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はじめに

近年、細胞増殖・癌化・分化・細胞死等に対する空胞系酸性穎粒の役割が注目されてい

る。我々は、これまでに、空胞系酸性穎粒のpH維持に機能しているプロトン・ポンプ(V-

ATPase)の選択的阻害剤を用いて、増殖等に対する酸性穎粒の寄与を検討してきた。先

ず、V-ATPaseの選択的阻害剤(bafilornycin類、concanarnycin類、destruxin類、等）

が細胞増殖を阻害し、細胞死（アポトーシス）を引き起こすだけでなく、PC12細胞を神

経様細胞に,M1細胞をマクロファージ様細胞に、それぞれ分化誘導することを見いだし

た。我々はまた、精製に成功したラット肝リソゾームのV-ATPaseの16kDaプロテオ1JE

ド（プロトン輸送路）が、浸潤性悪性膵癌において異常に高発現していること、そしてV-

ATPaseの選択的阻害剤がヌードマウスに移植した膵癌細胞の増殖を強力に抑制すること

を発見した。このことは、様々なタイプのプロトンポンプを脱共役し、V-ATPaseのプロ

トン輸送のみを特異的に阻害する新たな脱共役剤prodigiosin類でも同様である。本化合

物は所謂V-ATPaseの選択的阻害剤とは全く異なる構造であるにも関わらず、細胞の分

化・死誘導作用を示した。一方、細胞内pH(リソソームを含む）は直接その生物作用発

現に関与しないので、V-ATPase固有の機能と考えられる。

本研究においては,(1)V-ATPaseの選択的阻害剤と比較しつつ、prodigiosin類のプ

ロトン輸送阻害機構を分子レベルで明らかにすること、（2）それらの増殖阻害、分化・

死誘導の各機構を明らかにすること、（3）それらの特異性を明らかにすること、を目指

した。

その結果、prodigiosin類は、(1)塩化物イオン依存的且つ可逆的に穎粒内酸性化を強

力に阻害し穎粒膨潤を強力に誘導するが、膜電位形成は阻害しない、H+/Cl一共輸送体で

あることを、リソゾーム、リポソーム、ミトコンFリア、胃粘膜液胞、等を用いて明らか

にすることが出来た。又、その作用は、（2）トリブチルチンと似ているが、SH阻害作用

はない（酸性でのみ塩化物イオンを有機溶媒層へ移行させ、穎粒内部に取り込み、内部を

酸性化させる）点で異なっていた。さらに、prodigiosin類は、(3)塩素イオン要求性の

豚胄粘膜小胞の内部へのプロトン輸送活性を、オメプラゾールと異なりK+-ATPase活性

を阻害することなく、強力(150=40-200pmol/mg蛋白）かつ可逆的に阻害することも

見い出した。

また、V-ATPaseの選択的阻害剤は、PC12細胞の神経突起伸展(NOG)を誘導する

が、同じ様に内外のpH差を解消する塩化アンモニウムによって影響を受けないことか

ら、pHは直接N○G誘導に関係しないと結論された。ところが、H+/Cl一共輸送体である

prodigiosin類やBE-18591もN○Gを誘導することを発見した。そこで、両プロトンポン

プ阻害剤によるN○G誘導におけるpHの関与について再検討を試みた。その結果、N○G．

アポトーシス誘導は、bafilomycin類、concanarnycin類、prodigiosin類共に、新たな

RNA及び蛋白質合成を必要とし、UCl(MAPキナーゼ阻害剤）やオカダ酸（セリン・スレ

オニンホスファターゼ阻害剤）に感受性であるが、K-252a(Cキナーゼ阻害剤）やH-89



(Aキナーゼ阻客剤）には非感受性で、ST-638(チロシンキナーゼ阻害剤）で阻害される

等の点で似ているが、アポトーシスはW7(カルモジュリン阻害剤）、○NO-RS-082(ホ

スホリパーゼA2阻害剤）、及びバナジン酸（チロシンホスファターゼ阻害剤）、等に非感

受性である点でNOGと異なっていることが示唆された。また、tambjamineグループの

BE-18591もH+/Cl一共輸送活性を示し、胃粘膜プロトンボンプ阻害、破骨細胞分化の阻

害、免疫細胞の増殖抑制、更にはNOG誘導やアボトーシス誘導作用を示した。しかしなが

ら、同じくH+/Cl一共輸送活性を示すtetrapyrroleは、増殖阻害や細胞死誘導作用はある

ものの、NOG作用は示さなかった。別のV-ArIPase阻害剤であるdestruxinEのみNOG活

性を示し、destrllxmBは活性を殆ど示さなかった。以上の事より、pH変化はV-ATPase

阻害剤によるNOGやアポトーシス誘導の直接の引き金にはなっていないと結論した。

なお、bafilomycin類は、V-AflPase遺伝子（特に、Mediatophoreやgapjunctionとし

ても機能すると言われている16kDa)の発現が高いヒト膵癌細胞や大腸癌細胞にアポト

ーシスを誘導し細胞増殖を阻害するが、培養ヒト伏在静脈由来筋線維芽細胞

MyofibroblastもV-ATPase遺伝子の発現が高く、それに対してbafilomycin類は肥厚を抑

制しアポトーシスを誘導し細胞増殖を阻害することが判明した。臨床応用上極めて重大な

発見であり、動脈硬化等における研究の伸展が待ち望まれる。なお、bafilomycin類や

prodigiosin類のアポトーシス誘導作用機構にも、細胞内pHは直接関係しないことが分

かっているが、その詳細はなお現在検討を続行中である。活性化ランソプラゾール

lansoprazoleやNEM(N-ethylmaleirmde)が同様な作用を有していることを見い出して

いる。特にlansoprazoleは臨床で既に用いられているので可能性は高いと考えられる。

V-ATPaseのプロトンポンプ輸送機構については、高度好熱菌の真性細菌Eubacteriurn

であるTY1ermusthermOphilusを用いて、その回転を分子レベルで見ることを目指してい

る。現在、TY1ermusthrmOphilusのV-AflPase(不活性なADP型を作り易い）もAflPを

合成すること、その遺伝子構成をはっきりさせるところまで行っている。TherInUs

thermOphilusのV-ATPase遺伝子は、真核細胞と異なりoperon構造を作っているので、

研究の進展が期待される。また、アフィニティープローブ作成の目処が立ってきた(V-

AflPase阻害活性のあるジアジリン・ビオチン・結合concanarnycinの作成に成功した）

ので、bafilomycin類やconcanarnycin類、更にはprodigiosin類等の作用解明が期待でき

そうである。

なお、その他に、(1)imipramineを材料にして、塩基性薬物の内部酸性pH依存性の

濃縮や、（2）リソソームのARF依存性崩壊を見い出し、その機構の新しい理論を打ち立

てるのに成功しているが、V-ArIPaseの選択的阻害剤の作用の特異性を明らかする所まで

は、もう少しの所までは来ているが、出来ていないように思う。

平成13年3月

金沢大学薬学部
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