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論文内容の要旨

〔目的〕

心筋興奮収縮連関において Ca 2 + は主要な役割を果してむり，心筋の収縮・弛緩は，主として心筋

小胞体への Ca 2 +蓄積および心筋小胞体からの Ca 2 +遊離によって制御されると考えられている。この

うち，心筋小胞体への Ca 2 + 蓄積は， Ca 2 +依存件:ATPase酵素による Ca 2 +能動輸送で，分子量22 ， 000

の膜蛋白質ホスホランバン( PLN) による特異な調節機構を有することが明らかにされている。すな

わち，カテコルアミンによる細胞内 cyclic AMP (cAMP) の増加に際し， cAMP依存性燐酸化酵素

(cAMP-PK)による PLNの燐酸化が， Ca 2 +依存性 ATPase活性の上昇を介して心筋小胞体の Ca 2 +蓄

積を著明に促進するというものである。これに対し，種々の細胞機能調節にCa 2 +むよび Ca2+受容蛋

白質カルモデュリン (CaM) を介した調節機構が広汎に存在することが明らかとなってきた。 そこ

で，心筋小胞体Ca2+輸送調節系における CaMの役割を明らかにする目的で， CaM の PLN および心

筋小胞体Ca2+輸送への効果を調べるとともに cAMP との相互作用について検討を加えた。

〔方法〕

心筋小胞体は，犬心室筋ホモジネートを分画遠心することにより調製したO この際，内因性の CaM

を除く目的で0.6MKCI による洗浄をくり返した。 CaM依存性の PLN燐酸化は，心筋小胞体( 1 mq/ 

mi) を 5 プ20μ9/me CaM , 0.2---50μMCa 2+， 5mM MgC12 , O.lMKCl , 20mMTris-maleate (pH 

6.8) , 25 0C で 5 mM ATP あるいは [y_32PJ ATP存在下に 10分間反応させて行なったo cAMP依存

性の PLN燐酸化は，心筋小胞体( 1 mg/me) に対し 50μo/me cAMP-PK (catalytic subunit) を用

い上記と同様の条件で行なった。 [y_32PJATPは， PLN燐酸化量の測定に用1，，\非放射性 ATP は，
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心筋小胞体Ca 2 +輸送速度および、ATPase活性測定の前処理として用いた。後者の場合には， Sephadex 

G-50カラムにて反応後のATP ， ADP , Pi を除去し，心筋小胞体を含む分画を測定に供した。 Ca 2 + 輸

送速度， ATPase活性の測定で、は， ATP再生系 (phosphoenolpyruvate-pyruvate kinase) 存在下

に反応を行なった。 Ca 2 +輸送速度の測定は， ミリポアフィルターを用い 45 Ca の蓄積量から求めた。

ATPase活性は， pyruvate の産生量から求めた。

〔結果〕

1. PLNは， CaM存在下に心筋小胞体に存在する内因性CaM依存性燐酸化酵素 (CaM-PK) により

燐酸化された。この燐酸化は，熱およびアルカリに安定でcAMP-PK による燐酸化と同一の化学的

的安定性を示した。

2. CaM-PK による PLN燐酸化は， Ca 2 +濃度依存性を示すのに対し， cAMP- PK による燐酸化は，

Ca 2 +濃度に依存せず一定であった。また， CaM-PK およびcAMP-PK によるPLN燐酸化は， 両

PKが個々に作動する条件で互いに独立して起こり 両 PKが共に作動する条件では相加的に燐酸

化が起った。

3. 心筋小胞体における Ca 2 +依存性 ATPase と PLN の存在様式をATPaseの燐酸化中間体EP およ

びPLN燐酸化量の比較から検討したところ EP に対し CaM-PK むよび、cAMP-PK により燐酸化

されうる PLNは等量存在した。

4. CaM-PK による PLN燐酸化によって，心筋小胞体Ca 2 +輸送速度は，著明に促進された。この促

進効果は， cAMP-PK による PLN燐酸化の Ca 2 + 輸送促進効果と同程度に起った。両者による促進

効果は，互いに独立かっ相加的に認められた。

5. Ca 2 +依存性ATPase活性も， CaM-PK および、 cAMP- PK による PLN燐酸化により， Ca 2 +輸送

速度促進と同様に促進された。この促進様式は ATPase の Ca2 + に対する親和性を増加させるもの

で，両 PK による PLN燐酸化で親和性の増加は同程度に起こり，同時に両 PKで燐酸化された時に

は， さらに I首加した。

〔考案および総括〕

心筋小胞体のPLNは cA M P-PKのみならず、Ca 2 + と CaM 存在下に内因性の CaM-PKによっても

燐酸化されうる。 PLN燐酸化がCaM-PKおよびcAMP-PK により互いに独立かっ相加的に起こるこ

とから， PLN には 2 種類の異った燐酸化部住が存在すると考えられる。 CaM-PK および、cAMP-PK

による PLN燐酸化が心筋小胞体Ca 2 +輸送および、ATPase活性に互いに独立かつ相加的に促進効果を

及ぼすことから，心筋小胞体Ca 2 +輸送系には PLN燐酸化を介した 2 種類の調節系が存在すると考え

られる。心筋小胞体膜では， 2 分子の Ca 2 +依存性 ATPase (うち 1 分子がEPの状態にあると想定さ

れる)に対して CaM-PK と cAMP-PK とによる 2 個の燐酸化部位を持った PLNが対応して，その効

果を発揮すると考えられる。しかし， PLN の分子構造および、ATPase との構造上の相互作用につい

ては，単離・精製された蛋白質および再構成膜での検討が必要で、ある。

以上から，心筋小胞体Ca 2 + 輸送ATPase は， cAMP-PLN系および~CaM-PLN系による二重調節

(dual control)を受けていることが示唆された。
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論文の審査結果の要旨

本研究は，心筋小胞体Ca 2 +輸送ATPase が， cyclic AMPーホスホランパン系に加え， Ca 2 : カル

モデュリンによってもホスホランパン燐酸化反応を介して調節されることを示し，心筋小胞体Ca 2 +

輸送が二つの主要な second messenger で、ある cyclic A恥1pと Ca 2 + の相互作用により調節されうるこ

とを明らかにしたものである。この知見は，心筋収縮調節機構の分子レベルでの作用機序を解明する

上で，生理・薬理学上重要な成果である。
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