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議　　文　　の　　要　　旨

　本論文では海産藻類の細胞内Na寺の排除の機構を明らかにすることを目的とし，海産ラフィド藻亙α肋s肋ωo

の細胞膜に存在するNa＋一ATPaseを精製しその特性を明らかにしている。

　まず最初に亙α肋8肋ωo細胞を，Yeda　Pressで破砕した後遠心分画を行い，その上清をs雌ose不連続密度匂

配遠心にかけ，O．7M－1．0Mのsucroseの界面を集めて純度の高いP1as臓a　Me㎜br狐e　fracti㎝（P．M．fracti㎝）

を得ている。

　さらにそこに存在するN＋一ATPaseの活性に対する至適Na＋濃度，K＋濃度および至適pHを求め，Na＋一

ATPaseは5㎜M1のMg2＋存在下で，Na牛濃度100－150聰M，K＋濃度王O聰Mの組み合わせのとき最大の活性を示

し，動物のNa＋／K＋一ATPaseと極めて類似した値であることを示した。至適PHは8．o以上。またNaキに対す

るKm値は約12聰M，ATPに対するK㎜値は約800μMであることを明らかにした。

　P．M．重racを1㎝はATP存在下で，五40kDaのリン酸化反応中聞体を形成する。Mg2＋を加えた反応液申に1価カ

チオン（Na＋，K÷，Li＋，Rb寺，Cs＋，NH4＋）をそれぞれ加え，Na斗にのみ特異的に申間体が形成されることを

確認している。また，Na＋を加えた反応液申にさまざまな2価カチオンを加え，Mn2÷＞Ca2＋＞Mg2＋の順で中問

体形成活性が強いことを明らかにした。Na＋とMg2＋を加えて形成させた中間体に，さまざまなユ価カチオンを

加えて脱リン酸化を行わせたところNa＋とLi＋以外の1価カチオンを加えた場合，申間体が脱リン酸化されるこ

とを示した。また，リン酸化に対するATPのK臓値は五μM以下であることを明らかにしている。本論文では

これらの結果を基にNa＋一ATPaseのreact1㎝sche㎜eを提唱している。

　次にP．M．童racti㎝をdetarge虻で可溶化し，リン脂質を加えてリポゾームに組み込み，22Naを含む100臓Mの

Naαと5mMのMgα2を含んだ反応液にATPを加え，リポゾーム内に取り込まれた22Naを測定している。22Na

の取り込みはATPに依存しており，そのK㎜値はNa＋一ATPaseのATPに対するK㎜とよく一致した。また

22Naの輸送活性はP－type　ATPaseの阻害剤バナジン酸で阻害され，プロトノフォアでは阻害されなかった。P．

M．fractionで見られるATP依存性のNa＋輸送活性は，同じP．M．fracti㎝にNa÷により活性の上昇するATPase

が存在することや，Na寺依存的に140kDaのリン酸化反応申間体が形成され，それがKキ等の！価カチオンによ

り脱リン酸化されることと合わせて，同じ分子による反応であることが強く示唆されることを示している。
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　さらに細胞膜から界面活性剤Sucrose　m㎝o1舳rate（SMiユ200）を用いてATPase分子を可溶化し，ユ40kDa

のリン酸化反応申聞体の形成能を指標として精製を行っている。Se凶acry1S－300によるゲル濾過後活性を示し

た画分をDEAE－se凶arose，FPLCを用いたMo双oQカラムにかけ，M㎝oQカラムからのO．35M－O．45Mの

Naα溶出画分に140kDaのリン酸化反応中閻体形成能を認めた。M㎝o　Q溶出画分をSDS一ポリアクリルアミド

電気泳動後，銀染色を行ったところリン酸化反応中間体が形成された画分に140kDaのバンドが認められた。ま

た，このバンドと溶出パターンが一致する他のバンドは認められず，精製された140kDaの分子はNa＋一

ATPaseであり，この分子は動物のNa＋，／K＋，一ATPaseと異なり単一のポリペチドからなる分子であること

が示唆された。

　以上の実験より，アカシヲの細胞膜上に存在するNaキーATPaseは動物の細胞膜上に存在するNa＋／K＋一

ATPaseと生化学的反応性において極めて類似しており，機能的にも類似したNa＋一tra晦orti㎎ATpaseであ

ることを示した。

審　　査　　の　　要　　旨

　本研究は植物界においてNa＋一叩㎜p分子の存在を示した最初の報告である。これまで藻類の細胞膜に，動物

の細胞膜上に存在するNaキ／K＋一ATPaseと同様の機能を持つATPaseが存在するのではないか，という傍証が

数種の藻類を用いた研究により報告されてきたが，ある特定のATPase分子がその機能を果たしていることが本

論文により明らかとなった。このことは，海産藻類の細胞内Na牛排除の機構を明らかにしていくうえで極めて

重要な研究であると評価される。またそのATPase分子の反応機構が動物のNa斗／K＋一ATPaseと類似している

ことから，ATPase分子の進化をたどるうえにおいても興味深い研究であると考えられる。

　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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