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Pyk2 activation is integral to acid stimulation of sodium/hydrogen exchanger 3.

          (酸 に よる腎臓NHE-3活 性 化 系 に果 たすPyk2の 役 割 の検討)

内容の要旨

佐 藤

 生 体 の 酸 塩 基 平 衡 は恒 常 性 を保 た れ て お り、ア シ ドー シ ス で は 種 々

の 臓 器 が 協 調 して 細 胞 外 のpHを 正 常 化 す る方 向 に 働 く。 中 で も 腎臓

の 役 割 は 重 要 で 、近 位 尿 細 管 上皮 細 胞 由 来 の培 養 細 胞 系OKP(opossum

kidney P)で はsodium/hydrogen exchanger 3(NHE-3)を 介 して 細胞 膜 内

外 のNa+-H+交 換 が な され る。ア シ ドー シ ス のOKP細 胞 で は 、c-Src、 ERK

(extracellular-regulated kinase)が 活 性 化 され 、そ の 下流 でC;fOS、 cjun、

ノunB、 egr-1の 発 現 が 増加 して 、結 果 と してNHE-3の 活 性 化 が お り、特

にc-SrcはERKお よびNHE-3活 性 化 に必 要 で あ る こ と が分 か っ て い る。

本 研 究 の 目的 は、 ア シ ドー シ ス に お け る細 胞 内 情 報 伝 達 系 で のPyk2

(proline-rich tyrosine kinase 2)が 果 たす 役 割 を 明 らか に しよ う とす る

もの で あ る。

(方 法)

 酸 性培 養 液 に暴 露 したOKP細 胞 か ら免 疫 沈 降法 でPyk2を 単 離 し、イ

ム ノブ ロ ッ トに よ りそ の リン酸 化 を定 量 化 し、酸 刺 激 に よ るPyk2活 性

調 節 を検 討 した 。Pyk2活 性 が 阻 害 され た 系 を検 討 す るた め、 dominant

negative(DN)Pyk2変 異 お よび 、 small interfering pyk2 RNAを 発 現 させ

たOKP細 胞 を酸 で 刺 激 しNHE-3活 性 を観 察 した。次 にOKP細 胞 か ら単

離 したPyk2を 種 々 のpH条 件 のcell-free systemで 反 応 させ 、 Pyk2の 自己

リ ン酸 化 お よびin vitroキ ナ ー ゼ 活性 を観 察 した 。活性 化 され たPyk2と

c-Srcと の 結 合 を検 討 す る た め 、 酸 で 刺 激 したOKP細 胞 を抗Pyk2抗 体

お よび 抗Src抗 体 で共 沈 降 し、イ ム ノ ブ ロ ッ トを 行 っ た 。 c-Srcと の 結合

能 を阻 害 させ た 変 異pyk2を 一 過 性 に 発 現 したOKP細 胞 を観 察 す る こ

とに よ り、この 結 合 がNHE-3活 性化 に必 要 か ど うか検 討 した。 DNPyk2

発 現OKP細 胞 のSrcキ ナ ー ゼ 活 性 を 観 察 す る こ とで 、 Pyk2活 性 が 酸 に

よるSrc活 性 に必 要 か ど うか を検 討 した。

(結 果 と考 察)

 OKP細 胞 を酸 で 刺 激 す る と、Pyk2は 一 過 性 に リン酸 化 を うけ て 活性

化 され 、30秒 後 に 最 大 とな っ た 。 ま たPyk2とc-Srcと の結 合 も増 加 し、

刺 激 後90秒 に 最 大 とな っ た。cel1-free systemで の 観 察 で は、酸 性pH条 件

下 でPyk2の 自 己 リン 酸 化 とPyk2キ ナ ー ゼ 活 性 化 を認 め た 。 さ らに 、

Pyk2阻 害 系OKP細 胞 で は 、酸 に よ るNHE-3活 性化 お よ びc-Srcキ ナ ーゼ

活 性 化 は 阻 害 され た。

 以 上 か ら、本 研 究 で は 、1)ア シ ドー シス の 腎近 位 尿 細 管 細 胞 に お い

てPyk2は 一 過 性 に活 性 化 され る こ と、2)Pyk2活 性 化 はc・Srcお よ び

NHE-3活 性 化 に 必 要 で あ り特 異 的 で あ る こ と、3)cell-free systemで の

観 察 か ら、Pyk2が 他 の 因子 に依 存せ ず 、 pHセ ンサ ー と して 働 き、酸 に

よるNHE・3活 性 制御 系 の 細 胞 内 伝 達 カ スケ ー ドを 開始 す る 因子(イ ニ

シ エ ー タ)に な り う るこ とが 示 され た 。

聡 一 郎

論文審査の要旨

 腎臓 は酸塩基調節 におい て重要 な役割 を果 た してお り、ア シ ドー

シ スで は、近位 尿細 管細 胞 に存在 す るprotein-rich tyrosine kinase 2

(Pyk2)が 、細胞 内情報伝 達に きわめて重要 な役割 を果 た して いる

考 え られ てい るが、その詳細 は明 らか でない。 そ こで腎臓 の近位尿

細管上皮細胞 由来の培養細胞で あるopossum kidney(OKP)細 胞 を用

いて、細胞 内ア シ ドー シス にお いてPyk2が 酸で活性化 され るか、活

性化 された場合 にc-Srcキナ ーゼ活性 化 とNa+/H+交 換 体3型(NHE-

3)の 活性 化 に特異 的 に重要 であ るのか等 を検討 した。 その結果 、

Pyk2の 活性 化 は細胞 内ア シ ドーシス によって制御 され てい るこ と、

Pyk2の 活 性化 は細胞 内情報伝 達因子 であ るc-Srcか らNHE-3に 至 る経

過 にお いて必要で ある こと、 さ らにPyk2は 細 胞内で直 ちにプ ロ トン

濃度 を感知 して活性化 されてお り、細胞 内pHセ ンサ と して、酸刺激

に誘導 され る情報伝達機 構 の開始因子 の候補 であ るこ と等 を明 らか

に した。

 このよ うな研究 に関 して、まずFAKチ ロシ キナー ゼ ・フ ァ ミリー

の 中でPyk2に 着 目した理 由が問われ た。腎臓 の近位尿 細管細胞 にか

な り存在 し、c-Srcの上流 にあって酸 によ り活性化 され るとい う報告

が 出され た ことか ら、Pyk2に 注 目した と され た。 Pyk2の 生体 内にお

け る存在部 位 に関 して も質 疑があ り、現在 の ところ腎臓 の ほか、中

枢 神経 系や 血液系 の細 胞 さらに心血管系 の細胞 に も存在 す る事 が判

明 してきた とされた。

 最 も注 目された点 は、OKP細 胞 内のPyk2がpHO.2と い うわず かな酸

性 化 で、30秒 間で リン酸化 を受 けて活性化 され るこ とで ある。 この

点がPyk2が 酸刺激 に誘 導 され る情報伝達機構 の開始 因子 の1つ と考

え られ る点で ある とされた。なお リン酸化 に よる活性化機 序の詳細

な検 討は今後の研 究課題 とされた。

 このほかPyk2の 酸 による活性 化がcell-free systemで み られ 、そ の リ

ン酸化 の増加 の程度 が細 胞 内で の変化 とか な り異な るこ とも興味 が

もたれた。 この差 は、細胞 内のPyk2の 周 囲にはc-Srcが存在 して活性

化す るために、cell-free systemのPyk2よ りもなお 自己 リン酸化 とその

結 果 と して さらな る残 基の リン酸化が起 こ りやすい ため と考 えた。

Cel1-free systemで のPyk2キ ナー ゼ活性化 はpHで 制 御 され 、またATP

親 和性 の増加 も関連づ け られ るが、Michaelis Mentenの 式 に よる㎞

の実験値が 、実 際のwhole cel1でのATP濃 度値 と相違 してい ることに

ついて質疑があった。 この点に関 しては、in vivoとin vitroでのATPの

局在 や濃度 が異な るためでは ないか とされ た。 さらにPyk2の 構造上

において、pHが 感知 され る部位 について も興 味が もたれた が、今後

の検討課題 とされた。

 本研究 は学位 申請論 文 と してま とめられ たが、そ の書 き方に い く

つかの 問題 点が指摘 され、そ の訂 正が求 め られた が、研 究内容 は、

腎臓 にお ける酸塩基 調節 にお ける細胞 内pHセ ンサ の候補 蛋 白と して

Pyk2を 明 らか に した点 で、大変 重要 な研 究 で ある と高 く評 価 され

た。
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