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研究成果

平成16年 度

組み換 えタンパ ク発 現系の最適化

組み替えタンパク発現系の最適化のため、Adenovims、lipofection法 、

electroporation法を試みその結果 を比較 した。 その結果 どの方法を用いても、ミク

ロソームタンパク当たり2%以 上の発現量 を得 ることができたが、発現量が上昇

するにつれて、発現 したカルシウムポンプタンパク当た りのリン酸化中間体量は

低下 していく傾向にあった。 これは無理に発現量を増や した場合、活性を持たな

いタンパクが増加することを示 している。また定常的にSERCAIaを 発現す る組み

替 え細胞 も作成 したが、十分な発現量は得 られなかった。以上の結果、本実験で

はlipofection法 をもちいて一過 的に強制発現 させたSERCAlaを 用い解析 を行 うこ

とに した。

反応速度論的解析による、E2PCa中 間体 の存在 の実証

E2PCa中 間体 存 在 の 実証 のた め、今 まで の解 析 でE2PCaの 蓄積 が期 待 され る複 数

のSERCAIa変 異 体 を用 い て 、Ca2+存 在 下でATPを 加 えて リン酸化 させ 、定 常状 態

が成 り立 って い る時 点 でADP一 非感 受 性EP(E2P+E2PCa)の 量 を測 定 した。 そ の

結果ADP一 非感 受 性EPの 量 はWTで はCa2+濃 度 を変 化 させ て も変 わ らない が 、変

異 体 で はCa2+濃 度 を1-100μMの 間 で変化 させ る と、大 き く変 化 し、Ca2+濃 度 が低

くな る ほ どADP一 非感 受 性EPの 量 が増 え た。 この結 果 はADP一 非 感 受性EPの 中に

Caを 結合 してい る分 子 種(E2PCa)が 含 まれ てい る こ とを強 く示 唆 してお り、 そ

のCa2+親 和 性 は数 μMと 見積 も る こ とが で き た。

組 み換 え タ ンパ ク を用 い たCat+結 合 測 定

メ ンブ レン フィル ター 上 の45Caを 放射 活 性 をイ メー ジ ン グプ レー トを用 いて 計測

す る方 法 を検 討 した と ころ、 十分 にSERCAlaのCa2+結 合測 定 に適 用 可能 で あるが 、

メ ン ブ レンに よ る遮 蔽効 果 に留意 す る必要 が あ る こ とが 分 か った。

平 成17年 度

COS-1細 胞Microsome分 画 に発 現 したSERCAlaを 用 い たCa2+結 合 量測 定 法 の確 立

従 来COS-1細 胞 で発 現 させ たSERCAla(筋 小胞 体 カル シ ウムポ ンプ)を 用 い る測

定 系 で は 、発 現 量 の低 さ とバ ック グ ラ ウ ン ドの 高 さが問題 とな り、Ca2+-ATPase

へ のCa2+結 合 を直接 測 定 す る こ とは非 常 に 困難 で あ った。 今研 究 で、私 はwasher

の組成 を検 討 す る こ とに よ り、 メ ンブ レン フ ィル トレー シ ョン法 で、発 現 した

SERCAlaへ のCa2+結 合 を直接 測 定 す る方 法 を確 立 し、簡 便 、安全 にSERCAla変 異 体

の酵 素 学 的性 質 を よ り詳 細 に調 べ る こ とが 出来 る よ うにな った。

SERCAla変 異体 のE2P中 間体 に存在 す る、 内腔 向き 高親 和性Cat+結 合 部 、

今 まで の解 析 でE2Pの 蓄積 が期 待 され る変 異 体 を用 い て 、定 常状 態 でADP一 非感 受

性EP(E2P+E2PCa)の 量 を測 定 した。 そ の結果ADP一 非感 受 性EPの 量 はWTで は



Ca2+濃 度 を変化 させ て も変 わ らない が 、変 異 体 で はCa2+濃 度 に依 存 して 、大 き く変

化 し、Ca2+濃 度 が低 くな る ほ どADP一 非感 受 性EPの 量 が増 えた。 また このCa2+濃 度

依 存性 はpHに よ って大 き く変 化 し、pHが 高 い ほ ど、 高 いCa2+依 存性 を示 した。

これ か ら求 め た見 掛 け のCa2+親 和性 は 、pH7.3で 、150μM程 度 で あ り、 この結 果

は変 異体 のE2Pは 内腔 側 のCa2+に 対 して高 い親 和 性 を持 っ てい る こ とを示 して い

る。

E2PCa中 間 体 の検 出

SERCAlaをCa2+存 在 下 、ATPを 添加 して リン酸 化 し、 定常 状 態 で のElP量 とCa2+結

合 量 の比較 を行 っ た。 そ の結 果WTの 場合EIPの 比 率 と、Ca2+結 合 量 が完 全 に一 致

した のに対 し、変 異 体 で はEIPの 比 率 よ りCa2+の 結 合 量 の方 が多 か った。 この こ

とはSERCAlaの 反応 経 路 にCa2+を 結 合 したE2P中 間体(E2PCa)が 存在 す る こ とを

強 く示唆 して い る。


