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北 海 道 歯 誌3144-51,2010.

原 著

フ ッ素 に よ る ア ル ミニ ウム に依 存 したNa,K-ATPase活 性 の 抑 制

石川 一郎 出山 義昭 吉村 善隆 鈴木 邦明

抄 録:う 蝕予防に使用 されるフッ化物はその毒性が問題 とされるが,急 性毒性の機構 に関しては不明な点が多い.

そ こで,動 物細胞 に普遍的に存在 して細胞機能の調節 に関与するNa,K-ATPaseに 対 するフッ素(F)の 作用 を検

討 した.材 料 にはブタ腎臓の ミクロソームと精製 したNa,K-ATPaseを 用 いて,種 々条件下でのATPase活 性 に対

するNaF及 びKFの 作 用 を調べ た.1.NaFはNa+とK+存 在下のNa,K-ATPase活 性 を抑制 したがK+非 存 在下

のNa-ATPase活 性 を抑制 しなかった.2.NaFとKFはNa,K-ATPase活 性 を濃度 に依存 して抑制 し,50%阻 害

濃度(Kio.5)は 約1.4mMで あ った.0.25mMF存 在 下での活性抑制は約10%で あ り,2.5mMで はほぼ完全に

抑制 された.Fに よ るKio.5は ア ルミニウム(Al)存 在 下でAlの 濃 度 に依存 して減少 し,Alの キ レーターである

deferoxamine存 在 下では増加 した.3.2.5mMのNaFあ るいはKF存 在 下でプリインキュベーシ ョンした後に10

倍 に 希釈 してか らNa,K-ATPase活 性 を測定す る と約50%のNa,K-ATPase活 性 が不可逆 的 に抑制 された

が,deferoxamine存 在下では活性 は抑制 されなかった.4.7.5μM以 上のAlが 共 存すると2.5mMF存 在下の活

性 はほぼ不可逆的に抑制 された.こ の抑制 にはマグネシウム,カ ルシウム,マ ンガンなどの2価 金属イオンの共存

が必要であった.リ ンはFに よる不可逆的な抑制に影響 を与 えなかった.以 上の結果は,Fに よるNa,K-ATPase

活 性 阻害 にはAlと2価 金属イオンが必要であ り,FとAlの 複 合体は2価 金属存在下でNa,K-ATPaseに 不可逆的

に結合 して,ATPase活 性 を阻害することを示唆する.

キ ー ワ ー ド フ ッ素,ア ル ミニ ウ ム,Na,K-ATPase,酵 素 活 性 阻害

緒 言

フッ化物(F)は う蝕予防に広 く応用 されているが,急

性毒性及び慢性毒性が制限要素 となり応用の範囲が限定 さ

れている.Fの 急 性毒性 に関 しては,フ ッ化 ナ トリウム

(NaF)の 成人 に対する致死量が約5g,小 児 おいては0.5

g程 度 と推定 されている.初 期症状 はFの 小腸粘膜 に対す

る局所作用であるとされ,や がて全身的に中枢神経系の症

状,循 環器系の抑制か ら心不全,そ して呼吸抑制 により死

亡す る場合がある とされ るが,具 体的な タンパ ク質等の

ターゲッ トに関しては明らかではない1'2),

Fが 不可逆的にNa,K-ATPase活 性 を抑制する との報告

は古 くからあったが3'4),そ の 抑制機構 の詳細 については

不明であった,し か し,SternweisとGilmanが,Fが アデ

ニル酸 シクラーゼ活性を促進する際にアルミニウム(Al)

が 必 要で あることを報告 した5)こ とが きっかけ とな り,

Robinsonら はFに よるNa,K-ATPase活 性 抑制機構 を再

検討 し,Alの 共 存 によ りNa,K-ATPase活 性 の抑制が不

可逆的になることを見いだ した6),我 々は,Fの 急 性中毒

の ターゲ ットにNa,K-ATPaseが な りうるのではないか と

考 え て,Na,K-ATPase活 性 とそ の 部 分 反 応 で あ る

Na-ATPase活 性 に対するNaFと フ ッ化カリウム(KF)の

作用 を調べている際に,NaFはKFと 同様 にNa,K-ATPase

活性 を抑制す るがNa-ATPase活 性 を抑制 しない ことを見

いだ した,こ の結果は,Fに よるNa,K-ATPaseのATPase

活性 の抑制 にはカリウム(K)が 必 要であることを示唆す

る.反 応機構上極めて興味深いことか ら文献検索を進めた

ところ上記のRobinsonら6)の 報告 を見いだ し,Alの 作用

を詳細に解析 した.

Na,K-ATPaseは,ほ ぼすべ ての動物細胞 の形質膜 に存

在 し,細 胞 内のATP1分 子 の加水分解 に共役 して3個 の

Na+を 細胞内から細胞外へ,2個 のK+を 細胞外か ら細胞

内へ電気化学的勾配に逆 らって輸送 し,Naポ ンプ,あ る

いはNa,Kポ ン プとよばれ る機能 を担 う膜 たんぱ く質で

ある7-9).そ の機能は,細 胞の体積や細胞内外の浸透圧及

びイオン勾 配の維持 という基本的な機能か ら,神 経や筋肉

の興奮性の維持,腎 尿細管における水 とNaの 再 吸収,小

腸 におけるグルコースやア ミノ酸の吸収など分化 した機能
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性毒性及び慢性毒性が制限要素となり応用の範囲が限定さ

れている Fの昔、性毒性に関しては，フッ化ナトリウム

(1'iaF)の成人に対する致死量が約5仏小児おいては 0.5

g程度と推定されている 初期症状は Fの小腸粘膜に対す
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が， deferoxamine存在下では活性は抑制されなかった 4. 7 . 5ρI 以上の Al が共存すると 2 . 5m~ lr存在下の活

性はほぼ不可逆的に抑制された この抑制lにはマグネンウム カルシウム マンガンなどの2価金属イオンの共存
が必要であった リンは Fによる不可逆的な抑制に影響を与えなかった 以上の結呆は F による ~a . (¥-ATPase 

活性阻害には A1と2価金属イオンが必裂であり. FとA1の複合体は2価金属存在下e'Na. l(-ATPaseに不可逆的

に結合Lて 日 Pase活性を阻害するよとを示唆する

キワ ド フγ素アルミニウム， Na. K-ATPase 酵素活性直宮

緒 昌

フ y化物 (F)はう蝕子防に広〈応用されているが，急

性毒性及び慢性毒性が制限要素となり応用の範囲が限定さ

れている Fの昔、性毒性に関しては，フッ化ナトリウム

(1'iaF)の成人に対する致死量が約5仏小児おいては 0.5

g程度と推定されている 初期症状は Fの小腸粘膜に対す

る局所作用であるとされ，やがて全身的に中枢神経系の症

状?循環器系の抑制jから.L、不全，そして呼吸抑制により死

亡する場合があるとされるが.具体的な夕/パク質等の

ターゲγトに関しては明らかではない1.2)

Fが不可逆的に Na.I(-ATPase活性を抑制するとの報告

は古くからあったが3.'1) その抑制l機構の詳細については

不明であった LかL.Stern wei sとGilmanが，Fがアデ

ニル隙ンクラーゼ活性を促進よるl控にアルミニウム (AJ)

が必要であることを報告 Lた5)'-とがきっかけとなり

Robinsonらは Fによる Na.K-ATPase活性抑制機構を再

検討し， 111の共存により Na.K-ATPase活性の抑制が不

可逆的になることを見いだした引 我々 ;ιFの急性中毒

〒060-8586札幌市北灰北13条西7丁目

のターゲッ トにNa.J(-ATPaseがなりうるのではないかと

考えて， Na. K-ATPase活性とぞの部分反応 Eある

Na-ATPase間性に対する NaFとフッイヒカリウム (KF)の

作用を調べている際に，NaF はKF'と同様に Na.r十八TPas('

活性を抑制するがNa-ATPase活性を抑制しないことを見

いだした この結果は Fによる Na.K-ATPaseのATPaSe

活性の抑制にはカリウム (K)がE要であることを示略す

る 反応機構上極的て興味深いことから文献検索を進めた

ところよ記の RobinSOI1ら6)の報告を見いだし A1の作用

を詳細に解析Lた

Na. K-ATPase (j:，ほぼすべての動物細胞の形質膜に存

在し.細胞内の ATP1分子の抗水分解に共役Lて3個の

Na""'"を細胞1);1品、ら細胞外へ.2 f聞のj(+を細胞外から細胞

戸、jへ電気化生的勾配に逆らって輸送し Naポンプ ある

いは Na.Kポン プ左よばれる機能を担う膜たんぱく質で

ある7-9) その機能11 細胞の体積や細胞内外的浸遊圧及

びイオン勾配の維持とし寸基本町Jな機能から，神経や筋肉

の興奮性の維持腎尿細管における水と Naの再吸収小

腸におけるグルコースやアミノ般の吸収など分化した機能

北海道大学大学院歯学研究科n腔病態学講座細胞分子薬理学教室(五任 鈴木手1:明教筏)
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に も及 ぶ7-9)こ と か ら,Fの 急 性 中毒 の タ ー ゲ ッ トの 一 つ

に な り う る と推 測 した,

Na,K-ATPaseはNa-,K+及 びMg2+の 各 イ オ ンが 適 切

な 量 比 で 存 在 す る 際 に最 大 のATP加 水 分 解 活 性 を示 しNa,

K-ATPase活 性 と よ ば れ る.一 方,Na+とMg2+の み が 存

在 し,K+が 存 在 しな い 場 合 に もNa,K-ATPase活 性 のlO

%程 度 のATP加 水 分 解 活 性 を示 す,こ の 活 性 を部 分 反 応

のNa-ATPase活 性 と よ ぶ7-9).本 研 究 で は,FのNa,

K-ATPase阻 害 機構 の 解 明 を 目的 に,ま ずNa,K-ATPase

活 性 及 びNa-ATPase活 性 に 対 す るFの 作 用 を検 討 し,次

い でFに よ るNa,K-ATPase活 性 の 阻 害 が 不 可 逆 的 に な る

ためのAlや2価 金属 イオンの作用 を詳細 に解析 した.

材 料 と 方 法

1.ミ ク ロ ソ ー ム とNa,K-ATPaseの 精 製

Jorgensenの 方 法lo)に よ っ て,豚 腎 臓 か ら赤 外 髄 質 を切 り

出 した の ち2回 の遠 心 分 離 操 作 を行 っ て ミ ク ロ ソ ー ム を 得

た.さ ら に,ミ ク ロ ソー ム をHayashill)ら 及 びTaniguchil2)

らの 方 法 に従 っ て デ オ キ シ コー ル 酸 処 理 後 に ヨ ウ化 ナ トリ ウ

ム 処 理 を行 い,精 製Na,K-ATPaseを 得 て実 験 に使 用 した,

2.ATPase活 性 の測 定

Na,K-ATPase活 性 の 測 定 は,Na,K-ATPaseと,最 終

濃 度25mMsucrose,0.lmMethylenediaminetetraacetic

acid(EDTA),50mMtris-HCI(pH7.4),160mMNaCl,

16mMKCI,5mMMgCl2を 含 む 反 応 液 に,最 終 濃 度5

mMと な るATPを 加 え て 反 応 を 開 始 し,37℃ で30分 間 イ

ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した 後 に12%SDSを 添 加 して 反 応 を 停

止 した.酵 素 反 応 の 結 果 生 じ た 無 機 リ ン をChifflet法13)を

用 い て 定 量 しATPase活 性 を測 定 し た.Na,K-ATPaseの

特 異 的 な 阻害 剤 で あ る1mMouabain存 在 下 で 検 出 さ れ る

値 を ブ ラ ン ク と して 差 し引 い た.Na,K-ATPase活 性 測 定

の 反 応 液 か ら16mMKCIを 除 い て 同 様 にATPase活 性 を

測 定 した 結 果 をNa-ATPase活 性 と し た.

ATPase活 性 に 対 す るNaFあ る い はKFの 作 用 を 調 べ る

実 験 で は,反 応 液 に 各 種 濃 度 のNaFあ る い はKFを 添 加

し,O℃ で15分 フ.リ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した 後 に,上 記 の

方 法 でATPase活 性 を 測 定 し た.ま た,Alの 効 果 を み る

た め に は 種 々 の 濃 度 のAICl3及 びAlの キ レ ー タ ー で あ る

deferoxamineを 添 加 して,同 様 にATPase活 性 を 測 定 し た,

3.希 釈 実 験

NaF及 びKFに よ る 阻 害 が 不 可 逆 に な る 条 件 を調 べ る た

め の 希 釈 実 験 は,ミ ク ロ ソ ー ム と25mMsucrose,0.1mM

EDTA,50mMtris-HCI(pH7.4),160mMNaCl,16mM

KCI及 び51nMMgCl2を 含 む 溶 液 を 基 本 溶 液 と し て 行 っ

た.コ ン トロ ー ル は,基 本 溶 液 を 室 温 で30分 イ ン キ ュ ベ ー

シ ョ ン後,10倍 に希 釈 して か ら上 記 の2で 記 載 し た よ う に

Na,K-ATPase活 性 を測 定 した.Alの 効 果 を調 べ る実 験 は,

基 本 溶 液 に2.5mMNaFか2.5mMKF,及 び 各 種 濃 度 の

AICI3かdeferoxamineを 添 加 して 同 様 に 行 っ た.ま た,2

価 金 属 イ オ ン の 作 用 を 調 べ る 実 験 に お い て は 基 本 溶 液 に

2.5mMNaFか2.5mMKF,及 び 各 種 濃 度 のMgCl2,CaCl2

あ る い はMnCl2を 添 加 し た,同 様 に,リ ン酸(Pi)の 効 果

を調 べ る 実 験 に お い て は,2.5mMNaFか2.5mMKF,及

び 各 種 濃 度 のKH2PO4存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後

に,10倍 に 希 釈 し て か ら上 記 の2で 記 載 し た よ う にNa,

K-ATPase活 性 を測 定 し た,

4.試 薬

ATPはATP-(tris)2(SIGMA,St.Louis,MO)を,そ れ

以 外 の す べ て の 試 薬 は 特 級 あ る い は 生 化 学 用 試 薬 を使 用 し

た.

5.デ ー タ と統 計 処 理

結 果 は,1つ の 測 定 条 件 に 対 して3点 あ る い は6点 測 定

し た 平 均 値 とSDを 示 し た.ま た,統 計 学 的 検 定 は

Student'st-testに よ り行 い,コ ン トロ ー ル に 対 して 有 意 水

準p<0.05を*,p<0.Olを**で 示 した.

結 果

1.フ ッ素 濃 度 に 依 存 したATPase活 性 の 阻 害

Na,K-ATPase活 性 は 存 在 す るNaFとKFの 濃 度 に 依 存

し て 阻 害 さ れ,50%阻 害 濃 度(Kio .5)は い ず れ も約1.4

mMで あ っ た(図1).0.251nMで は 活 性 は90%程 度 残 存 し,

2.5mMで は90%程 度 の 活 性 が 抑 制 さ れ た.Na-ATPase

活 性 に 対 し て,NaFは 最 終 濃 度 を2.5mMま で 上 げ て も

ATPase活 性 を抑 制 し な か っ た(図2).一 方KFは,1.5

mMま で は 濃 度 に 依 存 し てNa-ATPase活 性 を10倍 程 度 増

加 させ た が,2.5mMで は減 少 に 転 じた(図2).

2.フ ッ素によるKio .5値 の アル ミニ ウム濃度 に依存 した

減少

種 ・々 濃 度 のAl存 在 下 でNa,K-ATPase活 性 阻害 の

NaF(図3)とKF(図4)の 濃 度依存性 を調べた,い ず

れ の場合 も,阻 害のKio .5はAl非 添 加の約1.4mMか ら

100μMのAl存 在 下の約0.2mMま で その濃度に依存 して

減少 したが,400μMま でAlの 濃度 を上 げても100μMの

Alと 同様の結果であった.一 方,1mMのdeferoxamine

存 在下ではNaF及 びKFと もKio .5値 は増加 した(結 果は

示 さない).こ れ らの結果 を定量 的に解析す るためにHill

プロ ッ トした結果を,表 に示 した,NaF及 びKFい ず れの

場合 も,Kio.5値 に相当する[So.5]値 はAl非 存 在下の1.3

～1 .4mMか らAlの 濃 度に依存 して減少 し,100μM以 上

ではO.2mMで ほぼ一定になった.Hill係 数 は,Alの 存在

により増加 したが,顕 著な濃度依存性は示 さなかった.

一ll一
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にも及ぶ7-9)ことから， Fの急性中寿町ターゲソトの一つ

になりうると4佐il'Jした

Na. K-ATPnseはNa+， K +及び!¥Il+の各イオンが適切

な量比で存在する際に最大の λrp加オ分解活性を示L.Na. 

K -t¥ TPase活性とよばれる 方， Na+とl¥lg2+のみが存

在L..1¥ +が存在しない場合にも Na.K-ATPase活性の 10

%程度の ATP加水分解活性を示t この活性を部分反応
の NaーλTPase 活性とよ~7-9) 本研究では， Fの Na

J(-ATPase阻害機構の解明を目的に，まず Na.K-ATPase 

活性及びNa-r¥TPasc活性に対する Fの作用を検討し.次

いで Fによる Na.I<-ATPa田活性の阻害が不可逆的になる

ための，~1 や 2 価金属イオンの作用を詳細に解析した

材料と方法

J ミクロソームとt-.a.J(-ATPaseの梢製

]orgensenの方法則によって。豚腎腕から赤外髄質を切り

出したのち 2囚の遠心分離操作を行ってミクロソームを得

た さらに，ミクロソ←ムを口町ashillら及びTaniguchi12) 

らの方法に従ッてデオキシコ jレ買おι理後にヨウイヒナトリウ
ム処理を行い精製Na.!(-ATPaseを得て実験に使用Lた

2. ATPase活性の測定

Na. J(-ATPase活性の測定は.Na. K-}-¥TPaseと。最終

i桂度 25mM sucro日. 0.1 mI'.，[ ethylencdiaminetetraacetic 

acicl (EDTA)， 50mi¥Jtris-HCl (pI-17.4)， 160mMNaCI. 

16 mivl KCl. 5 mI¥.j I'v[gC12を含む反応液に，最終謎度 5

1l1l¥!となる ATPを力1Iえて反応を開始L，o7'CでoO分間イ

ンキュベーソヨンした後に 12% SDSを添加Lて反応を停

止した 酵素反応の結果生じた無機リンを Chifflet法13)を

用いて定量lATPas('活性を測定lt.::.Na. J(-̂TPascの

特異的な阻害剤である 1ml¥louabain有在下で検出される

1直をプランクとして差しヲ|いた Na. K-ATPase活性測定

の反応液から 16ml¥I KClを除いて同様に ATPase活性を

測定した結果を Na-.ATPa田活性とした

ATPase活性に対するl¥laFあるいは Kずの作用を調べる

実験では 3 反応液に各種設度の NaFあるいは KFを添加

し， 0 'cで15分プリイ/キュベ ンヨンした1去に 上記の

方法でr¥TPase活性を測定した また AIの効果をみる

ためには種々のj農度の A1C13及び1-¥1のキレーターである

deferoxamineを添加して，同様に ATPase泊件を測定した

3 希釈実験

NoF及びKFによる阻害カ呪二可逆になる条件を調べるた

めの希釈実験1;1:。ミクロソームと 251111¥[sucrose， 0.1 mI¥I 

EDTt¥. 50 m¥[ tris-HCl (pH 7.4)， J60 mI¥1 NaCl， 16 mI¥I 

KC1及び 5mM MgClzを古む溶液を基本溶液として行ッ

止 コントロールlム基本溶液を室温で30分インキユベー

ンヨ/後， lOf音に希釈してから上記の2で記載したように

11 

Na. !(-ATPase 活性を担定した A1の効果を調べる実験は!

基本括限に 2.5mMNaFか2.5mI¥IKF，及び各種濃度の

A1Cl3か deferoxamineを添加lして同様に行った また 2 

価金属イオンの作用を調べる実験においては基本溶液に

2.5 mI¥INaFか2.5mI'vIKF，及ぴ各種i農度のI'vlgC12.CaC12 

あるいはi¥lnC12を添加した 同検に リノ酸 (Pi)の効果

を調べる実験においては， 2.S1l1i¥INaFか2.5ml¥!KF. N. 

び各種i畳度の KH2P04存在下でインキユベーションした後

に，10倍に希釈してから上記の 2で記載したように Na

K -ATPase活性を測定した

4 試薬

ATP 1;1: ATP-(tJis)， (SIG"A， SL Louis， "10)を白それ
以外のすべての試薬は特級あるいl立生化学朋試薬を使用L

I.:: 

5 デ タと統計処理

結果は， 1つの測定条件に対して 3，15，あるいは6点測定

した平均値と SDを示 Lた また統計学的検定は

Student's /-1estにより行い コントロールに対Lて荷意水

準 pく0，05をキ， pく0，01を判 で不Lた

結 果

1 フッ素設置に依存した r¥TPase 1舌位の庖吉

Na. K -A TPase 活性ば存在する ~aF とJ( F のi農度に依存

して阻害され 50 %阻害i~度(l\ iO . 5) はいずれも約1. 4

刊引であった(llll)，0，20 "，"1では活性は9日間程度残存L

2.5m11-C:は 90出程度の活性が抑制lされた Na-ATPase 

情性に対して.NaFは最終濃度を 2.5111':'1;まで上げても

^ TPasc活性を抑制しなかった(凶2j 方 KFは 1.5 

"，"1までは1農度に依存 Lて Na-ATPasc活性を10倍程度増

力じさせたが。2.5mlv!では減少に転じた(図 2) 

2 フノ素による KiO.s1直円アルミニウム濃度に依存した

減少

種々濃度の1¥1存在卜で Na.J(-ATPase活性阻害の

NaF (図 3)と lくF 図 4)のi畳度依存性を劃べた いず

れの場合も，阻害の Kio.51;1AI非添加の約1.4m:¥lから

100μMのAI存在下町約 0.2mMまでそのj高度に依存して

減少Lたが，400μ"まで AIの濃度を上げても 100μMの

Alと同様の結果であった一方.1 m:'v!の deferoxamine

存在下では NaF 及び KF とも Kio . ~ 1宜は増加した (結*ほ

示さなL、) これらの結果を定量的に解析するために Hi!l

プロ γ 卜した結果を，表に示した 'IaF &ぴ KFいずれの

場合も， f( i o ， dí~ に相当する [SO，，，]値は A I 非存在下のL3

-1.4 m1'!から八lの濃度に依存して減少し 100μM以よ

では 0.2ml¥l[でほぼ一定になった Hi!l係数は Alの存在

により的加したが，顕著な濃度依存性は示さなかった

!~ b ~~7-9) -=- t~, G, F O)f&di~*O) 7' -,y 'j r (J)-"J 

I: (;: 'J '> h tlffiiliJlJ:. 
Na. K- ATPnse (l Na +, K + »... U' l\ll+ G1) t l' :t ./i.t{~W 

(;::il:!t"(' fi'tET '" f* I:~*o) ATP !JD*71~'it,tH:jf, l.. Na. 

K -A TPase ititll: J: If n '" . ,11, N a + I: ~lg2+ 0)"" n'fi' 

tE l.. . ,,+ n'fi't£ l.. t,: ,'IJI;il"l: i> Na. K -A T Pase ,titio) 10 

% fl""O) A TP !JnoJ< 5tMititH·jf,-,. :: 0) ititH:ilIl5t Ret· 

0) Na-ATPase 1'5't..'1.t J: ~7-9) . ~1ijf~"'CLt, F rJ) Na. 

K-ATPase ilili'fi1!1iil' O)/j!' ftA'1: Elagl:, 1., Na. K-ATPase 

ititill.1J'Na-ATPascititil:tt .. ", FO) I'1'!llHi!~Jl.., OJ; 

,,"(' F I:.t '" Na. I(-ATPase ititI:O)rnj!fn'l''T;",sgl:t,:", 

~~o)M~2.*.1~~0)~m'1:gE~.~l..~. 

1 . -2: 7 0 '/-]....t t-.a. K- ATPase rJ) *l!i!i~ 

Jorgensen or1J?*lO) :~ J:: '? '"C . 1J¥.~1.j~b)' G~9~ftj~~~tJJ ~) 

ill l.. teO) t, 2 @]O)ilii{,5tmHl'd'FHr-o"[ ~ 7 0 ~ - j., '1:11> 
t.:. . ~ ~~:, ~ 70 "j-,l., T !I ayashill C')7;:.u\':'Taniguchi IZ) 

G O)11i1;l: lit "'"[ j'~ ~ '" ::I - )v~~)1j!I;i:I: 3 '71t-t I' 'J '7 

Mlhl'l' Hr" '. I~i!'i Na. I( -A TPasc '1: 1",,~\l1I: i'ERllt:. 

2 . ATPase iti'tiO)il1jj£ 

Na. K-ATPase iiiiiO)iMIJ'lE'.t . Na, K-}-\TPase C, ffH?­

i~ij[ 25 mM sucrose. 0 .1 mIl! ethy lencd iam inete tr aacetic 

acid (EDTA), 50mi\! tris - HCl (p I-l7,4), 160mMNaCi . 

16mM I(CI . 5 mMMgCI,'1:1l'tdjUt.iltl: . JiUfill!ilt5 

m~ 1 I: t,:", ATP '1:!Jllx. "[JjUt.H.1ML. o7'C"[·o05N.lJ1 

/";t--=z./'{-:-- 3./ L t.: 1&:1': 12 % SDS 'hf::-nD L -CJ5uti"f.f 

ttl..t: . ~#Rr.t.O)*t*1'. tt"!!It\"J ~'1: Chifflel iti'3) '1: 
JtlI,.·"(lEML ATPas('ild1~ifiIJ7ELt:. . Na. K-I\TPasc 0) 

%'~a'J (;: 'lii!;'",J"(' if; '" 1 "''' o"abain ri'l'ET 'Z"jj1ill ~ ;L", 

jill\: 7' '7 ~ " I: L"[ iii l.. 51" t: . N a. K -ATPase ittliWjj£ 

O)f5tr:c.;'W.;?'G 16 mt-. r KCl ~ 1;,j;~''"("rwJ~~: ATPase il5 'It: ~ 

mIJ5ELt:'*:5*~ Na-ATPaseitt.tc: Lt.:.. 
ATPasClt·liU'!.,,,, NaF ;;'","IJ: KF 0')1'F;!l'i:;:J\j-",,,, 

~.~-c'(j:, &r.[,;'(;[~:.tr:fi;~1Jt0) NaF J1;~I,'Ij: KF i-iif:;1Ja 
L. o "C-r'15:$}7'1) 1 /;f-.:z.«-:/ 3./ Lt.:.Hi:t: . L~cl7) 

hit"(' ATPase ititH:iMljj£l..t:. It: . AIO)J:iJ*'i:J,,,, 

t:~ I: IH!i4 O)ii'U!r0 AICI3R,1J" AI 0) ~ v - 5' -"(' iJi, '" 

deferoxamine '1: ;,,!JU l.. "[ , f5JlilH: A TPase i~n '1: lIiJj£ l.. t: . 

3. cff;fR~~ 

NaF R, U' KF I: J: '" IU.!i!l'nVf''TiiI' I: (;: h ;"d'i' H:~-'" '" t" 
dJO)mfR~~Ij: , --2: 70 ')-L, C 25 mi\! suc rose, 0 ,1 m!'.! 

EOTA, 50 m\[ tri s- HCl (pH 7.4), 160 mi\! NaCl, 16 mi\! 

KCI &.rfS mMMgCI2t-a-tJ'itiif~t£*iNitt}:: L-rfT~~ 

~ . ~./~O-J~;±, ~*ffi~~~~~~ft1'./*.:z.«­

~ ~ ./ ffJ.:, lOf-&'~ mfR L -c n~ '? .L~cO) 2 -C'~ci4& L t.:: .t -) (.: 
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Na. K-ATPase ilitl'1:imj£ Lt2 . AI "'J:iJ!lO'1:lillI-"''''~~li . 

&~;::;:-1if~1:~: 2,5 mMN a F I?' 2.5m}'!KF, & U'~;fti~l!ito) 

AICI3n' deferoxamine i"i:f.i1JIJ l-ClnJtJH:1T'? 1.:. , ~ t.:. . 2 

ffii*«i; {~;.- 0)11<!!l 'i:il!J",,,,;J;:~I:.t,,,"[IiJ1;*ifi;1l:i: 

2.5 nlllINaF 11' :? , 5 m~vIK P, :& U'&f1li:il&& 0) ~vIgC 1 2 . CaC12 

iJi,hHi "nCi ,'i:iUULt: . f5JtrU: . 'J:-/iil (Pi) 0J:iJ* 

T~«~~.!5'n:.i:3v\-CIi, 2,S mi\INaF il' 2,5 ml\ !KF , lk 

1Yil-HiilltiltO) KH,P04fFIETT' 1 :-~J."'-'" '1:- l..t:1!t 
I: , 1011'i I::m~ l.. "n' c, J:;o 0) 2 -:';olii!( l.. t: J: '> I: N a. 

K-ATPase ~i1.riHIJ7E Lt.:. . 

4. "'* 
ATP Ii AT?- (t1is), (SIG"A. Sl. Lou is . ",0) 'i:. i-il 

»jl0', "'"[ O)ji,\iWi 1;!%'/l1", '" "1;):1'. 1t'i'lllji,\'lH I~m l.. 

t.:.. 

5 . j'- ~ Ui',t'J!>)1j! 

/;!i!lOIJ:, J ')O)iff1jj£#e1'i'1:71 l.."[ 3 ."'.iJi, h" Ii 6 .Mljj£ 

L t: 'f J!] liO I: S D 'i: ff- l.. t: . 1 tc. IUt c;t aHj17i: Ii 

Student's I-lest (: J: I) 1'11,:\ . ::z./ r 0 - Jl.-{:M L -C~i":W:7l<. 

if! p <0,05 -r*, p <0 . 01 -:r *:i<·rlJ' Lt.:. , 

1. 7 " *i~lll'i: tlifi' L.t" ATPase ititl:O)J<[;!; 

Na. j(-ATPase iti1'tl;;fi'tET '" ~aF I: j(F O)i(!!iJ[I: li,fi' 

L"[rni!l'C'il . 50%Bilj!fi~ilt (Kio.5) 1;!"i"ilbtll.4 

mM "E3; -0 t: (Ill I ) . 0 . 25 ","I COli itii"±I;!90 % 1~11UHf' l... 

2,5 m11 -c- Ii 90 % f~ It O)ittti.ttiflli!~J ~ i1 t.:. . Na- ATPase 

if,til: tt L"[ , Na F Ii ,",il'fil'kI!t '1: 2.5 I11ll 1"(' J: If"[ t 
ATPaseititi'1:¥Jljf;ljL.td'-:>t: (1'<12) . - ·h KFli . 1.5 

mt'l! ~ -c: (±i:tir5r ~: {tnr- L -C Na-ATPase ifr11: ~ lOfiH.¥Jii11 
!;r.C'l!"t:~'. 2.5 111M "(,i;!i;l(J-' I:~U: (1i!I2) . 

2 . 7~.I:J:"'K~dl"'7~~='7j.,.I!tI=m~l..~ 
i~j,,' 

Hi4ililt'" AI fi'tE ,"(, Na . i(-ATPase iti·rHElll;O) 

NaF ([2]3) I: I(F ([2]4 ) O) i!V'!IIifi't'tHIlI-"'t:. "., 

hO)f!ij%b, HEI..1,:C') Kio.5li Al ~Fi.~1JoV')*tJ 1.4 m:'ll)'~':> 

JOO ~M 0) AI ~tET "'*'10.2 lIlM ""('i-0);l!fJl' I: It(~ l.. "[ 

;,H'lt:n', 400~ll ""(' AI O)il'llJ!''1:J:lr"[b !OO~"' '" 

AI C[PJ:~O)fa*-r&;-Jt.:.. -n, 1 m:,,,,r 0) deferoxamine 

ff:1£T-c'U: NaF ~U' KF C Ib Kio.~1:tli±~1JO LI.:. <*s*ii 
jf,C'(;: c' ) . ::'cGOJIi'i*'1:j£:li!:Dgl:~HITT",t2"'1: Hill 

707 f L.t"lff*'i:, '/<1:jf,L.t" . 'iaFR,U'I(FC't'hO) 

J%i'; (" f(io .di~ 1= ffi'" T '" [So.,] iiOj;j: AI 'Pfi'ttrO) 1.3 

- 1.4 mM n'G AI 0) il it I: IICfF l.. "[,lI(J-'l.. . JOO~M UJ: 

"('Ii 0.2 mM "(,1;!I;I:-jEI:(;: -:> t: . H'II j;f, liZ IJ: . AI ",UtE 

I" J: I) ~~!JD L.t: n'. ~~~ 1t il'! ilt llifi'i<t Ii 'i' C' 1t ~'-o t:. 

-11-
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図.1Na,K-ATPase活 性 のNaF及 びKF濃 度 依存 性

フ ッ素 に よ るNa,K-ATPase酵 素 活性 の 阻害 実 験 は,精 製 し

たNa,K-ATPaseに,最 終 濃 度25mMsucrose,0。lmM

ethylenediaminetetraaceticacid(EDTA),50mMtris-HCI(pH

7.4),160n1MNaCl,16mMKCI,5mMMgC12を 含 む反 応 液

に各 種 濃 度 のNaF(口)あ るい はKF(■)を 添加 し0℃ で15

分 プ リ イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン した後5nlMATPの 添 加 に よ り反

応 を 開 始 し,37℃ で30分 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した 後 に ユ2%

SDSを 添 加 して 反 応 を停 止 した.酵 素 反応 の 結 果 生 じた無 機

リ ン をChiffletの 方 法 を用 い て測 定 した.1mMouabain存 在

下 の値 を ブ ラ ン ク と して差 し引 い た.NaFとKFは い ず れ もそ

の 濃 度 に依 存 してNa,K-ATPase活 性 を抑 制 し,活 性 の50%

阻害 濃 度(KiQ.5)は 約1.3'-1.4mMで あ った.
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図.3Na,K-ATPase活 性 のNaFに よる 阻害 に対 す るAIC13の

作 用

NaFに よ るNa,K-ATPase活 性 阻 害 の 測 定 を,各 種 濃 度 の

AICI30μM(口),2μM(◇),10μM(△),ユ00μM(×),

200μM(*),400μM(○)を 含 む反 応 液 で,図.1と 同 様

の 方 法 で 行 っ た.Kio .5はAlc13非 添 加 の 約1.41nMか らloo

μMのAICI3存 在 下 の 約0.2mMま で,そ の 濃 度 に依 存 して 減

少 した.
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図.2Na-ATPase活 性 のNaF及 びKF濃 度 依存 性

図.1と 同様 の方 法 で,反 応 液 の組 成 か らKCIを 除 い て測 定

した 活性 をNa-ATPase活 性 と した.フ ッ素 に よる活 性 阻害 実

験 は,反 応 液 に各 種 濃 度 のNaF(△)あ る い はKF(▲)を 添

加 し て 行 っ た.NaFは2.5mMま で 濃 度 を 上 げ て も

Na-ATPase活 性 を抑 制 しなか った が,KFは1.51nMま で は濃

度 に依 存 してNa-ATPase活 性 を 促進 し,2.5mM以 上 で は活

性 は濃 度 に依存 して低 下 した.

図.4Na.K-ATPase活 性 のKFに よ る阻 害 に対 す るAICI3の

作 用

KFを 用 い て種 々濃 度AICI30μM(□),2μM(◇),10

μM(△),100μM(×),200μM(*),400μM(○)存 在 下

で,図.3と 同様 の 実 験 を行 っ た.Kio .5はAlc13非 添 加 の約1.3

mMか ら100μMのAICI3存 在 下 の約0.2mMま で,そ の 濃 度 に

依 存 して減 少 した 。

表.Hil1プ ロ ッ ト

図3,図4の 結 果 か らHill係 数(n)と50%阻 害 濃 度[So.5]を 計

算 し表 に示 した.

NaF KF

Hill係 数(n) [So.5] Hill係 数(n) [So.5]

0 2.04 L42 2.09 1.34

2 2.99 0.74 3.05 0.88

10 3.29 0.48 2.91 0.51

Al(μM)

100 3.54 022 1.65 0ユ9

200 3ユ 0.23 2.65 024

400 2.48 0.18 2.64 0.22
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図 Na.K-ATPase活性の NaF及びKF濃度依存性

フッ棄による Na.K-ATPase酵素活性的直害実験は!精製L

た Na . l{-ATPase に.最終 ì'~ 度 25 m M ，:;uefose町 0.1mM 

f'tllylenediaminetetraacetic acid (EDTA). 50 m1¥I tris-HCl (pJ-l 

7.'1). 160m!llNaCl. 16m~I KC 1 ， 5 nuli¥!gCI2を含む反応措

に各種漣庄司 NaF(口)あるいは Kド(・)を添加し D1;で15

'i!プ')イノキュベ シヨノしたほ;)mMATPのl主力日により匡

応を開始 L.，i1;'C，O分インキュペ ンヨン Lた佳に 12% 
SDSを添加して反応を停止した 酵素反応の特果生じた盤機
リノを Chlffl町のJ;"d;を用いて測定した lmi¥o¥ oltabain存在

下町値をプランクと Lて差 L5Ic、た NaFとI¥fはいずれもそ
の濃度に依有して Na.K-ATPase活性を抑制し 活性的 50% 

阻害高度(Kio.5)は約1.3-1.4ml¥Iであった
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図 2 Na-ATPase活性の NaF及び KF濃度依存性

国 iと同栂の方法で 反I.i:.、液の組成か~ KClを除いて測瓦

Lた活性をドa-ATPa日活性と Lた フγ棄による活性阻害実

験は，反応液に告種漉度円 Naド lム)あるいは KF¥企)を添

加して行った¥1aF I土2.5mM まで{程度を上(ずても

Na-..-¥TPase活性を抑制Lなかったが， KFは 1.5mMまでは揖

度;こ依存Lてl¥，n'I.TP出ヒ 活性を促進し 2.5 mM以上では活
性ほi瞳度に怯存Lて低下Lた

NaF(1佐治。

国 3 :'Ja.K-ATP<lse活性町、¥JaFによる阻害にrする A1C[3の
作用

Nげによる No.K-ATPa間活性阻害の測定t 拝程濃度の
A1C13 0μM (，J. 2μ，[ (<))， 10μ"[ (ムド 100μ1¥'1(X! 

200μ¥[ 1*1， -1叩μ"[(01 を含む圧応措で，図 lと同様

の方法で行った Kio.51立A1C13非添加の約1.4mMから l叩

μMの A1C13存在下町約 0.2ml¥']まで その溌度に依存して減

少Lた

回

目

(・b
E2
0〈

E
t
d
u曲6
2

o 
o 

百 (品。

国 4 ¥Ja. K-ATPase活性の KFによる阻害にけ寸る A1C13の

作用

1¥1'を問い亡種々 i垂直 .-¥ICI30μM (口上 2μ" (<))， 10 
μM 1ム1，1曲 μM(xl， 2凹μM1*1， 4凹μ"[101存在下
で図 3と同悼の実験を行った Kio.5は A1CI3非添加の約1.3

mt-lから100μMの AIC1;，j存在下町約0.2mi¥1までt そのi農度に
依存して減少した

表.Hdlプロ γ ト

図3 図4の結果から lIill官、数(，)と日:'%阻害l車置 [50.. ，]を古|

算し去に示Lた

NaF KF 

!-lil1係世 (，) [5-')，5J Hill係数 (n) ['0.，] 

。 2.0.1 1.-12 2.09 1.3.1 

つ巴d 2.99 Q，i.J 3.05 0.88 

ID 3.29 0.-18 2.91 0.51 
;¥1 (μ川i

[00 3.5.1 0.22 1.65 0.19 

200 3.1 02:~ 2.65 0.2 ! 

100 2.48 0，18 2.6 ! 0.22 
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i].1 Na. K-ATPase lli1117) NnF 7l if KF' ;~!!f1fff:t± 

7 >i'~ ~':'J:J.J No. K-ATPaseM~il5tt(7);m~~~iJ: . fftjJf.!L 

t:.. Na. j{-ATPase (..:, fitl-Z-in:& 25mM :;uefose. 0.1 mM 

f'tlly lenediam inetetraacetic acid (EDTAl. 50 m!'. ! tris-HCl (pH 

7. '1) . 160m!llNaCl. 16m~IKC1, 5 m~'Ii\!gCI2i:B'tsJ,Rr.tl~ 
lefitlli411!'''lN,F (0) ",J.,H;!KF (. ) riMaLD1;-r15 
'ir11) l' /~;z..~-::"'3 /Lt..:if.t5 mMATPC')i:f1:101:.J: I))j 
r.r~mJtrFiL. :1it;T"';;0511 /"",";1./,\-:.,- 3 /' Lt.:i&'': 12% 

SDS "i;;!Jn L. , iRlZ r I\' Jt Ltc. ~~m 1.;;:cr"liii!l'A: t: Uffill! 
lJ :.- i Chifnet (J)}jd-;i ffll,'-CifilJiE Lt.:. . lmi\ol ouabain ft:t£ 
T(7)1:tH:'77/1t L"(i£li]I~'t:.. . NaFc KPlj: '.It"hi.f" 
if) ilJjt ".:. 11<1-/: L -( Na. K - ATPase ifi11. ~ i!~i#!J L. ij!Hlt7) 50 % 

Jlli.i!tiftl~ (Kio.5) lif.11.3-IA m!'l ! -r:~-:>t:.. . 

1000 .~. 
......... . 

l: 
. .. .. .. . . 

'" BOO .. .. 
• . . .. 
~ ,.- ... :i 

~ 
600 • 
400 .. 

z .¥ 
ZOO .;::..-&--,;. 6 ,;. ~ 

0 

0 2 

Flu.oride (mM) 

[Z]. 2 Na - ATPase i8iiC') Na F 7J. if KF ;11~jtzfH1 

[%I. 1 t [Il]~GI)If$1:. RI.L,frlGl)*Ei.rittJ' ~ KCl 'i' r.~n,' --CiRlJ/E 
Ltcili·I1" ~a- ATPasei1i1'tc Ltc. 7J*let.oilif£r'[~c~ 
!5~'i, lX.r.r.ifXl=1H!;~~OJ NaF 1.6.) <v'>Qv\l.i KF (.&) -ri~ 

i)t1 l -C F. ':;} t.:.. \laF Ii 2.5 mM i -e i: It ~ 1: (f -C b 
Na - ATPaseillfl~¥~ilfIJL~I)' 0t':'1.ll , KF Ii 1.5mM £"""("1111 

Ii ::~f? l-C l\,nHPast ittt T f!i:~ L , 2. 5 mM .tJ.1: 1:11 ;"5' 

!'Willl1!'l: 1~fj: L "ifT L te. 

100 

g 
.~ 

'! 
~ SO 

~ 
0 

0 2 

NaF (mM) 

[ZI.3 .'la. K-ATPnse iti'tifJ) .'laF I: J: 1> 1!ll~I:r.T 7.:l AICI3(JJ 
mn 

NnF \= J:.1> No. K-A TPase itttFJl~O)iRIJ5Eli:-. fHm:illt(JJ 
Aiel, O#M ILl. 2#,1 IOl. 10#"1 lLO.l . 100#M IXI . 
200#,1 ,*), 400#"1 (0) "St'iR£t·ii1-r, Illl. 1 UH~ 
(7)1ift:-r:-1T0 t.:. . Kio.s li A1CI3~F i:l::1JDo)*~) 1. 4 mM iJ't:J 100 

pM 0) A1Cl3 fftEl' (JJf.~ 0.:2 m1·j i -C . .:e- O)ifttt I: ft(ff L.. -C ~ 

j,' ~t.:.. 

o 
KF (mM) 

[21 . 4 \Ja. K -A TPilse ii5tlO) KF (..: .t l.llfii~H: x.ti Zl A 1C13(JJ 
f~qj 

KF i-ffll,\·Cil.l:ilffi: A1Cl3 0 pM (D ) , 2 p;'vl (0) , .JO 
#M IL">l. l oo#M Ix) . 2oo#M 1* ), 400#"1 (0) fflIT 
'c: . 1Zl . 3 t IBJtm(fJ~.~ ... H T·cd:. Kio.5li A ICI3JF1.~lJJif}*,~ 1.3 
mt- I -I)' c-J 100 ,u1'1 0) AICJO! Ti'-tEr (J)~:1 0.2 m!\! i"'C' . i"rJ)il,rJt (: 
iliff L, i"j-· Ltc. 

~. Hdl 7"0';1 ~ 

[%13 . !%I-I 07)1'.5*1.1' ~ lIil l Hax (n) C 50% lal::!}j·ftf![ [so,,;1 till 
)l: Li'<I'iC etc. 

NaF KF 

I-lill!#:!i (n) [5-').5J Hill i;(:ri (n) [So.,J 

0 2.0·1 1.-12 2.09 1.3 -1 

2 2.99 O,i~ 3.05 0.88 

ID 3.29 0.·18 2.91 0.51 
AI (.1.1\0 

100 3.5·j 0.22 1.65 0.19 

200 3.1 02:~ 2.65 0.2 ! 

100 2.'18 0,18 2.61 0.22 
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3.フ ッ素 による不可逆的なNa,K-ATPase活 性 阻害のア

ルミニウム要求性

2.5mMのNaF存 在下でNa,K-ATPaseを プ リインキュ

ベ ーシ ョンした後 に,希 釈 によ りNaFの 濃 度 を0.25mM

に下 げて活性を測定すると,観 察される活性はコントロー

ルの約50%で あ った(図5),プ リイ ンキュベーシ ョン

の際 に50μMのAlが 共 存す ると希釈後 の活性は約10%

であ り約90%の 活 性が不可逆的に抑制されたが,defero.

xamineが 共 存す るとコン トロール と同程度の活性が観察
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1血M1.6mM

図.5NaFに よ るNa,K-ATPase活 性 の不 可 逆 的 な 阻害 に対

す るAICI3とdeferoxalnineの 作 用

ミ ク ロ ソー ム を25mMsucrose,O.1mMEDTA,50mM

tris-HCI(pH7.4),160mMNaCl,161nMKCI,5mMMgCl2

存 在 下 で,2.5mMNaF,0.05mMAICI3,1あ るい は1.6mM

のdeferoxamineの 有 無 で室 温 で30分 イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン後,10

倍 に 希 釈 した。 そ の 後,図1の 説 明 に記 載 した の と 同様 に,

Na,K-ATPase活 性 を測 定 した.NaFを 添 加 して い な い サ ン プ

ル をcontrolと した.2.5mMNaF存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ

ン後 希釈 す る と,活 性 は 約50%と な っ た.2.5mMNaFと0.05

1nMのAICI3が 共 存 す る と90%の 活 性 が 不 可 逆 に な っ た,こ

れ に対 してdeferoxamineを 加 え る と不 可 逆 的 阻害 は ほ ぼ消 失

した.**p<0.Ol
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図.6KFに よ るNa,K-ATPase活 性 の 不可 逆 的 な阻 害 に対 す

るAICI3とdeferoxamineの 作 用

図.5と 同 様 の 実 験 を2.5mMKFを 用 い て 行 っ た.Na,

K-ATPase活 性 の不 可 逆 的 阻害 はKF単 独 で は約40%,AICI3

を加 え る と約90%で あ っ た.deferoxamineが 存 在 す る と不 可

逆 的 阻害 は ほ ぼ消 失 した.**p〈0.01

された(図5).NaFの 代 わ りにKFを 使 用 して もほぼ同

様の結果が得 られた(図6),Fに よるNa,K-ATPase活

性 阻害 を不可逆的にするAlの 濃度 を調べ るために,Alの

濃 度を変 えて図5及 び図6と 同様の実験 を行 った(図7).

そ の結果,50μMのAlで 十 分な効果が得 られ るこ とが明

らかになった.NaFに 関 して,さ らにAlの 濃 度 を広 く変

えて調べたところ,7.5μMのAlで もその効果は十分であ

った(結 果は示 さない).
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図.7NaFとKFに よる不 可 逆 的 なNa,K-ATPase活 性 阻 害

のAICI3濃 度 依存 性

図.5及 び 図.6と 同様 の実 験 をAlCl3濃 度 を広 く変 え て行 っ

た。NaF,KF及 びAICI3非 存 在下 のcontrolの 活 性 を100%と

す る と,NaFあ るい はKFの み で も活 性 は60%以 上 抑 制 され

た。 さ ら に50μM以 上 のAICI3が 共 存 す る と活性 は不 可 逆 的 に

抑 制 され た.**p<0.01

4.フ ッ素 による不可逆 的なNa,K-ATPase活 性 阻害の2

価 金属 イオン要求性

予備的な希釈実験 において,FとAlに よ る不可逆的な

Na,K-ATPase活 性 阻害には,マ グネシウム(Mg)が 必要

であるこ とを見いだしたので,Mg濃 度 を広 く変 えて2.5

mMNaF及 び0.lmMAICI3存 在 下での希釈実験 を行った

(図8),そ の 結果,Mg非 存 在下 では希釈後の活性は コ

ン トロールと同程度であったが,共 存するMg濃 度 の増加

に伴 って活性 は阻害 され,0.5mM以 上 で は90%以 上 の

活性が不可逆的に抑制 された,活 性が50%不 可 逆に阻害

されるためのMg濃 度 は約0.05mMで あ った,Mgの 役割

を他の2価 金属で も代用可能か否か を調べるために,5

mM及 び0.05mMのMgCl2,CaCl2及 びMnCl2存 在 下での

希釈実験 を行った(図9).そ の結果,Ca,MnもMgと

同 様に,FとAlに よるNa,K-ATPase活 性 阻害 を不可逆

にする作用 を有することが示 された.

5,フ ッ素 とアル ミニ ウム に よ る不 可 逆 的 なNa,K-

ATPase活 性 阻害 に対するリン酸の影響

Robinsonら はFとAlに よる不可逆的なNa,K-ATPase

活性 阻害 はPiに よって抑制 されると報告 した6),そ こで,

種 々濃度のPiの 存 在下で,希 釈実験 を行った(図10),そ

一13一

フッ素によるアルミニウムに依存したl¥a，K-ATPase活伯の抑制

3 フッ素による不可逆的な Na.j(-ATPase活性園芸的ア

ルミニウム要求性

2.5 m Ì\[の NaF 存在下で ~a. K-ATPaseをプリインキュ

ベーンヨ :'-Lた後に，希釈により NaFの准度を 0.25mI¥[ 

に下げて活性を測定するとτ 観察される活性はコントロー

ルの的 50出であった(図 51 プリインキユベーンヨシ

の陪、に SO/，，1の AIが共存すると希釈後の活性は約 10出

ぜあり約 90%の活性が不可逆的に抑制されたが， defero 

xanllneが共有ーするとコノトロールと同程度の活性が観察
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図 5 NaFによる Na.K-久TPase活性の不可逆的な阻害に対

する A1C13とdeferoxamineの作用

ミクロソームを 2omr..tsucrose， O.lm:.l EDTA， 50mM 

いほ HCI(pH 7.41. 1回 nulNaCl， 16 mM KC1. 5 mjl，'l MgCl: 

1存在下で 2.5 mr-.!ドaF.0.05 m?¥'1 AIC13， 1あるいはJ.6mM

のdcfcroxamlncの有盤で室温で30分イノキュベーション佳， 10

倍に希釈した その後 団1の説明に記載したのと同様に。

Na. K-ATPasε 活性を測定した NaFを添加していないサンプ

ルを rontrolとした .2 SmM NaF存在下でインキユベーショ

パを希釈すると。活性は的 50%となった 2.5mi¥! NaFと0.05

111MのA1C13が共存する と叩百円活性カ守之可逆になった こ

れに対LてdeferOX8mineを加えると不可逆的阻害はほぼ消失

Lた *榊p<O.Ol

1日 「十

「←波 別区

十

「寸

宮
さ?

E 50 

。
control 百 匹 目 ""

+ + + 
^'αdel""，ox回目 d，，!'e.roxom'flI!， "剖 ，，~

図 6 KFによる Na.K-ATPase活性の不可逆的な阻害に対す

るA1C13とdt'feruλanllneの作用

図 5 と同械の挺験を ~ . õ nlI'd KPを府いてffった Na. 

K-ATPase活性の不可逆的阻害jil';F単独では約40% .λlCh 

を加えると約叩%であった defel'oxamineが存在するとィ、可

逆的阻害はほぼ消去した 料 pく0.01
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された(悶 5)."aFの代わりに KFを使用 Lても!l (=-同

様の特長が得られた(図 6). Fによる Na.K-ATPase活

世間害を不可逆的}こする AIの濃度を調べるために， AIの

浪)主を変えて図5及び図6と同様の実験を行った(図7)

その結柴， 50μMのAIで十分な効巣が得られることが明

らかになった ~aF に関して さらに入!の濃度を広〈変

えて調べたところ 7.511Mの AIでもその効果は十分であ

った(結呆は示さない)
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図 7 NaFとKFによる不町逆的な Na.K-ATPase 活性岨害

のA1C13;塵度依存性

図 5及び図 6と同様の実験を八lC13i豊度を11;<変えて11っ
た NaF. !，F亙び .<¥ICI3非存在下町 controlの活性を 100%と

すると，NaFあるいは KFのみでも活性は 60%以上抑制され

た.さらに 50μM以上の A1C13が共存すると治性:;1不可逆的に

抑制されたキ叩く0.01

4. 7 ノ紫による不可逆的な Na.J(-ATPase活性直害の 2

価金属イオン要求性

予術的な希釈笑験において，FとAIによる不可逆的な

Na. J(-t¥TPasC'活性阻害には，マグ不シウム(，Ig)が必要

であることを見いだしたので， t...lg i農度を広く変えて 2.5

mM NaF及び0.1mI¥1 A1C13存在 Fでの希釈実験を行った

(図8) その結果、Ig非存在 Fでは希釈後の活性ほコ

ノトロールと同程度であったが，共存する Mg濃度の増加

に伴って活性は阻害され， 0.5 mr..l以よでは 90%以上の

活性が不可逆的に抑制された 活性が50%小口l逆に阻害

されるための Mg議度 l ;t~\~ 0.05 mMであった ，Igの役割

を他のz価金属でも代用可能か否かを詞べるために。 5
ml¥1及び0.05mI¥1の !...lgC12，CaC12及び lvlIJC12存在下での

品釈実験を行った(図 9) その結呆。 Ca..¥1 nも，Igと

同株に， FとAIによるr¥a.K-ATPase活性阻害を不可逆

にする作用を有するよとが示された

5 フ γ索とアルミニウムによる不可逆的な Na.K 

ATPase活性阻害に対するリノ酸の影響

Robinsonらは Fとt¥1による不可逆的な Na.K-ATPase 

荊性阻害は Piによって抑制されると報告した6) そこで

種々濃度の Piの存在下c'希釈実験を行った(図10) そ
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図.8NaF及 びAIC13存 在 下 の不 可 逆 的Na,K-ATPase活 性 阻

害 のMg濃 度依 存 性

ミ ク ロ ソ ー ム と25mMsucrose,O.lmMEDTA,50mM

tris-HCI(pH7.4),160mMNaCl,16mMKCI,2。5mMNaF,

0.1mMAIC13及 び0.0005か ら5mMMgCl2を 含 む反 応 液 を室

温 で30分 イ ンキ ュベ ー シ ョ ン後,lO倍 に希 釈 した.図1の 説 明

と同 様 に,Na,K-ATPase活 性 を測 定 した.5mMMgCl2存 在

下,NaF及 びAICI3非 存 在 下 の 希 釈 後 の活 性 を100%と す る

と,NaFとAIC13及 び5mMあ る い は0.51nMMgC12存 在 下 の

活 性 は ユ0%以 下 くらい まで 不 可 逆 的 に抑 制 され た.MgC12の

濃 度 が0。25,0.05,0.005,0.0005mMと 減 少 す る と濃 度 に依

存 して活性 は 回復 した.
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図.9フ ッ素 に よる不 可 逆 的 阻害 の2価 金属 要 求性

ミ ク ロ ソ ー ム を25mMsucrose,O.lmMEDTA,50mM

tris-HC1(pH7.4),160mMNaCl,16mMKC1,2.5n1MNaF,

0.ユmMAICI3及 び0.05あ る い は5mMのMgCl2,CaC12及 び

MnCl2の 有 無 で室 温 で30分 イ ンキ ュ ベ ー シ ョン後,10倍 に希 釈

して か らNa,K-ATPase活 性 を 測 定 した.5n1MMgC12存 在

下,NaF及 びAICI3非 存 在 下 の希 釈 後 の 活 性 を100%と す る と,

5mMMgCl2,NaFとAICI3存 在 下 の 活性 は10%以 下 まで不

可 逆 的 に抑 制 さ れ た.し か しMg濃 度 がO.05mMに な る と活

性 の 抑 制 は40%程 度 で あ っ た.同 様 の 効 果 は,CaC12及 び

MnC12に お いて も観 察 さ れた.*p<0.05,**p<0.Ol

の結果,Robinsonら の報告 とは異な り,Piが 濃 度依存的

に不可逆的な阻害 を回復す るとい う結果は得 られなか っ

た.
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図.10フ ッ素 に よる不 可 逆 的 阻害 に対 す る無 機 リ ンの作 用

ミク ロ ソー ム を50mMtris-HCI(pH7.4),160mMNaCl,16

mMKC1,51nMMgC12,2.5mMNaF,O.1mMAIC13,及 び2

か ら25μMKH2PO4の 有 無 で室 温 で30分 イ ンキ ュ ベ ー シ ョン後

10倍 に希 釈 して か らNa,K-ATPase活 性 を測 定 した.フ ッ素 に

よ る不 可逆 的 な活 性 阻害 の,共 存す る リ ンの濃 度 に依 存 した 回

復 は見 られ なか った.

考 察

1.フ ッ素 に よ るNa,K-ATPaseのATP加 水 分 解 活 性 阻

害 に お け る カ リ ウ ム 要 求 性

NaFはK+非 存 在 下 で のNa-ATPase活 性 を 抑 制 しな か

っ た(図2)が,K+存 在 下 で のNa,K-ATPase活 性 をKF

と 同 様 の 濃 度 依 存 性 で 抑 制 した(図1).ま た,KFは1.5

mMま で はNa-ATPase活 性 を10倍 程 度 促 進 し た が,2.5

mMで は逆 に 減 少 に 転 じ た.こ の 結 果 は,1.5mMま で は,

Fに よ る 活 性 阻 害 よ り も,KFが 解 離 し て 生 じ たK+に よ

るNa,K-ATPase活 性 と し て のATP加 水 分 解 活 性

(ATPase活 性)促 進 が 上 回 る こ と,2.5mMに な る とK+

に よ るATPase活 性 の 促 進 効 果 は 上 限 に 達 し,F一 に よ る

ATPase活 性 抑 制 効 果 が 顕 著 に な る こ と を 示 唆 す る.こ れ

ら の 結 果 は,FはNa,K-ATPaseに よ るK一 の 関 与 す る

Na,K-ATPase活 性 は抑 制 す る が,Na-ATPase活 性 は 抑 制

し な い こ と を示 唆 す る.FはNa,K-ATPaseのATP加 水

分 解 反 応 中 のK+が 結 合 し た 反 応 中 間 体 に 結 合 し てNa,

K-ATPase活 性 を 抑 制 す る も の と推 測 さ れ る.Robinson

ら もFに よ るNa,K-ATPaseのATP加 水 分 解 活 性 阻 害 に

はKが 必 要 で あ る と報 告 して い る6).

2.フ ッ素 によるNa,K-ATPase活 性 阻害 のアル ミニウム

要求性

NaF及 びKFに よ るNa,K-ATPase活 性 阻害のKio ,5値

は共存す るAlの 濃 度 に依存 して2μMか ら100μMま で

は減少 したが,lOOμMで は効果は飽和 して400μMま で

Al濃 度 を上げてもKio .5値 はほぼ一定であった(図3と4

及 び表).こ の結果 は,AlがNa,K-ATPaseのFに 対 する

親和性 を増大す ることを意味する.一 方,AlはFに よる

Na,K-ATPase活 性 阻害 を不可逆的 にす る上で有効であっ
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Hi1tで30分イ/キュベーション佐.10惜に希釈した 閃lの説明

と同様に ~a. K-ATPase活性を測定した :) ml¥I 1¥'1正12存在

下 N~F 71びA1C13非存在下の希釈宮内活性を 100%と唱る

と， NaFとA1Cl;)及び 5mMあるいは O.5mM !vIgC1~存在下の

活性は 10目以下("いまで不可逆的に抑制された MgC12の

湛度が0.25.0.05. 0.005. 0.0田5m!'l'!と減少すると濃度に依

存Lて活性は回復した
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図 9 フッ衰による不可逆的阻害の 2 白金属~.;j(性

ミクロメームを25mr-.，1sucrQse， O.lmM EDTλ 50 mM 

tris-HCl (pH 7.4)， 16Qml¥! NaCl， 16mM IくC1.2.5 m:.1 NflF， 

0.1 mM A 1 C1 3 :& び 0 .(6 あゐいは~ m l\ 1 の MgCI ~ ， C<lCl:2在び

MnCl~の有無で室温で鈎丹インキュベ ション後 10倍に希釈

してから Na.K-ATPase 活性を測定した 5 mM MgC1Z存在

下 NaF及びA1Cl3非存在ードの希釈f誌の活性を l叩%とすると
5 mH i¥lgC12， ::¥aFとA1C13存住下の活性は 10%以下まで不

可逆的に抑制された しかし Mg調度ir{O.05mMになると活

性的抑制は40%程度であった 同様の幼果はじaCl:27kび

MnCl2においても観察された 叩<0.05. 柿 pく0.01

の結果、Robinsonらの報告とは異なり， Piが濃度依存的

に不可逆住!な阻害を回復するという結果は得られなかっ
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図 10 フシ茸による不可逆的阻害に対する盤機リンの作用

ミクロソームを 50mM triγHCl (pH 7.4;. 160 mM NaCI. 16 

mM KCl. 5 ml¥1 MgCI2. 2 5 ml¥1 NaF， 0.1 m¥.l A1Cls， lkぴ2
からおμMKJ-!2PQ'1の有量で宰温で30骨インキユベーンヨン降

10倍に希釈してから Na.K-ATPase活性を制定した フッ去に

よる不可逆的な活性閣害の 共存するリン町溝度に依存した回

復は見られなかった

考 察

l フ γ素による Na.K-ATPaseのATP加水分解活体阻

害におけるカリウム苦是正性

Naト!iK+非存在下での Na-ATPase活性を抑制しなか

った(凶 2)が， K十存在下での Na，K-ATPnse 活性を l(f

と同株の濃度依存性で抑制IJL..た(図 11 また.KFは 1.5

ml¥l:までは Na-ATPase活性を10倍程度促進したが，2.5 

m:-I'Iでは逆に減少に転じた この結呆は， 1.5 n1lvlまでは，

Fによる活性瞳害よりも .KFが解離 Lて生巳た K+によ

る Na.!(-ATPase活性としての ATP加水分解活性

(ATPase活性)促進が上回ること 2.5 ml¥'1になると[(+

による八TPasC'活性の促進効果は上限に遣し Fによる

A TPase活性抑制効果が顕著になることを示唆する。これ

らの結果は Fは Na.f{-;¥TPaseによる1(-の関与する

Na. K-ATPase 活性iよ抑制するが。Na-ATPase活性[止抑市IJ

しないことを示唆ずる FはNa，J(-ATPaseの ATP加水

分解反応中の K が結合した反応中間体に結合して Na，

KλTPase活性を抑制するものと推測される Robinson 

らも Fによる Na.((-ATPaseの ATP加水分解活性阻害に

はKが4要であると報告している6)

2 フソ素による Na.K-ATPase活性問答のアルミニウム

要求性

N，F及び KFによる Na.j(-;¥TPase活性阻害の1(io. ~他
は共存する Alのj農度に依存して 2μMから 100μMまで

は減少したが.100μ~ I では効果は飽和して 400μlvl ま で

Al漫度を上げても KiO.. s値はほif一定であった(図 3と4

及び表) この結果は Al -/)f. Na. K-ATPaseのFに対する

親和性を増ょすることを意味する 一方 AI 1; Fによる

Na. K-ATPase活性阻害を不可逆的にする上で有効であっ
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た(図5-7).ま た,Alの キ レー ターであるdeferox-

amineの 共 存に より不可逆的 な阻害は観察 されなか った

(図5,6).こ れ らの結果 は,FはAlと 結合 して,す な

わち,フ ッ化 アルミニ ウム(AlF3)と して高い親和性で

Na,K-ATPaseに 結 合 し,ひ とたび結合すると解離 しに く

いため不可逆的にNa,K-ATPase活 性 を抑制する,と して

説明す ることが出来る.Missiaenら はNa,K-ATPaseと 同

じくP型ATPaseで あ る形質膜のCa-ATPaseに つ いても

同様の報告 をしている14),Robinsonら は,AIF3の 立体構

造 はPiの 立 体 構 造 に 類 似 して お り,AIF3はNa,

K-ATPaseの 反応 中に形成されるリン酸化反応中間体のPi

の類似体 として結合すると推定 している6).ま た,こ の反

応 にはリン酸化反応中間体の形成の場合 と同様にMgの 存

在が必要であると報告 した6).本 研 究において も,FとAl

に よる不可逆的な阻害 にはMgの 存 在が必要であ り,し か

もその濃度依存性(図8)はNa,K-ATPaseの リン酸化反

応 中間体形成 にお けるMg依 存 性 と類似 していた.こ の

Mgの 役 割は同程度の濃度のCaやMnに よ って置 き換 え

が可能であ った(図9).し か し,本 来 のNa,K-ATPase

の リ ン酸化反応中間体形成あるいはNa,K-ATPase活 性 に

お けるMgの 役 割 は,部 分的に しかCaやMnに よって置

き換 えることはできず,場 合 によってはCaやMnはMg

の作用 と拮抗する7-9).ま た,Robinsonら は6),AIF3がPi

と同様 に作用することを示す実験結果 として,FとAlに

よ る不可逆 的なNa,K-ATPase活 性 の抑制がPiの 存 在 に

よって阻害されると報告 してい るが,我 々の結果ではPi

の添 加は不可逆 的な阻害 に影響 を与えなかった(図10).

我 々の結果は,多 くの点でRobinsonの 報 告 と一致するが

異 なる点も多 く,Na,K-ATPaseの 反応機構 を基 にした今

後の研究が必要である,

NaFあ るいはKFのNa,K-ATPase活 性 阻害実験 におい

て(図1-4),積 極 的 にはAlを 添 加 していないの にF

の濃度に依存 した活性の低下が観察 された,こ れは,ガ ラ

ス器具,使 用す る水 や試薬 などか ら混入するAlの 作 用 と

して考 えることが出来る.し か し,deferoxamine存 在下で

も濃度依存的な活性抑制を完全に押さえることは出来なか

った(結 果において文章で記載).deferoxamineは 鉄 及び

Alの キ レーター とされているが,我 々の実験系 において,

混 入するAlの う ちどの程度が遊離Alと して存在す るの

かを検討す る必要がある.一 方,希 釈実験 においては,

deferoxamineは ほぼ完全な効果 を示 した(図5,6).両

者 の違いについては,FのNa,K-ATPase活 性 阻害 を不可

逆 にするにはAlの みが有効であるが,活 性 を可逆的に抑

制す るだけな らAlは 必要 ではない,あ るいはAl以 外 の

金属 イオンで も代用で きると説 明す ることも可能であ ろ

う.Robinsonら はベ リリウムもAlと 類 似 した,し か し完

全 に同 じではない作用 を示す と報告 してお り6),今 後 の詳

細 な研究が必要である,

3.フ ッ素の毒性 とアルミニ ウムの生体に対する作用

NaFの 経 口投 与 に よる致 死量 は5g程 度 とされ てい

る1'2).100%吸 収 した とし,全 血液量 を54と 仮 定 して

血中濃度 を計算する と23.8mMと な る.今 回の活性阻害

実験 においては積極 的 にAlを 添 加 しな くても2.5mMの

Fに よってNa,K-ATPase活 性 はほぼ完全 に抑制 される

(図1-4).さ らに,生 体 に広 く存 在する とされるAl

が 共存す ると,1mMのNaFに よ って もほぼ完全 に阻害

される(図5,6).組 織 内濃度は血 中濃度 よ りはかな り

低いと予想 されるが,ほ ぼすべての細胞に存在 し重要 な機

能 を担 うNa,K-ATPaseが 急性毒性のターゲッ トとなる可

能性 は十分あると考えられる.

Alは 自然界 に広 く存在する元素である.生 体 にも広 く

存在するとされているが必須の微量金属とは考えられてい

ない,生 体内分布の測定は極めて困難 とされ,そ の機能あ

るいは病態 における作用 も明 らかではない,骨 疾患,貧 血,

認知症,骨 格筋疾患 を悪化 させるとの記載 もあるが,詳 細

は不明である1).本 研 究 において,Alは2μMと い う低濃

度で も作用 した.Alの 生体 内における作用 に関連す る可

能性があ り,新 たな研究が必要である.

結 論

フッ素によるNa,K-ATPase活 性 阻害にはカ リウムが必

要であ り,ア ルミニウムはNa,K-ATPaseの フ ッ素に対す

る親和性 を増大する,フ ッ素によるNa,K-ATPase活 性 の

不可逆的な阻害にはアルミニ ウムと2価 金属 イオンが必要

である.フ ッ素 とアル ミニウムの複合体は2価 金属存在下

でNa,K-ATPaseに 不 可逆的に結合 して,ATPase活 性 を

阻害することを示唆する.

寸謁 占V干舌

本稿を終えるにあたり,本 研究に数々の御援助,御 協力

をいただきました北海道大学大学院歯学研究科口腔病態学

講座細胞分子薬理学教室の教室員各位に厚く御礼申しあげ

ます.

参 考 文 献

1)グ ッ ド マ ン ・ギ ル マ ン:薬 理 書(第11版,下 巻).

2143-2145,廣 川 書 店,東 京,2007.

2)篠 田 壽:う 蝕 予 防 薬.小 椋 秀 亮 監 修,加 藤 有 三,篠 田 壽,

大 谷 啓 一 編 集,現 代 歯 科 薬 理 学 第4版,492-500,医

歯 薬 出 版,東 京,2005.

3)YoshidaH,NagaiK,KameiM,NakagawaY:Irreversi・

bleinactivationof(Na+-K+)-dependentATPaseand

K+-dependentphosphatasebyfluoride.Biochim

BiophysActal50:162-164,1968.

4)RobinsonJD:FunctionallydistinctclassesofK+sites

onthe(Na+-K+)-dependentATPase.Biochirn

一15一

フッ素によるアルミニウムに依存したl¥a，K-ATPase活伯の抑制 19 

た(図 5-7) また，1¥1のキレータ である deferox

amwcの共存により :不可逆的な阻害は観察きれなかった

(凶 5， 6) これらの結果は Fはλ!と結合 Lて すな

わち P フ γ化アルミニウム (J¥1 F，)として高い親和性で

Na， K -ATPaseに結合し。ひとたび結合すると解離しにく

いため不可逆的にl¥a，K-ATPasヒ活性を抑制する として

説明することが出来る Missiaenらはi¥'.1， K-ATP柑 p と同

じく P型 ATPase-cある形質膜の Ca-ATPaseについても
同様の報告を Lている 14) RobinsonらはJ¥1F3の立体構

造は刊の立体構造に類似しており川F3は Na

K -ATPaseの反応中に形成されるリノ酸化反応中間j体の Pi

の類似体として結合すると推定している6， また。この反

応にはリン殴化反t、中間体の形成の場合と同様に !¥[gの存

在が必要であると報告Lた61 本研究においても Fとλl

による不可逆的な哩害にはj¥[gの存ttが必要であり， しか

もその濃度依存性 (図8)は Na，l{-j¥TPaseのリン酸化反

応中間体形成におけるJ'o.'lg依存性と類似 Lていた この

~Ig の役割は間程度の濃度の Ca や1\[n によって置き換え

が可能であった(図 9)，lかし。本来の Na.I¥-ATPa却

の ')ン限化反応中間体形成あるいは Na.!{-/¥TPa:;e活怖に

おけるj¥lgの役割は，部分的に Lか Caや ]¥[nによって世

き換えるよとはできず，場合によってはじa や ~I" はfI-lg

の作肘と桔抗する7-9) また。Robinsonりは61 A1F3が Pi

と同様に作用することを示す実験結果と Lて pと1¥1に

よる木可逆的な Ka.j{-ATPase 活性の抑制が Piの存在に

よって阻害されると報告しているが我々の結果では刊

の添加は木可逆的な阻害に影響を与えなかった(図I日)

我々の結果は，多くの点で Robinsonの報告と一致するが

異なる点も多く， Na. !(-ATPaseの反応機構を基に Lた今

後の研究が必要である

NaF あるし、は KFの1¥a.j{-ATPase 活性阻害究験におい

て(図 1-4ト積極的には AIを添加Lていないのに F

のi程度に依存Lた活性の低下が観察された よれは.ガラ

ス器具，使用する水や試薬などから混入する1¥1の作用と

して考えることが品来る しかL，defero日""四存在下で

も浪度fl，fi:的な活性抑制を完全に押さえることは出来なか

った(結果において丈章で記~iX.) ， dcferoxamincは鉄及び

AIのキレーター とされているが，我々の実数系において

混入する A[のうちどの程度が遊離1¥1として存在するの

かを検討する必要がある 一方 吊釈実験においては

deferoxamineはほぼ完全な効果を示ltニ(図 5， 6) 両

者の違いについて11，Fの Na，lく-j¥TPase活性阻害を不可

逆にするには AIのみが有効であるが，活性を司逆的に抑

制するだけなら AIは必要ではないヨあるいは AI以外の

金属イオンでも代用できると説明することも可能であろ

う Robinsonらはベリリウムも AIと類似した。しかし完

全に同じではない作用を示すと報告Lており6)今後の詳

細な研究が必要である
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3 フν素の毒性とアルミニウムの生体にけする作用

NaFの経μ投与による致死量 115g程度とされてい

る1.2) 100出吸収したとしτ 全血液量を 5Iと仮定して

血巾il'l，)主を計算すると 23.8mJ'o.!となる 今回の活性直害

実験においては積極的に1¥1を添加しなくて b2.5m!¥!の

Fによって Na，K-ATPase活性i:t(;i ~f完全に抑制される

(図 1-4) さらに 生体に広〈存在tるとされる AI
が共存すると ， 1 mMのl¥aFによっ Cもほぼ完全μ阻害

される(図 5，6! 組織内濃度は血中i農皮よりはかなり

低いと予想されるが?ほぼすべての細胞に存在し重要な機

能を担う Na.K-ATPaseが急性号泣のタ ゲヅトとなる可

能性は十分あると考えられる

AIは自然界に広〈存在する疋素である 生体にも広く

存在するとされているが臣、須の徴量金属とは考えられてい

ない 生体|人j分布の測定は極的て困難とされ，その機能あ

るいは病態における作用b明らかではない骨疾患，貧血.

認知在，骨格筋疾患を悪化させるとの記載もあるが!詳細

は不明である 1) 本研究において. Alは2μMという低漉

度でも作用Lた AIの生体内における作用に関連する可

能開があり ，新たな研究が必要である

結 論

7'1素による Na.K-ATPase活性阻害にはカリウムが必

更であり アルミニウムは Na.J(-ATPaseのフッ索に対す

る親和性を増大する 7γ索による Na.K-ATPase活性の

不可逆的な阻害にはアルミニウムと 2価金属イオンが必要

である フ y棄とアルミニウムの複合体は 2価金属存在下

e Na. K-ATPaseに不可逆的に結合 L-C. ATPase活性を
阻害することを示唆する
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Aluminium-dependentinhibitionofNa,K-ATPaseactivitybyfluoride

IchirouIshikawa,YoshiakiDeyama,YoshitakaYoshimuraandKuniakiSuzuki

ABSTRACT:TheeffectsofNaFandKFonNa,K-ATPaseandNa-ATPaseactivitiesandtheeffectsofaluminumanddi・

valentcationsontheirreversibleinhibitionofNa,K-ATPaseactivitybyNaFandKFwasexaminedtoelucidatetheinhibi-

tionmechanislnofNa,K-ATPasebyfluoride,TheATPhydrolyticactivityofmicrosomesfrompigkidneysandNa,

K-ATPasepurifiedfrommicrosomeswasdeterminedbymeasuringtheinorganicphosphatereleasedfromATPbytheChifflet

method.1)NaFandKFinhibitedNa,K-ATPaseactivitydependingonconcentrationsinvestigated,andtheconcentrationof

halfthemaximalinhibitionwasaboutl.3tol.4mM;NaFatlessthan2.5mMoffinalconcentrationdidnotinhibit

Na-ATPaseactivity;KFatlessthanl.5mMincreasedtheNa-ATPaseactivity,butdecreasedtheactivityathigherthan2.5

mMconcentrations.TheseresultssuggestthatfluorideinhibitsNa,K-ATPaseactivitybybindingtotheK+-boundreaction

intermediateoftheNa,K-ATPaseenzyme,whileitdoesnotinhibittheNa-ATPaseactivity.Itwasalsofoundthataluminum

ionsincreasedtheinhibitionofATPaseactivitybyfluoridedependingontheAlionconcentration.2)Na,K-ATPasewas

preincubatedinthepresenceof2.5mMNaForKF,andwithorwithoutaluminum,divalentcations,inorganicphosphate,and

thealuminumchelaterdeferoxamine,Afterpreincubation,theenzymesolutionwasdilutedtentimesandtheNa,K-ATPase

activitywasmeasuredtotestthereversibilityoftheinhibition.Aftertheenzymepretreatedwithfluoridewasdiluted,almost

50%oftheactivitywasinhibited.Theinhibitionincreasedto90%whenpreincubation"・asperformedwithfluorideplus

morethan7.5μMofaluminumions,butnoinhibitionbyfluoridewasobser、redinthepresenceofdeferoxamine.Theirrev・

ersibleinhibitionrequiresMg2+,dependingontheMg2+concentration,andtheeffectofMg2+wasachieredwhenreplaced

withMn2+orCa2土Thepresenceoforthophosphatedidnotaffecttheirreversibleinhibitionbyfluoride,inconsistentwith

thereportbyRobinsonetal.Theseresultssuggestthatirreversibleinhibitionbyfluoriderequiresaluminumanddivalent

cationsandthatthecomplexoffluorideandaluminumbindstoNa,K-ATPaseirreversiblyinthepresenceofdivalentcations.

KeyWords:Na,K-ATPase,fluoride,aluminum,inhibitionofenzymeactivity
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ALumini um-d巴pendentinhibition of Na， K-ATPase activity by fluoride 

lchirull lshikawa， Yoshiaki D町，'ama，YuぉhirakaYoshimllra and Kuniaki Su八Iki

ABSTRACT: The effecls of NaF and KF 011 Na. (¥-ATPase and Na-ATPase acli、itiesand the effecls of aluminum <lnd di 
、alenlcations 011 the irrcvcrsiblc inhibition of Na. (¥-λTPase activiり!by NaF and I¥F was examincc1 to ell1ciclate the inhibi 
tion mechanism of Na. K-ATPasεby fluoride. The A TP hydrolytic actiもilyof microsomes from pig kic1neys ancl Na 

K-ATPase purifiヒUfrolll InklυSOl1lt':，; was delermined by l!leasuring lhe inorganic pho当phalereleased from ATP by tlle Chifflel 

l11elhoc1.l) NaF ancl KF inhibited 1¥a. !¥-ATPase acti¥'ity clepending on concentrations investigatecl， and the concentration of 

half the maxirnal inhibition was about 1.3 10 1.4 nuJ; NaF <It less than 2.5 mi¥l of final concentration did 110t inhibit 

N a-ATPase acti vity; 1< F at less than 1.5 mi¥l increased the Na-ATPase activity. bu t decreasecl the acti vity at Iligher tJlan 2.5 

111M concentrations. These reslIlts suggesl that fllloride inhibiIs Na. K-λTPase activity by binding 10 the K+ -bound renction 

intermediate of the Na. K~ATPase enzvme 机 hileit does 1101 inhibit 1he Na ~ ATPase activity. II was also f山 ndtha1 aluminUll1 

ions increased the inhibitioo of ATPasc activity by fluoride depending on the Al ion cOl1centration. 2) Na. K-ATPase was 

prcilll.:ubal巳uin the presence of 2.5 mM NaF ur KF. anu wilhυr wilhuUl aluIIlinUIIl. divalent caliun::;， iTlurganiじpho::;phale.<!nd 

the al山ninllmchelat引 deferoxamine.After preincubatioo， the enzyme sollltion was di1Llte【1ten times and the Na. K-ATPase 

ac山 itywas measured to test the reversibility of lhe inhibition. After the enzyme pretreated ¥¥-ith fluoride ¥V<lS diluted. almost 

50 % of the aclivity was inhibited. The inhibition increased to 90 % when preincubalion was performed wilh f]uol'ide plus 

more than 7.5μ!l1 of aluminum ions， bUl no inhibition by fluoride W3S obse了vedin the presence of deferoxamine. The irre、
。T .r，，-_2+ 

ersible inhibiti印1reQuires j¥Jlg;' '. depending on the Mf(' concentration. and the effect of i>lg'" was achiered when replace-d 

、¥'ithMn2- 01' Ca2+. The presence oi orlhophosphate clid not affect the irreversible inhibition by fluoricle， inconsistent ¥vith 
the report b、Robinsonet al. These results suggest that irre、ersibleinhibition by fluoride requires aIL叩linumancl di¥'alent 
<'at;ons and thf1t the c0111plex of nuoride anclぉIU11linU111binds to Na. K~ATPase IlTeversibly川 rhepre-se-nce of di¥'aleT1l catiollS 

Key Words: Na. K-ATPase， nuoride. aluminum. inhibitioll ofenzyme activity 
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A luminium - dependent inhibi tion of N a, K - ATPase activ ity by fluori de 

lchirou Ish ikawa, Yoshiak i Dey a ma , Yosh iraka Yosh imu ra and Kuniak i Su zuki 

ABSTRACT : T he effects of NaF a nd KF on Na . K-ATPase and Na-ATPase actidties and the effects of a luminum and di· 

valent cations on the irrevers ible i nh ibition of Na. K-,\TPase activity by NaF and I\F was examined to el u cida te the inhibi ­

tion mechanism of Na. K-ATPase by fluor ide. The ATP hydro lytic activity of microsomE's from pig kidneys and Na . 

K-ATPase p urifitu from Inicrosomt's was delermined by lueasuring lhe inorganic phosphate released from ATP by tile Chifflel 

l11elhocL 1) NaF anel KF inhibited 1\a . I\-ATPase acti\' ity depend ing on concentrations investigated. a nd the concentration of 

half the maximal inhibition was about 1.3 to 1.4 m)'J; NaF <It less t han 2 . 5 1111\ 1 of final concentration did 110t inhib i t 

Na - ATPase activity; I<F at less than 1.5 ml\l increased the Na - ATPase activity. but decreased the activity at higher Ulan 2. 5 

IllM concentrations. These results suggest that fluoride inhibiIs Na. K-ATPase activity by b inding to the K+ -bound reaction 

intermediate of the Na . K~ATPase enzyme. \\'hile it does not inhibi t the N8 ~ ATPase activity. It was also found that al uminum 

ions increased the inhibition of ATPase act ivity by fluoride depending on the Al ion concentration. 2) Na . K- ATPase was 

prci11l.;ubalcu in the presence of 2. 5 m~1 NaF ur KF. anu with or wilhuut a luminum. divalent calions, inorganic phosphate. and 

the aluminum chelat.cr deferoxam ine. After preincubation, the enzyme so lution was dilute d ten t imes and the Na. K-ATPase 

acti,-ity was measured to test the revers ibility of the in hibition. After th e enzyme pretreated ,\- itll fluoride was d il uted. almost 

50 % o f the activity was inhibited. The inhibi t ion inc r eased to 90 % when preincubation was performed wit h HUQI'ide plus 

more than 7.5 V~I o f aluminum ions. but no inhibition by fluor ide was observed in the presence of deferoxamine. T he irrev­

ersible inhibit ion requ ires j\JIl+. depending on t he Mi+ concentrat ion. and the effect of i>!g2+ was achiered when replaced 

with Mn2
- or Ca2 +. The presence oi orlhophosphate did not affect the irreversible inhibi ti on by fluoride, inconsistent \vith 

the report b y Robinson e t al. T hese resu lts suggest that irre\'ersible inhibition b y fluoride requires a luminum and divalent 

c-at ions and t hnt the complex of nuoride and iJlU11linU11l b i nds to Na. K-ATPase ilTeversibl y in rh e presence of diva lent cat ions. 

Key Wo rds : Na. K-ATPase. nuoride. aluminum. in hibition ofcnzyme activity 
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