。

本論文は，大腸菌内膜の反転膜小胞を用いて，その Na イオン， H イオン対向輸送系の性質をしらべ

たものである。小胞内 l乙H イオンをとり乙ませておき，外液i乙 Naイオンを与えて対向輸送系を働かせ，

内からのH イオンの流出を，蛍光色素を用いて pH変化を追跡する乙とによって測定した。その結果，

対向輸送系のNa イオン4乙対する結合定数が定められ，小胞の外液(細胞では内液に当たる)の pH の影

響が明らかにされた。また系の活性は膜の流動性と直接の関係をもたない乙とが示された。

次iζ 乙の対向輸送系に対する 3 種類の阻害剤が見出された。阻害の様式の解析から，第 l のアミロラ

イドは輸送系へのNa イオンの結合を桔抗的に阻害し，第 2 のクツレープ，ストレプトマイシンなどは Na

イオンを結合した輸送系の構造変化を阻害し，第 3 のクゃループ 3 価カチオンは輸送系に結合し，非措抗

的 i乙 Naイオンの結合を弱くすると推論された。第し第 2 のクツレープは 1 価カチオンチャネルの阻害剤

でもあり，対向輸送系とチャネノレとの類似性を示唆するものである口

以上，本論文はまだ阻害剤の知られていなかった細菌の Na イオン， H イオン対向輸送系について，

いくつかの阻害剤を見出すとともに，乙の対向輸送系の性質に関する重要な知見を与えたものであって
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博士論文として価値あるものと認める。
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