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研究成果

1.筋 小胞体カルシウムポ ンプの第7、8膜 貫通ヘ リックス間内腔ループに存在するCys876

とCys888の 機能 を調べた。兎骨格筋 か ら単離 した本酵素をペプシン消化 し、ジスル フィ ド

結合を含むペ プチ ドを精製 し、上記Cys間 にジスル フィ ド結合が形成 され ていることを示

した。本酵素の変異体C876A、C888A、C876A/C888Aは いずれ もCa2+輸 送機能 を完全に失って

いたが、ATPase触 媒過程は野生型 に比べて異常はなかった。 これ らの結果か ら、 このジス

ル フィ ド結合がATP加 水分解 とCa2+輸送 の共役に重要な高次構造を安定化す ることを示唆 し

た。

2.本 酵素の細胞質 ドメインは リン酸化 ドメイ ン(P)、 ヌク レオチ ド結合 ドメイ ン(N)、

細胞質小 ドメイ ン(A)よ り構成 され るが、触媒過程で これ らの3ド メイ ンの集合状態変化

を調べた。ProteinaseK(prtK)とV8に よるAド メイ ンー膜 ドメイン連結ループの(A-Mル ー一

プ)切 断、trypsinに よるAド メイ ンの切断に対す る抵抗性 を解析 した。その結果か ら、基

質結合酵素(CaE/ATP)お よびADP感 受性 リン酸化酵素でP、N、A-Mル ープが集合す るがA

はまだであ り、Ca2+輸送stepで あ るADP非 感受性型への リン酸化酵素異性化 によってAが

約90。 回転 して3ド メインが最 もコンパク トな構造 になることを示唆 した。

3.可 溶化 した筋小胞体カル シウムポンプはCa2+無 しで迅速に変性することか ら、Ca2+非結

合酵素の結晶解析な どが困難であった。一方、Mg2+と フッ素は本酵 素に固 く結合 してE2Pの

アナ ログとなる。そ こでMg2+/F一結合型 と、非結合型酵素を可溶化後、親和性 カラムで精製

し、4℃にてCa2+無 しでの可溶化安定性 を調べた。、Mg2+/F一非結合型酵素は5日 の半減期 で活

性が消失するが、Mg2+/F一結合型酵素は20日 以上活性は完全に保たれ ることを示 した。

上記1と2の 成果は、以下に綴 じた論文 として国際誌に掲載 された。

3の 成果は現在印刷 中である。


