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研究成果

平成18年 度

Ca2+結 合 量 測 定 法 の妥 当性 の検証 と精 度 の 向上

これ まで にCOS-1で 発 現 させ たSERCAlaに 結 合 したCa2+量 を測 定す る方 法 と して、

兜aを 結 合 させ 、 メ ンブ レン上 に トラ ップ したmicrosomeを 、ATPと 高 濃度Caの 入 っ

たwasher使 うこ とに よ り、す べ て のCa2+-ATPase分 子 をEIPCaに 変換 して 、結合 した

Ca2+を 酵 素 内 に 閉塞 させ っ っ 洗 うとい う方 法 を開発 した。 この方 法 に よ り、発 現 さ

せ たSERCAla変 異 体 を用 いた 、Ca2+結 合 の測 定 が 可能 とな り、Tyr122をAlaに 置換 し

た変 異 体(Y122A)に お いて 、通 常 蓄積 しないE2PCa中 間体 が蓄積 してい る ことが

示 唆 され た。 しか しな が ら、 この方 法 で測 定 した場 合 、 野生 型 で はATPか らEPを 形



成 させ 定 常状 態 に あ る ときのCa2+結 合 量 がElPよ りむ しろ低 い 目に で る傾 向 が あ っ

たた め、 そ の原 因 に つい て検 討 してみ た。

Rapidfiltrationsystem(RFS)を 用 い た測 定 で は 、野 生 型SERCAlaを 高濃 度Ca2+

存在 下でATPか らEP形 成 を行 っ た場合 、結 合 して い たCaは 直 ちに 閉塞 され 、安 定 に

保持 され るが、低 濃 度Ca存 在 下 で形成 したEPに 高濃 度Caを 添加 した場 合 で は 、高

濃度Ca2+存 在 下 で形 成 したEPよ りも速 いCa2+の 脱 離 が観 察 され た。 これ は 、Ca2+-ATP

aseの 触 媒 部位 のmetal結 合 部位 がCaに 置 換 され る速 度 が 、 比較 的 遅 い た め 、EIPCa

や 、E2PCaの トラ ップが 遅れ 、 結合 したCaと 内側 のCaと が 交換 してい るの もの と考

え られ る。 この結 果 は、 このCa2+結 合 量 測 定法 を用 い る場合 に、 中間体 の状 態 に よ

って は、Ca結 合 量 を低 め に見積 も る可 能性 を示 唆 して お り、wash時 間 の コ ン トロ
ール が 測定 精 度 向上 に不 可欠 で あ る こ とを示 して い る

。 ま た 、 この こ とか ら、EIP

CaやE2PCaに 結合 したCa量 は低 めに見 積 も られ る に 関わ らず 、 明 らか にEIP量 を上

回 るCa結 合 量 が あ る とい うこ とは 、E2PCaの 存 在 は よ り確 実 に な った とい え る。

E2PCaか らのCa放 出速 度 の見積 も り

E2PCaか らのCa放 出速 度 を見積 もるた め 、Y122Aの 代 わ りにL119Aを 用 い てCa

releaseの タイ ム コー ス を測 定 した ところ 、 このmutantでEIP-E2P転 換 よ り、Ca

放 出が 明 らか に遅 くな っ てい る こ とを示 す デ ー タが得 られ た。

平成19年 度

Tyr122Hydrophobic-cluster(Y122-HC)を 構 成 す る残 基 のCa2+放 出機 構 で の役 割

の解 析

Y122-HCを 構 成 す る各 残 基 をア ラニ ン に置 換 した 変 異体 を作成 し、定 常 状態 にお け

るE2P蓄 積 量のCa濃 度 依 存性 か ら、各 変 異 体 のE2PのLumen側Ca2+に 対 す る親 和性 を

見積 もった とこ ろ、110-330μMと い う値 が得 られ た。 また 野生 型 のE2Pに 関 して は

これ まで 、 このCa2+結 合 の親 和 性 は 直接 見 積 も る こ とが 出来 な か った が 、今 回は じ

めて 、E2Pへ のCa2+結 合 速度 とEIPか らのCa2・放 出速 度 か ら、 この親 和性 が1.nで あ

る と見積 もる こ とが で きた。 この 結果 は これ らの変 異 体 す べ て で、 内腔 向 き のCa2+

親和 性 が野 生 型 と比 較 して 高 くな って い る こ と を示 して お り、能 動 輸送 にお い て

重要 な、放 出側 で の リガ ン ドとの親 和 性 の低 下 を 引 き起 こす メカ ニ ズ ム にお い て

、Y122-HCが 非 常 に重 要 な役 割 を持 っ てい る こ とが示 され た。 次 に内腔 側 か らの

Ca2+結 合 速 度 を見積 も った とこ ろ、 どの変 異体 もほぼ 同 じ速 度 で あっ た が 、そ の速

度 は野 生型 と比較 して顕 著 に低 下 してい る こ とが示 され た。 この 結果 は変 異 体 に

おい て 内腔側 のCa2+ゲ ー トが十 分 にE2Pで も十分 に開 い て い な い こ と を示 唆 す る も

ので あ り、Y122-HCがCa2+親 和性 の低 下 だ けで は な く、 内腔 側 のCa2+ゲ ー トの 開放 に

も重 要 な役割 を持 つ こ とを示 して い る。

野生型Ca2+-ATPaseを 用 い た解 析
一連 の解 析 の 中で新 た に野 生型Ca2+ -ATPaseで もK+が 存 在 しない 条件 で は、E2P

のCa2+に 対す る性 質 がY122-HCを 非 常 に似 通 っ て い る こ とが 明 らか にな っ た。

Ca2+-ATPaseの 内腔側 へ のCa2+放 出機 構 にK+イ オ ンが 重要 な役割 を果 た して い る



とい う結果 は今 回初 めて 得 られ た もの で あ り、Ca2+-ATPaseに よ るCa2+輸 送 の分 子

機 構 を考 え る上 で 、非 常 重 要 な知 見 で あ る。


