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論文内容の要旨

Na+ , K+-ATPaseなど P 型 ATPase は， ATP 加水分解反応中に， ATP の 7 位のリン酸基が酵素の Asp 残基に

転移したりン酸化中間体を形成することを特徴とするイオン輸送酵素である。このリン酸化中間体は，イオン輸送に

おいても重要な役割を担っている o イオン輸送機構の解明には， この酵素の導入されたリン酸基とアミノ酸側鎖との

相互作用に関する知見が不可欠であるo その端緒として，酵素中のリン酸基及びその周囲の状態について，求核試薬

ヒドロキシルアミンと活性酵素内のリン酸基との反応性を指標として，検討を行った。以下に示した結果仕， リン酸

化部位に存在するリン酸基と求核試薬との反応性という直接的方法により， リン酸基及びその周囲の状態を明らかに

したものである。

ヒドロキシルアミンは変性リン酸化酵素のリン酸基と求核置換反応し， ヒドロキサム酸を形成する。しかし，活性

リン酸化中間体とヒドロキシルアミンとの反応機構は不明であった。まず， リン酸化中間体の分解に対するヒドロキ

シルアミンの反応機構を明らかにした。ヒドロキシルアミンは， E 1P, E 2 P のどちらのリン酸化中間体の分解も促

進したが， ヒドロキシルアミンの前処理により酵素活性は阻害されなかった。この結果は， ヒドロキシルアミンが活

性酵素のリン酸基と， ヒドロキサム酸を形成する変性酵素との場合と異なる機構，即ち， リン原子を求核中心とした

求核反応を行っていることを示唆していた。この反応機構に従うならば， ヒドロキシルアミンとリン酸化中間体の反

応の結果， N-P 結合をもっリン酸化ヒドロキシルアミンの生成が予想されたo 31P-NMR による反応生成物の分析の

結果， N-P 結合をもっ化合物の生成が確認された。従って， ヒドロキシルアミンは，活性 1) ン酸化酵素と，そのアシ

ルリン酸基のリン原子を求核中心とする求核反応を行うことが明らかとなった。

変性リン酸化酵素と活性リン酸化酵素ヒドロキシルアミンとの求核反応機構の違いは，両者のリン酸基の状態の違

いを反映していると考えられた。リン酸化酵素の最も簡単なモデ・ル物質としてアセチルリン酸を用い，種々の条件下

での求核中心の位置を指標に，酵素の活性部位内のリン酸基の状態を推測した。アセチルリン酸は， ヒドロキシルア

ミンとの反応において， リン酸基の解離状態や Mg 2 +の配位により影響を受けず，炭素原子が求核中心となった。ま

た，非経験的分子軌道法による計算から，周囲の分子と相互作用のない状態のアセチルリン酸は， リン原子が求核中

心になる傾向にあることが示唆されているO 以上，周囲の分子と相互作用のない状態の時リン原子が求核中心となる

こと， リン酸基の解離状態が求核中心を変更しないことから， リン酸化酵素内のリン酸基は， リン酸基部分で蛋白質

と相互作用している可能性があるが，カルボニル酸素はアミノ酸側鎖と水素結合などの相互作用をしていないと考え



られる。

Na~ ， K+-ATPaseは，特異的阻害斉IJ Ouabain の結合により E 2 P が，二価金属イオンの結合部位からの除去によ

り E1P が，それぞれ安定化され，活性が阻害される D これらのリン酸化酵素のリン酸基の状態を， ヒドロキシルア

ミンにより検討した。いずれの場合も， リン酸基はヒドロキシルアミンと反応しなかった。これは，安定化されたリ

ン酸化中間体のリン酸基は，酵素分子の外からは隔離された状態にあることを示唆した。しかし， この外界からの隔

離が酵素活性阻害の第一原因であるかは不明である。

Na+ , K+-ATPase 以外の P型 ATPase のリン酸化中間体に対するヒドロキシルアミンの作用を検討した。骨格

筋 SRCa 2 十一 ATPase の E1P ， E 2 P いずれのリン酸化中間体も， ヒドロキシルアミンによる分解の促進はされなかっ

た。これらの P 型 ATPase のヒドロキシルアミンに対する反応性の違いは，活性中心の構造の違いを反映しているの

ではなし、かと考えられる。

論文審査の結果の要旨

細胞内のイオン環境はさまざまな分子装置によって一定に保たれているo そのうち重要なものにイオンポンプ(イ

オン輸送性 ATPアーゼ)がある。イオンポンプがイオンを輸送する際の構造変化を知るため，丑丸君はヒドロキシ

ルアミンという試薬を用い， Na+ イオンポンフ。が機能する際のアシルリン酸中間体(ポンプ分子のアスパラギン残基

に ATP の化学エネルギーが一時的に移された形)の状態を解析した。その結果，反応中心の立体配置が従来想定さ

れていたものとは違ったものであることを明らかにした。また，ポンフ。の阻害剤ウワパインの作用機構が， このリン

酸基の配位を変化させることにあることも明らかにしたD これらの研究は，イオンポンプ研究に新たな局面を拓くも

のであり，理学博士の学位論文として十分な価値をもつものと認める o
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