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論文内容の要旨

〔目的〕

筋小胞体 (SR )~とよる ca2~輸送は筋肉の興奮収縮連闘において中心的な役割を担っている。 SR 膜に
存在する ca 2+-ATpase(ATpase) は， ATP の化学エネノレギ、ーを， SR 膜を介した ca 2十濃度勾配

(浸透圧エネルギー)に変換する酵素で， Ca 2+1の SR 膜内への能動輸送を行っている。

従来，非イオン性界面活性剤( C12 E 8 など定、可溶化したATPase では，モノマー(分子量11万)がAT

P加水分解の最小単位で、あると報告されている。一方，電子顕微鏡などの構造的解析および酵素学的解析

は， ATPase の SR 膜内でのダイマー構造を示唆しており，その ca 2-+j能動輸送の最小機能単位は未だ

明らかでない。本研究では，乙のダイマー構造の生理的意義を明らかにする目的で，可溶化ATPase の

ATP 加水分解時における分子サイズを，低角レーザ一光散乱法 (Low-angle 1 aser 1 ight scaｭ

tterjng photometry;LALLS 法)を用いて解析した。

〔方法〕

SR より精製したATPase は，界面活性剤 C1 2 E8 で可溶化後世 LALLS法にて解析した。本法は高性

能ゲ、ノレクロマトグラフィーと 3 つの検出器，低角レーザー光散乱計 (LS )，示差屈折計 (RI )，紫外吸光

度計 (UV)よりなり，以下の二つの式から，ポリペプチド部分の分子量 U\刷1)とそれに結合した界面活性

剤・燐脂質の結合量げ)が決定できる。

MW=Kl ・ A- 1 . LS ・ UV ・ RI-2

O.134� +0.1 87=K2 ・ A ・ RI ・ Uyl

乙乙でLS ， R I， UVは，それぞれ各検出器の出力を表わす。 UVは 280 nmでモニターした。 Aは
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280 nm における ATPase の吸光係数で，定量的アミノ酸分析により1.11 m1 ・ mg- 1 ・ cm-1 と決定し

た。溶出緩衝液は 0.3mg/ml C12E8 , 50ug/ml phosphatjdylcholjne , 0.1 MKCl , 10 

mM MgC12 1.5 mM CaC12 , 1 mM EGTA , 3.1 mM NaN3 , 20 mM Hepes/jmjdazol 

(pH 7.0) とした。カラムは， TSK G3000SめくL( 2 本直列)で， 0.3 ml/mjn の流速で溶出

した。更に， 5mM ATP , ADP , AMPPCP，およびcaCI 2 を適宜添加し同様の実験を行った。
カラムおよびLS のセノレは循環7.1< 1とで恒温化した。ゲ、ノレ櫨過中のATPase 活性は，溶出液中の pj 定量

lとより評価した。

〔成績〕

(il ATP 非存在下でのATP ase の分子サイズ

0.8mg のATPase は， O.Cでモノマー (M) とダイマー( D )に分離して溶出した。その分子量はそ

れぞれ 1 2 5. 0 0 0 =t 2, 1 0 0 ( n= 3 )および 21 1， 300 士 7, 300 C n = 3 )と評価された。 ð は，

ATpase蛋白質 1 g 当り Mは 0.60 g , Dは 0.43 g と計算された。 1 OOC, 20 OCでは ATpase

は，単一成分として溶出し，分子量はMと Dの中間値( 1 56 ， 000 および 1 78, 900 )を示した。

(iil ATP加水分解時のATPase の分子サイズ

o OCでM と Dが分離する条件下で， 5mM ATP を添加すると， 1. 6mg のATP ase は分子量 168， 000

の単一成分として溶出し， Mと Dの融合が認められた。乙の際，分子量は蛋白質濃度依存性にM，中間値，

D と変化した。 ATpase 活性は，約 90 nmol pj ・ mi n-1 .mg- 1 で分子量にかかわらず一定であ

った。 5mM ADP またはAMPPCP 存在下ではMと Dの融合は認められなかった。 5 mM CaCI 2 , 

5mM ATP 共存下でATP加水分解速度を抑制すると(く 20 nmol pj ・ mjn-1 .mg一1 ) , 

Mと D は分離した。

〔総括〕

本法においてATpase のM~D聞の速い相互変換は， Mと Dの融合および中間値の分子量として観察

される。可溶化ATPase は OOC で相互変換が遅く Mと DK分離するが， ATP 加水分解時にはMと Dの

融合が観察され， M三 D聞の速い相互変換が起乙る乙とが示された。また， 5mA AMPPCP あるいは

CaC12 存在下の実験から， ATPase蛋白質問相互作用は燐酸化中間体の生成過程ではなく，その分解過程

で起乙っている可能性が示された。以上の結果は， ATP ase による SR 内への ca 2 + 能動輸送に際し

て， ATP ase の蛋白質問相互作用が重要な役割を果している乙とを示唆する。

論文の審査結果の要旨

本研究は，可溶化膜蛋白質の分析に最適な低角レーザー光散乱法を用いて， ATP加水分解時の筋小胞

体Ca 2+_ ATP ase の蛋白質問相互作用を解析したものである。可溶化ca 2+-ATP aseはその酵素

活性と密接に関連したモノマー・ダイマーの相互変換を示し，乙の蛋白質問相互作用が燐酸化中間体分解

過程で起こる可能性が示された。 乙れらの知見は，筋小胞体膜での ca 2+ 能動輸送に ca 2+- ATP 
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ase 蛋白質問相互作用が重要な役割を担っている可能性を示したもので，生体エネノレギ一変換機構を解明

する上で重要な成果であり，学位に値するものと考えられる。

F
h
d
 

F
H
U
 

噌
S
A




