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は し が き

筋 小胞 体Ca2+-ATPaseはATPの 加 水 分 解 に 共役 して 、Ca2+を 細 胞 質 か ら小胞体 内腔 へ 輸送 す
る。その触 媒 過程 で は、ATPの γ一リン酸基 がAsp351に 転 移 して リン酸 化 中間体 が形 成 し、

続 い てそ の 異性 化 と加 水 分解 が順 次起 こ る。本 研 究 で は 、触 媒 部 位 、 特 に リン酸 化 部位 近

傍 の構 造形 成 に 関与 す る残 基 を 同定 しそ の機 能 を明 らか に す る事 、 な らび に リン酸 化 中 間

体 の形 成 ・異 性 化 ・加 水 分解 に伴 う高 次構 造 変 化(特 に触 媒 部 位 を構 成 す る細胞 質3ド メ

イ ンの動 き)を 明 らか にす る事 に よ り、輸 送機 構 の 深 い理 解 を可 能 に す る事 を 目的 と した。
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研 究 成 果

本 研 究 で は、 部 位 特 異 的 変 異 、 蛋 白化 学 的 手 法、 酵 素 反 応速 度 論 的 解析 、 な らび に細 胞 分

子 生 物 学 的手 法 を 利 用 して 、 筋 小胞 体Ca2+-ATPaseの 構 造 と機 能 に つ い て 、 次 の よ う な成

果 を得 た 。

1・Asp351近 傍 のSHD(Cys344&Cys364)を 昂 エ チ ル マ レ イ ミ ド修 飾 す る と リ ン 酸 化 中 間

体(EP)の 異 性 化 が プ ロ ヅ ク さ れ る が 、 水 の 活 動 度 を 下 げ て 触 媒 部 位 か ら の 水 分 子

の 排 除 を促 進 す る と、SHD修 飾 酵 素 で もEPの 異 性 化 が 生 起 す る こ と を 発 見 し た 。 こ

れ に よ り、EPの 異 性 化 に 必 須 で あ る 触 媒 部 位 か ら の 水 分 子 排 除 にSHD領 域 は き わ め

て 重 要 で あ る こ と を 明 らか に し た 。

2.本 酵 素 の 細 胞 質 領 域 は3つ の ドメ イ ン(リ ン酸 化 一 、ATP結 合 一 、及 びA一 ドメ イ ン)

か ら な る 。 こ れ ま で 機 能 が 不 明 で あ っ たAド メ イ ン に つ い て の 部 位 特 異 的 変 異 に よ

り、 こ の ドメ イ ン 中 のArg198はEPの 迅 速 な 加 水 分 解 に 必 須 で あ り、 加 水 分 解 時 に は

リ ン酸 化 部 位 の ご く近 傍 に 位 置 す る こ と を 明 ら か に し た 。

3.Aド メイ ン中 のHis5と そ の近 傍 領 域 は 、EP加 水 分 解 時 に リン酸 化 部 位近 傍 に位 置 す

る こ と、 この 領 域 は 小 胞 体 に よ る品 質 管 理 に感 受性 が 高 く、 細 胞 内でCa2+-ATPase蛋

白が正 常 で 安 定 な 高 次構 造 を形 成 し発 現 す るた め に 必須 であ る こ とを、 部位 特 異 的変

異 と細 胞 内 に お け る蛋 白発 現 ・分 解 の解 析 に よ り、 明 らか に した。

4.Trypsin、proteinaseK、 及 びV8-proteaseに よ る 切 断 実 験 に よ り、EPの 異 性 化 に 伴 い

Ca2+-ATPaseは こ れ らproteasesに 対 し強 く抵 抗 性 の コ ンパ ク トな 構 造 とな る こ と、 こ の

構 造 は 細 胞 質 の3つ の ドメ イ ン が 集 ま っ た 構 造 で あ る こ と を 明 ら か に し、ATP加 水 分

解 過 程 で 細 胞 質 の3つ の ドメ イ ン が 大 き く動 く こ と を 明 ら か に し た 。

以 上 の成 果 は 、 以 下 に綴 じた論 文 と して、 国 際 誌 に掲 載 され た 。
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