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特　集

Na, K-ATPase の反応機構と Na, K-ATPase をターゲットとする薬物

〒060–8586　札幌市北区北13条西７丁目
北海道大学大学院歯学研究院　口腔病態学分野　細胞分子薬理学教室

Na, K-ATPase as a target of drugs and its reaction mechanism
北海道大学大学院歯学研究院　口腔病態学分野　細胞分子薬理学教室

鈴木　邦明

　Na, K-ATPaseはNa-ポンプあるいはNa,K-ポンプと呼ばれる生理機能を担う酵素である．ほぼすべての動物細胞の形質膜
に存在し，ATPの加水分解エネルギーを用いてNa+とK+の能動輸送をおこなう．その結果，細胞内外のNa+とK+の濃度勾配
および電位差の維持を担い，細胞レベルでは細胞の容積や浸透圧の維持に関与する．特殊化した機能としては，神経や筋肉
細胞の興奮性の維持，腎臓での水やNa+の再吸収に関与する．また，Na, K-ATPaseの形成したNa+の濃度勾配を利用して，
小腸における糖やアミノ酸の吸収が行われる．その消費エネルギーは，安静時の代謝エネルギーの３割，神経系においては
７割を占めるとされる．
　Na-ポンプ機能の実体がNa, K-ATPaseであると認められた頃から，ATPの持つ化学エネルギーを，どのようにNa+とK+

の能動輸送という物理的なエネルギーに変換するのか，その機構の解明がNa, K-ATPase研究の焦点の一つであり，Na, 
K-ATPaseの反応機構の解明が進められた．20世紀後半には，Na,K-ATPaseの反応機構はほぼ確立され，その解析に大きな
貢献のあった二人の研究者の名前をとってPost-Albersの反応機構と呼ばれる．この反応機構は，ATP加水分解中にATPの
末端のリン酸を結合したリン酸化反応中間体（EP）を形成するのが特徴である．この反応機構では，EPの分子構造変化を
中心に据えて，ATPの加水分解による，細胞内から細胞外へのNa+，細胞外から細胞内へのK+の輸送，すなわちNa-ポンプ
機能をきれいに説明することができる．Na, K-ATPaseはEPを形成することからP型ATPaseと呼ばれる．Post-Albersの反
応機構は，同じくP型ATPaseである筋小胞体や細胞の形質膜に存在するCa -ATPase，また，胃粘膜において胃酸分泌を担
うH, K-ATPaseの反応機構の解析に大きな影響を与えた．
　強心配糖体であるジギタリス（digitalis）やウアバイン（ouabain）がNa-ポンプ機能を抑制することが知られていたが，
これらの薬物はその実体であるNa, K-ATPase活性を抑制する．Na, K-ATPaseの研究においてはouabainを使用することが
多く，ouabainはNa, K-ATPaseの特異的な阻害薬とされる．Na, K-ATPaseの反応機構の研究過程で，ouabainが不可逆的に
EPに結合してNa, K-ATPase活性を抑制することが明らかにされ，強心配糖体による強心作用もNa, K-ATPase活性の抑制
をもとに説明された．Na, K-ATPaseが全身の細胞に存在し重要な機能を担っているわりには，20世紀末の段階では，Na, 
K-ATPaseを標的とする重要な薬物は強心配糖体以外には知られていなかった．また，Na, K-ATPaseの反応機構に関する
研究も終了した感があった．
　しかし，21世紀に入り，ここ20年くらいの間にNa, K-ATPaseとouabainを巡って大きな研究の進展があった．それまで，
Na, K-ATPaseの機能はNa+とK+の濃度勾配形成の結果に基づくものであったが，その機構とは別に，Na, K-ATPaseが細胞
内情報伝達系に作用することが明らかになり，高血圧症や発癌との関係で新たな展開があった．また，生体内にouabainあ
るいは類似した物質が存在することが明らかになった．これら内在性のouabain関連物質は，ホルモンとしてNa, K-ATPase
活性を調節することにより高血圧症や発癌に関与する．また，強心作用薬であるouabainは，現在では，抗がん薬としても
期待されている．
　本特集では，Na, K-ATPaseおよび関連する薬物の現状と，筆者らが行ってきた研究を紹介したい．

キーワード： Na, K-ATPase，Post-Albersの反応機構，リン酸化反応中間体，分子構造変化，ウアバイン，シスプラチン
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１．Na, K-ATPaseとは
　多くの動物細胞では，K+の細胞内濃度は細胞外に比べ
て高く，逆にNa+の細胞内濃度は細胞外に比べて低い．こ
のNa+とK+の濃度勾配を維持する機構として， Na-ポン
プあるいはNa-K-ポンプという能動輸送系の概念が提唱
された．ポンプの実体の解明に関心が集まるなか，1957
年にJ. C. Skouがカニ神経の細胞膜の断片を材料として，
Na+とK+およびMg2+の存在下でATPを加水分解するNa, 
K-ATPaseがNa-ポンプの実体であると報告した1）．その
後，Na-ポンプとNa, K-ATPaseの性質及び機能の類似性に
ついて多くの研究が積み重ねられた結果，細胞の形質膜に
存在する酵素Na, K-ATPaseがATPの加水分解エネルギー
を利用してNa-ポンプ機能を担うことが実証された．Na, 
K-ATPaseの発見者であるSkouは1997年のノーベル医学生
理学賞を受賞している．
　Na, K-ATPaseは高等動物細胞の形質膜に広く存在す
る2）．細菌，植物，単細胞生物では確認されていなかった
が，ミドリムシにNa, K-ATPase様の遺伝子が存在するこ
とが報告されている．動物の組織ではほぼすべての細胞に
存在するが，脳，腎臓，筋肉などに多く，脳や腎臓はNa, 
K-ATPaseの精製材料として利用されている．赤血球はNa-
ポンプとしてのイオンの輸送実験に使用される．また，電
気ウナギの発電器官，サメの直腸腺，水鳥の塩腺などNa-
ポンプ機能の活発な組織にも多い．

２．Na, K-ATPaseの生理機能3-5）

　Na, K-ATPaseは，細胞内のATP1分子の加水分解に
伴って，３分子のNa+を細胞内から細胞外へ，２分子のK+

を細胞外から細胞内へそれぞれ濃度勾配に逆らって輸送す
る（図１）．その結果，細胞内外のNa+とK+の濃度勾配を
形成するが，同時に，細胞内からの３個の正電荷の放出に
対して２個の正電荷しか取り込まないので，電気的勾配

（電位）も形成する．静止膜電位の形成にも関与すること
から起電性であるといわれる．
　Na, K-ATPaseのイオン輸送によって，細胞レベルでは
細胞の体積，細胞内の浸透圧とpHなどの基本的な機能が
調節される．また，細胞内外のK+の濃度勾配の維持は細
胞活動にとって重要である．体内のK+の98%は細胞内に存
在して細胞の生理機能維持に関与し，細胞外液には２％
しか存在しない．血漿のK+濃度が増加すると，アドレナ
リン，インスリン，アルドステロンなどのホルモンがNa, 
K-ATPaseを活性化してK+の細胞内への取り込みを促進
し，生命の維持にとって危険な高カリウム血症を防止す
る．
　神経や筋肉などの興奮性の細胞においては，Na+チャ
ネルが開き細胞外からNa+が流入して脱分極した後，K+

チャネルが開いて細胞外へのK+の流出がおこる．Na, 
K-ATPaseは，細胞内のNa+を細胞外へくみ出し，細胞外

のK+を細胞内へ取り込むことによりNa+とK+の濃度勾配を
回復して細胞の興奮性を維持する．
　Na, K-ATPaseの一次能動輸送によって形成されるNa+

の濃度勾配は，種々の二次能動輸送の駆動力を提供する．
小腸の絨毛上皮細胞によるグルコースやガラクトース，一
部のアミノ酸などの吸収は，小腸管腔からのNa+の流入に
伴う共輸送であり，上皮細胞の外側基底膜に存在するNa, 
K-ATPaseが形成するNa+の濃度勾配を利用する．腎臓に
おいても尿中のNa+やアミノ酸の再吸収に必要なNa+の濃
度勾配を形成し，水の再吸収を促進する．
　Na, K-ATPaseは以上のような重要な生体機能の維持に
関与しており，静止状態の動物では，その消費エネルギー
は安静時の代謝エネルギーの３割を占め，神経系において
は７割を占めるとされる．
　Na, K-ATPaseは骨芽細胞や破骨細胞にも存在するが，
硬組織代謝に直接関連する報告は少ない6）．細胞の基本的
な機能の維持に必要だと推測される．
　20世紀末までのNa, K-ATPaseの機能に関する理解は，
上記のイオン輸送の結果を基にする機能であったが，この
20年で細胞内の情報伝達系を介した機能が注目されてお
り，後述する．

３．Na, K-ATPaseの構造2-5，7）

　Na, K-ATPaseはα（分子量約100-112 kD），β（35 kD，
糖タンパク質としては45-55 kD）およびFXYDタンパク質

（6.5-10 kD以下）の３種類のサブユニットから構成されて

図１　Na -ポンプの実体としてのNa,K-ATPase
　Na, K-ATPaseは，細胞内の１分子のATPの加水分解に共役
して，３分子のNa+を細胞内から細胞外へ，２分子のK+を細胞
外から細胞内へ，それぞれ濃度勾配に逆らって輸送する．ウア
バインなどの強心配糖体は，細胞外からNa, K-ATPaseに結合
して，そのATPase活性とイオン輸送を阻害する．
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いる．
　触媒サブユニットであるα鎖は，イオン結合部位を持
ち10回形質膜を貫通する．ATP結合部位とリン酸化部
位（EP形成部位）は細胞質側に存在する．一方，digitalis
やouabainなどの強心配糖体は，細胞の外側から結合して
ATPase活性とイオン輸送を抑制する．αサブユニットは，
腎臓をはじめ広範な組織に存在するα1，骨格筋や脳に多
いα2，脳に多いα3，さらに精巣に多いα4の少なくとも４
種のアイソフォームが知られている．互いに85％以上の
ホモロジーを示すが，ouabainに対する感受性などが異な
る．げっ歯類のα1はouabainに低感受性であり，α2と3は高
感受性である．しかし，ウサギ，ブタ，イヌ，ヒトのα1
は比較的ouabain感受性である．αサブユニットのouabain
の結合部位は保存されている．後述するように，生体内に
はouabain様の物質が存在することから，生理的な機能を
担っていると考えられる．
　調節サブユニットであるβ鎖は糖タンパク質であり，１
本の膜貫通ヘリックスを持つ．Na, K-ATPaseの形質膜へ
の組み込みに関与するとされ，輸送活性に必須と考えられ
ているが，詳細は不明な点が多い．βサブユニットもβ1か
らβ3の３種のアイソフォームが知られている．
　ゲル電気泳動などの結果から，Na, K-ATPaseには，分
子量数千の小さなサブユニットが存在すると報告され，γ

サブユニットと呼ばれていたが，Na, K-ATPaseの精製が
困難であったこともあり，長くその存在は確定されなかっ
た．しかし，20年くらい前から，γサブユニットに類似し
たタンパク質が７種存在することが明らかにされ，共通構
造をもとにFXYDタンパク質ファミリーと名付けられた8）．
FXYD1-7のうち，FXYD2がγサブユニットに相当するこ
とも明らかになった．FXYD1-7は形質膜を１回貫通する
タンパク質である．αおよびβサブユニットとの存在比率
などまだ不明な点が多いが，FXYD1-7は組織特異的にNa, 
K-ATPase活性を調節していることが明らかになった．
　Na, K-ATPaseを構成する各サブユニットの形質膜中で
の機能単位には多くの議論がある．αおよびβサブユニッ
トの存在比が１：１であることは確定しているが，αβプ
ロトマーが最小単位であるとする説から，（αβ）2さらには

（αβ）4説などがある9）．
　Na, K-ATPaseは，筋小胞体あるいは形質膜に存在す
るCa -ATPaseや，胃粘膜に存在して胃酸分泌に関わるH, 
K-ATPaseなどと一次構造の相同性が高く，いずれもATP
の加水分解過程でリン酸化反応中間体（EP）を形成する
ため，P型ATPaseと呼ばれている6）．

４．Na, K-ATPaseの反応機構1-7）

　Na-ポンプの実体をNa, K-ATPaseとするSkouの報告1）

のあと，酵素であるNa, K-ATPaseが，どのようにATPの
加水分解に共役してNa+とK+の輸送をおこなうのかに関心

が集まり，その反応機構に関して多くの研究が積み重ねら
れた．現在では，ATPの加水分解の過程でリン酸化反応
中間体（EP）を形成するPost-Albersの反応機構で説明さ
れる（図２）10，11）．
　酵素はATPの加水分解に伴うNa+とK+の輸送の過程で，
その分子構造とNa+とK+に対する親和性を変化させる．
Na+あるいはATPと親和性の高い状態をE1，K+あるいは
無機リンと親和性の高い状態をE2と表記している．また，
括弧内に書かれたNaやKは，形質膜を通過する輸送の過
程で，形質膜内に取り込まれて外液とは容易には交換で
きない（occluded）状態であることを示している．なお，
ATPase活性にはMg2+の存在が不可欠であるが，反応中間
体に対するMg2+の結合や解離の段階が明らかではないた
め，Mg2+は反応機構に記載しないのが一般的である．
　反応の前半ではNa+が中心でありEPが形成される．まず
細胞内において，Mg2+存在下でATPと３分子のNa+がNa, 
K-ATPase（E）に結合する．ATPが加水分解されると，
生じたADPは細胞内に遊離され，Na, K-ATPaseのアスパ
ラギン酸残基の側鎖にATPのγ位のリン酸が結合したEP
が形成される．EP形成実験ではATPに対する親和性は高
く，数十μMのATPで飽和する．EPは少なくとも２種類存
在し，最初に，Na+を結合しておりADPと反応してATP
を合成しうるE1Pが形成される．E1Pから細胞外にNa+が

図２　Na,K-ATPaseの反応機構（Post-Albersの反応機構）
　Na, K-ATPaseは，Mg2+存在下で細胞内のNa+とATPを結合
した後，ATPのγ位のリン酸を結合したリン酸化酵素EPを形
成し，ADPを細胞内に遊離する．まず，ADPと反応してATP
を合成しうるE1Pが形成される．E1Pが分子構造変化を伴って
Na+を細胞外に遊離すると，E2PとなりADPとの反応性を失う．
E2Pに細胞外からK+が結合すると脱リン酸化が促進され，生じ
たK+結合酵素（（K）E2）から，ATPとNa+の結合によってK+

が遊離すると新たなサイクルが始まる．この反応サイクルによ
り，細胞内のATPの加水分解に共役した，細胞内から細胞外へ
のNa+と，細胞外から細胞内へのK+の輸送を説明することが出
来る．ウアバイン（ouabain）はE2Pに結合して安定化し，脱リ
ン酸化を阻害するので，結果としてNa, K-ATPase活性は抑制
される．
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遊離すると，もはやADPとは反応できないE2Pとなる．
E1PとE2PはそのADPやK+に対する反応性と分子構造が異
なるだけで，リン酸化されている部位は同じである．
　反応の後半ではK+が中心である．細胞の外側からE2Pに
結合して脱リン酸化を促進し，生じた無機リンは細胞内に
遊離される．K+結合酵素（（K）E2）からK+を細胞内に遊
離すると新たな反応サイクルに入るが，（K）E2からのK+

の遊離を促進するATPは低親和性であり数mMの濃度を
必要とする．
　Na, K-ATPaseによるATP加水分解活性はNa+とK+の両
者が適当な比率で存在する時に最大となり，Na+とK+の濃
度比に依存している．K+が存在しない場合には，図２の
対角線で示したようにE2Pのゆっくりした自然加水分解が
起こり，無機リンを遊離する．この活性はNa, K-ATPase
の示す部分反応であり，Na-ATPase活性と呼ばれる．強心
配糖体のouabainはE2Pに親和性が高く，結合するとE2Pを
安定化して脱リン酸化を阻害し，結果としてATPase活性
を抑制する．
　Post-Albersの 反 応 機 構 はNa, K-ATPaseあ る い はNa-
ポンプに関するほとんどの実験結果と一致し，細胞内の
ATPの加水分解に伴って，細胞内のNa+を細胞外へ，細胞
外のK+を細胞内へ輸送するNa-ポンプの機能を説明するこ
とができる．Post-Albersの反応機構は，Na, K-ATPaseば
かりでなく，H, K-ATPaseや筋小胞体および形質膜のCa 
-ATPaseなど，他のP型ATPaseの反応機構の研究にも大
きな影響を与えた．しかし、実際にNa+やK+が形質膜を隔
てて輸送されるときのNa,K-ATPaseの具体的な構造変化
については，この頃はほとんどわかっていなかった．

５．ATP加水分解中の分子構造変化の検出
　Post-Albersの反応機構は，Na, K-ATPaseがATPの加水
分解を行ってEPを形成し， Na+とK+を順次結合して輸送す
る過程で，Na, K-ATPaseの分子構造が変化することを意
味する．ATPの持つ化学エネルギーを，どのようにNa+や
K+の輸送という物理的なエネルギーに変換するのかを明
らかにするためには，分子構造変化を検出する必要がある
と考えられた．しかし分子構造変化を電子顕微鏡などで見
ることはできず，形質膜結合酵素に対するX線結晶構造解
析の技術もなかった．そのような状況で分子構造変化を検
出しようとする様々な試みがなされた．
　Na, K-ATPase精製の大家であるJorgensenは，当時最も
純度が高いとされる精製酵素を使用して，Na+あるいはK+

存在下でトリプシンによる切断を行った12）．トリプシンに
よる切断の時間経過と，生じたペプチドの大きさをSDSゲ
ル電気泳動により解析したところ，Na+あるいはK+存在下
で，ペプチドの大きさとペプチドが生じる時間経過が異な
ることを見いだした．この結果を，JorgensenはNa+結合
酵素（NaE1）とK+結合酵素（KE2）の分子構造の相違に

基づくと説明した． Karlishらは，Na, K-ATPaseタンパク
質のトリプトファンの蛍光強度変化から分子構造変化を検
出して報告した13）．この当時，同様の研究は多数行われ
た．しかし，ATPase反応中の“生きて動く酵素”の分子
構造変化を十分に検出可能な実験系は存在しなかった．
　筆者らは， Na, K-ATPaseのシステインに，蛍光性の
SH試 薬 で あ るN-[p-(2-benzimidazolyl)-phenyl]maleimide 

（BIPM）を結合させ，分子構造変化に伴うBIPM周囲の
環境変化を観察して，ATP加水分解中の構造変化を解析
することを試みた．BIPMの蛍光強度は疎水性の環境で
は増加し，親水性の環境では低下するので，BIPMが結
合したシステイン残基周辺の疎水性の変化を指標に，Na, 
K-ATPaseの分子構造変化を検出する計画であった．
　まず，ブタ腎臓から精製したNa, K-ATPaseに，ATPase
活性を保持した状態でBIPMを結合させることを試みた．
実験は単純で，条件を少しずつ変えながらNa, K-ATPase
とBIPMをインキュベーションしたのちに，Na, K-ATPase
を回収する．Na, K-ATPase活性を測定し，活性が残って
いたら結合したBIPMの蛍光強度を測定して，NaClあるい
はKClの添加による変化を調べるものである．実験を繰り
返したが，不成功の連続であり，そろそろ方針転換しよう
かと考えていた頃に，Na+とK+に依存した蛍光強度の変化
を見いだしたときの喜びは忘れようがない．結局は，これ
がすべてであった．筆者らは“生きて動くBIPMでラベル
したNa, K-ATPase”を手に入れた14）．このNa, K-ATPase
を使用して一連の研究を行った．
　はじめに，Na, K-ATPaseによるイオン輸送過程の，反
応中間体の分子構造変化を蛍光強度の変化をもとに検出
することを試みた．Post-Albersの反応機構が正しければ，
Na+を添加することによりNaE1，K+を添加することによ
りKE2，Mg2+非存在下でNa+とATPを添加するとNaE1・
ATP，そこでMg2+を添加すると，高濃度のNa+存在下で
はE1P，低濃度のNa+存在下ではE2Pが形成されると予想
され，E2Pにouabainを添加するとouabain結合E2Pが形成
されるはずである．そこで，Na+，K+，Mg2+，ATPおよ
びouabainを，濃度と組み合わせを変えて添加したさいの
蛍光強度の変化と，ATPase活性の測定，およびEP形成実
験を組み合わせて，それぞれの反応中間体の相対的な蛍
光強度を決定することができた15）．EP形成量は放射性の
γ-32P-ATPを用いて32P-EPを形成し，32Pの放出するβ線量を
液体シンチレーションカウンターで測定する方法で決定し
た．また，32P-EPのADPあるいはK+に対する反応性から，
E1PあるいはE2Pと，形成されているEPの種類を決定し
た．筆者らのBIPM- Na, K-ATPaseの最大の利点は“生き
ている”ということである．ATPを添加してE2Pが形成
されると蛍光強度が上がり，ATPの消費に伴ってE2P量
が減少すると蛍光強度も低下した．そこで再びATPを添
加するとE2Pが形成され，さらに阻害薬のouabainを添加
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するとATPase反応が停止して，蛍光強度変化も停止する
のを見たときは感動した（図３）．EPへのouabainの結合
量は，3Hラベルしたouabainを使用して決定した．このよ
うな実験から，筆者らはPost-Albersの反応機構のほぼす
べての反応中間体の動的な変化を蛍光測定によって解析す
ることができた15-17）．また，すべての実験結果は，Post-
Albersの反応機構で説明することができた．
　上記の実験は，反応中間体を独立して検出する定常状態
での実験であった．そこで，Na, K-ATPase反応が，Post-
Albersの反応機構が示すE1Pの形成，分子構造変化によ
るE2Pへの転換，そして脱リン酸化による無機リンの放出
と，連続して進行することを明らかにするための実験を計
画した．蛍光強度変化と放射性同位元素でラベルしたEP
量の変化を，10 m秒単位の時間レベルで測定する装置の作
成を依頼して，実験を行った．その結果， Na, K-ATPase反
応が，２種類のEPであるE1PとE2Pを経由して進行すると
いう機構を直接証明した18-20）．

　筆者らはBIPMを313 nmの波長で励起し，365 nmの蛍
光を測定して上記の実験を行ったが，313 nmで励起して，
同じ313 nmの散乱光を測定しても分子構造変化の情報を
得られることに気づいた．そこで，Na, K-ATPaseの分子
構造変化を光散乱の変化から検出する系を開発し，測定を

分単位の定常状態と10 m秒単位の迅速反応の系で行った。
その結果，２種類のEPのうち最初に出現するE1Pは従来
１種類の分子と考えられていたが，３種の異なった状態で
順次出現すること，抗生物質であるオリゴマイシンがその
過程を抑制することを明らかにした21）．
　Post-Albers の反応機構では，EP形成は数十μMのATP
で飽和し，（K）E2からのK+の遊離にはmMのATPを必要
とするので，見かけ上２種類のATP結合部位が存在する
ことになる．これらATP結合部位が，触媒部位および調
節部位のATP結合として独立して存在するのか，高濃度
でK+を遊離したあとATPはそのまま活性中心に結合して
EP形成に使われるのかについて，Post-Albersの反応機構
では説明がされていなかった．そこで筆者らは，蛍光強
度変化から検出される反応中間体と，EP形成量およびNa, 
K-ATPase活性に対する，ATP，ADPおよびATPアナログ
であるAMP-PNPの効果を検討した．その結果，ATPの結
合部位は同時に２か所存在し，高親和性部位にはATPのみ
が結合すること，低親和性のK+の遊離を促進する部位にお
いては，ADPやATPアナログであるAMP-PNPでもATPの
機能を代行しうることを明らかにした22，23）．
　筆者らの一連の研究の結論は，Na, K-ATPaseのATP加
水分解およびNa+とK+の輸送は，Post-Albersの反応機構
が包含するNa, K-ATPaseの分子構造変化とNa+とK+に対
する親和性の変化により進行するということであった．し
かし，形質膜を通過するNa+とK+の通路に関しては，情報
を得ることはできなかった．
　その後，2000年にNa, K-ATPaseと同じP型ATPaseであ
るCa-ATPaseのX線結晶構造解析がなされた．結晶化の困
難であるNa, K-ATPaseの最初の構造解析の結果は2009年
に報告され，その後数年でPost-Albersの反応機構に登場
するほぼすべての反応中間体の結晶化と構造解析が行われ
て，現在に至っている24-26）．

６．Na, K-ATPase活性（Na-ポンプ機能）の調節
１）イオンによる調節
　Na, K-ATPaseがNa-ポンプの実体であると報告したSkou
の論文では，ATPase活性の測定において，Na+あるいは
K+の一方の濃度を増加すると，もう一方の濃度も増加し
ないと活性はむしろ低下する，つまり，最大活性を得るに
はNa+とK+の量比が重要であることを示している1）．この
結果は，形質膜に存在するNa, K-ATPase 活性は，細胞内
外のNa+とK+の量比によって調節されることを示唆する．
また，Na, K-ATPase活性にとって，Na+の存在は不可欠
であるが，K+についてはCs+，Rb+などの同族イオンでも
代替可能であることが明らかになっている3）ので，これら
のイオンも活性調節に関与する．さらに，エネルギー源で
ある細胞内のATP濃度や，その加水分解産物であるADP
濃度によっても調節される．

図３　E2PおよびE1Pの形成と分解に伴う蛍光強度変化
　蛍光性のSH試薬であるBIPMでラベルしたNa, K-ATPaseを使
用して，313 nmの波長の光でBIPMを励起し，363 nmの蛍光の
経時変化を記録した．
（A）ATPの添加によりE2Pが形成されて蛍光強度が増加した
のち，ATPの消費に伴って蛍光強度は減少し，ADPの結合し
た低い蛍光強度の中間体を形成して一定になる．再びATPを添
加すると，E2Pが形成されて蛍光は増加するが，直後にouabain
を添加するとouabain-E2Pが形成されてATPase活性は停止し，
ATPの消費にともなう蛍光強度変化も停止した．（B）2Mの高
濃度Na+存在下では，E1PからE2Pへの転換が律速段階となり，
ATPの添加によって低い蛍光強度のE1Pが形成される．ATPの
消費にも長時間を要するが，ouabainの添加によって高い蛍光
強度のouabain-E2Pが形成され，ATPase活性も停止した．
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　筆者がPost研究室に留学した頃，Postは，Na, K-ATPase
は輸送イオンであるNa+，K+，Cs+，Rb+だけでなく，他の
種々の陽・陰イオンによっても活性が調節されると考えて
いた．
　上述のように，Post-Albersの反応機構において，E1P
とE2Pはその核心に位置する．それまで，E1PとE2Pの平
衡と形成・分解速度には，主にNa+およびK+が影響すると
考えられていたので，筆者らはNa, K-ATPase活性および
E1PとE2Pの平衡と形成・分解速度に対する種々の陽・陰
イオンの影響を検討した．その結果，ほぼすべての陽，陰
イオンがE1PとE2Pの平衡と形成・分解速度に影響し，そ
の強さはHofmeisterの系列の順序に従うことを明らかにし
た．また，ATPase反応におけるNa+の新たな役割を発見
した27-29）．

２）リン酸化・脱リン酸化による調節
　プロテインキナーゼとホスファターゼによる，セリン，
スレオニン，チロシンなどのリン酸化と脱リン酸化による
酵素活性の調節機構はよく知られている．Na, K-ATPase
活性の調節においても，プロテインキナーゼA，プロテイ
ンキナーゼCなどのリン酸化によりATPase活性，ポンプ
機能，さらには細胞内での存在状態が変化するという報告
がある2）．
　El-Beialyらは，Na, K-ATPase活性，α-およびβ-サブユ
ニットのチロシンリン酸化レベルに対する，チロシンホス
ファターゼ阻害薬の作用を検討して，Na, K-ATPase活性
はα-サブユニットのチロシンリン酸化によって調節される
ことを報告した30）．

３）カテコラミンやホルモンによる調節
　アドレナリン，ドパミン，インスリン，アルドステロン
などのカテコラミンやホルモンが，Na, K-ATPaseの調節
に与することが知られている．アルドステロンは，腎臓尿
細管細胞の基底側に存在するNa, K-ATPaseタンパク質量
を増加し， ATPの合成量も増加するので，Na, K-ATPase
活性が亢進する．その結果，尿細管細胞内のNa+濃度が低
下するので，尿中のNa+再吸収が促進され，尿量が減少し
て血圧は上昇する．従って，Na, K-ATPaseは，アルドス
テロン拮抗作用を持つスピロノラクトンなどの利尿薬の作
用点のひとつである．

４）内因性のouabain様物質による調節31-33）

　Digitalisをはじめ強心配糖体は植物を起源とするものが
多い．動物細胞のNa, K-ATPaseが，どうして植物由来の
物質によって特異的に阻害されるのかに大きな関心が寄
せられていた．動物の生体内にはouabainやdigitalis様物質
が存在するのではないかと推測され，Skouの論文1）以来，
長年にわたって研究されてきたが見つけられなかった．し

かし，ここ20年くらいの間に，内因性のouabain様物質の
存在が相次いで報告された.
　Na, K-ATPaseのouabain結合部位は高度に保存されてい
ることから，生体内のouabain様の物質は生理的な機能を
担っていると考えられる．その血中量は塩分摂取量，アド
レナリンや活性型アンジオテンシンなどによって調節され
ることも明らかになった．またNa, K-ATPase活性を調節
するだけでなく、ホルモン様作用を示すことも明らかに
なってきた．機能としては，細胞増殖，心筋収縮力，ナト
リウム尿，血管の緊張性，血圧の維持などに関与するとさ
れ，高血圧との関連が注目されている．Lingrelは，強心
作用の発現と同様に，生体内のouabain様物質によってNa, 
K-ATPase活性が抑制されると，Na/Ca交換系により細胞
内Ca濃度が上昇して，血管が収縮し血圧が上がると推測
している32）．

７．Na, K-ATPaseと疾患
１）細胞内情報伝達系に対する作用と疾患
　20年くらい前までは，Na, K-ATPaseの生理機能は，イ
オン輸送の結果に基づく機能がほとんどであった．Na, 
K-ATPaseと細胞内情報伝達系の関連については報告が少
なかったが，次第に，Na, K-ATPaseとプロテインキナー
ゼ，MAPキナーゼおよびCa2+シグナルなどの細胞内情報
伝達系との関連を示す報告も増えてきた．Na, K-ATPase
とアポトーシス，ネクローシスなど，細胞死の形態に関す
る報告も増加している33）．
　Na, K-ATPaseの細胞に対する普遍的な機能，あるいは
個々の器官での分化した多彩な機能を考えると，今後Na, 
K-ATPaseの関与する疾患についても報告が増え，薬物の
ターゲットとしても新たな展開があるのではないかと予想
される．

２）腫瘍化とNa, K-ATPase
　正常細胞と比較して，種々の腫瘍化した細胞ではNa, 
K-ATPaseのサブユニット発現が変化するという報告や，
癌組織の種類によって過剰発現してくるNa, K-ATPaseの
サブユニットの種類が異なるという報告がある．さらに，
腫瘍化に伴ってNa, K-ATPase活性の増加あるいは減少が
起こるという報告もある．内因性のdigitalis様物質の代謝
やNa, K-ATPaseとの相関の変化が，癌の進展にも影響す
ると考えられるようになってきているが，まだ不明な点も
多い．

８．Na, K-ATPaseに対する薬物の作用
１）強心配糖体（強心ステロイド）
　⑴　強心作用薬としての強心配糖体
　Na, K-ATPaseに対する薬物の作用では，最も重要でよく
知られているのはdigitalisなどの強心配糖体である．Digitalis
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は，イギリスでは，300年も前からうっ血性心不全の症状
としてのむくみの特効薬として使用されていた．作用機構
はずっと不明であったが，1940年頃には，Na-ポンプ機能
を抑制することはわかっていた．さらに，Na-ポンプの実
体がNa, K-ATPaseであることが明らかになると，ouabain
などの強心配糖体はNa, K-ATPaseの特異的な阻害薬であ
ると呼ばれることになった．
　強心配糖体は，うっ血性心不全および心房性不整脈の治
療薬として臨床的に重要である．現在では，心筋の収縮
力を増強する作用機序は，以下のように考えられている．
強心配糖体がNa, K-ATPase活性を抑制すると，細胞内の
Na+濃度が上昇して細胞内外のNa+の濃度勾配が小さくな
る．その結果，Na+の濃度勾配を利用してCa2+を細胞外に
輸送する，Na/Ca交換系によるCa2+の排出が減少する．細
胞内のCa2+濃度が上昇して，心筋の収縮力が増大すると考
えられている．Digitalisは心不全などの治療に使用される
が，安全域の極めて狭い薬物である．治療時の濃度では
30％程度のNa, K-ATPase活性が抑制され，中毒症状の発
現には60％以上の活性が抑制されると推測されている．
　強心配糖体は多くの植物に含まれる．日本の植物で身近
なところでは，ジギタリス，福寿草，スズランなどがあり，
美しい花が多いが，見方を変えると有毒植物である．動物
では，シナヒキガエルの皮脂腺に含まれるbufadienolides
があり，漢方薬のセンソの成分である．Bufadienolidesの
Na, K-ATPase活性に対する報告は少ないので，現在，筆
者の教室の中国からの大学院生である李が，研究を行っ
ている．Bufadienolidesに属する，bufalin, cinobufalinおよび
cinobufotalinはいずれもNa, K-ATPase活性を抑制し，bufalin
の作用はouabainより強いことがわかっている．結果を学
位論文として，公表予定である．

　⑵　抗癌剤としての強心配糖体34，35）

　比較的最近，疫学的な調査により，癌患者であって心不
全の治療も受けている患者の死亡率が低いことが明らかに
なり，強心配糖体の抗がん剤としての使用に関心が向けら
れた．強心配糖体は，正常細胞に対しては作用しないか増
殖を促進することもあるが，腫瘍細胞に対しては活性酸素
の生成により選択的に細胞死を起こすという報告がある．
また，Na, K-ATPase と腫瘍化との関連を示唆する報告も
あることから，Na, K-ATPaseが抗がん剤のターゲットに
なりうるのではないかという推測もあるが，統一的な見解
とはなっていない．
　強心配糖体は安全域が狭いことが問題である．抗癌剤と
しての強心配糖体を考える際には，心臓に対する細胞毒性
が低く，特異的なNa, K-ATPase阻害作用を示す薬物の開
発が必要である．サブユニット特異的な強心作用薬あるい
はNa, K-ATPase阻害薬を開発できると，抗がん剤として
有用な可能性がある．

２）抗癌剤
　⑴　シスプラチン（cisplatin）36-39）

　Na, K-ATPaseによって形成されるNa+の濃度勾配は，
薬物の細胞内への取り込み，あるいは排出にも関与する
と考えられている．白金系抗癌剤cisplatinの細胞内への取
り込みあるいは排出能力とNa, K-ATPaseとの関係につい
ては，cisplatin耐性と抗癌作用の関連からも研究対象とさ
れ，多くの報告があるが，結果は一致しない点も多い．
　また，cisplatinは核内でDNAと結合することにより抗癌
作用を発揮すると考えられるが，タンパク質のチオール基
と結合してその機能に影響を与える作用もあり，強い副作
用にも関連すると考えられる．Na, K-ATPaseはcisplatinの
細胞内取り込みに関与すると同時に，cisplatinによって活
性が抑制される．Cisplatinの投与量の重要な規制因子に
腎毒性がある．Na, K-ATPaseは腎臓においてNa+および
水の再吸収に関与し，存在量も多いことから，cisplatinの
腎毒性は，Na, K-ATPaseの阻害が原因である可能性もあ
る．このような背景から，筆者らはNa, K-ATPaseに対す
るcisplatinの作用を詳細に検討した．
　Sakakibaraらは培養歯肉癌細胞から，Zunaidらはウサ
ギの脳からNa, K-ATPaseを精製してcisplatinの作用を詳
細に調べた40，41）．その結果，cisplatinは作用時間とその
濃度の両方に依存して，リン酸化反応中間体（EP）の形
成を阻害することによってNa, K-ATPase活性を阻害した．
またその阻害は，臨床的にも腎毒性の軽減に使用されてい
るチオール化合物によって低下することを明らかにした．
　さらに，Kitadaらは，白金系抗がん剤と腎毒性について検
討することを目的に，ブタ腎臓から精製したNa, K-ATPase
とヒト由来近位尿細管細胞に対するcisplatin，ネダプラチン

（nedaplatin）およびカルボプラチン（carboplatin）の作用を
検討した42）．その結果，白金系抗がん剤はNa, K-ATPase
を抑制し，細胞死を引き起こした．その作用の強さは，
cisplatinが一番強く，nedaplatin，carboplatinの順であっ
た．また，cisplatinの作用は，チオール化合物の共存に
よって軽減された．
　Zunaidらは，cisplatinに対する感受性の異なる６種類の
口腔扁平上皮癌細胞を用いて，細胞内へのcisplatin取り込
み速度と，細胞からの排出速度，Na, K-ATPase活性およ
びCu-ATPase活性を比較した43）．また，ウエスタンブロッ
トによりNa, K-ATPaseのα-およびβ-サブユニット，P-糖タ
ンパク質，およびCu-ATPaseタンパク質であるATP7Aと
ATP7Bの発現量を比較した．その結果，cisplatinに最も感
受性の高い細胞は，Na, K-ATPaseタンパク質の発現が多
く，活性も高いこと，cisplatinの排出速度には他の細胞と
顕著な差は見られないが，取り込み量が多いことを明らか
にした．また，Na, K-ATPaseの阻害薬であるouabainの存
在下では，cisplatinの取り込み量が低下することを確かめ
た．これらの結果から，用いた口腔扁平上皮癌細胞では，
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Na,K-ATPaseがcisplatinの取り込み量と細胞のcisplatin感
受性に関与していると結論した．

　⑵　Cisplatinとouabain
　Cisplatinに対する耐性の形成は，cisplatin療法において
大きな障害となる．義達らは44），cisplatinの濃度を順次
上げながら生存細胞を選択することによって確立された，
cisplatin耐性株とその親株45，46）を使用して，耐性株と親
株の相違点を明らかにすることを試みた．その結果，親株
は低濃度のcisplatinによって細胞死を起こすが，中間濃度
のcisplatinでは細胞死が軽減されること，すなわち２相性
であることを示した．一方，耐性株では低濃度のcisplatin
に対しては耐性化しているが，中間濃度のcisplatinで細胞
死が軽減される親株の性質を失っていた．また，ouabain
は，耐性株，親株ともに時間経過と濃度に依存して細胞
死を引き起こした．親株では，cisplatinは濃度に依存し
てouabainによる細胞死を軽減した．しかし，耐性株は親
株の示すcisplatinによる軽減作用を失っていた．現象は
非常に複雑であり，現在，さらに検討中であるが，Na, 
K-ATPase活性の腫瘍化との関連，ouabainの抗癌剤とし
ての作用，さらにはouabainとcisplatinの相互作用47）など
も報告されつつあり，今後大きく展開される可能性があ
る．現時点でのcisplatinとouabainのNa, K-ATPaseに関連
したがん細胞に対する作用を，図４と５に示したが，さら
なる検討が必要である．

３）フッ化物
　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，沖野らはNa, K-ATPaseに対するフッ素（F）の作用

を検討した48）．その結果，FはNa, K-ATPase活性とその
部分反応であるNa-ATPaseおよびK-pNPPase活性を濃度
依存的に阻害した．また，アルミニウム（Al）が Fと共
存すると阻害が増強され，Al非存在下では可逆的であっ
た阻害が，Alが共存すると不可逆的阻害となることが示
された．さらに，EP形成量もF濃度に依存して減少した．
Alが共存すると，EP形成抑制に必要なF濃度を低下する
とともにEP量も減少させた。これらのAlによる作用は，
Alのキレート作用を示すdeferoxamineによって低下する
ことを確認した．
　筆者らは，フッ素の生体毒性という観点から研究を開
始したが，フッ化アルミニウム（AlF4）はリン酸に極め
て類似した構造であることを知った（図６）．また，GTP
結合タンパク質を介した情報伝達系においては，AlF4は
GDPに結合してGTP様の構造となり，情報伝達系を活性
化するという報告49）があり驚いた．一方では，AlF4がNa, 
K-ATPaseあるいはCa-ATPaseのEP様の構造を形成する
ことを利用して，X線結晶構造解析に使用されている50）．
また，Na, K-ATPaseあるいはCa-ATPase活性の阻害も報
告されていた51-53）．
　いずれにしても，フッ化物の生体に対する安全性という

図４　シスプラチンのがん細胞に対する作用とウアバイン

図５　ウアバインのがん細胞に対する作用とシスプラチン

図６　リン酸とフッ化アルミニウムの分子構造のモデル
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観点からは，生体中に存在するAlと結合してAlF4となり，
P型ATPaseの強力な阻害薬として毒性を発現すると考え
られる．

４）エストロゲン
　 平 沢 ら は， マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 細 胞 で あ る
RAW264.7細胞のNa, K-ATPase活性に対する17β-エストラ
ジオール（E2）の作用と，エストロゲンの膜貫通Gタンパ
ク質共役型受容体であるGPR30の関与を検討した54）．その
結果，E2は短時間作用と長時間作用の２相性に，異なっ
た作用機構によりNa, K-ATPase活性を促進することを明
らかにした．短時間作用によるNa, K-ATPase活性の促進
は，細胞膜に存在するGPR30を介した細胞内情報伝達系の
活性化であり，Erk1の活性化に依存したNa, K-ATPaseタ
ンパク質の誘導とチロシンリン酸化によるものと示唆され
た．一方，E2の長時間作用によるNa, K-ATPase活性の増
加は，fulvestrantによって抑制されたことから，細胞内の
エストロゲン受容体を介した遺伝子発現による酵素活性の
変化，すなわち，Na, K-ATPaseタンパク質の発現増加に
よるものと示唆された．エストロゲンは幅広い生理機能を
保持している．Na, K-ATPaseが破骨細胞形成において細
胞融合に関与するという報告もあることから，エストロゲ
ンがその調節を行う可能性もあると考えられる．

５）Aplysiallene
　(-)-Aplysialleneは1985年，Kurosawaらによって日本海
に生息する紅藻Laurencia Okamurai Yamada より単離，
構造決定された海洋天然物である（図７）．その構造的
特徴として，中央にtrans,trans dioxabicyclo [3.3.0]octane 

（trans, trans fused -THF）骨格を持ち，その側鎖にブロ
モアレン骨格とブロモジエン構造を有する．本天然物は
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2001年，OkamotoらによってアメフラシAplysia Kurodai
からも単離され，その際，IC50 = 0.7 mMのNa, K-ATPase
阻害活性を有することが明らかとなった．その後，大阪大
学薬学研究院の藤岡教授，有澤准教授のグループが，Na, 
K-ATPase活性を阻害する新規薬物の開発と大量合成法の
確立を視野に，(-)-aplysialleneの構造を基に誘導体の化学
合成を開始した．分子内ダブルブロモハロエーテル化反応
を鍵反応とする(-)-aplysialleneとその類縁体の合成を行い

（図８），大量合成を可能にすべく(-)-aplysialleneの新規合
成法を開発した．
　筆者は，藤岡研究室から合成品のNa, K-ATPase阻害活性
評価を依頼され，共同研究を開始した．沖野がNa, K-ATPase
活性を測定して，各種誘導体のIC50 値を決定した．IC50 値
は，Okamotoらの報告した値の20分の1であり，阻害活性
が強かった．筆者らのNa, K-ATPase活性評価の結果を含
むYamakawaらの化学合成法の論文が公表されている55）．
　藤岡研究室ではさらに誘導体の化学合成を行っており， 
aplysiallene類のNa, K-ATPase活性阻害の構造活性相関
と，Na, K-ATPase活性の阻害機構の解明を目的に共同研
究を継続しており，現在は，中国からの研究生である蘇が
Na, K-ATPase活性測定を行っている．
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