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(■)研 ゲロ 旨

1.(研 究成果資料 一1、 研究成果資料一2、 及び研 究成果資料 一3、 参照)

Cat+-ATPaseのATPやPiで リン酸化される触媒部位 含量(4.57-4.94nmol/㎎ 蛋 白)は 、FITCで ラベル され た

Lys-515量(8.19real/㎏ 蛋白)及 び分子量か ら計算 されるCaz+-ATPaseポ リペブチ ド量(9.06nmo1/㎎ 蛋 白)

の約1/2で あった。従 って、Cat+-ATPasel分 子 には1個 のAIP結 合部位(Iys-515のFITC結 合部位)が 存在

すること、この内の半数がATPやPiで リン酸化 される触媒部位であること(half-of-the-sitesreactivity)が 明

らか とな り、(2t輪 送の機能単位 は(為2◇-ATPaseの 二量体であると結論 された。 また、AIPに よる リン酸化を

完全に阻害す るFITC結 合量は6.4㎜01/叱 蛋白であ り、二量体 を構成 するCat+-ATPase分 子の 内の一方のATP

結台部 位に よ り選択的にFncが 結合 して リン酸化 を阻害 す ることが強 く示唆 され た。

2.(研 究成 果資料 一3、 及び研究成果資料一4、 参照)

次 に、我 々はATP結 合に よって起 こる(冶2←-ATPase分 子 の構造変化 を解析 することに研究 を発展 させている。

このため、(h2◇-ATPaseの 内因性 トリブ トフ ァン蛍 光、及び特異的 ア ミノ酸残基に導 入 した外因性ブ ローブの蛍

光のATPに よる変化 をス トップ ドフロー法で測定 し、 これ らの時間経過 をラピッ ドクエ ンチング法 によって測定

した リン酸化中間体(EP)形 成の時間経過 と比較 している。現在の ところ、細胞質領域 に存在す るATP結 合部

位近傍では酵素 ・ATP複 合体が形成 するステップ とEPが 形成 するステ ップで構造変化 が起 こること、他方Ca2◇

輸送部位が存在 する膜貫通領域 とその近傍では 理 が形成するステ ップで構 造変化が起 こることを示 唆する結果

が得 られてい る。そ こで今後、触媒部位及び(為2◆ 輸送部位において、(h2◆輪送の どの過程でどのよ うな構造変

化が起 こるかを明確に し、両部 位間 における構造変化 の伝達機構につ いて検討 したい。 さらに、 これ らの変化に

おける(;a2+-ATPaseの 分子間相互作用の役割 について検 討 したい。
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(2)研 究 成 果 資 料 一 ■

(4-6頁)
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筋 小 胞 体Ca2`-ATPaseの 触 媒 部 位 とFITC結 合 部 位 のstoichiometry

○ 鈴木 裕 、中村哲史 、金 沢 徹(旭 川 医大 ・医 ・二 生 化)

先 に 、筋 小 胞 体Cat'-ATPaseに はATPやPiで リン酸 化 さ れ る 触 媒 部 位(高 親 和

性ATP結 合 部 位)の 他 に 、 リン酸 化 部 位1モ ル 当 た り1モ ルの 低 親 和 性ATP結 合 部 位

が 存 在 す る こ と を 報 告 した(1)。 そ の 後 我 々は 、 筋 小 胞 体(SRV)を 用 い 、ATP結 合 部

位 に特 異 的 に反 応 す る とさ れ て い るfluorescein5-isothiocyanate(FITC)の 結 合 と、

ATPやPiに よ る触 媒 部 位 の リン酸化 に つ い て 、 両 者 のstoichiometryを 調 べ て き た 。

今 回 は 、FITcで ラ ベ ル したsRv及 びATPやPiで リ ン酸 化 し たsRvをLDs存 在

下 で高 速 ゲ ル 濾 過 に よ り分 離 して リ ン酸 化 部 位 とFITC結 合 部 位 を 測 定 す る方 法 を 用 い

た。

[実 験 方 法1家 兎 骨 格 筋 か ら分 離 し たSRV(0.5mg/ml)を15ｵMFITCとCa2◆

非 存 在 下 、pH8.0、25℃ で 反 応 させ た 。遠 心 に よ り集 め たpelletを2%LDS、0.1M

Li。SO.、5mMMgC1。 、0.1mMCaC1,、20mMNa-Pi(pH7.0}で 可 溶 化 し 、TSKgelG3000

SWxし とTSKgelG3000SWを 連 結 し た カ ラ ム を 用 い て 高 速 ゲ ル 濾 過 を 行 な っ た。 分 離 した

ATPaseのFITC結 合 量 は9%SDS、0.2MTris/HC1(pH8.8)で 、 分 子 吸 光 係 数 を

80,000と して496nmの 吸 光 度 か ら求 め た 。 こ の 分 子 吸 光 係 数 は 広 く一 般 に 採 用 さ れ て

い る値 で 、実 際 に我 々が 重 量 測 定 か ら推 定 し た値 と2-3%の 誤 差 で よ く一 致 し た 。 用

い たFITCの 純 度 は 、 逆 相HPLCを 用 い た 複 数 条 件 下 で の 分 析 に よ る と 、95%以 上 で

あ っ た。ATPaseの 触 媒 部 位 量 は 、至 適 条 件 でATPま た はPiか ら形 成 さ れ る リ ン酸 化

酵 素(EP}の 量 か ら求 め た。TCAで リ ン酸 化 反 応 を 止 め 沈 澱 を 洗 浄 し た 後 、1%LDS、

0.1MLi、SOa,0.05MLiacetate(pH4.5)で 可 溶 化 し 、 上 記 の 方 法 で 高 速 ゲ ル濾 過 を行

な い 、 分 離レ たATPaseのEP量 を 測 定 した 。

〔結 果 と考 察 】200分 間FITCで ラベ ル したSRVを 高 速 ゲ ル 濾 過 し、280nmに

お け る吸 収 と485nmで 励 起 した 際 の525nmに お け るFITCの 蛍 光 を モ ニ タ ー した(図

1)。FITC結 合 量 は 溶 出 したATPase蛋 白 の ピ ー ク近 傍 で一 定 の 値 を 示 した 。FITC結

合 の 時 間 経 過 を 調 べ た(図2)。 結 合 量 は 高 速 ゲ ル 濾 過 に お け るATPase蛋 白 の ピ ー クで

の 値 を用 い た 。 反 応 開 始 後 、FITCは 速 や か に 結 合 し 、 結 合 量 は240分 で 最 大(8.61-

9.22nmol/mg)と な っ た 。 な お この 時 点 で 、 加 え た15ｵMFITCの う ち 約lluMが 未 反

応 の ま ま残 存 した 。240分 間FITCで ラ ベ ル したSRVか ら得 られ たATPase蛋 白 の ピ ー

ク 分 画 を 回 収 しsephadexG-50カ ラ ム でLDSを 除 い た 後 、1/1量 の ト リプ シ ン で

37'。C、1時 間 加 水 分 解 した 。 そ の 後 、540,000xg、5分 間 遠 心 して 得 られ た上 清 を 渥

過 す る こ と な しに 直 接 逆 相HPLCに か け 、 ペ ブ チ ドマ ッ プ を 得 た(図3)。 濾 過 操 作 を省

い た の は 、 濾 過 に 用 い る フ ィル ター にFITCや ベ ブ チ ドが 吸 着 す る の を避 け る た め で あ

る。FITCの 蛍 光 はpeaklとpeak2に 分 布 した 。 シ ー ク ェ ン シ ン ク の 結 果 、peak2

はMet-Phe-Val-X-Gly-Ala-Pro-Glu-Gly-Yal-11e。Asp-Arg(X:FTC-Lys-515)の ペ プ

チ ドで あ り、FITCはLys。515に 結 合 して い る こ とが 明 ら か とな っ た 。 一 方 、peakl

は ベ ブ チ ドで は な か っ た 。 こ れ らの 結 論 は ア ミ ノ 酸 分 析 の 結 果 と 一 致 し た 。 図3で

Peak2は 全FITC蛍 光 強度 の84.6瓢 で あ っ た 。 従 っ て 、Lys-515に 結 合 したFITC
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量 は7.29-7.80nmol/mgと な る 。 他 方 、ATPとPiか ら形 成 さ れ たEPの 量 は夫 々

4.31+0.39、4.56+0.27nmol/mgで あ っ た 。

FITC結 合 のATPに よ る 阻 害 を 、 反 応 時 間20分 で 調 べ た(図4)。ATP濃 度 を

30mMま で 上 げ る と全FITC結 合 量 は 約20瓢 に 減 少 した 。Peak2は30mMATPに よ っ

て 約7%に 減 少 し たが 、Peak1は 殆 ど変 化 し なか っ た 。

[結 論]以 上 の 結 果 は 、 本 実 験 で 分 離 した 筋 小 胞 体 に はCa2◆-ATPaselモ ル 当 た り

1モ ルのATP結 合 部 位(即 ちFITC結 合 部 位;Lys-515)が 存 在 す る こ と、 及 び そ の う

ち 半 数 がATPやPiに よ っ て リ ン酸 化 さ れ る こ とを 示 して い る 。`
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