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原　著

Na, K-ATPase活性の基質阻害に対するバルビツール酸系薬物の作用

古賀　瑞之1）　　鈴木　邦明2）　　長谷　由里1）　　渋谷真希子1）

木村　幸文1）　　藤澤　俊明1）

抄　録：バルビツール酸系薬物の作用機序は，GABAA受容体への作用を除き，不明な点が多い．Na, K-ATPase
は神経細胞の興奮性の維持を担う酵素であり，バルビツール酸系薬物の作用に関連する可能性もあると推測され
る．しかし，バルビツール酸系薬物のNa, K-ATPase活性に対する報告は少ないので，ラット及びウサギ脳ミクロ
ソームのNa, K-ATPaseを使用し，本研究を行った．バルビツール酸系薬物として，pentobarbital， phenobarbital
及びthiamylalを使用した．Na, K-ATPase活性のATP濃度依存性を測定すると，2.5 mMで最大活性を示し，5 mM 
ATPでは基質阻害により活性は低下した．5 mM ATP存在下では，pentobarbitalとphenobarbitalはNa, K-ATPase
活性を濃度依存的に促進したが， 2.5 mM ATP存在下ではその作用は認められなかった．すなわち，pentobarbital
とphenobarbitalには基質阻害を抑える作用が認められた． Thiamylalは5 mM あるいは2.5 mM ATP存在下のいずれ
の場合もNa, K-ATPase活性を抑制した．5 mM ATP存在下では，pentobarbitalとphenobarbitalはNa, K-ATPaseのNa+

に対する親和性を増加させ，K+に対する親和性を減少させた．これらの結果は，基質阻害下では，pentobarbital
とphenobarbitalはNa, K-ATPaseの構造をE1型に変化し，ATPに対する親和性を増加させることにより活性を促進
することを示唆した．

キーワード：	バルビツール酸系薬物，Na, K-ATPase活性，基質阻害

緒　　　　　言

　バルビツール酸系薬物は中枢神経系に鎮静，催眠，抗
痙攣作用などの臨床効果を示す薬物である1）．主な作用機
序は，GABAA受容体のピクロトキシン結合部位への結合
によって生じるCl-チャネルの開口時間延長であり，Cl-流
入の増強により形成される過分極である．しかし，イオ
ンチャネル型グルタミン酸受容体である AMPA受容体の
阻害や，麻酔用量でのNa+チャネルの阻害も報告されてい
る1-3）．また，これら以外の生体膜に存在する各種受容体，
イオンチャネル，酵素への影響についても報告があるが，
GABAA受容体に対する作用を除き，作用機構は明らかに
なっていない2，3）．
　Na, K-ATPaseは，ほぼすべての動物細胞の形質膜に存
在し，神経系においては細胞の興奮性の維持に関与する酵
素である．常時機能する酵素であるため，生体のエネル
ギー消費に占めるNa, K-ATPaseによる消費の割合は高く，
安静時の全細胞の消費エネルギーの３割，神経系において
は７割をNa, K-ATPaseが消費すると計算されている4-8）． 
Na, K-ATPaseの反応はPost-Albersの反応機構で説明さ

れ，ATPの加水分解の過程でATPのγ位のリン酸を酵素に
結合したリン酸化反応中間体（EP）を形成することが特
徴である5，6，8，9）．Na, K-ATPase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, K-ATPase の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
親和性の高い状態はE2と標記される．
　Na, K-ATPaseは，神経細胞の興奮性の維持に関与する
酵素であり，バルビツール酸系薬物の神経系に対する作用
に関連する可能性もあると推測されるが， Na, K-ATPase
活性に対するバルビツール酸系薬物の作用の研究は少な
い．そこで，ラット脳Na, K-ATPase活性に対するバルビ
ツール酸系薬物の作用を検討したところ，pentobarbitalと
phenobarbitalは濃度依存性にNa, K-ATPase活性を促進し
た．川田らは10）バルビツール酸系薬物がNa, K-ATPase活
性を阻害すると報告しているので，結果の相違の理由を検
討したところ，Na, K-ATPase活性がATPによる基質阻害
を受けている場合に，バルビツール酸系薬物が活性を促進
する可能性が考えられた．
　酵素の反応速度と基質濃度の関係は，酵素反応の解析に

1）〒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　歯科麻酔学教室（主任：藤澤　俊明　教授）
2）〒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（主任：鈴木　邦明　特任教授）
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古　賀　瑞　之　ほか

おいては必須の実験項目である．ほとんどの場合は基質の
濃度を変化させながら酵素活性を測定すると，基質の濃度
に依存して活性は増大したのちに最大活性を示す飽和曲線
となる．しかし，酵素の種類によって，ある基質濃度で最
大活性を示したのち，それ以上基質の濃度を上昇させる
と活性が低下する現象が観察され，基質阻害と呼ばれて
いる．基質阻害にはさまざまな原因が推測されているが，
それ自体が研究対象とされることは少ない．著者らのNa, 
K-ATPase活性の測定においても，頻繁に基質阻害が観察
されていたが，細胞内のATP濃度は一般に数mMとされ
ていることから，細胞内のATP濃度でNa, K-ATPase活性
が基質阻害を受けることも可能であると推測される．
　本研究の目的は，Na,K-ATPase活性のATPによる基質
阻害に対するバルビツール酸系薬物の作用とその機序を明
らかにすることである．

材 料 と 方 法

１．材料
　ラット及びウサギ脳のホモジェネートから，２段階の遠
心分離操作によってマイクロソームを調整して，含まれる
Na, K-ATPaseの活性を測定した10）．

２．方法
　Na, K-ATPase活性測定はATPの加水分解反応によって
生じた無機リンをChifflet法11）を用いて定量し，その値か
ら測定条件に応じたブランクの値を差し引いてATPase活
性を計算した．タンパク質量をLowry法12）に従って定量
し，ATPase活性は比活性（μmol Pi/mg protein/h）で示
した．

　１）ATP濃度依存性に対する作用
　0.75 μlのラット脳マイクロソーム，最終濃度25 mM 
sucrose， 0.1 mM EDTA，50 mM tris-HCl（pH 7.4），160 
mM NaCl，16 mM KCl， 5 mM MgCl2を含む反応液に，各
種濃度のATPを加えて反応を開始し，37 ℃でインキュベ
ーションした．インキュベーションの時間は，ATPの分解量
の増加によって基質濃度が低下しすぎることを防ぐために，
最終濃度が5，2.5，1.25 mMの場合は60分，0.63，0.31，0.16 
mMでは40分，0.078，0.039，0.02 mMでは20分とし，その後，
12% SDSを添加して反応を停止した． Na, K-ATPaseの特異
的阻害薬である5 mM ouabain存在下で測定されるPiの量
から，各濃度ATP存在下でのブランクを計算した．最終
濃度2.5 mMのpentobarbitalあるいは3 mM phenobarbital
を添加して同様の実験を行い， Na, K-ATPase活性のATP
濃度依存性に対する作用を検討した．また，４ μlのウサ
ギ脳マイクロソームを用いて同様の実験を行った．

２）Na, K-ATPase活性に対するバルビツール酸系薬物
の濃度依存性

　上記１）のATP濃度依存性に対する作用の実験に記載し
たと同様の反応液に，最終濃度0，0.16，0.31，0.63，1.25，
2.5，5 mM の pentobarbital，0，0.31，0.63，1.25，2.5，5，
10 mMのphenobarbitalあ る い は0，0.031，0.063，0.125，
0.25，0.5，1 mMのthiamylalを添加した反応液を用いて，
ATPase活性の測定を行い，Na, K-ATPase活性に対する
pentobarbital，phenobarbitalあるいはthiamylalの作用を
検討した．ATPの最終濃度は2.5あるいは5 mMで行い，ま
た， 3 μlのウサギ脳マイクロソームを用いた実験も行った．

３）Na, K-ATPase活性のNa+濃度依存性に対するバル
ビツール酸系薬物の作用

　上記１）及び２）の実験に記載したと同様の反応液
において，160 mM NaClの代わりに最終NaCl濃度を0，
1.56，3.13，6.25，12.5，25，50，100 mMと変化させてNa, 
K-ATPase活性を測定し，活性のNa+濃度依存性を検討し
た．Na+を加えない測定値をブランクとした．同様の実験
を，2.5 mM pentobarbitalあるいは3 mMのphenobarbital
存在下でも行い，Na+濃度依存性に対するバルビツール酸
系薬物の作用を検討した．また，４ μlのウサギ脳マイク
ロソームを用いた実験も行った．

４）Na, K-ATPase活性のK+濃度依存性に対するバルビ
ツール酸系薬物の作用

　上記１）及び２）の実験に記載したと同様の反応液にお
いて，16 mM KClの代わりに最終KCl濃度を0，1.56，3.13，
6.25，12.5，25，50 mMと変化させてNa, K-ATPase活性を測
定し，活性のK+濃度依存性を検討した．K+を加えない測定
値をブランクとした．同様の実験を，2.5 mM pentobarbital
あるいは3 mMのphenobarbital存在下でも行い，K+濃度依
存性に対するバルビツール酸系薬物の作用を検討した．ま
た，４ μlのウサギ脳マイクロソームを用いた実験も行っ
た．

５）Na, K-ATPase活性のMg2+濃度依存性に対するバル
ビツール酸系薬物の作用

　上記１）及び２）の実験に記載したと同様の反応液に
おいて，5 mM MgCl2の代わりに遊離Mg2+濃度が0，0.53，
1.16，2.83，10.08 μM となるMgCl2を添加してNa, K-ATPase
活性を測定し，活性のMg2+濃度依存性を検討した．Mg2+を
加えない測定値をブランクとした．同様の実験を，2.5 mM 
pentobarbitalあるいは3 mMのphenobarbital存在下でも行
い，Mg2+濃度依存性に対するバルビツール酸系薬物の作
用を検討した．また，４ μlのウサギ脳マイクロソームを
用いた実験も行った．

204
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３．試薬
　Pentobarbitalナトリウム塩 とthiamylalはSigma-Aldrich
社（St. Louis, MO），phenobarbitalナトリウム塩は和光純
薬社（大阪）から購入した．その他の試薬はすべて特級を
使用した．

４．データ処理
　Na, K-ATPase活性は１つの測定条件に対し３点または
６点測定した平均値と標準偏差で示した．また，統計的検
定はStudent’s t-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＜0.01を＊＊で示した．

結　　　　　果

１．Na, K-ATPase活性のATP濃度依存性に対するバルビ
ツール酸系薬物の作用

　 バ ル ビ ツ ー ル 酸 系 薬 物 非 存 在 下 の ラ ッ ト 脳Na, 
K-ATPase活性は，ATP濃度に依存して2.5 mMまでは増
加したが，5 mMで活性は減少して基質阻害を示した（図
１，○）．2.5 mMのpentobarbital存在下（△）あるいは3 
mM phenobarbital存在下（□）でも，2.5 mM ATPまで
活性は増加したが，5 mM ATPでの活性の低下は，バル
ビツール酸系薬物非存在下より有意に小さかった．ウサギ
脳Na, K-ATPase活性もラット脳Na, K-ATPase活性と同様
の傾向を示した（結果は示さない）．

２．Na, K-ATPase活性に対するバルビツール酸系薬物の
作用

　ラット脳Na, K-ATPase活性は，5 mM ATP存在下で
は2.5 mM ATPよりも活性が低下し，バルビツール酸
系薬物が活性の低下を抑制した．一方， 2.5 mM ATPで
はバルビツール酸系薬物の効果は見られなかった（図
１）．そこで，5 mM ATPあるいは2.5 mM ATP存在下
で，Na, K-ATPase活性のバルビツール酸系薬物濃度依存
性を測定した（図２）．5 mM ATP存在下のラット脳Na, 
K-ATPaseは2.5 mM ATP存在下よりも低い比活性を示し
た（図２-Ａ，Ｂ，Ｃ）．5 mM ATP存在下のラット脳Na, 
K-ATPase活性はpentobarbital（図２-Ａ，▲）あるいは
phenobarbital（図２-Ｂ，▲）の濃度に依存して増加した
が，2.5 mM ATP存在下では，活性増加の作用は見られな
かった（図２-Ａ，２-Ｂ，△）．また， thiamylalは2.5ある
いは5 mM ATPとも，Na, K-ATPase活性を濃度依存性に
減少させた（図２-Ｃ）．ウサギ脳Na, K-ATPase活性もラ
ット脳Na, K-ATPase 活性と同様の傾向を示した（結果は
示さない）．

図１　ラット脳Na, K-ATPase活性のATP濃度依存性に対する
pentobarbitalとphenobarbitalの作用

　0.75 μlのラット脳マイクロソーム，最終濃度25 mM sucrose， 
0.1 mM EDTA，50 mM tris-HCl（pH 7.4），160 mM NaCl，16 
mM KCl， 5 mM MgCl2を含む反応液に，各種濃度のATPを加
えて，材料と方法に記載した方法で，Na, K-ATPase活性のATP
濃度依存性を測定した（○）．最終濃度2.5 mMのpentobarbital

（△）あるいは3 mM phenobarbital（□）を添加して同様の実
験を行い， Na, K-ATPase活性のATP濃度依存性に対する作用
を検討した．

図２　ラット脳Na, K-ATPase活性のバルビツール酸系薬物濃
度依存性に対するATP濃度の影響

　図１のATP濃度依存性に対する作用の実験に記載したと同様の
反応液に，最終濃度0， 0.16， 0.31， 0.63， 1.25， 2.5， 5 mMのpentobarbital

（Ａ），0， 0.31， 0.63， 1.25， 2.5， 5， 10 mMのphenobarbital（Ｂ）あるい
は0， 0.031， 0.063， 0.125， 0.25， 0.5，1 mMのthiamylal（Ｃ）を添加し
た反応液を用いて，ATPase活性の測定を行い，Na, K-ATPase活性
に対するpentobarbital，phenobarbitalあるいはthiamylalの作用を検討
した．ATPの最終濃度は2.5（Ａ：△，Ｂ：□，Ｃ：◇）あるいは5 
mM（Ａ：▲，Ｂ：■，Ｃ：◆）で行った． 
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３．Na, K-ATPase活性のNa+，K+およびMg2+濃度依存性
に対するバルビツール酸系薬物の作用

　バルビツール酸系薬物がNa, K-ATPase活性の5 mM 
ATP存在下の基質阻害を軽減する理由を検討することを
目的に，Na, K-ATPase活性のNa+，K+およびMg2+濃度依
存性に対するバルビツール酸系薬物の作用を検討した．

　１）Na+濃度依存性
　5 mM ATP存在下のラット脳Na, K-ATPase活性はNa+

濃度に依存して増加し，50%活性化濃度（K0.5）は13.1 
mMであった（図３-Ａ，○，表１）．Pentobarbital（図３
-Ａ，△）あるいはphenobarbital（図３-Ａ，□）存在下
でも活性はNa+濃度に依存して増加した．最大活性は非存
在下（図３-Ａ，○）と比較して増加し，K0.5も6.6及び5.7 

図３　Na, K-ATPase活性のNa+濃度依存性に対するバルビ
ツール酸系薬物の作用

　図１と２の実験に記載したと同様の反応液において，最終
Na+濃度を0，1.56，3.13，6.25，12.5，25，50，100 mMと変化
させてNa, K-ATPase活性を測定し，活性のNa+濃度依存性を検
討した（○）．同様の実験を，2.5 mM pentobarbital（△）ある
いは3 mMのphenobarbital（□）存在下でも行い，Na+濃度依
存性に対するバルビツール酸系薬物の作用を検討した．ATP濃
度は5 mM（Ａ）あるいは2.5 mM（Ｂ）で行った．

表１　5 mM ATP存在下，ラット脳Na, K-ATPase活性のNa+，
K+，Mg2+に 対 す る50%活 性 化 濃 度 とpentobarbital及 び
phenobarbitalの作用

　図３-Ａ，４-Ａ及び５-Ａの結果からHill plotにより計算し
て求めたNa+，K+，Mg2+に対する50％活性濃度（K0.5）を表に
まとめた．Pentobarbitalとphenobarbitalは，Na+に対するK0.5

を低下させ，K+に対するK0.5を増加させた． 

mMであった（表１）．2.5 mM ATP存在下（図３-Ｂ）で
も，Na, K-ATPase活性はNa+濃度に依存して増加したが，
pentobarbitalあるいはphenobarbitalの存在による最大活
性の増加は見られなかった．一方，K 0.5はpentobarbital
あるいはphenobarbital非存在下の10.4 mMから7.1及び6.7 
mMと減少した（表２）．

　２）K+濃度依存性
　5 mM ATP存在下のラット脳Na, K-ATPase活性はK+

濃度に依存して増加し，K0.5は3.6 mMであった（図４
-Ａ，○，表１）．Pentobarbital（図４-Ａ，△）あるい
はphenobarbital（図４-Ａ，□）存在下でも活性はK+

濃度に依存して増加した．最大活性は非存在下（図４
-Ａ，○）と比較して増加したが， K0.5も4.8及び4.0 mM

表２　2.5 mM ATP存在下，ラット脳Na, K-ATPase活性の
Na+，K+，Mg2+に対する50 %活性化濃度とpentobarbital
及びphenobarbitalの作用

　図３-Ｂ，４-Ｂ及び５-Ｂの結果からHill plotにより計算して求
めたNa+，K+，Mg2+に対するK0.5を表にまとめた． Pentobarbital
とphenobarbitalは，Na+に対するK0.5を低下させ，K+に対する
K0.5を増加させた．

図４　Na, K-ATPase活性のK+濃度依存性に対するバルビツー
ル酸系薬物の作用

　図１と２の実験に記載したと同様の反応液において，最終
K+濃度を0，1.56，3.13，6.25，12.5，25，50 mMと変化させて
Na, K-ATPase活性を測定し，活性のK+濃度依存性を検討し
た（○）．同様の実験を，2.5 mM pentobarbital（△）あるいは
3 mMのphenobarbital（□）存在下でも行い，K+濃度依存性に
対するバルビツール酸系薬物の作用を検討した．ATP濃度は5 
mM（Ａ）あるいは2.5 mM（Ｂ）で行った． 
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と増加した（表１）．2.5 mM ATP存在下（図４-Ｂ）で
も，Na, K-ATPase活性はK+濃度に依存して増加したが，
pentobarbitalあるいはphenobarbitalの存在による最大活
性の増加は見られなかった．一方，K0.5はpentobarbitalあ
るいはphenobarbital非存在下の1.8 mMから2.3及び1.9 mM
と増加した（表２）．

　３）Mg2+濃度依存性
　5 mM ATP存在下のラット脳Na, K-ATPase活性はMg2+

濃度に依存して増加し， K0.5は2.5 μMであった（図５-
Ａ，○，表１）．Pentobarbital（図５-Ａ，△）あるいは
phenobarbital（図５-Ａ，□）存在下でも活性はMg2+濃度
に依存して増加した．最大活性は非存在下（図５-Ａ，○）
と比較して，pentobarbital（図５-Ａ，△）存在下では有
意な差は認められなかったが，phenobarbital存在下（図５
-Ａ，□）では増加した．K0.5は3.6及び2.9 μMとなり，非存
在下と比較してわずかに増加した（表１）．2.5 mM ATP存
在下（図５-Ｂ）でも，Na, K-ATPase活性はMg2+濃度に依
存して増加したが，pentobarbitalあるいはphenobarbitalの
存在による最大活性の増加は見られなかった．一方，K0.5

はpentobarbitalあるいはphenobarbital非存在下の2.2 μMに
対して2.2及び2.7 μMであった（表２）．

表３　2.5 mM ATP存在下，ウサギ脳Na, K-ATPase活性のNa+，K+，
Mg2+に対する50 %活性化濃度とpentobarbital及びphenobarbital
の作用

　図３-Ｂ，４-Ｂ及び５-Ｂと同様の実験をウサギ脳Na, K-ATPase
を使用して行い，得られた結果からHill plotにより計算して求め
たNa+，K+，Mg2+に対するK0.5を表にまとめた． Pentobarbitalと
phenobarbitalは，Na+に対するK0.5を低下させ，pentobarbitalではK+

に対するK0.5を増加させた．

図５　Na, K-ATPase活性のMg2+濃度依存性に対するバルビ
ツール酸系薬物の作用

　図１と２の実験に記載したと同様の反応液において，最終
Mg2+濃 度 を0，0.53，1.16，2.83，10.08 μMと 変 化 さ せ てNa, 
K-ATPase活性を測定し，活性のMg2+濃度依存性を検討した

（○）．同様の実験を，2.5 mM pentobarbital（△）あるいは3 
mMのphenobarbital存在下（□）でも行い，Mg2+濃度依存性に
対するバルビツール酸系薬物の作用を検討した．ATP濃度は5 
mM（Ａ）あるいは2.5 mM（Ｂ）で行った．

４）ウサギ脳Na, K-ATPase活性のNa+，K+およびMg2+

濃度依存性に対するバルビツール酸系薬物の作用
　ラット脳Na, K-ATPase活性の図３-５のＢと同様の実
験を，ウサギ脳マイクロソームを使用して行った．表３に
2.5 mM ATP存在下Na, K-ATPaseのNa+，K+およびMg2+濃
度依存性の測定から求めたK0.5の値を示した．ラット脳Na, 
K-ATPase活性と同様に，pentobarbitalあるいはphenobarbital
では，Na+に対するK0.5の値は減少し，K+及びMg2+に対す
るK0.5の値は増加傾向を示した．

考　　　　　察

　全身麻酔薬がNa, K-ATPase活性を阻害するという報告
は多数ある10，13-20）．川田らは，全身麻酔薬及びその関連
薬のウサギ脳Na, K-ATPase活性に対する作用を広範に検
討し，それらが濃度依存的にNa, K-ATPase活性を抑制す
ると報告した10）．バルビツール酸系薬物ではpentobarbital
とthiopentalについて検討し，いずれもNa, K-ATPase活性
を濃度依存的に抑制したと報告している10）．また，長谷ら
は静脈麻酔薬propofolのラット脳Na, K-ATPase活性の阻
害機構を解析し，propofolはNa, K-ATPase活性を濃度依
存性に1.03 mMで完全に抑制したと報告している20）．この
ように，全身麻酔に関連する薬物はNa, K-ATPase活性を濃
度依存性に抑制すると考えられてきた．本研究においても，
2.5 mM ATP存在下ではpentobarbital，phenobarbital およ
びthiamylalいずれも濃度依存的にNa, K-ATPase活性を抑制
した（図２）．一方，5 mM ATP 存在下では，thiamylalは
Na, K-ATPase活性を濃度依存性に抑制したが（図２-Ｃ），
pentobarbitalとphenobarbital は ラ ッ ト 脳Na, K-ATPase
活性を濃度依存性に促進し（図２-Ａ，Ｂ）．ウサギ脳Na, 
K-ATPaseも同様な結果を示した．川田らの報告をはじめ，
バルビツール酸系薬物を含む全身麻酔に関連する薬物がNa, 
K-ATPase活性を促進するという報告はみられないことか
ら，さらに検討を行った．
　酵素活性の基質濃度依存性を測定すると，一般的には基
質濃度に依存して活性が増加し最大活性を示す濃度に対
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する飽和曲線となる．しかし，ある基質濃度で最大活性
を示したのち，それ以上基質の濃度を上昇させると活性が
低下する現象が観察されることもあり，基質阻害と呼ば
れている21）．基質阻害には，基質によって引き起こされる
サブユニット間での相互作用，基質結合部位が１箇所では
ないと推測される場合，アロステリックな阻害など，さま
ざまな原因が推測されているが，それ自体が研究対象と
されて報告されることは少ない．著者らのNa, K-ATPase
活性の測定においても，しばしば基質阻害が観察されて
いたが，文献的な考察を行ってもその理由は不明のまま
であった．本研究では5 mM ATP存在下で基質阻害が観
察され，pentobarbitalとphenobarbital 存在下では基質阻
害の軽減が示された（図１）．また，5 mM ATP存在下
ではpentobarbitalとphenobarbitalの濃度に依存してNa, 
K-ATPase活性が増加したが，2.5 mM ATPではむしろ活
性が減少することから，pentobarbitalとphenobarbitalの
濃度に依存したNa, K-ATPaseの活性化は，基質阻害がか
かった状況での活性化と解釈される（図２-Ａ，Ｂ）．ま
た，この現象はウサギのNa, K-ATPase活性においても観
察された．しかし，thiamylalでは，基質阻害の軽減は観
察されなかった（図２-Ｃ）．これらの結果は，同じバルビ
ツール酸系薬物であっても，pentobarbitalとphenobarbital
はNa, K-ATPase活性のATPによる基質阻害を軽減できる
が，thiamylalにはその作用がないことを示唆する．
　バルビツール酸自体はマロン酸と尿素が縮重合したマロ
リル尿素であり中枢神経作用を示さないが，その誘導体
であるバルビツール酸系薬物は，以下のような構造活性
相関を示す1-3）．バルビツール酸環の５位がアルキル基に
置換されると鎮静催眠作用が生じ，さらにフェニル基が
導入されると抗痙攣作用が生じる．Pentobarbitalは前者
に，phenobarbitalは後者に属する．２位に酸素が結合し
ているものをオキシバルビツール酸，イオウが結合して
いるものをチオバルビツール酸と呼ぶが，チオバルビツ
ール酸は脂溶性が高く容易に血液脳関門を通過するため，
作用の発現が速くなる．Pentobarbitalとphenobarbitalは
前者に，thiamylalは後者に属する．これらの点から，Na, 
K-ATPase活性のATPによる基質阻害の軽減には，オキシ
バルビツール酸であることが必要であると示唆される．チ
オバルビツール酸のほうがタンパク質結合率が高いこと3）

などが要因となる可能性があるが，本研究では明らかにす
ることができなかった．
　Na, K-ATPaseはATP加水分解の過程で，反応性の大き
く異なる２種類の状態であるE1とE2を形成することが特
徴である5，6）．E1はNa+やATPに対して親和性の高い分子
構造であり，E2はK+や無機リンに対して親和性の高い分子
構造である．本研究においてpentobarbitalとphenobarbital
は，Na+に対する親和性を増加し，K+に対する親和性
を低下させた（表１-３）．すなわち，pentobarbitalと

phenobarbitalは，Na, K-ATPaseの分子構造と反応性をE1
側にシフトする．その結果，ATPに対する親和性も増加
することが，基質阻害を軽減する機序に関連すると示唆さ
れる．Na, K-ATPaseのE1型とE2型は，各種の陽イオンあ
るいは陰イオンによっても変換可能であることが明らかに
されているので，バルビツール酸系薬物によって変換され
ることも可能であると推測される22）．

結　　　　　語

　Na, K-ATPase活性のATPによる基質阻害下において，
pentobarbitalとphenobarbitalはNa, K-ATPaseの分子構造
をE1型に変化させることによりその活性を促進すること，
また，thiamylalにはその作用がないことが示唆された．
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ORIGINAL

The effects of barbiturates on substrate inhibition
of Na, K-ATPase activity

Mizushi Koga1), Kuniaki Suzuki2), Yuri Hase1), Makiko Shibuya1), Yukifumi Kimura1)

and Toshiaki Fujisawa1)

ABSTRACT : Reaction mechanism of barbiturates has widely been explored but not as much for GABAA receptors. Na, 
K-ATPase is the enzyme responsible for the maintenance of neuronal excitability and may be related to the reaction of 
barbiturates. As there are few reports about the effect of barbiturates on Na, K-ATPase activity, we studied the effects 
of thiamylal, pentobarbital, and phenobarbital on Na, K-ATPase activity using extracts of rat and rabbit brains. Na, 
K-ATPase activity increased depending on the ATP concentration and showed the maximum activity at 2.5 mM, but it 
decreased at 5 mM ATP by substrate inhibition. Pentobarbital and phenobarbital reduced this decrease of activity by 
substrate inhibition depending on their concentrations at 5 mM ATP, but not at 2.5 mM. This suggests that pentobarbital 
and phenobarbital suppresses the substrate inhibition of Na, K-ATPase activity by ATP. Thiamylal simply decreased 
Na, K-ATPase activity depending on its concentration at both 5 and 2.5 mM ATP without any suppression of substrate 
inhibition. Pentobarbital and phenobarbital increased the affinity of Na, K-ATPase for Na+ and decreased for K+ at 5 mM 
ATP. These results suggest that under the condition of substrate inhibition by ATP, pentobarbital and phenobarbital 
increases Na, K-ATPase activity by changing the conformational state to E1 conformation and increased in the affinity for 
ATP.
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