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論文内容の要旨

(目的)

心筋収縮性調節においては，カテコノレアミンが重要な役割を果たす。乙の調節は興奮収縮連関過程に

おいて，カテコノレアミンが細胞内メッセンジャーである cyclic AMP (cAMP) を介して心筋小胞体 (C

SR) の Ca 2 + 輸送を制御することによってなされる。即ち， cAMP fとより cAMP 依存性プロテイン
キナーゼ (P K) が活性化されCSR の膜蛋白質凶ospholamban ( PN，分子量 22， 000) が燐酸化され

計、 2+
ると， C S R のCa 輸送速度およひ Ca 依存性 ATPase (A TPase )活性が著明に促進される。と

の促進効果は PN による ATPase 燐酸化中間体 (E P) の分解促進と密接な関係にある乙とが示され，

PNがAT Pase の調節因子として働く可能性が示唆された。今回， PNがAT Pase を調節する分子科

学的機序を解明するため， PN燐酸化により ATPase の素反応段階(特に EP形成過程)がいかなる影

響を受けるかを超高速混和装置を用いて， ATPase の前定常状態( 5 -200 msec )で検討した。

(方法)

イヌ心室筋より調製した CSR (4.4 -8.0 mg/ mi) を 1μM cAMP , 2 mM  MgCl z , 30 mM KCl , 

2 0 mM histidine〆HCl (p H 6.8) , 25 oc で， PK (2.2-4.0 即 / mi) の存在下( PN燐酸化:盛墜

.it_♀SR) あるいは非存在下( PN非燐酸化;対照 CS R) で 1 mM ATP と反応させた後， Dowex 1 

-X8 カラムに通し未反応の ATP ，産生された ADP， Pi を除去し，超高速混和装置を用し以下の測定

に供した。

2+ 
(l)ATPase 活性およびEP量の測定: (C a~ '-free CSR 〕カラムより溶出した燐酸化および対照C

SR 溶液を EGTA ( 0.2-4.64 mM) を含む緩衝液 (3 mM Mg C b , 100 mM KCl , 5mM NaN~. 
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20mM Tris/maleate (pH 6.8) , 20 OC) に加えた後， 2 - 100μM (r-32pJ ATP (10-100μCi 

/μmol ), 200μMCaCb を含む溶液と反応させ(最終Ca 2+ 濃度: 0.2-14μM) ，辺町， E 32 p量を測

定した。( Ca 2+ -bound CSRJ 燐酸化および対照 CSR溶液を 14μM Ca 2+ (CaClz/EGTA) を

含む緩衝液(上記)に加え Ca 2 + 濃度を一定( 14μM) に保ちつつ， 20μ~ M (r-32PJ ATP と反応させ，

E 32p 量を祖|促した。

(2) Ca 2+ 輸送の測定: (r 一号 J ATP, Ca C1 2 の代わりに，非放射性 ATP ( 20μ'，M) ，放射性4õCa
C12 ( 200μM; 3-4μCi/μmol) を用し、(1)と同様の条件下で反応を行い， CSR への Ca2+ 結合量を

ミリポアフィルタ一法にて測定した。

(結果)

(1) EP形成速度は PN 燐酸化により Ca 2+ ー f附 CSR においては増加し， EPtY2 (最大 EP量の 1今

が形成されるに要する時間)は著明に短縮したが(燐酸化 21 msec ;対照 43msec) ， Ca2+-bound C 
2+ 

SR においては変化しなかった(燐酸化 13 msec ;対照 12msec ) 0 C a"" , -f ree C S R の Ca 輸送速

度はPN 燐酸化lとより促進され， Ca tぬ(最大 Ca 2+輸送量の lA が達成されるに要する時間)は短縮し
2+ 

た(燐酸化 21 msec ;対照 38msec )0 EP 形成の初速度と Ca 輸送の初速度の比は 1 : 2 を示し，乙
2十

の stoichiometry はPN燐酸化後も変化しなかった。 (2)Ca"" '-free CSR においては， E Pt ν2 は

Ca 2+濃度 (0.2-14μM) に依存せず一定であり， NP 燐酸化により著明に短縮した(燐酸化 平均
2+ 

21.6 msec ;対照 平均 43.2msec )0 Ca tY� も Ca 濃度に依存せず一定で， PN 燐酸化により著明
2+ 

lζ短縮した(燐酸化平均 18.8 msec ;対照平均 37.6msec )0 (3)Ca"'" -free CSR において， P N 

燐酸化により高ATP濃度(と 10μM) 領域では，最大EP量 (200 msec における EP量)および見か

け上の EP形成初速度は増加した。低ATP濃度 (1 -5μM) 領域では，最大EP量は減少したが， Pi 

遊離速度は著明に促進された。

(考案および総括)

CSRでの Ca 2+輸送は ATPase 酵素(E)の燐酸化中間体EP の形成・分解lとより仲介され，これを次

式のように表わすことができる (E 2 と E 1 はそれぞ、れATPase の低 Ca 親和性および高 Ca 2取和'性2+ 

状態を示し ， i と 0 は膜の内側と外側を示す)

(i) (i) (ii) (iii) (iV) 

一→ 。ムE乙 Ca2 ム旦po

n Ca~ 
E2一→ El+ 2CIf ~E1Ca~ '.~，::_i1 El~~:;' '.~::~ E 一→ E2 +Pio + 2 Ca' •___:_l:'., ll.iaï 十五TpU .LJ 1ATP~互D? � P Mg 

2+ 
CSR の外側で、酵素E 2 1と Ca が結合すると， E2は低親和性から高親和性E 1 へすみやかに状態変化す

2+ 
る。 E 1 1 モル lに乙 Ca' , 2モルと ATP 1 モルが結合した Mi忙cha挺elis同S 複合体形成lにとつづづ‘いて，燐酸化中間体

E1;a必2 が形成されCa
P 

Ca2+ の転位は完了する。 PN 燐酸化によるEP 形成速度の促進は，反応がE2 から始まる Ca 2î-free 

CSR においてみられ，反応がE 1 から始まる Ca2+-bound CSR ではみられなかった。 Ca 2+-freeC S 
2+ 

R におけるEP 形成促進効果はCa 濃度に依存せず一定であった。乙れは， E2から E 1 への変換過碍.

(ステップ (r)) がPN 燐酸化で促進される乙とを示唆する。低 ATP濃度領域では PN 燐酸化lとより EP
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量は減少したが，低ATP濃度ではEP 形成速度が低下するためPN 燐酸化によるEP 分解(ステッフ。(iv))

促進の効果が顕著に現われ，見かけ上EP 形成が減少するものと考えられる。 PN は ATPase 反応にお

ける EP 形成および分解の律速段階(ステ y プ (i') ， (iv)) を促進し，その結果， ATPase 活性， ca2+ 輸

送速度が促進されるものと考えられる。

以上より， PN が ATPase の調節因子として働く乙とが示唆される。

論文の審査結果の要旨

本研究は，心筋細胞の興奮収縮連関において中心的な役割lをはたす心筋小胞体のcl十輸送が， cyclic
2+ 

AMP および膜蛋白質ホスホランパンによって調節される機序を， C� 輸送 ATPase反応の前定常状

態を解析する乙とにより明らかにしたものである。

乙の知見は，心臓におけるカテコルアミンの強心作用の細胞内機序を解明する上で，心筋の生理・

薬理学上重要な成果である。
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