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論文内容の要旨

本論文において私は，筋小胞体 (S R) の Ca-ATPase の機能単位が Ca-ATPase 単量体であるか，

あるいは多量体であるかについて明らかにするために，反応速度論的手法，および化学架橋法を用いて

検討を試みた。

第一部: Ca-ATPase に対する，リン酸のアナグロである vanadate (Vi) の結合について検討した

結果， Ca-ATPase が膜中にあるときは，著しく親和性の異なる二種類の Vi 結合部位が Ca-ATPase

l モル当たり 0.5 モルずつ存在したが， Ca -ATPase を高濃度の非イオン性界面活性剤で可溶化し Ca­

ATPase間の分子間相互作用を阻害すると， Vi 結合部位は一種類で Ca-ATPase 1 モル当たり 1 モルと

なった。以上のことは SR膜中では Ca-ATPase は二量体として存在し，両分子間での相互作用によっ

て二種類の Vi 結合部位が存在していることを示唆している O

第二部 :SRにリン酸を加え EP を形成させたのち Vi を添加すると， EP量は二相性の時間経過を

示しながら減少した。このうち速い成分については低親和性部位への Vi の結合によるものであり，速

い成分がリン酸によって拾抗的に緩和されることから，低親和性部位がリン酸化部位であることが示唆

された。また遅い成分については高親和性部位への Vi の結合によるものであることが示唆された。高

親和性部位への Vi の結合はリン酸化部位の存在する Ca- ATPase 分子と異なる分子上で起こりながら

EP形成を阻害することから，逆反応からの EP形成に分子間相互作用が関与していることが示唆され

7こO

第三部: Ca-ATPase の膜中での集合状態を二価性試薬N， N' - (1 , 4 -pheny lene) bismaleimide 

(PBM) を用いて検討した。リガンド非存在下で SR に PBMを作用させると，分子間架橋により Ca-
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ATPase 単量体は速やかに消失したが特定の多量体の蓄積はなかった。これに対しATP アナグ (A

MP-PNP) 存在下では二量体が優先的に形成されそれよりも大きな多量体の形成は抑制された。

またVi存在下では分子間架橋は完全に阻害された。以上の結果は Ca-ATPase の SR膜中での集合状

態が Ca-輸送サイクルに伴って変化する可能性を示唆しているO

第四部:第三部で見られた分子関架橋部位について検討した。その結果 Cys-377 および Cys-614 が分

子間架橋に関与していることが示唆された。このうち Cys-614 はAMP-PMP によって保護されるこ

とから， AMP-PMP存在下での分子間架橋部位は Cys-377，非存在下では Cys-614 でも架橋がおこ

り多量体が形成されると考えられた。

以上の結果より SR膜中では Ca-ATPase は二量体として存在し Ca 輸送の機能単位を構成してい

ると結論した。

論文審査の結果の要旨

著者は筋小胞体膜を介するカルシウム能動輸送に膜中に存在する Ca-ATPase の分子間相互作用が

関与している可能性を反応速度論および蛋白質化学構造の両面から検討した。その結果，筋小胞体膜中

で Ca-ATPase が 2 量体を形成することによって 1 分子間の触媒部位を共有することを明らかにした。

さらに，同酵素の分子間相互作用部位近傍の一次構造を決定し，部位がカルシウム輸送反応サイクル中

に変化することを示唆した。

本研究は筋小胞体によるカルシウムの能動輸送の分子機構を解明する上で極めて重要であるのみなら

ず，他の多くの能動輸送膜系への応用性も高い。以上の理由により本研究は博士(理学)の学位論文と

して十分価値あるものと認める O
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