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論文内容の要旨

骨格筋小胞体 (S R) 膜には， ATPの加水分解に共役してCa 2 +を輸送する Ca2 + -A T P ase が存

在することが知られているが， Ca2+能動輸送との関連性は現在不明である。本研究では，非イオン性界

面活性剤C 12 E 9で単量体に可溶化した Ca2 + -A T P ase とリン脂質から Ca 2 +輸送機能を再構成する方

法の開発を試み，これを用いて膜結合状態における AT P ase多量体形成について検討した。

S R A T P ase は， C12E 8又は C 12 E 9 によって， ATP分解、活性を保ったまま単量体に可溶化される

が， 1 rnM程度以上の Ca 2 +がないと時間と共に不可逆的に失活するO 他方， intact S R ベシクル又は

再構成ベシクルでは，その内側の 5rnM Ca
2

+が Ca~+の取り込みを阻害することが明らかとなった。そ

こで，高濃度Ca
2

+以外に可溶化AT P aseを安定化する条件を検討した結果， C12E 9 に比べて脂質濃

度が充分低い条件でリン脂質が有効であることが見出された。この条件で、Ca2 + -A T P ase は単量体

として存在していると考えられることから，この酵素のリン脂質による安定化は，タンパク質問相互作

用よりも脂質ータンパク質問相互作用によるものと考えられる。

上記の発見により， Ca2+非存在下での Ca 2 +輸送の再構成が可能となった。即ち， Ca2+非存在下で過

剰量の C 12 E gで SRを可溶化し，アゾレクチンを加えた後，シュウ酸存在下で'Bio-Beads S M 2 で C 12

Egを除いた。得られた再構成標品は高い Ca
2

+取り込み活性を示し，また， intact S R と同様に 1 モル

のATP加水分解あたり約1.5モルの Ca
2

+が取り込まれた。再構成時での脂質と AT P ase の重量比を

変えて得た再構成膜の Ca 2 +取り込み能の変化を解析し以下の結論を得た。脂質二分子層を脂質で希

釈し，膜上でのAT P ase分子間の平均距離を 5 倍以上に増しても蛍光のエネルギー移動がAT P ase 

分子間で起こることから， A T P aseが膜中で多量体として存在することが示唆された。又，リポソー
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ム当りに 1 分子以下のAT P aseが存在する程度まで脂質を希釈するにつれ， Ca2+取り込みを行うリ

ポソームの割合の減少は酵素が二量体で機能すると仮定した場合の曲線に一致した。さらに， intact 

SR と同様に再構成膜においても EPがポリペプチドあたり 0.5になることから，二量体AT P ase の

何れかのサブユニットが活性中心を持ち，他方がCa
2

+輸送を制御している可能性も示唆された。

SR膜をトリプシン処理した結果， C12E 8存在下ではAT P ase の消化断片が分離されることがHP

LCで示された。これらの消化断片中にはATP アナログである TNP-ATP の結合活性がみられた。

また，酵素へのヌクレオチド結合を阻害する FITC ラベルによってこの結合が阻害されたことから，

この小断片はヌクレオチド結合部位の構造を保っていることが示唆された。この方法はAT P ase分

子相互作用部位を含め，種々の機能部位の立体構造を明らかにするする上で重要と思われる。

論文の審査結果の要旨

本研究はカチオン能動輸送における化学一浸透共役が厳密に保持された筋小胞体のポンプAT P ase 

を用いて，機能的な膜再構成の新しい方法を開発し，輸送膜における機能的単位形成過程および膜上で

のポンプAT P aseの存在様式に関する重要な知見を得たものである。著者は更にカチオン輸送に伴

うポンプAT P aseの膜中で、の動きを解明することにより，カチオン能動輸送の分子機構をより深く理

解することが可能となった。またこの膜再構成法は筋小胞体以外の生体膜系からごく微量のポンプ蛋白

質を単離する上で有用な手段となり得る。著者はまたポンプ蛋白質の酵素活性を維持したままで種々の

サブフラグメントを得る新しい方法を考案し，膜に存在するポンフ。蛋白質の立体構造について，より詳

細な知見を得ることができた。

従って本研究は理学博士の学位論文として十分価値あるものと認められる。
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