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略語表

本論文において、 以下の略語を使用した。

ABC
AP
API

ATP
Azidopine

BCA
Boc

BSA
BTZ
CaM
CaMK
CBB
cDNA
CHAPS

CHO
Diazipine

DFP

DHP
DMF
DT
DTT
EDTA
EGTA
ELISA

EtOIH

FCA
FIA

GlcNAc

Hepes

HPLC
HRPO

Avidin　biotin　complex

Aikaline　phosphatase

A一一一t．一一一“一一一一一一一一一一一hromobacter　1／y！lls2usticus　protease　I

Adenosine　5’　一triphosphate

2一（4－Azidobenzoyl）aminoethyl　ethyl　2，6－didimethyl－4一

　（2－trifiuoromethyl）　phenyl－1，4－dihydropyridine－3，5－

dicarboxylate

Bicinchoninic　acid

t－trt．一Butoxylcarbonyl

Bovine　serum　albumin

Benzothiazepine

Calmodulin

Ca／calmodulin－dependent　kinase　II

Coomassie　brilliant　blue

Complementary　deoxyribonucleic　acid

3一［（3－Cholamidopropyl）dimethylammonio］一1－

propanesulfonic　acid

Chinese　hamster　ovary

2一［4一（1－Azi－2，2，2－nifluoroethyl）benzoyl］amino

ethylethyl　2，6－dimethyl－4一（2－trifiuoromethyl）

phenyl－1，4－dihydropyridine－3，5－dicarboxylate

Diisopropyl　fiuorophosphate

1，4－Dihydropyridine

N，N－Dimetylkformamide

Digitonin－Tris

Dithiothreitol

［Ethyleneglycol－bis一（2－amino－ethylester）］tetraacetic　acid

［Ethylenebis（oxyethylenenitrilo）］tetraacetic　aci　d

Enzyme－linked　immunosorbent　assay

Ethanol

Freund’s　complete　adj　uvant

Freund’s　incomplete　adj　uvant

N－Acetyl－D－glucosamine

4一（2－Hydroxyethyl）一1－piperidineethanesulfonic　aci　d

High　performance　liquid　chromatography

Horseradish　peroxidase
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IgG

IP

IPi

NEM
M　BS

PAA
PAGE
PBS

PC

PE

PEG

PKA
PKC
PKG
PMSF
PN200－110

PMSF
PS

PVDF
RR
SDS

’TBS

’lrFA

TPCK
Tri　s

Tricine

T－tublues

V8

WGA

Immunoglobulin　G

Imaging　plate

　D一工墜≧一lnositol　1，4，5－trisphosphate

N－Ethylmaleimide

Iu－Maleimidobenzoic　acid　N－hydroxysuccinimide　ester

Phenylalkylamine

Polyacrylamide　gel　electrophoresis

Phosphate　buffer　saline

L－oc－Phosphatidylcholine　，

Phophatidylethanolamine

Polyethylene　glycol

cAMP－dependent　protein　kinase

Protein　kinase　C

cGMP－dependent　protein　kinase

Phenylmethylsulfonyl　fluoride

Isopropyl　methyl　4一（2，1，3－benzoxadiazol－4－yl）一2，6－

dimethyl－1，4－dihydropyridine－3，5－dicarboxylate

Phenylmethylsulfonyl　fluoride

　Phosphatidylserine

Polyvinylidene　difiuoride

Ruthenium　Red

Sodium　dodecylsulfate

Tri　s－buffered　saline

Tri　fluoroacetic　acid

N－Tosy1一レphenylalanyl　chloromethyl　ketone

Tris（hydroxymethyl）aminomethane

N一［2－Hydroxy－1，1－bis（hydroxymetyl）ethyl］glycine

Transverse　tubules

SL2ta！al；1nyos｝gg2yEh　lococcus　a！t2：g！i！Ereus　V8

Wlieat　germ　agglutinin
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序

　心臓は生まれてから死ぬまでたゆまず収縮・弛緩を続ける臓器である。

心筋の収縮弛緩は、生体内情報伝達物質であるCa2“の周期的動員除去によっ

ている。このCa2今の動員では、形質膜の脱分極が起こってから細胞内Ca　2“

ストア筋小胞体よりCa　2“が放出されるまでの間が主要な経路である。この過

程で重要な役割を果たしている分子が形質膜の電位依存性Caチャンネルと筋

小胞体のCa誘発性Ca放出チャンネル（＝リアノジン受容体）である。この

二つの分子のカップリング様式は、心筋と骨格筋ではいくっかの点で異なって

いる。骨格筋ではCaチャンネルとリアノジン受容体は、直接カップルしてお

り、前者は電位センサー（49）として働き後者に刺激を伝搬させる。一方、心筋

では、形質膜が脱分極することによってCaチャンネルを介した細胞外Ca　2＋

の流入がまず起こる。このCa2＋がりアノジン受容体を刺激し、筋小胞体から

のCa2千放出が起きる（67）。したがって、心筋ではCa2＋そのものがCa　2＋放

出のトリガーとなる点で骨格筋と異なっている。

Voltage　Dependent　Ca　Channel SL
CaP

　PCaP
　　SR
Ca　2＋

c・・2＋ ba2＋■ゆ◎⑨醜酬⑥n

Ca@lnﾚ。＆3i譜織結，nnel

ノノ

図1、心筋細胞でのCa　2“動員と除去

　細胞内Ca2＋動員は、形質膜Caチャンネルを介するCa2→流入が

引金となって、リアノジン受容体を開口させ筋小胞体から大きなCa　2＋

放出が起こることによる。

　一方、細胞内Ca　2“の除去は、筋小胞体と形質膜のCa2寺ポンプに

よって速やかに行われる。

SL；形質膜、　SR；筋小胞体、　CaP；Caポンプ、　PL；ホスホランバン

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　倉
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　電位依存性Caチャンネルは、心筋や骨格筋以外の興奮性細胞にも広く存在

し、細胞応答に重要な役割を果たしている。電気生理学的、薬理学的性質の違

いから区別され、少なくともL，N，T，P型の4っに分類されている（1，2，3）。

このうち筋収縮に重要な役割を担うL型チャンネルの研究は、特異的アンタゴ

ニストがあることから最も進んでいる。骨格筋Caチャンネルの分子構造は生

化学的研究によりα1（155－200kDa），α2（130－150　kDa），β（52－65　kDa），γ

（30－35kDa），δ（30－35　kDa）の5っのサブユニヅトから構成されていると考え

られている（3，4）。cDNAクローニングにより骨格筋では、全てのサブユニットに

ついてその一次構造が明らかとなった（5，6，7，8）。α1サブユニットはCaアン

タゴニストの受容体であり、Ca2＋透過口を形成している主要なコンポーネン

トである。一次構造上四っの繰り返し構造（リピート1－IV）があり、それぞ

れαヘリックス構造をとると考えられる6っの膜貫通領域（S1－S6）を有する。

アミノおよびカルボキシ末端は、膜の細胞質側に存在すると推定されている。

一方、α2は糖タンパク質で、ジスルフィド結合を介しδと複合体を形成して

いる。遺伝子工学的研究により、α1サブユニットと骨格筋のα2、β、γを

ともに発現させるとチャンネル機能が変化することもわかってきた（37，38，39）。

骨格筋以外の組織のCaチャンネルの分子構造については、α1サブユニット

の一次構造が、骨格筋チャンネルをブロー・ブにして心筋、平滑筋、脳、膵臓β

細胞でも決定された（9・一15）。しかし、他のサブユニットを含めた全体の分子構

造はほとんどわかっていない。

　循環器疾患の治療薬として臨床上、高い頻度で使用されているCa拮抗薬は

1，4－dihydropyridine（DHP）、　phenyユaユkyla面ine（PAA）、　benzethiazepine

（BTZ）の3っに大きく分けられるが、いずれもα1サブユニットに結合しチャ

ンネル活性を制御する。これら薬物の結合部位について光アフィニティラベル

法によって検索が進められ、骨格筋チャンネルでPAA（44）とDHP（45，46）の

結合部位が同定された。しかしながら、これら薬物の標的組織は心筋であるこ

とやDHPの場合、骨格筋に比べ心筋のほうが結合親和性が高いことなどから、

心筋チャンネルの薬物結合部位の同定は、基礎的理解を深めるためにも、より

優れた薬物の開発を目指す上からも重要な課題である。

　心筋や骨格筋にβアドレナリン作働薬を作用させると、アデニル酸シクラー

ゼが活性化されてcAMPレベルが上昇しCa　2＋電流が増大する（22，23）。細胞

内にcAMP依存性プロティンキナv一．ゼ（PKA）の触媒サブユニットを注入

と、Ca　2＋電流が増大することが知られている。逆にPKA阻害剤やホスファ

ターゼを注入すると、cAMPの作用が抑制される。このことから、心筋およ

び骨格筋Caチャンネルの機能調節には、　PKAによるリン酸化反応が関与し

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ
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ていると考えられる。骨格筋チャンネルの場合には、精製チャンネルをPKA

で処理すると、リン酸基の導入とチャンネル機能の活性化が観察されているが

（41，42，43）、心筋ではリン酸化される基質タンパク質が見つかっておらず、そ

の活性化機構については不明である。

　Ca2＋動員を担うもう一つの分子である筋小胞体Ca誘発性Ca放出チャン

ネルは、近年植物アルカロイド、ryanodineの受容体として骨格筋（52，53，54）と

心筋（55．56．57）から精製され、cDNAクロニーグによって一次構造も明らかとな

った（78，79）。Ca2＋放出活性は、，u　HオーダーのCa2＋やmMオーダーのATP

によって促進されるが、mMオーダーのM　g　2＋、μHオーダーのルテニウムレッド

（RR）やカルモジュリン（CaM）によって抑制される。これら活性調節因

子による機能制御機構や機能部位についての研究は、電位依存性Caチャンネ

ルの場合に比べかなり遅れている。心筋細胞では、βアドレナリン刺激により

筋収縮速度と張力の増大および弛緩速度の促進が観察される。このβアドレナ

リン刺激の効果は、細胞内Ca2＋濃度の増減速度の促進と細胞内Ca　2’　ne度が

上昇し、細胞内Ca2＋トランジェントが変化したことで説明される。心筋リア

ノジン受容体は、実際にPKAでリン酸化されることが知られているが（60，61

，62）、Caチャンネル活性がどう変化するかについては不明である。

　本研究において筆者は、心筋におけるCa2働員に主要な役割を果たしてい

る二つの分子；形質膜Caチャンネルと筋彫胞体Ca放出チャンネルについて、

その分子構造と機能構造部位について調べた。その概要を以下に記し、この順

番で述べる。

　第1章では、心筋電位依存性Caチャンネルのサブユニット構成を調べ、そ

の分子性状を明らかにした。cAMP依存性プロティンキナーゼ（PKA）の

基質となるか否かも調べた。

　第II章では、代表的Ca拮抗薬1，4－dihydropyridineの結合部位を光アフィニ

ティーラベル法によって同定し、骨格筋チャンネルやDHP非感受性チャンネ

ルと比較し、DH：P結合様式と結合部位構造について考察を加えた。

　第III章では、精製したリアノジン受容体をリポソー一一．ムに組み込んだ再構成実

験系を確立し、これを用いてリン酸化による機能変化を調べた。その結果、カ

ルモジュリンキナーゼ（CaMK）のみならずPK．AによってもCa2＋放出能

が変化することを見いだした。

　第IV章では第IH童をうけ、リアノジン受容体の両キナー・一ゼによってリン酸化

される部位の同定を行い、それらがチャンネル機能発現に重要であると考えら

れる部位の近傍に位置することを明らかにした。

一7一

　　　　ロ　ロ
灘醗1撒灘嚢

　箏、

・難灘　・灘雛　・・肇灘

　　　　　　騨・・騨翻．』

雛　　　 灘



．．題、

第1章　心筋Caチャンネルの構造と分子性状（90）

　興奮性細胞において電位依存性Caチャンネルは、多くの細胞応答を引き起

こす上で重要な役割を担っている。電位依存性Caチャンネルは電気生理学的

および薬理学的特性から、少なくともL，T，　N，　P型と名づけられた4種の

タイプに区別されている（1，2，3）。このうちL型チャンネルは、Ca拮抗薬1，4

－dihydropyridine（DHP）が結合することから、この結合活性を指標に研究が進み、

骨格筋において精製がなされα1，α2，β，γ，δの5っのサブユニットから構成

されていることがわかった（図2）。　近年、遺伝子工学的手法により、α1をはじ

めとしてすべてのサブユニットの一次構造が決定された（5，6，7，8）。また骨格筋

のcDNAをプローブを用いて、心筋（9），平滑筋（10），脳（11，12，13，14），膵臓β

細胞（15）のα1サブユニットについても次々と明らかとなった。しかし、骨格筋

以外の組織のチャンネルタンパク分子については、いくつかのグループによっ

て精製が試みられているが未だ十分でなく、したがって、そのサブユニット構

成を明確に示したという例はない（16，17，18）。免疫学的検索により心筋や脳に

おいてもα2サブユニットが存在するといった報告（19，20）があるにすぎない。

　電気生理学的研究により、心筋細胞内にcAMP依存性プロティンキナーゼ

（PKA）の触媒サブユニットを注入すると、　L型Ca2←電流が著明に増大すること

が観察されている（22，23）。このCaチャンネル活性化機構の一つとして、　Ca

チャンネルタンパク質がPKAにより直接リン酸化されることによる可能性が

あげられている。しかし、Caチャンネルタンパク分子が不明であるため、実

際PKAによってリン酸化を受けるのかについて明確に示した例はない。

　本研究において、筆者はまず、特異的にCaチャンネル複合体を免疫沈降し

うる2っの抗体とD：HP誘導体による光アフィニティラベルによって心筋Ca

チャンネルの構成コンポーネントを明らかにした。続いて、このCaチャンネ

ルコンボーーネントがPKAによってリン酸化をうけるかどうかについて調べ、

骨格筋Caチャンネルにはみられない、いくつかの興味ある知見を得た。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　outside
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1－1　実験材料と実験方法

1－1－1実験材料

　本章で用いた実験材料とその入手先は次の通りである。

（＋）［3HIPN200－110　（86　Ci／mmol）

［y－32P］ATP　（3，000　Ci／mmol）

［i251］Bolton－Hunter　reagent

　　　　　　（4，400　Ci／田皿01）

［3HIDiazipine　（21　Ci／mmo1）

（　±　）PN200－110

HCC－1（ハイブリドーマ上清）

［i2511Protein　A　（57．7　mCi／mmol）

ウサギ抗マウスlgG

ヤギ抗マウスlgG－Sepharose　CL－4B

Protein　A－Sepharose　CL一一4B

Catalytic　subunit　of　PKA

Heparin一一agarose　（Type　ll）

Digitonin（生化学用）

GユcNAc

DTT

NEM

ブタ心臓

騨GA－Sepharose　4B

SDS－PAGE高分子量マーカー

（NEN）

（NEN）

（NEN）

当研究室において文献（48）にしたが

い合成した

Sandoz社から恵与された

新潟大学学研、阿部輝雄助教授から

恵与された

（1CN）

（Cappel）

（Cappel）

（Pharmacia）

（Sigma）

（Sigma）

（和光純薬）

（Nacalai　Tesque）

（Boehringr　Mannheim　Biochemica）

（東京化成）

（ホクレン，江別市角山）

W　GA（Sigma）を2mg／m1のタンパク濃度

でTresyl－Sepharose　4Bに結合させた

（Bio－Rad）

1－1－2　実験方法（文献（90）を参照）

（1）ブタ心筋形質膜の調製

　ブタ心臓は屠殺場より氷詰めにして持ち帰った。左心室筋から脂肪と結合組

織を除き、細かくきざみ、そのまますぐ調製に用いるか、または液体窒素で凍

結し、一80℃に保存した。

　形質膜を多く含む膜画分の調製は、Jonesの方法（24）を多少改変して行った。
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すべての操作は、4℃で行った。改変した点は以下の3点である。　1っ目は、調

製操作中のタンパク質分解を防ぐために、すべてのbufferにタンパク質分解阻

害薬（0．1mM　PMSF　O．1mM　benzamidine，1μ9／ml　leupeptin／pepstatin　A

／soybean　trypsin　inhibitor（STI））を添加した。第2に、ホモジナイズー遠

心を繰り返した後の沈査をMedium　llで再懸濁し、ポリトロンホモジナイズー遠

心で上清を得る操作を2回繰り返した（原法では1回）。この操作を繰り返す

ことで膜子分の結合活性，タンパク量の回収率はともに50％増大した。第3は、

ショ糖密度勾配遠心で得られる膜画分を懸濁するbufferを、0．25　M　sucrose，

10mM　L－histidineから0．25　M　sucrose，25　mM　Tris－HC1（pH　7．2）に代えた。

　次に調製法の一例を示す。4個分のブタ心臓を細かくきざみ（5409），909ず

つ6等分した。各々に270m1のMedium　I（0．8　M　NaCl，10　mM　L－histidine）を加

え、ポリトロンPTA－36／2で肉片が部分的に残る程度の弱いホモジナイズをした

（ダイアルセット　5，5秒間）。ホモジネートを日立RPR9－2ローター8，300　r叩，

20分間遠心して沈査を得、これにMedium工を同量加え再懸濁して同じように遠

心を行った。さらにMedium　II（10　mH　NaHCO3，5mM　L－histidine）で再懸濁し、

同じ操作を繰り返しbuffer交換した。得られた沈査にHedium　IIを270　ml加え、

ポリトロンPTA－36／2で強いホモジナイズを行った（ダイアルセット6，30秒間、

3回）。このホモジネートを日立RPR9－2ローターで8，300　rpm，20分間遠心した。

上清は4層のガーゼを通してビーカーに回収し（上清①）、一方の沈丁は再度、

Nedium　IIを250　m1ずつ加え、再懸濁した後、強いホモジナイズを行い、同様に

遠心操作をした。これで得られた上清②を上清①と一緒にし、日立RP42ロー一．タ

ーで30，000rpm，20分間遠心して沈査を得た（粗ミクロソーム画分）。これを

ガラステフロンホモジナイザーを用いて、1．O　M　sucrose，　SDG－buffer（0．1　M

Tris－HC1，50　mM　sodium　pyrophosphate，0．3　M　KC1（pH　7．2））200　m1に再懸濁

した。この懸濁液（16ml）の上層に、0．6　M　Sucrose，　SDG－buffer（24　m1）と

0．25Msucrose，　SDG－buffer（16　m1）を重層し、日立RP42ローターで36，000

rpm，2．5時間、非連続ショ糖密度勾配遠心分画を行った。遠心終了後、0．25　M

と0．6Msucroseの白い界面を回収し、　Medium　Iで3倍希釈して105，000　X　g。、、

1時間遠心した。この沈査を0．25Msucrose，25　mH　Tris－HC1（pH　7、4）で再懸濁

した後、小分けして液体窒素で凍結し、使用するまで一80℃で保存した。約540

gの左心室筋から膜タンパク質量として約80－130mgの形質膜が得られた。

（2）（＋）［3H】PN200一一110ブレラベル心筋Caチャンネルの可溶化

　形質膜画分（100mg，150　pmo1）を25mlの結合buffer（2mM　CaC12，50　mM

Tris－HC1（pH　7．4））中、10　nM（＋）〔3　Hj　PN200　・一　110と37℃，1時間インキュベート
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して、ブレラベルした。氷上で4℃にした後、結合buffer　15　ml，2。OHNaC1

20m1，4Z（w／v）digitonin　20　m1を順次加え、可溶化した（総容量80　ml，タン

パク濃度・1．25mg／m1，界面活性剤／タンパク質の重量比・8，　digitoninの

終濃度・1％）。40分間，氷中に静置後、105，000×9　ni、x，45分間遠心して上清

を得、メンブランフィルター（アクロディスク0．22μm，Gelman）を通し、こ

れをdigitonin一抽出画分（80　m1）とした。

（3）四段階精製

　Digitonin一抽出三分を0．5　M　NaC1，　DT－buffer（0．1％digitonin，1mM　CaClu

，25mM　Tris－HCI（pH　7．4））であらかじめ平衡化しておいたWGA－Sepharose　4B

（20ml　ge1）にかけた。1時間循環させた後、ゲルを0．5　M　NaC1，　DT－buffer　50

m1、続いて0．1　H　NaCl，　DT　・一　buffer　70　m1で洗った。溶出は、6X　GlcNAc，0．1

MNaC1，　DT－bufferで行い、2mlずつ分画した。各画分の（＋）〔3H］PN200－110結合

活性測定を行い、活性画工ピークを集めた（WGA一回分、20皿1）。次に、　これを

0．1MNaC1，　DT－bufferで平衡化したHeparin－agarose（1m1）にかけて、30分

間循環させた。0．1MNaC1，　DT－buffer　10　mlで洗った後、0．1－0．5　H　NaC1の直

線濃度勾配（5ml－5皿1）で溶出させた。この活性画分を1st　Heparin一画分と

した。続いて、1st　Heparin一回分（3m1）を5－207，の直線濃度勾配のsucrose，

0．1MNaC1，　DT－bufferの上層にのせて、日立RP50VFバーテイカルローターで

50，000rpm，1．5時間遠心した。遠心終了後、チューブ上層から2m1ずつAuto－

matic　liquid　charger（アドバンティック）を用いて分画した。放射活性測定を

し、その放射活性ピNP一．ク画分（8　m1）をSDG一画分とした。これを再度、　Heparin－

agaroseにかけ精製・濃縮を行った。この場合、0．5　M　NaCl，　DT－bufferによる

バッチ法で溶出を行い、0．5m1ずつ分取した。この2nd　Heparin一回分（1．8　ml）

を心筋精製標品とした。

　骨格筋Caチャンネルの精製はCurtisとCattera1の方法（89）で行った。

（4）光アフィニティラベル

　上記の（2）のように（＋）［3H】PN200－110と同じ条件で［3Hjdiazipineを用いて形

質膜画分にプレラベルした。これを1％digitoninで可溶化し、　WGA－Sepharoseで

精製した。”GA一画分（12　m1）をプラスティックディシュ2枚に移し、氷上に静置

し、距離5cm，　Panasonic　20W　Blue　Black　la叩で20分間光照射した。この後、

Heparin－agarose（1　ml）にかけ、0．5　M　NaC1で溶出を行い、精製・濃縮した。さ

らに、Centricon－100（Amicon）を用い濃縮した。標品は5－20％ポリアクリルア

ミド濃度勾配ゲルを用いたSDS－PAGEを行い、　CBB染色した後に、ゲルスライス法
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によってラベルタンパク質を検出した。ゲルスライス法について簡単に記す。

ゲルを各泳動レーン毎に3mm幅でスライスし、ゲル片をガラスバイアルに移し

たのち、30％H202を750μ1加え、80℃で約16時間インキュベートすることで溶

解した。これにACSIIを9m1加え、2時間放置後、液体シンチレーションカウン

ターで放射活性を測定した。

（5）抗体の調製

　抗P5抗体はII－1－2一（1）に示した方法で作成した。この章の実験には抗血清か

らprotein　A－Sepharoseによって精製したlgG画分を用いた。

　単クローーン抗体MCC－1は、　Hayakawaらにより調製されたハイブリーマの培養上

清（21）を用いた。

（6）イムノブロツト

　ブタ心筋およびウサギ骨格筋精製標品を4　’一　12　7。ゲルを用いたSDS－PAGEを行った。

SDS－PAGE後、　Nova　Blot（LKB－Pharmacia）を用いてPVDF膜（Millipore）に定電流，

0．4mA／cm2，12時間，4℃で電気泳動プロットした。転写した膜を室温、30分間

2％ski田milk，　TBS（10　mM　Tris－HC1（pH　7．4），150　mM　NaC1）でブロッキング

し、TBS－Tween（0．端Tween　20，　T　BS）で5分間，3回よく洗った。次にPVDF膜と

抗P5抗体（1μNIgG）またはHCC－1（ハイブリドーマ上清）をパラフィルム上で室

温、2時間反応させた。反応後、PVDF膜をTBS－Tweenで5分間，3回洗い、続いてパ

ラフィルム上で［i2511protein　A（7．O　X　105　cpm／m1），　TBS－Tweenと室温，30分間

反応させた。この後、3回以上膜を洗い、風乾してからFuji　New　RX　Filmと密着

させて一80℃で2日間、露出し、オートラジオグラフィ…一一を行った。バンドの定

量はQuick　Scan（ヘレナ）で行った。なお、　MCC－1の場合は、［i251】protein　A

を反応させる前にウサギ抗マウスlgG（1／2000希釈）と1時間反応させてから行っ

た。

（7）・心筋精製標品のt251標識

　心筋精製標品（5pmo1のDHP結合部位を含む）を0．1Mborate－NaOH（pH　8、4）

に透析後、Centricon－100で濃縮した。濃縮溶液60μ1を［i2511Bolton－Hunter

reagent（250μCi）と4℃，1．5時間ゆっくり回転混和させて反応させた（Bolton

－Hunter　reagentは窒素ガスを吹き付け、溶媒（benzene）を完全に除いてから用

いた）。反応停止は1MTris－HC1（pH　8．0）を5μ1加え、氷中で30分間、インキ

ュベートして行った。次に、この反応溶液を0．1MNaC1，　DT－bufferで平衡化し

たSephadex　G一　25（11珊1）にかけて、標識タンパク質と試薬を分離：した。溶出
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画分の放射活性をガンマーカウンターで測定し、最初に溶出されてくる放射活

性画分（1251一標識タンパク質画分（2．7×10scPm’，4．2m1））を集め、小分け

した後、液体窒素で凍結し、使用するまで一80℃に保存した。

（8）放射標識Caチャンネルの免疫沈降

　抗P5抗体の場合は4倍量の抗血清をprotein　A－Sepharose　CL－4Bと、　MCC－1の場

合は等量の培養上清をヤギ抗マウスlgG－Sepharose　4Bと4℃，2時間インキュペーー

トした。それぞれゲルを氷冷したTBSで洗い、抗体ビーズとした。

　抗体ビーズ（約50－80μ1）を1251一標識標品（50μ1）又は32P一リン酸化標

品（200μ1）とエッペンドルフチューブ（1．5ml容）中、4℃，3時間おだやか

に回転混和して反応させた後、1m1の0．27。　digitonin，　TBSで6回洗った。沈降

した放射活性標識タンパク質の検出は、ビーズからSDS－sampling　bufferで沈降

物を抽出した後、SDS－PAGEにかけ、オートラジオグラフィによって検出した。

ビーズからの抽出は2倍濃度のSDS－sa叩1ing　bufferを加え、60℃，10分間加温し

てから行った。

　［3HIPN200－110結合Caチャンネルの免疫沈降は各種濃度のlgGをprotein　A－

Sepharoseとインキュベートして抗体ビーズを作製し、これと心筋精製標品を反

応させた。ビーズを直接バイアル瓶に移し、ACS　IIを加えて液体シンチレーシ

ョンカウンターで放射活性を測定した。

（9）PKAによるリン酸化実験

　精製Caチャンネル標品（1μ9）を80μ1の反応溶液（TBS（pH　7．4），0．05％

digitonin，　10　mM　NgC12，　1　mM　EGTA，　20　mH　NaF，　catalytic　subunit　of　PKA

（20units），10μM［γ一32plATP（28　Ci／mmo1））中、30℃，30分間リン酸化した。

反応はATP添加で開始し、20μ1の200，u　M　EDTA，0．2％digitonin，　TBSを加え

て停止した。

　形質置型分（1mg）は150μ1の反応溶液（TBS（pH　7．4），10　mM　MgC12，1mH

EGTA，　20　mM　NaF，　50　，uM　［｝t　一32P］ATP（9　Cilmmol），　catalytic　subunit　of

PKA（500　units））中、30℃，10分間、　リン酸化を行った。反応停止は100μ1の

100mM　EDTA，100　mM　NaFと100μ1の170　mM　Tris－HC1（pH　7．4）を加えて行った。

免疫沈降実験には、これを1－1－2一（2）に記した様に可溶化してから用いた（可溶

化上清は800μ1）。

（10）結合活性測定

（＋）［3H］　PN200－110は光分解しやすいため、実験は黄色の蛍光灯下で行った。
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　膜画分の結合活性測定は、GlossmannとFerryの方法（26）によって行った。膜

画分（10～50μ9）を100μ1の結合buffer（2mM　CaC12，50　mM　Tris一・HC1（pH

7．4））中、各種濃度の（＋）［3H］PN200－110（86　Ci／mmo1）とともに30℃，40分間イン

キュベートした。3m1の氷冷したTBSを加え反応を停止した後、直ちにBrandel

H－24を用いて急速濾過を行い、ガラスフィルター（Whatman　GF／C）に膜片をト

ラップした。ガラスフィルターは3m1のTBSで3回，すばやく洗った後、バイアル

瓶に移した。0．IZ　Triton　X－1001m1を加え1～2時間インキュベートして膜片

を可溶化後、ACS　II（Amersham）を9　m1加え液体シンチレーションカウンターで

放射活性を測定した。非特異的結合は、10μMPN200一ユ10存在下で同様の結合

活性測定を行い求めた。

　可溶化後の結合活性測定は、Takiら（27）にしたがい遠心ゲル濾過法で行った。

（11）タンパク質定量

　膜画分は、Smithらの方法（28）にしたがいBCAタンパク質定量キット（Pierce）

を用いて行った。膜画引を0．5NNaOHで可溶化した後、アッセイ溶液を加えた。

　可溶化標品は、Bradfordの方法（29）にしたがいprotein　assay　dye　concen－

trate（Bio－Rad）を用いて行った。

（　1　3　）　SDS－PAGE

Laemmliの系（30）を用いて行った。　Sampling　bufferは非還元条件下用に20．　mM

N別、還元条件下用に20mH　DTTを含んだ2Z　SDS，8mM　EDTA，4Z　sucrose，20

mM　Tris－HC1（pH　7．6）を用いた。

　分子量マーカーはhigh　molecular　weight　protein　standard（Bio－Rad）を用

いた。
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第1章　実験結果

1－2－1ブタ心筋Caチャンネルの四段階精製
　ブタ心筋形質膜画分を出発材料とし、1，4－dihydropyridine誘導体（＋）［3H］PN

200－110の結合活性を指標に心筋Caチャンネルの精製を行った。ブタ心筋形質

膜画分は（＋）［3HIPN200・一110の結合飽和実験から1っの高親和性DH：P結合部位

を持っていた（Kd・0．1　nM，　Bmax・1．5　pmo1／mg）。心筋のDHP結合活性は

可溶化後では失われてしまうことから、あらかじめ膜標品をプレラベルしてか

ら可溶化した。こうして得られるDHP受容体複合体は、4℃では可溶化後も

安定であり、その解離半減期は約10時間であると報告されている（16）。

　1％Digitoninで可溶化すると、タンパク質として41露、受容体活性として27Z

が形質膜から抽出された。可溶化抽出後、Table　1に示すように、小麦胚芽レ

クチン（WGA）。Sepharose，　Heparin－agarose，ショ糖密度勾配遠心法，　Heparin－

agaroseの四段階法によって精製した。この方法によって、比活性は約230倍、

上昇した。最終精製亀卜である2nd　Heparin－agarose溶出画分の純度は、完全精

製したとき得られる理論的最大比活性2，700pmo1／mgから計算すると、約13Zで

あった（理論的最大比活性は心筋Caチャンネル複合体の分子量370　kDa（32）か

ら求められた。）。ただし、この純度は精製中、受容体から解離するリガンド

量については考慮していない。

Table　1、ブタ心筋Caチャンネルの精製
　ブタ心筋形質膜を10nH（＋）〔3HIPN200－110でプレラベルしてから可溶化した。

各値は平均値±S．D．（n・3）
精製操作中のリガンドの解離は補正していない。

Purification　step
，詣ceμo砿　幣in　S鴨デ謝 Purification

　fold

Saroolemmal　membrane

Digitonin　extract

WGASepharose

Heparin　agarose（1sO

Sucrose　gradient

Heparin　agarose（2nd）

150　100　100

40．9　27．3　41．3

36．7　24．5　4．8

22．4　14．9　O．545

14．1　9．4

8．7　5．8

O．051

O．026

　1．5土O．1

　1．3土0．1

11．1　±3．1

49，8＋42

251．0＋54．4

345．2　＋　69．1

09

7．4

332

1673

230．1

．
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　次にいくつかの精製段階の標品について、その中に含まれるポリペプチド鎖

をSDS－PAGEにかけた後、銀染色を行い分析した（図3）。比較のためウサギ骨格

筋Caチャンネルも示した。最終精製標品には、270　kDa，190　kDa，150　kDa，

100kDaのバンドと50　kDa以下の多数のバンドが検出された。この中で270　kDa

190kDa，150　kDa以下のいくつかのバンドは、段階が進むにしたがいenrichさ

れてきた。DTT処理による還元条件下では270　kDaが消失し、数本の低分子バン

ドの染色が強調された。

　骨格筋の精製芦品では、α1（170kDa），α2（150　kDa），β（55　kDa），γ（35

kDa），δ（30　kDaと25　kDa）の5っのサフ’ユニットが検出された。しかし、心筋

にはα1（170kDa）に対応する領域にはバンドは検出されなかった。

Origin　一

PorC薩ne
Cardiac

　　　　一

Rabblt
Skeletal

飼g噂一r・a1

　　　一　ah

引←幡一fi
・i’

@s　ざ

／ノ　♪ダ　5亀K　ヲ：8

図3、SDS－PAGEによる精製Ca
チャンネルのポリペプチド解析

　標品は20mM　NEM（非還元条件、

奇数のレーン）または20mM　DTT
（還元条件下、偶数レーン）で処

理し、5－15％ポリアクリルアミド

ゲルを用いて電気泳動後、銀染
色を行いタンパク質バンドを検
出した。

ブタ心筋形質膜（3Pt・g，1ane　1と2）
1st　Heparin一画分（1．5、μg，　lane　3と4）

2nd　Heparin一画分（0．5μg，1ane　5と6）

骨格筋精製標品（0．5μg，1ane　7と8）

各1aneの奇数ti：非還元条件下、

偽計は還元条件下で泳動した。

1－2－2　1，4－Dihydropyridine結合タンパク分子

　骨格筋Caチャンネルでは、　Ca拮抗薬DHPはα1サブユニットに結合する

ことが知られている（1，2，3）。心筋CaチャンネルのDHP結合タンパク分子

（α1と仮称する）を同定するために、光反応性DHP誘導体［3Hjdiazipineでプ

レラベルした心筋精製標品を用いて、光アフィニティラベル実験を行った。光

ラベルされたタンパク質分子の検出は、SDS－PAGE後ゲルをスライスし放射活性

を測定することで行った。　図4に示すように還元条件下では、190kDaの単一の

放射活性ピークとして検出された。非還元条件下では、190kDa以外に270　kDa

にも放射活性ピークが観察された。この～270kDaの成分は特異的に光ラペルさ

れる量の約15～20％を占めていた。これらのことより、心筋DHP受容体（α1）

は190kDa分子であり、これに光ラベルされない小さな分子がジスルフィド結合

一16一
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した分子種（～270kDa）が15～20Z存在することが分かった。この心筋でラベ

ルされる分子（190kDa）は、骨格筋でラベルされるα1サブユニット170　kDaに

比べ明らかに分子量が少し大きい。
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40

図4、［3HIDiazipineによる心筋Caチャンネルの光アフィニティラベル
　［3Hl　Diazipineでブレラベルし、　WGA・一Sepharoseで精製したCaチャンネル標品
を実験項（1－1一一2一（4））に記したように光ラベルした。

　光照射後のサンプル（15μ9）を非還元条件（●）または還元処理（O）を行
った後、5－1硯ポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動した。SDS－PAGE後、ゲル

をCBB染色して各レーンを確認し、3mm幅で切った。ゲル片はH202で溶かした後、
液体シンチレーションカウンターで放射活性を測定した。非還元条件下では分子
量270kDaと190　kDa（↑）、還元条件下（合）では190　kDaが特異的に光ラベルさ
れていた。

1－2L3　特異的抗体を用いたサブユニットコンポーネントの解析

　心筋Caチャンネルのサブユニットコンポーネントを明らかにするために2

つの抗体を用意し、精製標品で調べた。一つは、cDNAシークェンスから決定さ

れたウサギ心筋DHP受容体（9）のアミノ酸残基1691－1707に対応するペプチド

（P5）に対する抗ペプチド抗体（抗P5抗体）である。もう一つは、抗P5抗体と

は特異性が異なる骨格筋α2一δサブユニットに対する単クローン抗体（MCC。1）

である。抗P5抗体は図5に示すように、ブタ心筋Caチャンネル（＋）〔3　Hl　PN200　一一

110結合活性成分を抗体用量依存的に免疫沈降した。その最大沈降量は、全放射

活性中の70Zに達した。また、抗原ペプチドを共存させて沈降反応を阻害すると、

非免疫lgGのコントロールと同じように沈降はみられなくなった。このことから、

抗P5抗体はアミノ酸配列特異的に心筋DHP受容体複合体と反応していること

一17一
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が確認された。したがって、ブタ心筋にもウサギ心筋のDHP受容体α1のP5ペ

プチド配列と同一か、あるいはホモロジーの非常に高いアミノ酸配列が存在す

ることがわかった。
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図5、［3HIPN200－110でプルラベルした可溶化心筋DHP受容体の抗P5抗体による免

疫沈降
　精製lgG（4－200μg）をprotein　A－Sepharose　CL－4B（50μ1ge1）吸着させ、これ
と可溶化［3H］PN200－110結合心筋DHP受容体（3，000　dpm）をP5ペプチド（10μの存在

（○），非存在下（●）で4℃，2時間インキュベートした。インキュベート後、ビ
ーズをTBS－O．2X　digitoninで洗った後、ビーズの放射活性を測定した。コントロ

ールとして、非免疫lgG（△）でも行った。

　一方、HCC－1はすでにHayakawaらによって、ウサギ骨格筋のみならずウシ脳お

よび心筋のDHP結合活性成分をも免疫沈降することが示されている（21）。す

なわち、α2一δを含むCaチャンネル複合体を免疫沈降できる。このブタ心筋

標品を用いた場合も、MCC－1は抗P5抗体と同程度DHP結合活性を免疫沈降でき
た。

（1）ウェスタンプロット法によるα1及びα2一δサブユニットの同定

　心筋精製標品を用いてウェスタンプロット法による解析を行った（図6）。

抗P5抗体は、非還元条件下の270　kDaと190　kDaのポリペプチドを認識した。こ

の比率は1：4であった（1ane　1）。還元条件下では270　kDaは消失し、190　kDaと6

6kDaの新しいバンドが免疫染色された（1ane　2）。　66　kDaのバンドは、抗原ペ

プチドP5を共存させて抗体との反応を阻害しても消失しないことから、非特異

的染色である（1ane　4）。したがって、190　kDaと270　kDaがDHP受容体（α1）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　冷
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といえる。また、P5ペプチドのアミノ酸配列は骨格筋Caチャンネルα1とも相

同性が高いので、抗P5抗体を用いてウサギ骨格筋Caチャンネル精製品につい

てもウェスタンプロット解析を行った。その結果、還元および非還元で変化し

ない分子量170kDaが、特異的に抗P5団体で免疫染色された（図6，　B）。したが

って、ブタ心筋のα1サブユニット190kDaは、骨格筋のもの（170　kDa）に比べ分

子量は大きいことが確認できた。

　単クローン抗体NCC－1を用いて心筋精製標品をウェスタンプロットすると、図

6，Aのlane　5に示すように、非還元条件下でのみ190　kDaバンドが免疫染色され

た。MCC－1は骨格筋α2一δ複合体（190　kDa）を認識する抗体であるが、還元処理

によってα2とδに解離させてしまうと、そのどちらにも反応しなくなる（21）。

心筋精製標品でも還元処理するとこのMCC－1は反応しなくなった（1ane　6）。この

結果から、心筋にも骨格筋様のα　2一・6が存在し、その分子量は190kDaであるこ

とがわかった。α2とδそれぞれの分子量についての情報は、この実験からは得

られなかった。

　以上の結果より、ブタ心筋Caチャンネルは少なくともα1とα2一δサブユニ

ットをもっていることが示された。

Origin一

A）　Porcine　Cardlac

　　　）g　200－
g
X　116一

ゴ97－

　os一　e
　es　一

　　一270
e　一lgo

　一町

B）　Rabbit　Skeleta｛

ee　一70

／・～　3ダ8隔6 ／ヌ3ダ

図6、抗P5抗体、　MCC一・1によるα1およびα2一δサブユニットの同定
　ブタ心筋精製標品（A）とウサギ骨格筋精製標品（B）を4－12Zポリアクリルアミドゲ
ルで電気泳動した後、PVDF膜に転写した。　PVDF膜はブロッキングした後、10　Xt　M
P5ペプチド非共存（（A）および（B）の1ane　1，2）、共存（（A）と（B）の1ane　3，4）

下、抗P5抗体と反応させた。また、　MCC－1（（A）のlane　5，6）とも反応させた。洗
浄後、｛i251jprotein　Aと反応させてオートラジオグラフィーを行った。
　還元条件下、出現する66kDaのバンド（（A）の1ane　2）はペプチドP5共存下でも
観察される（（A）の1ane　4）ことから非特異的染色である。

　各1aneの奇数は非還元条件下、偶数は還元条件下で泳動した。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，
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（2）免疫沈降

　心筋精製標品をBolton－Hunter法（33）によって1251で標識した後、2っの抗体

によってCaチャンネル複合体を免疫沈降した。免疫沈降物はSDS　一一　PAGEを行っ

た後、オートラジオグラフィーによって検出した。図7，Aは、抗P5抗体による

沈降物を分析したものである。非還元条件下では、～270kDa，190　kDaの2っの

大きなポリペプチドと60，55，35，30，25kDaの小さいポリペプチドが検出された

（図7，A、1ane　1）。還元条件下では、新たに150，79，66　kDaの3つのバンドが出

現し、270kDaバンドは消失した（1ane　2）。66　kDaバンドはP5ペプチド共存下で

免疫沈降反応を行った場合でも、沈降してくることから非特異的なものである

（lane　4）．

　また、MCC一・1を用いて同様の免疫沈降を行った場合でも、抗P5抗体と同・一の結

果を得た（図7，B）。非特異的沈降物には若干の違いがみられた。還元条件下で

みられる57～30kDaの間のバンドは、コントロールの非免疫マウス抗血清でも

みられた（1ane　2，4）。　還元条件下でみられる30　kDaのバンドについては、特

異的なものと非特異的なもの2つが混ざっているようである。。

　（A）
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図7、，251標識心筋Caチャンネル構成コン・or　一一ネントの免疫沈降
　　、1251標識心筋精製標品（3×106c四）をP5抗体ビーズ（50μ1）を用いてぺ（A）
プチドP5非存在下（1ane　1，2）または存在下（lane　3，4）で免疫沈降した。沈降し

た分子をSDS－PAGEを行った後、オートラジオグラフィーにより検出した。
（B）、（A）と同様にMCC－1（1ane　1，2）または非免疫マウス抗体（1ane　3，4）を用

いて、1251標識心筋Caチャンネル精製三品を免疫沈降したものである。
　　　　1251無識心筋Caチャンネル精製標品を1ZTritonX－100で2時間、4℃で（C）N
処理した後、抗P5抗体（1ane　1，2）とHCC一一　1（1ane　3，4）で免疫沈降した。

ドを解析した。
　各1aneの奇数は非還元条件下、偶数は還元条件下で泳動した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ
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　以上の結果を整理すると、2っの抗体によって特異的に沈降するポリペプチ

ドは共通しており、非還元条件下で～270，190，60，55，35，30，25k　Da、還元条件

下で190，150，79，60，55，35，30，25kDaである。これらがブタ心筋Caチャンネル

の構成コンポーネントである。

　ウサギ骨格筋Caチャンネルの各サブユニットα1とα2およびβ，γは界面

活性剤digitoninの存在下では強固に結合しているが、　Triton　X－100やSDSでは

各々のサブユニットに解離することが知られている（4）。心筋でも同様の結合様

式であろうと仮定し、［i2511一標識した心筋Caチャンネル複合体をTriton　X－

100で処理した後、2っの抗体で免疫沈降を行いα1およびα　2一　6、それぞれの

ポリペプチド構成を調べた（図7，C）。

　まずα1サブユニットを認識する抗P5抗体で免疫沈降し解析した（lane　1，2）。

非還元条件下では～270，190kDaが、還元条件下では190，79，55　kDaのバンドが

観察された。この結果から、還元前後で分子量の変化しない190kDaがα1サブ

ユニットの主要成分であり、またウェスタンプロットや［3Hldiazipineによる光

ラベルによっても検出されたマイナー成分～270kDaポリペプチドは、190　kDa

ポリペプチドに79または55kDaポリペプチドがジスルフィド結合で付加したも

のであることがわかった。一方、α2一δに対する抗体HCC－1は、非還元条件下で

190kDa，還元条件下で150　kDaを示すポリペプチドを免疫沈降した（1ane　3，4）。

還元条件下150kDaを示す分子は、α2サブユニットであり、これに低分子量の

コンポーネントがジスルフィド結合を介し付加し、190kDaの分子を構成すると

考えられる。この実験では、α2サブユニットに付加している低分子量のコンポ

ーネントδサブユニットは検出できなかった（lane　4）。それは骨格筋Caチャ

ンネルの場合（4）と同様、心筋のδサブユニットも1251標識され難いためと考

えられた。

　ところで、骨格筋α2一δサブユニットは、WGAなどのレクチンが結合する

ことから糖鎖を持っていることが示されている（4）。心筋Caチャンネルのコン

ポーネント中、WGA－Sepharoseに吸着される分子を調べた（1ane　5，6）。非還元

条件で190kDa、還元処理すると150　kDaに減少するポリペプチドが吸着された。

この挙動はα2一δサブユニットと同じであった。したがって、心筋のα2一δサ

ブユニットも糖タンパク質であることが示された。

1－2－4　PKAリン酸化実験
　In　vitroで骨格筋Caチャンネルは、α1，βサブユニットが速やかにPKA

でリン酸化される（34）。これに対して可溶化部分精製した心筋Caチャンネル

標品では、SDS－PAGE上α1サブユニットの分子量に対応する領域にはPKAによ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　倉
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りリン酸化される分子は見つかっていない（16，17，20）。心筋Caチャンネルコ

ンポーネントが、PKAによって直接リン酸化されるかどうか、精製標品と形

質膜を用い［γ一32plATP存在下リン酸化し、抗P5抗体とNCC－1の2っの抗体でC

aチャンネルコンポーネントを免疫沈降し、リン酸化されているか調べた。

い、

Origin　一

Puritied　preparation

離礁凶響蓄　6●＝撰

　　　　　　二〇　　　　　　　　．●一25
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図8、心筋糖製Caチャンネル標品および形質膜画分のリン酸化ポリペプチドの

SDS－PAGEによる解析
（A）、精製心筋Caチャンネル標品を10μH［γ一32PIATPとPKA触媒サブユニッ
ト（C．S）でリン酸化した。このリン酸化標品（1ane　3，4）を抗P5抗体（1ane　5・6）・

またはMCC・一1（1ane　7，8）で免疫沈降し、その沈降物を5　一一　15Zポリアクリルアミドゲ

ルで電気泳動後、オートラジオグラフィーを行った。」七較のため、MCC・一1で免疫沈

降した1251標識心筋Caチャンネル標品（1ane　9，10）とリン酸化骨格筋Caチャ
ンネル（1ane　1，2）を示した。
（B）、ブタ心筋形質膜刈分（1mg）をPKA触媒サブユニットでリン酸化した後・
瑞digitoninで可溶化した。可溶化リン酸化膜標品（1ane　1，2）を抗P5抗体（1ane
3，4）とHCC－1（1ane　5，6）で免疫沈降した。沈降物と可溶化膜標品はSDS－PAGEを

行った後、オートラジオグラフィでリン酸化バンドを検出した。
各1aneの奇数は非還元条件下、偶数は還元条件下で泳動した。

　コントロ・・一．ルに用いた精製骨格筋Caチャンネル標品では、すでに報告（34）

されているようにPKAの触媒サブユニットとともに還元処理非感受性の170

kDa（α1）と55　kDa（β）のリン酸化が確認された（図8，　A、1ane　1と2）。一方、心

筋精製標品では、300－97kDaと35－25　kDaの領域にいくつかのリン酸化バンドが

観察された。しかし、α1サブユニットがある190kDaの領域には、著明にリン

酸化されているバンドは見られなかった（ユane　3と4）。よりはつきりした結果を

得るため、32Pリン酸化した心筋精製品を、異なるエピトープを持つ抗P5抗体と

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．
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HCC－1によって免疫沈降して解析した。1－2－3一（2）で示したように両抗体は心筋

Caチャンネルを構成する各種のコンポーネントを免疫沈降することができる

（図8，A、1ane　9と10）。それにもかかわらず、両抗体の免疫沈降物の中にリン

酸化されたタンパク分子はまったく見つからなかった（1ane　5，6と7，8）。

　また、心筋形質膜二分をPKAでリン酸化した後、可溶化してから免疫沈降

した場合も、多くの膜タンパク質がリン酸化されているにもかかわらず、2っ

の抗体により沈降する心筋Caチャンネルコンポv一一一ネントの中には、リン酸化

されているものは見つからなかった（図8，B、1ane　1と2）。

HI－3　考察

　本研究において、ブタ心筋Caチャンネル複合体を免疫沈降する2っの特異

的抗体を用いることによって、心筋Caチャンネルの分子構造に関し、いくつ

かの新たな知見を得ることができた。

　第1に、心筋Caチャンネルは、少なくとも7っのポリペプチドから構成さ

れていることである。190kDa（α1）と150　kDa（α2）の大きなポリペプチドと、

60，55，35，30，2．5kDaのβ，γサブユニットに対応する5っの小さなポリペプチ

ドから構成されている。このほかα2にジスルフィド結合を介して付加している

δサブユニットに対応するポリペプチドの存在も間接的に確認した。

　第2に、α1サブユニットの中には、ジスルフィド結合で55または79kDaのポ

リペプチドが付加した250～270kDa（～270　kDa）の分子型が10～20Zの割合で存

在することである。～270kDa分子が190　kDa（α1）の前駆体か否かは本実験結果

からは結論できないが、少なくとも心筋のα1は190kDaと～270　kDaの不均一な

分子種として存在することがわかった。

　第3に、心筋Caチャンネルコンポーネントは、　PKAにより直接リン酸化

をうけないことである。このことから、PKAリン酸化による心筋Caチャン

ネルの活性調節機構は、チャンネルタンパク質の直接リン酸化以外の経路によ

る可能性が考えられた。

　心筋Caチャンネルは今までいくつかのグループによって、二二や免疫学的

な解析が試みられてきた（16，17，18）。これらのグループは精製を進めることに

よって、骨格筋チャンネルのα1またはα　2一　6サブユニット様の分子が心筋Ca

チャンネルにも存在することを示した。しかしほとんどの場合、心筋精製標品

の純度は骨格筋の二品と比べ低く、いずれもサブユニット構造についての情報
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を得るまでには至っていない。筆者も心筋Caチャンネルの精製の検討を行い、

Heparin－agaroseが従来用いられてきた陰イオン交換クロマトグラフィーに比べ、

回収率が5倍以上高い上、精製率も劣らないことから、心筋Caチャンネルの

精製に効果的であることを見い出した。このHeparin－agaroseよる精製を骨格筋

で行われている従来法の一部に組み込み、ブタ心筋形質膜を出発材料として心

筋Caチャンネルの精製を行った。比活性は約230倍上昇し、既報（16－18）に比

べても高い方であった。SDS　一・　PAGEで分析すると、α1と考えられる190　kDaポリ

ペプチドなどが精製された（図3）。しかし、まだ多数のポリペプチド鎖が見られ、

心筋Caチャンネルの構成サブユニットを明確するに至らなかった。心筋Ca

チャンネルの場合、骨格筋に比べ膜三分中の含量が低い（約50分の1程度）ことも

あり、conventiona1な方法で精製を進め、構成コンポーネントを同定すること

は困難であると判断した。そこで、この問題を解決するため2っの特異性の異

なる抗体を用いたimmunopurificationに基づく手法と［3Hidiazipineによる光ア

フィニティラペル法を組み合わせ、心筋Caチャンネルコンポーネントを解析

した。用いた抗体の一つは、すでに一次構造が明らかとなっているウサギ心筋

α1サブユニットのアミノ酸配列1691－1707に対応するペプチド抗体である。も

う・一一・・一つは、骨格筋α2一一　6サブユニットに対する単クローン抗体MCC－1である。

　光アフィニティラベルと抗P5抗体によるウェスタンプロットによる解析の結

果、Caチャンネル本体のD：HP受容体は190　kDaのポリペプチドであり、10～

20％の割合で～270kDaの分子型も存在することが明らかとなった。　この～270

kDaポリペプチドは、免疫沈降物の解析から79　kDaまたは55　kDaのポリペプチド

がジスルフィド結合を介し、190kDaポリペプチドに付加しているものであるこ

とがわかった。

　ブタ心筋α1サブユニットの前駆体が、クローニングされたウサギ心筋α1と

同じ分子量（250kDa）であるならば、同定した190　kDaは約60残基程小さいこと

になる。したがって、post－transtationa1なプロセッシングを受けている可能

性が考えられる。190kDaポリペプチドは抗P5抗体が反応することから、少なく

ともアミノ酸残基1691－1707の間は含んでいることになり、切断が起きていると

すれば1691以降である。すると残りのフラグメントの分子量はcDNAから決定さ

れた一次構造から計算すると464～480残二分に相当する56～58kDaとなる。こ

れは～270kDaポリペプチドに付加している55　kDaポリペプチドとほぼ一致する。

このことから、～270kDaは190　kDaポリペプチドの前駆体である可能性がある。

しかし、もう一方の79kDaでは、少し大きすぎるので前駆体そのものではないの

かも知れない。

　HCC－1により免疫沈降される190　kDaポリペプチドは、　WGA－Sepharoseに吸着さ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ひ
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れることから糖タンパク質複合体であり、150kDaのα2サブユニットにδサブ

ユニット（推定分子量40kDa）がジスルフィド結合を介して結合しているもの

であることがわかった。！251標識したCaチャンネル標品を用いた免疫沈降に

よってもδサブユニットは直接観察できなかったが、これは、Bolton－Hunter

reagentによるヨード化反応が進まなかったためと考えられる。このことは骨格

筋でも報告されている（4）。

　抗P5抗体、　HCC－1ともにα1，α　2一・6サブユニット以外に60，55，35，30，25　kDaの

5っのポリペプチドが免疫沈降してきた。これらポリペプチドの分子量は、骨

格筋β（55kDa）とγ（～30　kDa）に対応することから、それぞれβ1，β2，γ1，

γ2，γ3と名付けた。このように複数のβサブユニットが見られることは驚く

ことではない。精製されたラット脳N型Caチャンネルでもβ1，β2の2っの

βサブユニットが見い出されている（35）。ごく最近、遺伝子工学による検索で、

心筋には骨格筋と異なる新たなβサブユニットが複数存在することも報告され

た（36））。本研究で見い出された、心筋チャンネルには複数のβサブユニットが

存在するという結果を強く支持している。なお、心筋γサブユニットについて

は、その存在を明らかにした例はまだない。

　以上の結果をふまえ、ブタ心筋のDHP感受性Caチャンネルモデルを図式

化してみた（図9）。

L、グ

79kDa
@or
T5kDa

α1
P90kDa

DHP α2
P50kDa

δ
4
0
k
D
a
S－S

S－S

　　v

i1－3）　35kDa

盾秩@30kDa

盾秩@25kDa
　
　
　
β
（
1
－
2
）
　
6
0
k
D
a
　
　
o
「
　
5
5
k
D
a

図9、ブタ心筋Caチャンネルのサブユニット構造モデル（文献（90）を改変した）
　α1サブユニットはDHP受容体であり、　Caチャンネルポア（囮で示す部分）を
形成していると考えられる。15－20Zの割合で79　kDaまたは55　kDaポリペプチドを

S－S結合で付加していると考えられる。
　α2サブユニットとδサブユニットはS－S結合を介して結合している糖タンパク
質である。α　1，α2一δ，β，γはそれぞれ非共有結合で結合し、複合体を形成し
ている。
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　基本的にはTakahashiが提案した骨格筋のモデル（4）と同じであるが、α1サブ

ユニットに79または55kDaポリペプチドが付加したものが10～20Z存在すること、

およびβ，γサブユニットが複数存在することが心筋の特徴である。最近、骨

格筋または心筋Caチャンネルのα1サブユニット遺伝子を発現させたとき、骨

格筋α2，βとともに発現させるとCa2＋電流は増大し、γの場合はそのキネテ

ィクスを変えることが報告されている（37，38，39）。このことは、α1以外のサブ

ユニットによりCaチャンネル活性が調節されていることを示している。心筋

Caチャンネルでは、βやγサブユニットが複数存在することからα1サブユニ

ットとの組み合せば多数考えられる。もしそうならば、心筋では構造の少しず

つ異なったCaチャンネル複合体が複数存在していることになり、それらの機

能も少しづっ異なっている可能性がある。

　最後にブタ心筋精製標品及び心筋形質画分をリン酸化した場合、免疫沈降す

るCaチャンネル複合体構成コンポーネント中には、リン酸化されているもの

は見つからなかった。同様の観察はヒヨコやブタ心筋から部分精製されたCa

チャンネル標品でも報告されているが（16，18）、我々は免疫沈降によってそのサ

ブユニットコンポーネントをはっきり示しているだけに、より明確な結論を得

たものと考える。この結果は、電気生理学的研究で観察されているPKAリン

酸化による心筋Caチャンネル電流の増大は、　Caチャンネルコンポーネント

が直接PKAでリン酸化されて起こるものでないことを示している。心筋Ca

チャンネルが界面活性剤を含む精製下品ではリン酸化されにくい可能性も考え

られるが、以下の結果からこの可能性は否定される。すなわち、digitonin存在

下でもコントロールの骨格筋Caチャンネルはよくリン酸化されており、また

界面活性剤の含まない形質膜画分でリン酸化した場合にも、心筋チャンネルは

リン酸化されない。

　ところで、190k　Daの前駆体がP：KAでリン酸化される可能性がある。　cDNAク

ローニングされたウサギ心筋α1サブユニットの細胞質側の長いC末端領域には、

いくつかのPKAリン酸化ポテンシャル部位が局在している。ごく最近、心筋

α1をCHO細胞に発現させ、　PKAでリン酸化するとCa　2“電流の増大がみられ、

かっ250kDaのα1サブユニット分子がリン酸化を受けることが報告された（40）。

しかしながら、190kDaの前駆体と考えられる250　kDa分子は形質膜画分中には

極めて少量しかなく（5Z＞）、実際の心筋細胞で観察されるPK．Aリン酸化に

よる10倍ものCa2＋電流の増大（22）をすべて説明できるとは考えられない。し

たがって、PKAによるCaチャンネルの活性化の一部はこの前駆体のリン酸

化で説明できるかもしれないが、主な活性化機構は直接のPKAによるリン酸

化を介するものではないと考える。その一つの機構として、未知の細胞内コン

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝
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ポーネントがPKAによってリン酸化された結果、心筋Caチャンネルを活性

化するという可能性がある。今後、心筋Caチャンネルのリン酸化による活性

化機構について、in　vitroのみならず、　in　vivOの実験で検証される必要がある。
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第II章　心筋Caチャンネルの1，4－dihydropyridine結合部位の同定

　図10に示す薬物は、1，4－dihydropyridine（DHP），　phenylalkhylamine（PAA），

benzothiazepine（BT　Z）はCa拮抗薬と呼ばれ、臨床上高血圧や狭心症の治療に

頻用されている。これらCa拮抗薬は、　L型Caチャンネルに対し高い結合親

和性を持ち、チャンネル機能をブロックする（1，2，3）。　研究の最も進んでいる

骨格筋L型Caチャンネルにおいて、3種のCa拮抗薬はいずれもα1サブユニ

ヅトに特異的にかっ1：1で化学量論的に結合するが、3種の薬物間にはアロステ

リックな相互作用が起こることが明らかとなっている（1，2，3）。

　　　　　　　　　　　　　　dihydropyridines

噛　…昏ぴ
　　　　　H
　　バ
　　azidopine

　　　　phenylalkylamlnes

誹犠藤＿編｛鱗，
　　　　　verapamil

benzothiazepines

　　　　　　，PH，　　Nト馴CH2一くCHt－N、

　　　　　　CHI　　名，，
＆
，

　　diitiarem

　　　　　　　　　　　　　　　　図10、Caチャンネルアンタゴニスト
　　　　　　　　　　　　　　　　　代表的な3種を示す。

　近年、光アフィニティラベル実験により、PAAとDHPの結合部位が同定

され、それらは異なる結合部位を持つことが確認された（44，45）。これら結果は

Caチャンネルの構造と機能を理解するうえで重要な知見となった。

　Ca拮抗薬の結合親和性を各組織間で比較した場合、　PAAやBTZではそ

れほど変わりはないが、DHPは心筋や平滑筋で骨格筋より約10倍高い（2）。こ

の違いがまったく異なる結合部位をもっためなのか、結合部位内のアミノ酸の

違いによるものなのかは分かっていない。

　最近、遺伝子工学的手法によって骨格筋以外の組織のL型Caチャンネル（9

－11，15）やDHP非感受性のN，P型Caチャンネル（12－14）の一次構造が次々に

明らかにされてきた。多くのCaチャンネルの一次構造が比較できるようにな

った現在、心筋CaチャンネルのDHP結合部位を同定することは、　DHP感

受性の違いや薬物作用機序を理解する上で大きな意義を持つ。さらに、Ca拮

抗薬の臨床上の標的組織が心筋と平滑筋であることから、結合部位を明らかに

することは新しい薬物の開発にもつながる可能性もあると考えられる。

　本章ではdiazipineを用いた光アフィニティラベルと抗ペプチド抗体によるマ

ッピングの組合せによって、心筋CaチャンネルのDHP結合部位を同定し、

すでに明らかとなっている骨格筋チャンネルのそれと比較することにした。
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II－1　実験材料と実験方法

II－1－1　実験材料

　本実験で新たに用いたものを以下に示す。

　Boc一アミノ酸、　PAM－resin　　　　　　　（ABI）

ペプチドP9、ペプチドPO、ペプチドP7　（ペフuチド研究所）

　チログロブリン、　　　　　　　　　　（Sigma）

Heparin一一agarose　（Type　11）　（Sigma）

HRPO標識ヤギ抗ウサギlgG　　　　　　（Zymet）

API（Achro田obacter　lyticus　Protease　I）（和光純薬）

TPCK一一trypsin

Protein　A－Sepharose　CL・一4B

Prestained　HW　standard－Low

（一）Azidopine

Diazipine

pCAS9　inclusion　bodies

WGA－Sepharose　4B

（Worthington）

（Pharmacia）

（Bethesda　Research　Laboratories）

InnsbrUck大学、　H．Glossmann教授

から恵与された

当研究室で文献（48）にしたがい

合成した

京都大学医学部、竹島浩博士及び

三菱化成生命研、高橋正身博士より

恵与された

Tresy1活性化Sepharose　4Bに

WGA　15　mg／ml　ge1で固定化した

II－1－2　実験方法

（1）ペプチド合成と抗体の作製

　抗原ペプチドとしてウサギ心筋Caチャンネルのα1サブユニット（9）の部分

アミノ酸配列707－720（P2），1507一・1525（P9），1691－1707（P5）と骨格筋α1（15）の

1401－1414（PO）を選択した。キャリアータンパク質との結合に用いるために、

P2とP5はN末端にCysを、　POはC末端にCys－Gly、　P9はN末端にGly一　Cysを付加し

た。

　各ペプチドはMerrifieldの固相法（25）にしたがい、ペプチド自動合成機（ABI

田ode1450A）を用いて合成した。原料のアミノ酸はBoc一アミノ酸を、レジンはC

末端にすでにアミノ酸が結合しているPAN一一・レジンを用いた。合成後のレジンか

らのペプチドの切り出しと側鎖保護基の脱保護はHFを用いて行った。精製後の
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ペプチドについては、それぞれアミノ酸分析とシークよンス分析を行い、目的

ペプチドであることを確認した。

　抗原ペプチドはキャリアータンパク質にMBSを用いて架橋し、コンジュゲート

とした。簡単に調製法を記す。チログロブリン15mgを2m1のPBS（pH　7．3）に溶

解し、MBS　5　mgを加えて室温で1・5時間反応させた。　PBSに対して透析し過剰の

試薬を除いた後、ペプチド10mgを加え室温で2時間反応させ、再度透析を行い

コンジュゲートを得た。

　免疫はコンジュゲート溶液1ml（3皿9）をフロイント完全アジュバント（FCA）

1．2m1とよく混ぜ合わせ油中水型のエマルジョンにし、これを3羽のウサギ（日

本白色、オス）の背中に皮下注射した。初回は2倍量（6mg）を注射し、3週間後

に2回目の免疫を行い、以降は2週間おきに合計6回免疫した。3回目以降の免疫

は免疫補助剤をフロイントの不完全アジュバント（FIA）にかえた。6回目免疫の

1週間後、頸動脈切開により全採血を行い抗血清を得た。

　CAS9抗体は、ウサギ心筋α1サブユニットC末端549残基をコードするプラス

ミドpCAS9を大腸菌で発現させて得られたfusionタンパク質（pCASg　inclusion

bodies）に対する抗体である。　Fusionタンパク質を7．5％SDS－PAGEにかけ、ゲ

ルをCBB染色し66　kDaの目的とするタンパク質バンドを切り取った。ゲルにPBS

を加え、テフロンホモジナイザーでホモジナイズした。このゲルホモジネー・一ト

とFCAと混和しエマルジョンにし、ウサギの背中に皮下注射した。初回はFCAを

用いて一羽当り0．26㎎、2，3回目はFIAで0．15　mgのタンパク質を免疫した。

　抗体産生の確認はペプチドまたはfusionタンパク質を抗原とするELISAにより

確認した。抗原を1μ9／皿1となるように0．1M炭酸buffer（pH　9．6）に溶かし、

96穴マルチプレートにウェルあたり50μ1ずつまきこみ、4℃で一晩インキュベ

ートして固相に吸着させた。各ウェルをTBS（pH　7．4）（100μ1）で3回洗い、2Z

skim　milk，TBSで室温，2時間ブロッキングを行った。　TBS－Tween（0．1％Tween　20

を含むTBS）200μ1で3回洗浄後、　TBS－Tweenで段階希釈した抗血清（50μ1）を加

えて室温，2時間反応させた。TBS－Tween（100μ1×3）で洗浄後、　HRPO標識ヤギ

抗ウサギlgG（5，000分の1希釈）50μ1を室温，2時間反応させた。　TBS一・Tween（100

μ1×3）とT　BS（100μ1）で洗った後、9－phenylene　diamine（0．4　mg／ロ1），0．03

7。H202，0．1Hクエン酸buffer（pH　5．0）を加えて発色させた。発色後の反応停

止は6N硫酸を25μ1加えて行った。マイクロプレートリーダー（Bio－Rad）によ

り492nmの吸光度を測定した。

（2）競争阻害実験

心筋形質膜（20μ9），骨格筋T管膜（5μ9）を、100 μ1のbuffer（25　mM　Tris
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一・@HC1（pH　7．4），2mN　CaC12）中、170　pM（＋）［3H］　PN200－110と各種濃度の（±）PN

200－110，（±）diazipine，（一）azidopine存在下、37℃，40分間反応させた。1－1

－2一（10）にしたがい、Whatman　GF／Cガラスフィルターを用いて急速濾過法により、

結合活性を測定した。各種DHP化合物はEtOHで希釈し、　EtOH終濃度は全体の5Z以

下にした。

（3）〔3田Diazipineによる心筋Caチャンネルの光アフィニティラベル

　［3　Hj　Diazipineによる心筋Caチャンネルの光アフィニティラベルは、1－1－2

一（2）と同様、あらかじめ形質膜三分でプレラベルした後、可溶化を行い、WGA－

Sepharose精製二品に対して行った。光照二二、　Heparin－agaroseでさらに濃縮

した。ラベルタンパク質の検出はSDS－PAGEを行った後、ラジオルミノグラフィ

またはゲルスライス法（1－1－2一（4））によって行った。

　抗ペプチド抗体によるマッピング用ラベルタンパクは以下に記すように膜二

品200田9（200pmo1）を用い、可溶化物はWGA－Shepharose　4B（10　ml　ge1）で精

製後、光照射し直ちに液体窒素で凍結した。光ラベル実験を計3回行い調製した。

3回分まとめてHeparin－agarose（3　m1）にかけ濃縮した。このHeparin一画分を水

に対して4℃で12時間透析後、終濃度0．IZになるようにSDSを加えた。これを3等

分してアシストチューブに移し、凍結乾燥後、一30℃に保存した。

　WGA一回分1．2×107　dpm，40．6㎎、　Heparin一画分6．2　x　106　dpm，6．2　mgの

タンパク質を回収した。

　Nakayamaら（45）にしたがい、ヘパリン三分を還元カルボキシメチル化し、ゲ

ル濾過HPLCによりラベルα1を部分精製した。この操作の主たる目的は、α1サ

ブユニットにラベルされた以外の放射活性を除くためである。操作は以下のよ

うに行った。アシストチューブ中の凍結乾燥ヘパリン山分を約300μ1のH20に

溶解した。Tris－HC1（pH　8．3）0．1　M，β一mercaptoethano1端，　SDS　1．5Zとな

るように順次加え、室温，30分間インキュベ・・一．トした後、ICH2COONaを84　mNとな

るように加え、遮光して室温，1時間反応させた。反応終了後、遠心操作を行い

不溶物を除き、上清（600μ1）を回収した。その上清を200μ1ずつゲル濾過

HPLCにインジェクトした。カラムはTSK　G4000SW（7．5×600　mm）を用い、溶媒

は0．1％SDSを含む20　mM　NaH2PO4－NaOH（pH　7．2）で、0．5　m1／minの流速で行った。

分取は1分毎に行い、各フラクションから5μ1を取って放射活性を測定した。

放射活性ピーク画分は直ちに小分けし、凍結乾燥後、一80℃で保存した。還元カ

ルボキシメチル化は1日以内にHPLCで処理できる量で行った。　Heparin一画分より

フベルタンパク質として6．1×105dpmを回収した。
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（4）酵素消化

　酵素消化をする前にSDSを除く操作を行った。ゲル濾過HPLC精製画分の凍結乾

燥品を少量の水を加え、超音波処理しながら溶解した。遠心操作後の上清を透

析チューブ（50kDa　cut　off，スペクトラ／ボア6，12　mm幅（Spectrum））を用

いて、　10mM　NaH2PO4－NaOH（pH　7．2），6MUrea，0．1　mg／ml　Dowex　1－X8　（Bio

－Rad）に対して透析を低温室で12時間行った（11×2回交換）。さらに0．05Z

Triton　X－100，　H20に対し透析を12時間行った。透析した七二から遠心して不

溶物を除き、その上清を”ラベルα1”とした。ラベルα1は直ちに実験に用いる

か、小分けして凍：結保存した。この標品は沈澱を生じ易いので何回も凍結融解

することは避けた。各ステップでの回収率は凍結乾燥標品を100Zとすると以下

の通りだった。水に溶かす操作で9　77。、透析終了後の遠心上清で86Zだった。

　ラベルα1（～40000dpm，85μ9）の酵素消化は、以下に記す条件で37℃，24時

間、ヒートブロック（Metal　Block　Bath，ヤマト）中でインキュベートして行っ

た。API消化は、100μ1の0．05　7。　SDS，0．05％Triton　X－100，100　mM　Tris　一一

HC1（pH　9．0）の溶液中に8．5μ9のAPIを加えて行った。トリプシン消化は、100

μ1の0．05Z　Triton　X－100，5mM　CaC12，100　mM　Tris－HC1（pH　8．0）の溶液中に

80μ9，TPCK－trypsinを加えて行った。各酵素はそれぞれ12時間おきに2回に分

けて加えた。基質：酵素の重量比（S／E比）は、APIは10、TPCK－trypsinは1

とした。インキュベート終了後、酵素消化溶液を遠心し、上清をAPI消化物、

トリプシン消化物とした。この操作の回収率は約80％だった。トリプシン消化で

は沈殿が生じたが、放射活性はほとんど上清に回収された。

（5）免疫沈降

　Nakayamaらの方法（45）にしたがい行った。すべての反応は、エッペンドルフ

チューブ（1．5m1容）中で行った。　Protein　A－Sepharose　CL－4B（100μ1）を洗浄

buffer（0。IZ　Triton　X－100，　IZ　BSAを含むTBS（pH　7．4））で洗った（洗浄Buffer

lm1を加え懸濁した後、遠心操作を行い上清を除く操作を示す）。ビーズの5倍

容量の抗血清500μ1を加え、低温室で2時間，転倒混和して抗体をビーズに吸着

させた。洗浄bufferで5回繰り返しビーズを洗い、これを抗体ビーズとした。ラ

ベルα1または酵素消化物を100μ1の洗浄buffer中、100μ1の抗体ビv・・一ズと室

温，2．5時間反応させた。反応後、洗浄bufferで3回洗った。

　抗体ビーズに吸着したラベルペプチドの検出は次のように行った。

免疫沈降率を求める場合は、ビーズを0．1Mクェン酸buffer（pH　3．0）で懸濁し、

バイアル瓶に移し、液体シンチレーションカウンターで直接、放射活性を測定
した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，
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　ラベルペプチドの分子量を求める場合には、ピーーズをさらにTBSで洗い、でき

る限り上清を取り除いた後、SDS－sampling　bufferを加え90℃，3分間インキュベ

＿トして抽出を行い、この抽出物をTricine　SDS　一一　PAGEで分析した。ラベルペプ

チドの検出はゲルスライス法または電気泳動後、PVDF膜に電気泳動プロットし、

イメージングプレート（IP）を用いたラジオルミノグラフィー法で行った。

（　6　）　Tricine　SDS－PAGE

　Schaggerとvon　Jagowの方法（31）にしたがい行った。濃縮ゲルは4Z　T，3％C、

スペーサーーゲルは10ZT，3ZC、分離ゲルは16．5ZT，6％Cを用いるシステムで

行った。分子量マーカー・・一はプレステインマーカー（B肌）を用いた。

　Ovalubumin，　43　kDa

　Carbonic　anhydrase，　29　kDa

　JB－Lactoglobulin，　18．4　kDa

　Lysozyme，　14．3　kDa

　Bovine　trypsin　inhibitor，　6．2　kDa

　Insulin　Bchain，　3．5　kDa

（7）タンパク質定量

可溶化後の三品はBradford法（29）で定量した。標準タンパク質はBSAを用いた。

t
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II－2実験結果

II－2－1骨格筋と心筋チャンネルの1，4－dihydropyridine結合親和性

　DHP誘導体diazipine（48）はジアジリン基を光反応基に持つ、新規光アフィ

ニティラベル試薬である（図11）。

　　　　　　　　　図11、Diazipineの構造

骨格筋Caチャンネルを用いた実験から、従来から使用されているazidopine

と比べ結合親和性は同じだが、光ラベル効率が2倍高く、ラベル後の安定性も

優れていることが知られている（27）。この試薬の心筋Caチャンネルへの適

用を考え、まず、心筋DH：P受容体に対する親和性を心筋形質膜画分を用い、

DHP誘導体（＋）〔3HIPN2eO－110の結合に対する競争阻害実験で求め、さらに、

従来のDHP化合物と比較した（図12）。
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Competitor

o　（±）PN200－110

e　（一）Azidopine

o（±）DこへzミFi協巳

ICso　（nM）

2．470土O．029

2．691　±　O．082

3．805　±　O．200

図12、心筋形質膜を用いたDHP化合物の（＋）［3HjPN200－110の競合阻害実験
　ブタ心筋形質膜画分を用い、各種濃度のDHP化合物（（±）diazipine（ロ），
（→azidopine（●），（±）PN200一一110（○））と0．17　nH（＋）〔3HIPN200一・110を

インキュベートし、急速濾過法で結合活性を測定した。
　右側はそれぞれの化合物のIC5e値を示す。　（2回の実験の平均値）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝
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　Diazipineは濃度依存的に（＋）［3HIPN200－110の結合を阻害し、　ICse・3．81

nHとなった。（＋）［3HIPN200－110のKd値110　pM（結合飽和実験から求めた値）と

使用濃度10nHから計算し得られたKi値は1・48　nHであった。この結合親和性は、

光ラベル試薬の光学活性体（一）azidopine（1・05　nM）と（±）PN200－110（0．96　nM）の

Ki値とほぼ同等の値であった。

　一般にDHPの結合親和性は、骨格筋に比べそれ以外の組織では高いことが

知られている（2）。そこで心筋形質膜と骨格筋T管膜標品を用いて、（＋）［3H】PN

200－110の結合に対する競争阻害実験によってdiazipineの結合親和性を比較し

た（図13）。それぞれのIC59値から求められるKi値は、心筋1．5　nM、骨格筋

14．O　nMとなり、心筋の方が骨格筋に比べ約10倍高く、　diazipineを用いた場合

でもDHP類一般にみられるのと同様、両者の親和性に違いが見られた。した

がって、このdiazipineを用いて光ラベルし、そのラベルされる部位を直接比較

することで、心筋と骨格筋のCaチャンネルのDHP親和性をもたらす構造的

要因を明らかにすることができると考えた。
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図13、心筋と骨格筋CaチャンネルにおけるDH：P感受性の違い
　ブタ心筋形質膜（●，50μg）およびウサギ骨格筋T管膜（○，2μg）を用い、各
種湯度の（±）diazipineと（・f・）［3HlpN200一・110を25℃，40分間インキュベートした後、

急速濾過法により結合活性測定を行った。それぞれのlcse値から求められるKi値
は、心筋；1．5nH，骨格筋；14　nHとなった。

II－2－2　［3Hl　Diazipineによる心筋α1サブユニットの光アフィニティラベル

　第1章でも述べたが、心筋Caチャンネルは可溶化してしまうとDHP結合

能がほとんど消失してしまう。したがって、DHPを膜三分中で結合させてか

ら、可溶化する方法（16，17，18）が一般に用いられている。　以上のことを考慮し、

Diazipineによる心筋Caチャンネルの光ラベルは以下のように行った。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝
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　形質膜画分（比活性約1pmo1／mg）に10　nM［3Hjdiazipineを結合させた後、

1％digitoninで可溶化した。これをWGA－Sepharoseにかけ過剰のリガンドを除き、

かつ部分精製を行った。光ラベルはこのWGA溶出画聖に対し、20W　Black　lampで

30分間、光照射して行った。光照射後、Heparin－agaroseでさらに精製と濃縮を

行った。還元条件下でSDS－PAGEを行った後、　PVDF膜に電気泳動プロットしてラ

ジオルミノグラフィーによる［3田標識ポリペプチドを解析を行った。その結果、

図14の1ane　1，2に示すように190　kDaのα1サブユニットが特異的に光ラベル

されていた。また、SDS－PAGE後、ゲルスライスして光照射によってα1サブユニ

ットに取り込まれた［3Hldiazipineの割合を求めると、全結合量の15％となった。

一般に光アフィニティラベル法で取り込まれる割合は数％程度にすぎないので、

diazipineの光ラベル効率はかなり高いといえる。

図14、［3Hj　Diazipineによる心筋Caチャンネルのα1
サブユニットの特異的光ラベル

　ブタ心筋形質膜に10nM〔3H】diazipineで（±）PN200－110

非共存（1ane　1）または共存（1ane　2）下、プレラベルを
行い、実験項（II－1－2一（2））にしたがい、光照射した。さらに

Heparin－agaroseで精製してから5－1硯ポリアクリルアミド
ゲルを用いた電気泳動にかけ、PVDF膜に転写してIPを用いる
ラジオルミノグラフィで放射活性バンドを検出した。
　工ane　3は光照射後のヘパリン画分を還元カルボキシメチル
化してから、さらにゲル濾過HPLCにより部分精製した血温

　　　　　1
撒一の頑

1　2　3

II－2－3　［3H］Diazipineラベルα1サブユニットの調製

　抗ペプチド抗体を用いたマッピングに必要なラベルタンパク質の調製を以下

のように行った。ブ’タ心筋形質膜200mg（200　Pm1）を用いて［3Hldiazipineに

よる光ラベル実験を計3回行い、Heparin一画分として133　pmo1，6．2×106　dpm

を得た。次に光ラベルしたサンプルを酵素消化され易いように、還元カルボキ

シメチル化し、0．1％SDS存在下ゲル濾過HPLCで部分精製し、ラベルα1を得た。

回収放射活性量は6．1×10s　dpmで、　Heparin一画分の約10Zであった。これは光

ラベル効率とほぼ一致していた。HPLCで精製した標品のラジオルミノグラフィ

ーは図14，1ane　3に示す。

II－2－4　酵素消化

　ゲル濾過HPLCで精製したα1サブユニットを、基質特異性の高い2種のプロテ

アーゼAchromobacterユエ瞳protease　I（API）とトリプシンで消化した。

消化によって、より小さなフラグメントが生成することを目的とし、基質と酵
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素の重量比（S／E）をAPIでは10，トリプシンでは1とした。37℃，24時間

消化後、生成するペプチドフラグメントをTricine　SDS－PAGEとゲルスライス法

によって検出すると、図15のようになうた。API消化では8．OkDaと4．5kDa、

トリプシン消化では6．3kDaと3。O　kDaと、それぞれ2っの主要なラベルフラグ

メントが生成していた（図15）。
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寧！5、ラベルα1のAPI消化またはトリプシン消化によって生成するラベルフ
フクメントの分子量
　心筋ラベルα1をAPI（○，　S／E・10）またはTPCK－trypsin（●，　S／E・1）で37℃，

24時間酵素消化した。生成したラベルフラグメントの分子量をTricine　SDS－PAGE
で分析した。放射活性はゲルスライス法（1－1一・2一（4））によって検出した。

II－2－5部位特異的抗体によるラペルフラグメントの同定

　API，トリプシン消化で生成したラベルフラグメントの解析を行うにあた

り、既に明らかになっている骨格筋DHP結合部位の結果を考慮し、部位特異

的ペプチド抗体を心筋α1サブユニット上の図16，Aに示す6ヶ所の部位に対して

用意した。抗体調製に作製した各ペプチドの名称とアミノ酸配列は図16，Bに列

記した。

　各々の抗体は、固相合成したペプチドとキャリアータンパク質（BSAまた

はチログロブリン）を架橋したコンジュゲー■・・一トをウサギに免疫して、抗血清と

して得た。CAS9抗体は、心筋α1サブユニットのC末500残基に相当する大腸菌

発現タンパク質をウサギに免疫して作製したものである。これらの抗体とラペ

ルペプチドとの反応性をprotein　A－Sepharoseを用いた免疫沈降法によって調べ

た。各抗体は沈降率に多少の差はあるが、酵素消化前の還元カルボキシメチル

化したラベルα1サブユニットをいずれも効率よく免疫沈降した（図17）。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　凄
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図16、部位特異的抗体の作製箇所とそのペプチドシークェンス
（A）心筋Caチャンネルα1サブユニットの一次構造上、抗ペプチド抗体を作製
した領域。P2，　P7，　P9，　PO，　P5はカラムで表示した部分に対応する。　CAS9はC末

端549残基の領域に対応する。
（B）抗原ペプチドのシークエンスと対応する心筋Caチャンネルα1サブユニッ

トのアミノ酸残基番号
　ロで囲んだアミノ酸は実験の都合上、付け加えたかまたは置換したものを示す。
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図17、免疫沈降法による部位特異的抗体とラベルペプチドの反応性
　酵素消化前（ロ）とAPI消化後（■）またはトリプシン消化後（％）の心筋ラペル
α1（3，000d叩）を各抗体ビーズ（100μ1）と室温，2時間、インキュベートして免疫
沈降実験を行った。沈降した放射活性を測定してその割合を求め、グラフ化した。

’

一38一

1？S．1・1／ilew，，Tt；t一　．　i．ew．
：T
DJrt．Xk．」＃pmLLi・tr」JI



　API消化で生じたラペルペプチドに対しては、抗P7抗体と抗P9抗体の2つ

の抗体だけが反応した。トリプシン消化物については、抗P7抗体のみ反応し、

抗P9抗体は反応しなかった。したがって、　DH：Pラベルペプチドは2つの抗体

を作製したシークエンスを含んでいることがわかった。

　API消化物では、抗P7抗体は3　5％，抗P9抗体は40Z沈降し、合計75Xの沈降率

を示した。すなわちラベル部位の大部分は、この2っの抗体を作製した箇所で

説明される。

　2っの抗体で沈降したラベルペプチドの分子量をTricine　SDS－PAGEで測定し

た。図18に示すように、抗P7抗体が認識したラベルペプチドは、　API消化物

中4．5kDa，トリプシン消化紅中3．OkDaであった。抗P9抗体では、　API消化

物中8．OkDaであった。トリプシン消化物の6・3　kDaは抗体によって認識されな

かったが、API消化物8．O　kDaに由来するものであることは後述する。

　　　A）　AM　Degeetc　B）　Trypeln　Digests
　O屯きn－

　　ca　一
　　ne　．
　　18，4　一

814．3一・堪　　　網
隻6．2＿の論一＆Oe，3一卿

　　3・s　一sellp－5　a。懲醜

Dye　一

　　　1　23 4　5　6

図18、抗P7，　P9抗体が認識するペプチドフラグメントの同定
　API消化物（（A）のlane　1）またはトリプシン消化物（（B）の1ane　1）を
抗P7抗体（1ane　3）と抗P9抗体（1ane　2）で免疫沈降した。沈降物の分子量を

Tricine　SDS－PAGEで解析した。放射活性バンドの検出は電気泳動後PVDF膜に
転写し、IPを用いるラジオルミノグラフィで視覚化した。
　各1aneの放射活性カウントは、（A）と（B）の1ane　1は2，000　d　pm、

（A）のlane　2，3と（B）の1ane　2は800　dpm

　以上の結果をもとに、プロテアーゼの基質特異性と抗体作製部位を考慮し、

それぞれのラベル部位について一次構造上の帰属を行った。

　抗P7抗体で認識される部位を図19，　Aに示す。　API消化物4．5　kDaは、　Phe

（1126）・一　Lys（1162）（計算分子量4．3　kDa）であり、　トリプシン消化物3．O　kDaは、

Phe（1126）一Arg（1153）に対応し、計算分子量3．3　kDaとなる。一方、抗P9抗体で

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝
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認識される部位を・図19・Bに示す。抗PO抗体が反応しないことから、　API消

化物8．OkDaはCys（1461）一b　Lys（1530）（計算分子量7・9　kDa）と帰属された。

　トリプシン消化物6．3kDaには抗P9抗体が反応しなかったが、これは抗P9抗体

エピトープ中のArg（1516）の後で切断が起こったため、抗体の反応性が低下した’

と推測した。したがって、この6・3kDaフラグメントは、　Cys（1461）一Arg（1516）

（計算値6．1kDa）に相当すると見なされる。
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図19、心筋Caチャンネルα1サブユニットの一次構造の帰属と骨格筋チャン
ネルのラベル部位との比較
　心筋と骨格筋それぞれのα1サブユニットのアミノ酸配列を比較した。実線で囲
んだところは同一のアミノ酸、破線で囲んだアミノ酸は相同性の高いアミノ酸を
示す。

　同定した心筋チャンネルのラベル部位を上部に、骨格筋チャンネルのラベル部
位を下部に示した。▼印の箇所で切断されていると推測される。

（A）、抗P9抗体の認識するペプチドフラグメント
　リピートmのS5・一S6のリンカー部である。

（B）は抗P9抗体の認識するペプチドフラグメント
　リピートrvのS6トランスメンブレンを含む部分である。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　象
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　心筋の［3Hldiazipineラベル部位はトポロジーモデル上、太線で示すようにリ

ピートIIIのS5－S6リンカー部およびリピートIVのS6を含んだ領域の2ヶ所であ

った（図20）。この2ヶ所の部分は骨格筋で同定したラベル部位（45）と基本的

に同じである。心筋の2ヶ所のラベルペプチド内で、骨格筋チャンネルとアミ

ノ酸配列のホモロジーを比較してみると、　トリプシン消化物の3・OkDaは85・7　Y・

（28残基中24残基同一）、トリプシン消化物の6．3kDaは72．2Z（54残基中39残

基同一）であった。

outside

1 3β56 1 3 456 1 2 3 56 1 2 345
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C

図20、同定したラペルペプチドのトポロジーモデル上の位置
　リピート皿のS5－S6リンカー部とリピートIVのS6トランスメンブレンを含む部分

の2ヶ所である。

II－3　考察

　DHPの結合親和性は心筋と骨格筋で約10倍異なる。この違いが全く異なる

結合部位をもっためなのか、それとも結合部位内のアミノ酸の違いによるもの

なのか明らかにすることを本章の目的とした。［3Hldiazipineにより心筋Caチ

ャンネルを光ラベルし、ラベルペプチドを抗ペプチド抗体を用いたマッピング

により同定し、DHP結合部位は一次構造上リピートIIIのS5－S6リンカー部分

とリピートIVのS6トランスメンブレンを含む領域の2ヶ所であることを明らか

にした。この2ヶ所は骨格筋で同定された部位と対応することから、心筋と骨

格筋のDHP感受性の違いは結合部位内のアミノ酸の違いによるものと結論さ
れた。

　近年、cDNAクローニングにより多くの組織や種類の異なる電位依存性Caチ

ャンネルの一次構造の明らかになってきた（5－15）。心筋で同定したラペル部位
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に相当する部分のアミノ酸配列を骨格筋、脳のL型チャンネル、脳のDHP非

感受性のNおよびP型チャンネルで比較した（図22）。

　まず、図21，Aに示したりピートIIIのS5－S6リンカv一一部について、ラベル部位

の前後を含め全体的に見てみると、DHP感受性のL型は非常に良く保存され

ているが、DHP非感受性のN型とP型ではあまり保存はされていない。ラベ

ル部位内でもイオン透過口を形成するとされるSS1とSS2の部分（49）を除けばL

型に比べ置換されているアミノ酸は多い（骨格筋と脳L型は18残基中4i残基に対

し、N型、　P型では11残基）。このことは、この場所がDHP結合部位である

ことを強く示唆している。また、骨格筋と脳のL型と比べてみると、ところど

ころにアミノ酸置換が起きている。推測に過ぎないがSerと置換されているAla

が親和性に影響しているのかもしれない。
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図21、心筋ラペル部位領域の種々の電位依存性Caチャンネルにおける一次構
造の比較

　心筋以外の組織のチャンネルについては異なるアミノ酸のみを表示した。

各ラベルフラグメントはトで示した。
（A）リピート皿のS5－S6リンカー部
　SS1，SS2はイオン選択フィルターと推測されている部分。

（B）リピートIVのS6トランスメンブレンを含む部分

　　　　はDHP結合部位、・・…・はPAA結合部位と考えられる部位
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＿方、図21，Bに示すリピートIVのS6トランスメンブレン部を含む領域のうち

N繍側の細胞外に出ているとされる部分のホモ・ジーは・各チャンネルの間

で低いが、c末端側の細胞質側に面している部分のホモ・ジーはかなり高v’・

チャー．一ジを持ったDHP誘導体を用いたKassらの実験によ｝）・DHPは細胞の

外側からCaチャンネルに接近し・イオン透過をブ・ックすることが示唆され

ている（47）．このことから、細胞外1こ出ている部分の方にDHPは結合してい

ると考えられる．細胞質側の部分は、骨格筋でPAAの結合部位として同定さ

れ三分である（44，図22を参照）．この部分はL型チャンネル間では100％保存さ

れている．このことはPAAの結合親和性力・s　L型Caチャンネル間で変わらな

いことをを反映している．これに対し、リピートIVのDHP結合部｛立ではカ’な

りの部分でアミノ酸置換が起こっており、先に述べたりピートIIIのS5’S6リン

カ＿部と比べても多い．したがって、DHPの結合親和性の違いはこちらの部

位の違いによるものかもしれない．今後、どのアミノ酉嫉基がDHP結Geこ重

要であるのかは、site－directed　mutagenesisによる点変異実験などでさらに詳

細に解析されることが望まれる。

　光アフィニティラベルで結合部位の研究をする場合には、常にリガンド部と

光反応基間の距離に留意する必要がある。それは、両者を連結するスペ・・一一一サー

部が長ければ、結合部位とかけ離れた部位をラベルする危険性があるからであ

る。Diazipineの場合、どこまでがリガンド部であるのか決めにくいが、ジヒド

ロピリジン環をリガンド部とすれば、その中心からカルベンを発生させる炭素

までの距離は約1．4nmである。分子モデル上、　Lys残基のα炭素とεアミノ基の

距離は約0．6n皿であることからdiazipineのリガンド部と光反応基の間の距離は

ほとんど無視できる長さである。しかも1．4nmは最大に引き延ばした場合であ

り、折れ曲がっている場合はもっと短いものになる。したがって・diazipineで

光ラベルされる場所は結合部位そのものか、そのごく近傍であるといえる。

　つい最近、Striessnigらはスペーサー部を持たない（＋）［3HlPN200－110でも、

［3H］diazipineや［3H】azidopineとほぼ同じ部位がラベルされることをウサギ骨

格筋Caチャンネルで示している（46）。

　心筋形質膜画分においてはDHPの高親和性部位は一つしかない。このこと

から骨格筋で提唱されているようにこの2ヶ所の部分はα1サブユニットの高

次構造上寄り添うようにして1ヶ所のDHP結合部位を形成していると考えら

れる（図22＞。
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図22、DHPとPAAの結合部位（文献（45）より転載）
　DHPは細胞の外側からチャンネルに結合し、イオン透過口付近に結合する。
一方、PAAは細胞の内側にその結合部位を持つ。
　各リピートのS5－S6リンカー部の一部はチャンネルの内側に入り込み、イオン透
過口形成に関与していると考えられる。

　光アフィニティラベル法と部位特異的ペプチド抗体を組み合わせリガンド結

合部位を解析する方法によって、本研究で示したように十分な精製が行えずか

っ微量しか得られない心筋Caチャンネルでも、そのリガγド結合部位を同定

できた。リガンドとしてCaアゴニストやbenzothiazepine誘導体を用いても適

用可能と考えられ、今後の展開が期待される。

命
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第lll章　リアノジン受容体のリン酸化と活性調節

　心筋細胞の収縮は、細胞内Ca2＋”？H度によって調節される。細胞内Ca　2“は

細胞外からの流入と筋小胞体からの放出および取り込みによって調節されてい

る。形質膜L型Caチャンネルを介したCa2手流入と筋小胞体Caポンプによ

る　Ca　2＋取り込み調節については、タンパク質リン酸化反応が重要であるこ

とが知られている（50，51）。一方、筋小胞体からのCa　2←放出ではあまり報告が

なく、どのような制御を受けているのか詳しくはわかっていない。

　筋小胞体Ca放出チャンネルは近年リアノジン受容体として、骨格筋（52，53

，54）および心筋（55，56，57）から精製された。45Caflux測定や、平面膜法によ

る単一チャンネルレコーーディングによって得られた結果より、Ca放出チャン

ネル活性は、，u　MオーダーのCa　2“，　mMオーダーのATPで活性化され、　mMオー

ダーのM92㌔μMオーダーのRRやCaMにより阻害されることが示されてい
る（58，59）。

　最近、2，3のグループによって心筋リアノジン受容体が種々のタンパク質リ

ン酸化酵素の基質となることが報告されてきた（60，61，62）。それらはりアノジ

ン受容体がリン酸化をうけることで機能変化することを観察しているが、相反

する結果もみられている。

　そこで筆者は、リン酸化によるりアノジン受容体の活性制御機構を調べるた

めに、精製受容体をリボソームに埋めこんだ再構成系において、cAMP依存

性プロテインキナー・一二（PKA）とカルモジュリンキナーゼ（CaMK）によ

って受容体をリン酸化し、その影響を45Ca2“influx測定，平面膜法による単一

チャンネルレコーディングおよび［3H］ryanodine結合によって調べた。

か
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III－1実験材料と実験方法

III－1－1　実験材料

　この章で新たに用いた試薬類を示す。

　［3HIRyanodine（60．5　Ci／mmol）

　45Ca（25．4　mCi／mg）

　CHAPS

　EGTA

　Ryanodine

　Ruthenium　red

　Polyethylene　Glycol　＃6000

　L－a－Phosphatidylcholine　（PC）

　　（from　soybean，　type　II－S）

　Bovine　｝t－globulin

　Valinomycin

　Rat　brain　CaMK　11

Bovine　catalytic　subunit　of　PKA

Calmodu1in　（CaM）

（　NEN　）

（　NEN　）

（同仁）

（同仁）

（和光純薬）

（和光純薬）

（Nacalai　Tesque）

（Sigma）

　（　Sigma　）

　（　Sigma　）

都立神経総合研、山内卓博士から恵与

された

Okunoらの方法（63）で調製した。

Gopalakrishunaの方法（64）でウシ脳

から精製した。

III－1－1実験方法

（1）ブタ心筋ミクロソーム画分の調製

　1－1－2一（1）にしたがい行い、ショ糖密度勾配遠心をする前の沈殿を0，6NKC1

10mM　L－histidineで懸濁し、105，000　X　g。、x，1時間遠心を行い、再度沈殿さ

せ0．25Msucrose，0．2　M　NaC1，25　mM　Hepes－Tris（pH　7．2）で再懸濁した。こ

れをこの章の”ミクロソーム”とした。ミクロソームはセラムチューブ（住友ベ

ークライト）に小分けし、液体窒素で凍結した後、一80℃で保存した。

（2）心筋リアノジン受容体の精製とリボソームへの再構成

　精製はすべて4℃で行い、用いたすべてのbufferにはタンパク質分解酵素阻害

薬（0．1mM　PMSF，1μg／ml　pepstatin　A，1μg／ml　leupeptin）を入れた。

　心筋リアノジン受容体の精製は、Inuiらの方法（55）とLaiらの方法（56）を組み

合わせて行った。ブタ心筋ミクロソーム画分（120田9）を60m1の1MNaC1，1％

一46一
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CHAPS，0。5Z　PC，20　mM　Hepes－Tris（pH　7．2）中、氷上，1時間、インキュベート

した（界面活性剤／タンパク質の重量比は5、タンパク質濃度は2mglm1）。イ

ンキュベート後、105，000Xgmax，45分間遠心して可溶化耳介を得た。可溶化

時分を5m1ずつ10～30％sucrose，0．5　M　NaC1，0．5％CHAPS，0．25％PC，20mH

Hepes－Tris（pH　7．2）32ml（計12本）の上層にのせ、日立SRP28－SAスウィングロー

ターで26，000rpmX16時間，遠心した。遠心終了後、各チューブの上層側から

Automatic　liquid　charger（アドパンティ・ソク）とべリスタポンプ（アトー）を用

いて2mlずつ分画した。各画分から50μ1を取り、それぞれ［3H」ryanodine結合

活性を測定し、放射活性ピーク画分（約100m1）を回収した。これに等量のO．5Z

CHAPS，　O．25％PC，20　mM　Hepes－Tris（pH　7．2）を少しずつ加えてゆき、　NaC1の濃

度を0．25Mまで下げた。これを0．2　M　NaCl，　buffer　A（0．5　Z　CHAPS，0．25％PC

O．25Msucrose，20　mM　Hepes－Tris（pH7．2））であらかじめに平衡化しておいた

Heparin－agarose（3　ml　ge1）に通した。続いてカラムを0．2　M　NaC1，　buffer　A

（30m1）ですばやく洗った後、0．8　M　Na　C1，　buffer　Aでリアノジン受容体を溶出

した（流速；1ml／min）。分取は1　mlずつ行い、吸光度280　nmでタンパク質をモ

ニターしてピーク野分を集め、Heparin一画分とした。約900μ9のタンパク質が

得られた。　リボソームへの再構成は直ちに行い、再構成実験以外の目的に使用

する場合は、液体窒素で凍結し、一80℃で保存した。

　リボソームへの再構成はFerrisらの方法（65）を参考にして行った。再構成は

Heparin画一を凍結保存せず精製後、直ちに行った。ここに典型的な実験例を示

す。1m1のHeparin一画分（300μ9／m1）にタンパク質：脂質の重量比が1：50

になるように4Z　PC，0．5％CHAPSを380μ1加えた。この混合溶液（220μ9加1）

1．38mlを透析buffer（0．1　M　KC1，10　mM　Hepes－Tris（pH　7．4））に対して、24

時間，透析した。この間、bufferは5回交換した。また、透明だった混合溶液は

白濁した。透析後、超音波処理（bath型、10秒X2回）を行い、3，000×9。、、

3分間、遠心して不溶化物を除き、得られた上清を”再構成受容体”として以後

の実験に用いた。45Ca2＋influx測定、［3　Hj　ryan　od　ine結合括性測定は、再構成

後直ちに行った。保存する場合は、0．25Mになるようにsucrose加え、液体窒素

で凍結し、一80℃で保存した。

（3）再構成受容体のリン酸化

　再構成受容体（50－80μg／m1）をphosphorylation－buffer（70　mM　KCI，5mM

MgC12，20　mM　Hepes－Tris（pH　7．2））中で、50μMまたは1　mM　［γ　一32Pl　ATPとと

もに0～60分間，30℃でインキュベートした。PKAによるリン酸化は、20μg

／ml　catalytic　subunit　ofPKAを、　CaMKの場合には、3μMCaM，2．4μ9
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覇

／皿1CaMK　II，1mH　EGTA，1．1　mM　CaC12をphosphorylation－buffer中に共存さ
　　　　　　．
せてリン酸化を行った。　一定時間後、SDS－sampling　bufferを加え反応を停止

させた。次に、これを6％ゲルを用いたSDS。PAGEにかけた。ゲルはCBB染色後、乾

燥させ、Fuji　New　RX　Filmを用いてオ・一一一トラジオグラフィーまたは、イメージ

ングプレート（IP）を用いてFujiバイオイメージイングアナライザー（Bas　2000）

によりリン酸化タンパク質を検出した。受容体タンパク質への32Pの取り込みは

400kDaのバンドを切り取り、液体シンチレー一一ションカウンターで測定した。

　45Ca2＋influxと【3Hlryanodine結合活性を測定する場合には、次のようにし

てリン酸化受容体を調製した。再構成受容体を1mM　ATPを用いて上記の条件下

30分間リン酸化した。反応終了と同時に、あらかじめflux－bufferで平衡化して

おいた2皿1のSephadex　G－50を詰めたミニカラム（セパコv一一．ルミニ，生化学工業）

に通した。カラムにかけた後、直ちにflux－bufferで受容体を溶出させた。　ATP

を含まない再構成受容体は、600－1200μ1のところに出てくる（濁っているの

で分かる）。各測定にはこの画分を用いた。このカラム操作は4℃で行った。

（4）45Ca2＋influx測定

　再構成受容体（50μ　g／m1）を含むflux－buffer（0．1MKC1，10　mM　Hepes－Tris

（pH　7．2），0．1，u　H　valinomycin）に1／10容量の100，u　M　45CaC12，　flux－buffer

を加え、リボソーム内への45Ca2＋influxを開始させた（10，u　M　AsCa2’）。氷上

で一定時間インキュベートした後、反応溶液中から一定量を一部とり、ガラス

フィルター（Whatman　GF／C）上に注ぎ、急速濾過によってfluxを止めた。この時、

マニホールド内には、あらかじめ、3m1のstop－buffer（10　mM　MgC12，100，u　N

RR，　flux－buffer）を溜めておき、反応溶液はその上に注いだ。フィルターを直

ちに3m1のstoP－bufferで3回洗った後、フィルター上にトラップされたりポソーー

ムの放射活性を液体シンチレーションカウンターで測定した。

　MgC12やRRによる阻害実験の時には、100，u　M　4sCaC12を加える前にあらかじ

め再構成受容体と30分間インキュベートしておいて、それからflux反応を開始

した。濾過装置はHoefer　Model　FH－2240V　10連マニホールドを用いた。

（5）［3　H］　Ryanodine結合活性測定

　ミクロソーム画分（30μ9／100μ1）を結合活性測定buffer（1　K　KC1，1mM

EGTA，1．1　mM　CaC12，25　mN　Hepes－Tris（pH　7．2））中、　20　nM　［3H］ryanodine

（60．5Ci／mmol）とともに30℃，1時間インキュベートした後、1・・1－2一（10）にした

がい、Brandel　M－24を用いて急速濾過法により結合活性を測定した。非特異的

結合は10，u　H　ryanodene存在下、またはCaC12を除いたbuffer中で測定した。
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　可溶化後標品の結合活性測定は、NaedaらのPEG法（66）によって行った。　O．5X

CHAPS，0．25X　PCを含む100μ1の結合活性測定buffer中で、ミクロソームと同

様にインキュベートした。次に、反応溶液を氷上で4℃にし、50mg／ml　bovine

γ一910bulinを5μ1、続いて30Z　PEG＃6000を100μ1加え、よく混和してから、

氷中に10分間静置した（γ　・一globulinとPEGの終濃度は1．25皿9／mlと15Z、総容量

205μ1）。遠心操作により二二させ、上澄みを注意深く取り除き、沈殿をH20で

再懸濁した。これをバイアル瓶に移し、ACS　IIを加えて、液体シンチレーショ

ンカウンターで放射活性を測定した。

　再構成受容体（2μ9／100μ1）はミクロソームと同条件でインキュベートし

た後、MaedaらのPEG法（66）により結合活性を測定した。

　結合飽和実験は、上記の条件で［3Hlryanodineの濃度を1－40　nM範囲で変化さ

せて行った。Ca2＋依存性を調べる実験は、　KC1濃度を1．OMまたは0．12　Mとし、

Ca2＋濃度はCa2“一EGTA　bufferで変化させて行った。

（6）単一チャンネルレコーーディング

　PE／PS・7／3の脂質組成からなる平面膜をfolding法によって形成した。

Trans側チャンバーに47　mM　Ba（OH）2，250　mN　Hepes（pH7．4）、　cis側チャンバー

に900mM　KC1，5mM　CaC12，10一一20　mM　Hepes－Tris（pH　7．4）の組成からなる溶液

を満たし、cis側にPE／PC／PS／ergostero1／Nystatin・5／1／2／2／0．15（モル比）

からなるリボソームに再構成した精製受容体を加えて、平面膜に融合させた。

cis側を灌流して1mM　Ca2’・一EGTA（【Ca2’］・約8，u　M），250　mM　Hepes一一Tris（pH

7．4）に置換し、transからcis側に流れるBa2＋電流を測定した。　ATP，Mg2＋や酵素

はcis側から加えた。

（　7　）　SDS一一PAGE

Lae皿mliの系（30）で1－1－2一（13）にしたがって行った。

（8）タンパク質定量

　ミクロソームは1－1－2一（11）と同様に、Smithらの方法（28）により定量した。

　可溶化精製標品はBradfordの方法（29）により行った。

　再構成受容体は0．5NNaOHでリボソームを可溶化してから、　Bradfordの方法

によって定量した。この場合、タンパク質の組み込んでいないリボソームも同

時に定量し、バックグラウンドとした。標準タンパク質はBSAを用いた。
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In－2　実験結果
　　　　　，

皿一2－1　心筋リアノジン受容体の精製とリボソームへの再構成

　リアノジン受容体の精製はさまざまな方法によって達成されている（52－57）。

筆者は、ブタ心筋ミクロソーム画分から1MNaC1，1％CHAPS，0．5Zボスファチ

ジルコリン（PC）で可溶化した後、0。5Z　CHAPS，0．25畑C存在下で10～30Z連続シ

ョ糖密度勾配遠心法，続いてHeparin－agaroseを用いたクロマトグラフィを行い、

2段階精製した。120mgのミクロソームからHeparin－

agarose溶出画分をタンパク質量として約1　mg回収した。

この精製標品について［3Hjryanodine結合活性を測定し、

Scatchard解析すると、比活性は215叩ol／mgとなり、ミ

クロソーム二分（3pmo1／mg）に比べ、約70倍，精製度は

上昇していた。SDS－PAGEにより解析すると、図23に示す

ように分子量400kDaのほぼ単一のバンドとして検出され

た。デンシトメーターによる定量では、90Zの純度であっ

た。二段階の短行程で、純度の高い二品が得られる点が

この精製法の利点である。

　受容体のリボソームへの再構成は、精製終了後、直ち

に行った。精製二品に、PCとタンパク質の重量比が50：1

になるようにPCを追加し、

から透析によってCHAPSを除き、

　透明だった溶液は、

が確認できた。白濁溶液を超音波処理した後、

かった不溶化受容体を除いた。

図23、精製標品

　　タンパク質濃度を約200μ9加1とし、この混合溶液

　　　　PCから成るリボソームに受容体を埋め込んだ。

透析を行うにしたがい次第に白濁し、リボソームの形成

　　　　　　　　　　　遠心操作を行い、再構成されな

　　　　遠心後の上清を”再構成受容体”として用いた。

III－2－2　　再構成受容体の特性　　（1）45Ca2“influx測定

　Caチャンネル活性は、リアノジン受容体の持つ機能の中でも主要なもので

ある。再構成受容体がCaチャンネル活性を保持しているか、45Ca2’をトレー

サーに用いたCa2＋influx測定によって調べた（図24）。Ca2＋influx測定は、

10，u　M　45Ca2“で再構成受容体を活性化し、チャンネルを開口させて、この開口

したチャンネルを介してリボソーム内に流入する45Ca2“量を、一定時間毎に測

定するものである。

　受容体を埋め込んだ再構成リボソームは、タンパク質を含まないリボソーム

に比べ、速やかでかっ顕著なCa2“in　fluxが観察された（図25）。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4s　ca
Proteoliposomes
2－5　pg　of　Prot／　Assay
　　leo’nymM　KCI，　O．1pM　Valinomycin，　20mM　Hepes－Tris　（pH7．2）

　　lopM　45　CaC12　±　100pM　Ruthenium　Red

W　tncubation　on　lce

Nllf　Rapld　Filtration　on　Whatman　GF／C　Glass　Filter

　
，　　WaSh　i21；5homStMOPKcBi”，　fleo’．M3　TM’igMcei，ioopM　RR，　imM　EGTA，　iomM　Hepes－Tris　（pH　7・2））

Liquid　Scintillation　Countor

図24、45Ca　2←influx測定の方法
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図25、再構成リアノジン受容体を介する・5Ca2・influx
心筋リアノジン受容体を再構成したリボソーム溶液に10，a　H　45　Ca2◆を加え、リ

ポソ一閲ムに取り込まれる45Ca2’の量を一定時間毎に急速濾過法によって測定した
（O）。1，u　H（ロ），30μM（ロ）の㎜、5mH　HgC12（●）と30分間，インキュベートし

てから45　Ca2“を加えた場合は、取り込みが阻害された。また、受容体を組み込ん
でいないリボソーム（△）では有為な取り込みは起こらなかった。
　各値は平均値±S．D．（n・3）

　Ca誘発性Ca放出を阻害するNg2’　（5mN）とあらかじめインキュベートし

てから測定した場合には、このリボソームへの45Ca2◆influx量は減少し、阻害

’が観察された。また、ルテニウムレッド（RR）も阻害することが知られている。

RRは1μMではごくわずかの阻害しかかからなかったが、30，u　Mでは5　mM　Mg2＋

と同程度の阻害を示した。そこでMg2＋とRRの阻害効果について、濃度依存性を

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ
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調べた（図26，AとB）。両者はともに45Ca2’influxを濃度依存的に阻害した。

それぞれのICse値は1mHと20μHであり、　Mg2÷の値はイヌ心筋リアノジン受容

体で求められた値3mHとほぼ一致し（58）、　RRについても骨格筋受容体で求めら

れた値1μMに比べ、心筋の方が阻害効果濃度が高いという報告を裏付けている

（59）。したがって、45Ca2＋influxがMg2＋やRRによって濃度依存的に阻害される

ことから、再構成された受容体がCaチャンネル活性を保持していることが確

かめられた。

A　）　MgC12
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e　80i’

蚤60
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罵40
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o
o ．1　1　10　100
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o
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図26、Mg2◆、　RRによる45　Ca　2＋influxの濃度依存的阻害
　再構成受容体を各種濃度のNgC12（A）およびRR（B）とインキュベートした後、
45Ca2＋を加えてfluxを開始させ、30秒間の取り込み量を測定した。
それぞれのIC5eはMgC12，1剛、　RR，20，u　Hであった。

　2回の実験の平均値で表した。

m－2－3　再構成受容体の特性　（2）［3HIRyanodine結合

　再構成した受容体の性質を［3H】ryanodine結合活性を指標に調べた。結合飽和

実験を行い、Scatchard解析するとKd値とBmaxは、それぞれ5．8　nMと171　pmo1！

mgとなった（図27，　A）。このKd値は、ミクロソーム画分（6・O　nH），精製受容体

（7．3nM）の値とほぼ同じ値であった。　Bmaxは精製受容体に比べ若干低下してい

たが、これは再構成操作中に失活したものと思われる。Ryanodineの結合量は、

Ca2÷濃度に依存して変化するが（57）、次に、この再構成受容体のCa2＋濃度依存

性を調べた。生理的塩濃度に近い0．12NKC1存在下では図27，　Bのようにベル型

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，t
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のCa2拳濃度依存的結合を示した。　pCa・6．5で最大となり、高Ca2＋濃度では結合

量に減少した。最大結合量の1／2を与えるCa2＋濃度は～300　nMとなった。また、

受容体へのryanodineの結合は塩濃度を高くすると増大するが、再構成受容体の

場合も1MKC1存在下では顕著に増大を示した。この時のCa2“依存性については、

0．12MKC1存在下の場合と大きな違いはなかった。

　以上の結果より、再構成受容体は、［3Hlryanodine結合の親和性およびCa2＋濃

度依存性においても、本来の受容体の性質をそのまま保持していることが確か

められた。

　　　　A）Scatchard　Plots　B）Ca2“　Dependence
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図27、再構成受容体のリアノジン結合特性
（A）［3HIRyanodine結合のScatchard解析
　再構成受容体を1MKC1，10，u　H　Ca2←，　O．5－40　nM〔3Hjryanodine存在下、

30℃，2時間インキュベートした後、実験項（III－1－2一（5））にしたがいPEG法に

より結合活性を測定した。非特異的結合は10，u　H　ryanodine存在下、結合活
性測定を行い求めた。結合飽和実験の結果をもとにScatchard解析を行った。
（B）Ca2や依存的［3Hl　ryanodine結合
　再構成受容体を1H（○）または0．12　M（●）のKC1，20　nH〔3Hlryanodine，

0－1mM　Ca2＋の条件で（A）と同様に結合活性測定を行った。
図の各回は3回の実験の平均値±S．D．で表した。

HI－2一一　4　PKAおよびCaMKによる再構成受容体のリン酸化

　PKAとCaMKによるりアノジン受容体のリン酸化を50μH［γ一32P】ATP

存在下で行い、調べた（図28，A）。リン酸化タンパク質はSDS　・一　PAGE後、オート

ラジオグラフィを行い検出した。PKAとCaMKはともに分子量400kDaのリ

アノジン受容体をリン酸化した。Witcherら（60）やTakasagoら（61）もイヌ心筋ミ

クロソーム下下を用いて同様の結果を得ている。ところでPKAとCaM：Kの

両方でリン酸化すると、どちらか一方の酵素でリン酸化した場合よりも強くリ

ン酸化されているのが観察された。
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　ゲルから400kDaのバンドを切り取り、その放射活性を測定して32Pの取り込

み量を時間毎に求めた（図28，B）。

A）　Autoradiography
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図28、PKA，　CaMK：による再構成受容体のリン酸化
（A）、再構成受容体を50μH〔｝・　一32plATP存在下、　PKA，　CaHKまたは、　PKAと

CaHK両方で実験項（III－1－2一（3）にしたがい1時間リン酸化した。6Zゲルを用いた

SDS－PAGEを行ったのち、オートラジオグラフィでリン酸化バンドを検出した。
（B）、32Pの取り込み量のタイムコースをとった。リアノジン受容体バンドをゲ
ルから切取って放射活性を測定し、Scatchard解析から計算されるリアノジン結合
部位数あたりリン酸基の導入個数で表示した。

　リアノジン受容体の両キナーゼによるリン酸化は速やかに起こっており、約

10分でプラトーに達した。両キナーゼ同時に作用させた場合も同様に速やかで

あった。最終的な32Pの取り込み量を［3H】ryanodine結合部位数に対して求める

と、PKA，　CaMK単独では約4．5モル／モル、両方の酵素でリン酸化した

場合では8モル／モルとなった。両酵素でリン酸化すると単独の場合よりも約

2倍、32Pが取り込まれることがわかった。リアノジン受容体はnativeな状態で

は400kDaのサブユニットの四量体を形成している。　Ryanodineは四王体にっき

1個結合することから、リン酸基は400kDaサブユニットあたり、　PKAおよび

CaMKそれぞれ単独でリン酸化した場合では1個、両方では2個導入されたこ

とになる。また、リン酸化の際のATP濃度を50μHおよび1　mMで比較したが、取

り込み量には差はみられなかった。

lll－2－5　リン酸化によるCaチャンネルの活性化（1）45Ca2“influx測定

　再構成受容体をPKAおよびCaMKでリン酸化した時の45　Ca2＋influx量を

図29，AとBに示す。再構成受容体を1mM　ATP，5mH　MgC12存在下、　catalytic
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subunit　of　PKAまたはCa2＋，　CaM，　CaMK　IIを加え、30℃，30分間，インキュベー

トしてリン酸化した。リン酸化終了後、Sephadex　G－50に通し、測定に影響を与

えうる過剰のATP，　Ca2÷，　Mg2＋等を除き、　Ca2＋influx測定を行った。10，u　M

45Ca2←，100　mM　KC1の条件下、1および2分間後の45Ca2“取り込み量を測定した。

　PKAでリン酸化したものは、コントロールのリン酸化しないものに比べ、

1分間後で約30Zのflux量の増大が観察された（図29，　A）。またinfluxは、100

μMRRで処理すると、リン酸化したものとしないものでは、同程度まで阻害さ

れた。

　一方、CaMKによるリン酸化では、　caMのみの非リン酸化コントロールに比

べ、flux量が約30Z増大した。さらに、　Ca2　＋，　CaH，　CaMK　IIにPKAを加えたもの

は、より増大がみられ、CaHのみのコントロールに比べ50Zの増大が観察された。

ただし、CaHはfluxを抑制することが報告されている（56）が、このinflux測定で

は、なにも処理していないコントロールと比べて、逆に取り込み量は多くなっ

た。この理由は、CaNが45Ca2＋と複合体を形成し、この一部がフィルターアッセ

イ時に吸着してしまうためである。したがって、リン酸化の効果を観察する際

には、CaHが入っているものをコントロールとして用いた。
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　図29、PKAおよびCaMKリン酸化による45　Ca　’2　＋influx量の増大
　（A）再構成受容体を1mH　ATP，5mH　NgC12とともにcatalytic　subunit　of　PKA
存在（●，■）および非存在（O，ロ）下、30分間リン酸化した後、Sephadex　GsO
　ミニカラムを通した。溶出液（●，○）にasCa2’を加え、氷上で一定時間インキュ
ベートしたのち急速濾過法によりinflux測定を行った。　Influx阻害実験はあらか
　じめ100，u　M　RR（■，ロ）とインキュベートしてから45Ca2・を加えた。

　（B）再構成受容体を1mH　ATP，5mH　MgC12，10　xt　H　Ca2◇の条件下、なにも添加し

ないか（◆，◇）、CaN（○，ロ）、CaMとCaNK（●，■）または、　CaH，　CaNKとPKA

　（▲）とともにインキュベートした後、（A）と同様に45Ca2’influx測定を行った。
100，u　HRR阻害は（A）と同様に行った（◇，ロ，■）。

再構成されていないリボソーム（△）では、顕著なinfluxは観察されなかった。
　値は、3回の実験の平均値±S．D．で表した。
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　リン酸化によるflux量の増大が、リン酸化処理による人為的なものでないこ

とを確認する実験を行った。リン酸化処理によってリボソームの内容量が変わ

っていないか、flux量の変化を時間スケールを広げて、　PKAに場合について

調べた（図30）。
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図30、PKAリン酸化によるinflux量の経時変化
　再構成受容体を1mH　ATP，20μg／ml　catalytic　subunit　of　PKA存在（●，■）

および非存在（O，ロ）下、30分間リン酸化した後、Sephadex　G50ミニカラム通
した。溶出液（●，○）に45Ca2◇を加え、氷上で一定時間インキュベートした後
急速濾過法によりinflux測定を行った。
　Influx阻害実験はあらかじめ、30，u　M　RR（■，ロ）とインキュベートしてから
45Ca2“を加えた。

　再構成されていないリボソームでは、顕著なinfluxは観察されなかった。
　三値は、3回の実験の平均値±S．D．

　前述のようにflux開始から10秒から2分の間では、コントロールに比べリン酸

化した方が、有意に4　E’　Ca2＋influxが増大していることが確認されたが、10分以

後では・コントロールと同じレベルになった。したがって、リボソームの内容量

が変わったためではないことが確認された。

　以上の結果より心筋リアノジン受容体はPK　A，　CaMKによってリン酸化

されると活性化され、その活性化は両キナーーゼでリン酸化されたときにより大

きくなることがはっきりと確認された。

III－2－6　PKAリン酸化によるCaチャンネルの活性化（2）平面膜法によ

る単一チャンネルレコーディング

　リン酸化によるりアノジン受容体のCaチャンネル機能変化を平面膜法を用

いた電気生理学的解析によって調べた（九州大学・薬学部、桐野研究室で解析
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　再構成受容体を含むリボソームを平面膜に組み込み、transからcis側に流れ

るBa2＋電流を記録した（図31）。まず、平面膜に受容体が組み込まれると、75

－100pSのコンダクタンスを持つ電流が観察された。次に、平面膜のcis側から

3皿NMgC12を添加すると電流は小さくなり阻害が観察された。そして1mM　ATP

を加えると再び電流が観察されるようになった。さらにPKAを加えると開口

確率は高くなり、開口状態が持続することが観察された。この電流はRRを加え

ることで完全に阻害された。

　　　　MgC12　ATp　　　　　S　　　　　J

A
K
↓

P

Mna．

　　　　　　　RiR

図31、平面膜法による単一チャンネルレコーディングによる解析
　平面膜にcis側から再構成受容体を加え、融合させた。　Trans側からcis側に流れ
るBa2’電流を観察した。3　mM　HgC12、1mM　ATP、　catalytic　subunit　of　PKAを

cis側から加え、最後にRRを加えた。

III－2－7　リン酸化によるCaチャンネルの活性化　（3）［3HjRyanodine結合

活性の変化

　Ryanodineは開口状態にある受容体（Ca放出チャンネル）に結合し、開口状

態を保持する作用を持つことが知られている（67）。そこでIII－2－5，　III　一2－6で観

察されたリン酸化による活性化（開口確率の増大）が、ryanodine結合に反映さ

れているかどうか調べた（図32，AとB）。再構成受容体をIII－2－4に述べたように

リン酸化した後、120mM　KC1存在下、［3Hlryanodine結合におけるCa2＋依存性を

調べた。図32，Aに示すように、　P　K　Aによるリン酸化は［3H】ryanodine結合量

を有意に約3暢増大させた。この時のCa2＋依存性には、大きな差は観察されなか
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つた。一方、図32，Bに示すようにCaMを加えたものは、コントロールに比べ約

40Z結・合量が減少した。しかし、　CaMK　IIを加えてリン酸化したものでは、もと

のコントロールと同じ結合量を取り戻した。すなわち、CaHを加えたものに比べ、

CaMK　IIを加え、リン酸化したものは、約40％増大したことになる。また、　CaH，

CaHK　IIにPKAも加え、両酵素でリン酸化した場合には、さらに結合量は増大し、

コントロールの38Z、　CaMのみの場合と比べると86Zの増大を示した。

　以上の結果より、心筋リアノジン受容体のPKAとCaMKによるリン酸化

は、［3Hlryanodine結合量の増大をもたらすが、この時のCa2÷依存性には影響を

与えない、すなわちリン酸化により受容体の開口確率の増大がもたらされたこ

とが確認された。
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図32、リン酸化による〔3Hlryanodine結合の変化
　再構成受容体を1mM　ATPとPKA（A）またはCaHK（B）で、30℃，30分間リン酸化した。

Sephadex－G50ミニカラムを通した後、0．12　M　KC1存在下、〔3Hlryanodineと種々の
濃度のCaC12－1　mM　EGTAとインキュベートした。結合活性測定をPEG法で行った。
（A）、PKAリン酸化（●）および非リン酸化（○）
（B）、無処理（△）、CaK存在下（○）、　CaHKリン酸化（●）、

　　　CaMKとPKAでリン酸化（▲）
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III－3　考察

　心筋リアノジン受容体は、筋小胞体Ca放出チャンネルであることが明らか

となり、そのCaチャンネル活性は、　Ca　2＋やATPで活性化され、　M　9　2＋，

RRやCaMで抑制されるなど、種々の調節因子によって活性制御されること

はよく知られている（67）。しかし、タンパク質リン酸化反応による活性制御に

ついてはあまり知られていない。

　筆者は、心筋リアノジン受容体を精製してリボソームに再構成を行い、これ

を用いPKAとCaM：Kによるリン酸化の影響を、　Caチャンネル活性と［3Hl

ryanodine結合活性を指標に調べた。その結果、心筋リアノジン受容体はPKA

とCaMKによって、速やかにかっ化学量論的にそれぞれリン酸化され、その

結果、開口確率の上昇にともなうチャンネル活性の増大が起こることを示した。

さらに、PKAとCaM：K両キナーゼでリン酸化した場合には、どちらか一方

でリン酸化した時に比べ、チャンネル活性がより増大することも見い出した。

　リン酸化によるCaチャンネルの活性変化を調べる際に、筋小胞体膜を用い

た場合、1）リアノジン受容体以外にも数多くのタンパク質分子がリン酸化され、

傘茸胞体Caポンプ活性の増大も起こる、2）ホスファターゼ活性が強く、脱リ

ン酸化されてしまう恐れがある、ことなどから解析は非常に困難である。精製

受容体を再構成したリボソームでは、リン酸化されるタンパク質はリアノジン

受容体のみであり、かっボスファターゼの混入がないことから脱リン酸化は無

視できることなどの利点から、直接の受容体リン酸化にともなうチャンネルの

機能変化が明確に観察できる。

　精製した再構成受容体は、図27に示すように生理的濃度のPKAとCaMK

によって速やかにリン酸化され、ホスファターゼ阻害薬を加えない条件下でも、

脱リン酸化はまったく観察されなかった。このリン酸化は化学量論的に起こり、

受容体のリン酸化量はryanodine結合最大量のおよそ4倍となった。リアノジン

受容体はnativeな条件下では、400　kDaのサブユニットモノマーが集合し四量体

を形成している。・そしてryanodineは、この四量体につき1分子結合すると考え

られている（68）。この結果に基づくと、PKAまたはCaMKでリン酸化され

るのは、400kDaサブユニットモノマーにっき、それぞれ1個であると計算され

る。PKAとCaMK両方でリン酸化した場合は、サブユニトあたり2個リン酸

基が導入されたことになる。この結果は、PKAとCaMKでリン酸化される

部位が、それぞれ異なっていることを示唆している。

　再構成受容体のチャンネル活性を調べるには、放射活性トレーサーや蛍光色

素を用いたinflux測定、平面膜に組み込んで単一チャンネルを記録するなどの
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方法が通常用いられる。45　Ca　2＋をトレーサーとして用いるinfulx測定は、チ

ャンネルを介してリボソーム内に流入する45Caの取り込み量の差として、比

較的容易にCaチャンネル機能が測定できる。一方、単一チャンネルレコーデ

ィングは、短い時間スケールでチャンネルの開閉が観察でき、influx測定では

測定困難なチャンネルコンダクタンスや、開口確率を求めることができる。

　再構成した精製受容体のCaチャンネル活性を45Ca2＋flux測定で調べると・

M　9　2・やRRで抑制されるリアノジン受容体を介したinfluxが観察されたこと

から、本来の機能を保持したまま再構成されていることがわかった。PKAや

CaMKでリン酸化処理すると45　Ca　2＋flux量は図28のようにコントロールに

比べ有意に増大した。さらに、PKAとCaMKの両方でリン酸化すると、活

性は単独でリン酸化した場合に比べ、さらに増大した。この増大は相加的であ

った。このPKAのリン酸化によるflux量の増大が、リン酸化処理によるリボ

ソームへの非特異的な45　Caの吸着やリボソームの性質そのものが変わってし

まったなどの人為的な効果によるものでないことは、図29で示されるように否

定される。すなわち、早い時間内（～120secまで）では、コントロールと差が

あるが、時間が経ち10分後では同レベルのflux量になるという事実は・リポソ

＿ムへのinfluxは、チャンネルを介したものであることを示している。しかし

ながら、リン酸化によって引き起こされる増大量の割合は、たかだかコントロ

＿ルの30～40Zである。この理由として、実験操作上のCa2◇濃度が10，u　Hと高

濃度であるためと考えられる。つまり、この条件下では、大部分のチャンネル

が開口しているため45　Ca2＋流入速度は速く、測定している時間帯（10～120

sec）では、リボソーム内外の45Ca2←濃度が平衡に近い状態まで達しているた

めと思われる。リボソーム1個にチャンネルが1個組み込まれたと仮定した場

合に、この条件下でCa　2“がりポソームベシクル内を満たすのにかかる時間を

計算してみた。その結果、約50msecでベシクル内外のCa2“濃度がほぼ等しく

なることがわかった。したがって、数msecオーダーで45Ca2◎influx測定を行

い、流入速度として測定できれば、リン酸化による活性増大はより著明に観察

できると思われる。

　それにはrapid　mixing法や、リボソームサイズを大きくする方法などが考え

られるが、前者の方法では特殊な装置が必要とされ、後者では再構成を行う際、

凍結溶解を繰り返す操作が必要なためチャンネル活性を損ねてしまう。したが

って、これらの方法を今回の実験に適用することはできなかった。今後の検討

課題である。又、Ca　2“濃度をもっと低くすることも考えられるが、現在市販

されている45　Caの放射比活性や実験器具から混入するCa2＋の問題から困難

であり、画期的な工夫が必要である。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ひ
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　今回の45Ca2＋influx測定で得られた受容体リン酸化による活性の増大率は

必ずしも大きくなかったが、それでも依然、有意なCaチャンネル活性の増大

が確かめられた。同様の活性増大が［3H］ryanodine結合実験でも確められた。

　Ryanodienは、チャンネルが開口している状態に結合し、開口状態に固定する

（67）。単一チャンネルレコ・・一・一ディングから得られるCaチャンネルの開口確率

と［3H】ryanodine結合活性は、相関していると報告されている（69）。したがって、

PKAおよびCaMKによるリン酸化は、チャンネルの開口率を上げることで

Caチャンネルを活性化しているとみなすことができる。この推論は平面画法

による単一チャンネルレコーディングの結果からも支持される。すなわち、図

30に示すように、PKAによるリン酸化においては、　ATP，　Hg2＋存在下でPKAを

加えると、チャンネルは開口状態が持続することが観察された。平面膜状を用

いた単一チャンネルレコーディングによる、チャンネル活性に対するリン酸化

の効果については、現時点では詳細な解析を行うまでには至っていない。再現

性よくチャンネル活性を観察できる条件を設定することが今後の課題である。

　Takasagoらはイヌ心筋ミクロソーム画分を用いて、　PKA，　PKC・PKG

によって［3H】ryanodine結合量が増大し、内在性CaMKによっては減少すると

報告している（61）。一方、Witcherらは、イヌ心筋ミクロソームおよび部分精製

したリアノジン受容体を、外来性CaMKでリン酸化するとCaチャンネル活

性が促進することを、平面膜法を用いる単一チャンネルレコーディングによっ

て示した（60）。リポソー一一一ムに再構成した精製受容体を用いた筆者の実験結果は、

P：KAによるリン酸化でチャンネル活性が増大するという点ではTakasagoらの

結果と一致する。しかし、CaMKによるリン酸化では、彼らとは反対の結果

であり、Witcherらの結果と一致する。この違いは内在性と外来性のCaM：Kの

作用の違いによる可能性が考えられるが、Witcherらと筆者（未発表データ）は

内在性と外来性CaMK：によるりアノジン受容体のリン酸化部位は同一である

ことを示している。このことから、ミクロソーーム毎分においては、CaMKに

よるりアノジン受容体調節機構には、直接のリン酸化による活性化機構の他に、

末野の経路を介した抑制機構が存在しているのかもしれない。

　今回明らかにしたPKAによるCa放出チャンネルの活性上昇は生理学的に

も重要な意味を持つものと考えられる。心筋におけるPKAによるCa　2‘動員

分子の活性調節については、すでに以下のようなことが明らかにされている。

βアドレナリン刺激によってPKAが活性化され、リン酸化を介した形質膜の

L型Caチャンネル活性の上昇が起こり、筋収縮は促進する（51）。またPKA

は筋層胞体膜Caポンプの制御タンパク質であるホスホランバンをリン酸化し、

この結果、Caポンプ活性は促進する（50）。そして、陽性変力作用（positive

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　か
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inotropic　effect）は、筋小胞体内へのCa2÷取り込みが促進された結果、貯

蔵されるCa　2＋量が増大し、より大きなCa　2＋放出が引き起こされるためと考

えられている（50）。

　図28，29，30で示したようにPKAによる心筋リアノジン受容体のリン酸化は、

Ca2→チャンネル活性の開口確率を上げることでCa放出を促進する。この結

果は、Ca放出チャンネルタンパク質レベルでリン酸化による機能制御機構が

存在することを示し、本チャンネル自身が交感神経刺激で引き起こされる陽性

変力作用の一部を担うという興味深い可能性を示したものといえる。生理的条

件下におけるこの制御機構の一部は、いくつかのグループによっても観察され

ている。例えばエピネフリンやイソプレナリンなどをを心筋細胞に投与すると、

筋小胞体からのCa2＋放出量が増大し、　Ca　2＋トランジェントが大きくなるこ

と（27，28）や、心筋スキンドファイバーを用いた実験で、cAMP刺激すると直

穿胞体へのCa2＋蓄積の増加にともないCa　2＋放出の方も促進されてることが

示されている（29）。

　一方、CaMKによるリン酸化は、図32，　Bに示したようにしたようにCaM

で抑制された〔3Hlryanodine結合活性をコントロールのレベルまで引き上げる。

CaMは、　Ca2＋の共存にかかわらず直接リアノジン受容体に結合することが

示されている（61）ことから、通常ではりアノジン受容体はCaMにより抑制さ

れていると考えられる。したがって、CaMKによるりアノジン受容体のリン

酸化は、CaMによる抑制を解除する役割を果たしているのかもしれない。

　ところで、βアドレナリン刺激をすると、筋小胞体ホスホランバンはPKA

のみならずCaMKによってもリン酸化されることが示されている（73）。この

機序が同じ魚信胞体上のリアノジン受容体にも当てはまるなら、βアドレナリ

ン刺激によりリアノジン受容体も、PKAとCaMKの両方によってリン酸化

される可能性があり、Ca　2＋放出活性はより増大すると考えられる。近年、培

養心筋細胞をβアドレナリン刺激すると、リアノジン受容体分子がリン酸化さ

れること（62）が報告されている。しかし、この場合どちらのキナーゼでリン酸

化されているのかは不明である。本研究結果をもとに、この解析を行うことは

興味あることである。

　リアノジン受容体の心筋型アイソフォームは脳においても計い出されており

（74）、同じCa放出チャンネルファミリーであるIP3受容体（75）との関連や役

割分担について興味が持たれている。最近、脳リアノジン受容体もPKA（76）

やCaMK（77）によってリン酸化されることが明らかとなった。神経系におい

てリアノジン受容体のリン酸化は、細胞内Ca　2＋濃度を引き上げ、神経伝達物

質の遊離を促進させている可能性がある。心筋リアノジン受容体との機能的な

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t
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比較の上からも興味ある今後の課題である。

　本研究で示したように、精製受容体をリボソームに埋め込んだ再構成系では、

直接リン酸化した受容体の機能変化を、45　Ca2＋influx測定や［3Hlryanodine

結合量の変化として容易に観察できた。この実験系は、PKCによるリン酸化

の影響も調べることが可能である。タンパク質リン酸化酵素のクロストーークを

理解する上でも、PKCによる心筋リアノジン受容体のリン酸化を調べること

が必要であろう。
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第IV章　心筋リアノジン受容体のリン酸化部位の同定

　第m章において筆者は、心筋リアノジン受容体のCa放出チャンネル活性が

PKAやCaMKによるリン酸化によって正の調節を受けることを示した。

　心筋リアノジン受容体は、近年cDNAクローニングが行われ分子量565，000の巨

大ポリペプチドであることが明らかとなった（78，79）。その一次構造の中には、

EFハンド様のアミノ酸配列やヌクレオチド結合コンセンサス配列，　CaM結

合ポテンシャル配列がいくつかみられる。また、PKAやCaMKによってリ

ン酸化を受けると推測される部位も数多く存在することが指摘されている。

　リアノジン受容体の活性調節の分子機構を解明するには、Ca2＋，　ATPや

CaMなどの活性制御因子の結合部位やリン酸化部位の同定が必要であると考

える。現在のところ、これら部位についてはほとんど知見がなく、CaMKの

リン酸化部位についてのWitcherらの報告（60）が一例あるにすぎない。

　そこで筆者は、PKAのリン酸化部位について直接リン酸化ペプチドを精製

し、シークエンス解析をすることで、初めて同定を行った。また、CaMKに

ついても抗ペプチド抗体を用いた検索により同定し、Witcherらの報告と一致し

ていることを確認した。さらに、これらリン酸化部位とリアノジン受容体の機

能部位との関連について考察を行った。

，
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IV－1　実験材料と実験方法

IV－1－1　実験材料

　ペプチドRyP2

　Vectastain　ABC一一AP　kit

　B　一Naphtylphesphate

　Polyvinylpyrrolidone（PVP）一40

　1minodiacetic　acid一一agarose

　Fast　Blue　B

　Ponseau　S

　S．aureus　V8　Protease　（Glu－C）

（ペプチド研究所）

（　Vector）

（Sigma）

（　Sig　ma　）

（　Sig　ma　）

（　Merck）

（Nacalai　Tesque）

（Boehringer　Hannheim　Biochemica）

IV－1－2　実験方法
（1）心筋ミクロソーム、精製受容体および再構成受容体の調製

　心筋ミクロソー一一ムはIII－1－2一（1）にしたがい調製した。

心筋精製リアノジン受容体と再構成受容体はIII－1－2一（2）にしたがい調製した。

ウサギ骨格筋リアノジン受容体はImuiらの方法（52）により、　Heparin－agaroseを

用い一笹塚精製した。

（2）抗リン酸化部位指向性抗体の作製

　抗原ペプチドとして、ウサギ心筋リアノジン受容体の一次構造中のアミノ酸

残基2798－2816および2049－2065に対応する部分ペプチドを選択し、それぞれペ

プチドRyP1、　RyP2とした。　RyP1はC末端に、　RyP2はN末端にCysを付加し、固相

合成した。抗体の作製およびELISAによる抗体価の評価はII－1－2一（2）と同様に行

った。キャリアータンパク質はいずれもチログロブリンを用いた。

　抗体はprotein　A－Sepharose　CL。4Bにより精製したlgG画伯を用いた。

（3）ウェスタンプロッティング法

　心筋ミクロソーム（50μ9／1ane）を5Zゲルを用いたSDS－PAGEにかけた。

1－1－2一（6）にしたがい、PVDF膜にウェスタンプロットした。抗体認識分子の検出

は［i25　11　一・　prote　in　Aの代わりにVectastain　ABC－AP　kitを用いて、　β一naphty1－

phosphateとFast　Blue　Bによって染色することで行った。

（4）免疫沈降
，
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　〔3H】Ryanodine結合活性の免疫沈降実験は、心筋および骨格筋の精製受容体を

10nM［3HI　ryanodineと30℃，1時間インキュベートし結合させた後、種々の濃度

の抗体（lgG画分）を加え、4℃，2時間反応させた。次に、　protein　A－Sepharose

CL－4Bと4℃で30分間，インキュベートして受容体一抗体複合体を吸収し、ビーズ

の放射活性を液体シンチレーションカウンターで測定した。

　32P一リン酸化ペプチドの免疫沈降はII－1－2一（5）のDHPラベルペプチドの場合と

同様に行った。ビーズに吸収された放射活性はチェレンコフカウントで測定し

た。Tricine　SDS－PAGE後のリン酸化ペプチドの検出は、オートラジオグラフィ

ーによって検出した。

（5）リン酸化ペプチドマッピング

　精製受容体（15μ9／100μ1）を5mM　MgC12，20　mM　Hepes－Tris（pH　7．2），

70mM　NaC1，0．5Z　CHAPS，0．25％PCの溶液中25，u　M［γ一3　2’　P】　ATP（2Ci／皿皿01）

存在下、30℃，45分間インキュベートし、PKAまたはCaHKでIII－1－2一（3）と同様に

してリン酸化した。反応は25μ1の5倍濃度のSDS－sa田pling　buffer（pH　7．6）を

加えて止めた。125μ1を4％ゲルを用いたSDS一・PAGEにかけた。泳動後、ゲルを

ニトロセルロース膜（0．45μm、Millipore）に密着させ、0．05Z　SDS，192　mM

Glycine，25　mM　Tris（pH　8、3）のtransfer－buffer中でトランスファーセル（和科

盛）を用いて電気泳動プロットした（定電流、200幽、24時間）。転写した膜を、

O．IZ　Ponseau－Sで染色してリアノジン受容体バンドを切り出し（3　mm　X　10　mm）、

Ferrisら（88）にしたがい、6Murea，50，u　M　DDT，100μMiodoacetamideで順

次処理し、最後に0．5％PVP－40でブロッキングした。膜はよく水洗いした後、さ

らに細かく切り刻んでエッペンドルフチュ・一・・　y“に移し、酵素消化を行った。

　酵素消化は膜細片（1mmXlmm）を以下の溶液100μ1中で37℃，24時間イン

キュベーートして行った。　API消化は、50　mMTris－HC1（pH9，0），8μg加1

API、　V　8プロテアーゼ消化は5　mM　NH4HCO3，1mM　EDTA，8iu　9／ml　Glu－Cで行

った。酵素消化は1mM　DFPを加えて止めた後に、溶液を回収した。32P一リン酸

化ペプチドの回収率は、APIでは約70y，、　V8プロテアーゼでは約60％だった。

　二つのキナーゼのリン酸化ペプチドの分子量をTricine　SDS－PAGEによって比

べた。さらに抗ペプチド抗体による免疫沈降実験に用いた。

（8）PKAリン酸化リアノジン受容体の精製

　再構成リアノジン受容体（6．6田9）を9m1の反応溶液（5　mM　MgC12，1mM　EGTA

60μg／mユcatalytic　subunit　of　PKA，50μM〔γ一52PIATP（0。5　Ci／mmol））中

で30℃，1時間リン酸化した。IZ　SDSで反応を止めた後、透析チューーブ（50　kDa
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cut－off）に移し、0．2mM　DTT，5mH　Tris－HC1（pH　8．3）に対して12時間、透析を

行った。透析終了後、SDSを0．5％になるように加え、2等分し、凍結乾燥した。

　凍結乾燥標野（2本のうちの1本分）を800μ1のH20と80μ1の10％SDSを加え

て溶解し、遠心（3，　000Xg。、．，3分間）後の上清を200μ1ずつ5回に分けてゲ

ル濾過HPLCにインジェクトした。カラムはTSK　G4000SW（7．5×600　mm）を用い、

溶媒は0．1％SDS，0．2mM　DTT，25　mM　NaH2PO4－NaOH（pH　7．3）とし、流速は0．5

ml／minで行った。吸光度280　nmでタンパク質をモニターして、フラクションコ

レクター（アドバンティック）を用い1分毎に分取した。チェレンコフカウント

による放射活性測定とSDS－PAGEによるポリペプチド分析により、リン酸化リア

ノジン受容体を検出した。2回分をまとめて凍結乾燥し、これを精製リン酸化受

容体画分とした。

（9）リン酸化ペプチドの精製とシー・・一クエンス分析

　精製リン酸化受容体を2m1のH20に溶かし、11の6　H　urea，10　mM　NaH2PO4－

NaOH（pH　7．3），5mg加1　AG　1－X8に対して12時間，低温室で透析した（2回、透

析液を交換した）。さらに50mM　NH・HCO3，0．1　mM　DTTに対して、同様に12時間

透析した。透析後の標品はタンパク質定量した後、2等分して凍結乾燥した。約

800μ9のタンパク質が得られた。

　精製リン酸化受容体（400μ9）を200μ1の反応溶液（10皿MTris－HC1（pH

8．3），API　4μ9）中で37℃，12時間，酵素消化した。90℃，3分間インキュベート

しAPIを失活させた後、さらにTPCK－trypsin　20μ9を加え24時間消化を続けた。

反応は1mM　DFPで停止した。　S／E比はAPIでは100、　TPCK－trypsinでは10となった。

消化の進み具合いは一定時間ごとに2μ1ずっとり、Tricine　SDS－PAGEで確認し

た。

　Witcherら（60）にしたがい、　Fe3＋一加inodiacetic　acid（IDA）一agaroseを用いて

リン酸化ペプチドの精製を行った。酵素消化物（400μ1）をCH3COOHでpHを3．0に

合わせた後、0．1MCH3COOH（pH　3．0）で平衡化したFe3’一IDA－agarose（0．4　m1）

にかけた。ゲルの3倍量の各buffer；0．1MCH3COOH（pH　3．0），0．1　M　ammoniu皿

acetate（pH　6．9），0．1　M　ammonium　acetate（pH　8．6），0．1MEDTA（pH　8．0）で

順次溶出をした。放射活性は、pH　8．6溶出画分に86％が回収されてきた。この三

分を凍結乾燥し、H20で溶解した後、再び凍結乾燥した。これを100μ1の0．1％

TFA，　H20に溶かし、逆日系HPLC　ODS（2．1×50　mm，　YMC）にインジェクトし、

流速0．5m1／m1で、0．1％TFAを含むH20－CH3CNの直線濃度勾配によって溶出を

行い、ペプチドを精製した。分取は吸光度215nmでペプチドをモニターして一

つのピークごとに行い、チェレンコフ法で放射活性を測定し、32P一リン酸化ぺ
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プチドを検出した。放射活性画分は直ちに凍結乾燥し、シークエンス解析する

直前まで一80℃で保存した。

　シークエンス解析は、精製ペプチドを遠心エバボレーターで200μ1まで濃縮

し、シークエンサv・一にかけた。

（10）抗ペプチド抗体によるリン酸化阻害実験

　ブタ心筋ミクロソーム画分をTBSで洗い、2mg／m1になるようにTBSで再懸濁し

た。ミクロソーム画分15μユに各種濃度の抗体lgG画分を15μ1加え、4℃，2時

間回転混和した。この混合溶液（30μ1）をIII－1－2一（3）の条件下、　PKAとCaMK

でリン酸化した（最終溶液量は40μ1）。リン酸化は［γ一32PIATP（50，u　H）を加え

反応を開始し、5分後にSDS－sampling　bufferを加え停止した。6Zゲルを用いた

SDS－PAGEを行った後、オ・・…‘Lトラジオグラフィーによりリン酸化タンパク質を検

出した。受容体に取り込まれた32Pの定量は、リアノジン受容体バンドをゲルか

ら切り出し、液体シンチレーションカウンターで放射活性を測定して求めた。

一68一
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IV－2　実験結果

IV－2－1　心筋リアノジン受容体のリン酸化部位指向性抗体の作製

　心筋リアノジン受容体の一次構造中（78，79）には、PKAによってリン酸化を

受けやすい基本モチーフB－B。X－S！T（Bは塩基性アミノ酸残基Arg又はLys，　Sはセ

リン，Tはスレオニン，Xは任意のアミノ酸）が細胞質側に全部で8ヶ所存在す

る。このうち2ヶ所の部分を選択し、その部分を含むように抗原ペプチドRyP1

（2798－2816），RyP2（2049－2065）を合成した（図34）。これらペプチドのN末端

又はC末端にはキャリアタンパク質との結合に用いるためのCysを付け加えた。

2っペプチドはキャリアタンパク質（チログロブリン）と架橋を行いコンジュ

ゲートを調製し、ウサギへの免疫に供した。

N

RyP2

（6
　　　RyPl

c Cytoplasm
Channel

Lumen

　　　　　　　　2809
RyPl　ALYNRT－RISQTSQVSVms

　　　　　　　　2056
RyP2　CESDSB．KSSTLQQL　I　SET

図34、リン酸化部位指向性抗体の作製部位とそのペプチドシークエンス
　トポロジ…一モデル上、Foot部の2ヶ所を選択した。ペプチドはキャリア
タンパク質との結合に用いるためN末端またはC末端にCysを付加した。
下線はPKAによってリン酸化リン酸化されやすい配列（B－B－X－SA、
BはArg，　Lys、　S／TはSerまたはThr）を示す。
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抗RyP1，抗RyP2抗血清ともにペプチドを抗原としたELISAを行うと、ペプチド

に対しては高い力価が得られていることがわかった（図35，AとB）。
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図35、ELISAによる抗体価の測定
　96穴プレートに抗原ペプチドを吸着させた後、段階希釈した抗血清と反応させ
た。プレートを洗浄した後、HRPO標識したヤギ抗ウサギ抗体と反応させ、洗浄後、
o－phenylene　diamineを基質として用いて発色させ、492　n団の吸光度を測定した。

　得られた抗ペプチド抗体の心筋リアノジン受容体に対する反応性をウェスタ

ンプロット法と免疫沈降法によって調べた。

（1）ウェスタンプロット法（図36）

　ブタ心筋ミクロソーム画分を抗原とするウェスタンプロットを行った結果、

作成した2種の抗体は両方とも400kDaの心筋リアノジン受容体と反応すること

が示された。

→・一一・一一

図36、ウェスタンプロット法による抗ペプチド抗体
の心筋リアノジン受容体との反応性
　ブタ心筋ミクロソーム（80μ9／lane）を5Zゲルを用い
てSDS・・PAGEを行い、　PVDF膜に電気泳動プロットした。

PVDF膜を抗RyP1抗体（A）、抗RyP2抗体（B）、コントロ・一一

ルlgG（C）と反応させた後、ビオチン標識ヤギ抗ウサギ
IgGと反応させ、β一naphtylphosphate，　Fast　Blue　Bを

用いてABC法で免疫染色した。

AB　C

（2）【3田リアノジン結合受容体の免疫沈降（図35）

　精製受容体に【3　H】　ryanodineを結合させた後、各抗体と反応させた。そこで・

抗原一抗体複合体をprotein　A－Sepharose　CL－4Bによって吸収した。　Protein　A　”’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝
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Sepharose　CL－4　Bに吸収された［3Hjryanodine結合量を測定し、免疫沈降量とし

た。抗RyP1抗体は効率よく［3Hjryanodine結合活性を免疫沈降した（図37，　A）。

この抗RyP1抗体による沈降は、抗体濃度依存的に増加し、抗原ペプチドの共存

下では阻害された（図37，B）。また、　RyP1に対応する領域は骨格筋受容体とも、

ある程度相同性を有していることから親和性は低かったが、骨格筋のものとも

反応した。一方、抗RyP2抗体は、抗RyP1抗体の沈降量の18％しか［3H】ryanodine

結合活性を沈降できなかった（図37，A）。この抗体は変性受容体とは反応する

が、nativeな受容体に対する反応性はかなり低いようである。このことから、

ペプチドRyP2に相当する領域（2798・一2816）は、かなり複雑な高次構造をとって

いるか、受容体内部に一部埋もれていると推測された。
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饗撫容体と舗ペプチド抗体（1・0μH）の反応性

つ無抗RyP1抗体と骨格筋受容体と反応させた場合（・）　ea・用いた濃度内で

は沈降するには十分ではなかった。

e

A
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IV一・2－2　リン酸化ペプチドマッピング

　第m章で示したように、心筋リアノジン受容体は、PKAまたはCaMKに

よって、サブユニットあたり1個リン酸化される。さらに両キナーゼで同時に

リン酸化したときには2個リン酸基が導入される。これよりPKAとCaMK
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　含
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のリン酸化部位はそれぞれ異なった部位であると予想された。

　そこで心筋リアノジン受容体をPKAおよびCaMKでリン酸化し、プロテ

アーゼ消化を行い、それぞれ生成するホスホペプチドフラグメントの分子量の

比較を行い確かめることにした。

　精製受容体を［γ一32PiATP存在下、　PKAおよびCaM：Kでリン酸化した後、

SDS－PAGEにかけた。泳動後、ニトロセルロース膜へ電気泳動プロッティングし、

膜上で受容体のプロテアーゼ消化を行った。膜への転写効率は約50Zと低かった

が、これは本受容体が400kDaもの高分子であることによる。プロテアーゼは基

質特異性の厳格なAchromobacter　lyticus　protease　I（API）とS・aureus

V8プロテアーゼ（V8プロテアーゼ）を用いた。切断を受け、膜上から遊離

する32P一リン酸化ペプチドを、　Tricine－SDS　PAGEにかけてオートラジオグフィ

で検出した。図38に示すように、PKAとCaMKでリン酸化した受容体では・

2っのプロテアーゼとも明らかに異なる分子量のペプチドフラグメントを与え

た。したがって、先に述べたようにPKAとCaMKによってリン酸化される

部位は同一ではないとの推定は、この結果からも支持された。PKAでリン酸

化した場合は、API消化で6．OkDa，　V8プロテアv・一六消化では3・OkDaにブ

ロードなバンドが検出された。このことから、ほぼ1ヶ所がリン酸化されてい

ると考えられた。一方、CaMKではAPI消化では5kDaのメジャーバンドと

8kDaのマイナーーバンドが検出されたが、　V　8プロテアーゼ消化では最小フラグ

メント4kDa以外に、複数のバンドが検出された。消化効率が悪いのか、それと

も複数の部位がリン酸化されているのかについては、この結果からは判断でき

なかった。

　　　　　　　　　API　V8

・1　IS

；．　ci

　コハヰ

δ口、1

ヨ　　　．

　62　　●●
35

図38、APIとV8プロテアーゼによる
リン酸化ペプチドマッピング

　ブタ心筋精製リアノジン受容体を250，a　N
〔　Pt　一32P］ATP存在下、　PKAまたはCaHKで30℃，

45分間リン酸化した。SDS－PAGEを行った後、

ニトロセルロース膜に転写し、酵素消化を
膜上で行った。8μgん1APIまたはV8プロ
テアーゼで、37℃，24時間消化し、膜から遊
離してくるリン酸化ペプチドをTricine　SDS
－PAGEにかけた後、オートラジオグラフィで
分析した．
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IV－2－3　CaMKリン酸化部位の同定

　リン酸化部位指向性抗体の用いた応用の一つにリン酸化部位の同定のための

ツールとしての利用があげられる。この方法は第II章で述べたCaチャンネル

のDHP結合部位の検索に用いた方法と基本的に同じである。すでに、骨格筋

Caチャンネル（80）や小脳IP3受容体（81）で実際に行われている。2種の抗ペ

プチド抗体（抗RyP1抗体，抗RyP2抗体）を用い、それぞれの酵素によってリン酸

化した受容体をAPI消化し、この消化物について免疫沈降実験を行った。2

っの抗体はPKAのリン酸化基本モチーフ（84）に対して作製したものであるが、

いずれもPKAリン酸化ペプチドを免疫沈降しなかった。ところが予想に反し、

抗RyP1抗体は図39，　Aに示すように、　CaMKリン酸化ペプチドの全放射活性の

うちの半分以上の65％を免疫沈降した。免疫沈降したリン酸化フラグメントの分

子量は、5kDaであった（図39，　B）。
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　　　　図39、抗ペプチド抗体とリン酸化
　　　　ペプチドとの反応性およびCaMK
　　　　リン酸化ペプチドの同定

　　　　（A）抗ペプチド抗体をprotein　A－
　　　　Sepharose　CL・一4Bと反応させ抗体ビ

　　　　ーズを図38に記したように調製した。
　　　　PKAおよびCaHKでリン酸化心筋受容体
　　　　のAPI消化物を、このビーズと室温，
　　　　2時間反応させ免疫沈降反応を行った。
〈＿5kDa　ビーズは洗った後・チェレンコフ法

　　　　で放射活性を測定した。
　　　　（B）抗RyP1抗体で沈降したフラグ
　　　　メントの分子量をTricine　SDS－PAGE

　　　　で分析した。API消化で生成する
　　　　5kDaのフラグメントを免疫沈降し

　　　　ていた。

　この5kDaのフラグメントは、受容体の一次構造上Thr（2780）一Arg（2823）に対

応すると考えられる。この5kDaフラグメント中でCaMKリン酸化の基本モチ

ーフのR／K－X－X－S／丁配列を探すと、RyP1ペプチド内に含まれるR－R一・1－Sしか存在

しない。したがって、リン酸化されたのはSer　2809であると考えられる。本研

究の進行中にWitcherらは、イヌ心筋ミクロソーム野分をCaMKでリン酸化し、

リアノジン受容体のリン酸化部位を直接シークエンス解析することで同定した

（60）。その結果、CaM：Kでリン酸化されるのはSer　28091ヶ所のみと結論し

ている。したがって、本研究で得られた結果は、彼らの結果と一日半ている。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ひ
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IV　一2－4　PKAリン酸化受容体の調製

　心筋リアノジン受容体のP：KAリン酸化部位を、リン酸化ペプチドを精製し、

そのアミノ酸配列分析を行って同定するために、まず受容体を調製的スケール

で精製，再構成した。再構成受容体をタンパク量として6．6㎎，［3H】ryanodine

結合部位にして1．4nm1（120　mgのミクロソームから精製を約7回行って得られ

る量）調製した。この再構成受容体をPK：Aと［γ一32P】一ATP存在下、1時間リン

酸化した。第lll章でも述べたが、　P　KAによる再構成受容体のリン酸化はこの

場合でも、図40に示すように速やかに起こり、約15分でプラトーに達した。最

終的に導入されたリン酸基の数は、400kDaサブユニットあたりほぼ1個に近い

0．9個だった。
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図40、再構成受容体のPKA
によるリン酸化
　再構成受容体を実験項（III－1
－2一（8））に示した条件で、PKAで

30℃，60分間リン酸化した。

　反応溶液中から、一定時間毎
に一部採取し、SDS一・PAGEにかけ、

ゲルスライスして、受容体への
32Pの取り込み量を求めた。

〔3HIRyanodine結合部位数あたり
で表示した。

　リン酸化受容体（5nm1；以後、取り込まれたリン酸基の数で表示する）は、

SDSで変性させてから0．IZ　SDSと2　mM　DTT存在下、ゲル濾過HPLC（TSK　G4000SW）

で精製した。これによって、SDS－PAGE上、均一な400　kDaポリペプチドとして得

ることができた。　（図41）

IV－2－5　PKAリン酸化ペプチドの精製と同定
　ゲル濾過HPLCによって得られた精製受容体（3．6　nmo1、72Zの回収率）を透析

でSDSを除いた後、　APIで37℃，12時間、続いてトリプシンで24時間消化を行

った。基質と酵素の重量比（S／E）はAPI100、トリプシン10とした。図42

に示すように消化が進行した。
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図41、ゲル濾過HPLCによるPKAリン酸化リアノジン受容体の精製
　PKAリン酸化受容体をゲル濾過HPLCで精製した。
カラムはTSK　G4000SW（7．5×600　mm）を用いて、溶媒は0．IZ　SDS，0．2　mH　DTT，

25mM　NaH2PO4－NaOH（pH　7．3）とし、0．5回1んinの流速で行った。280　n面でタン

パク質をモニターし、1分毎に分取した。各画分の一部（5，u　1）を採取し、チェ

レンコフカウントで放射活性を測定し、一に示す画分を集めた。
　この精製画分をSDS－PAGEによって分析すると均一のバンドであった。
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図42、PKAリン酸化ペプチドの酵素消化
　PKAリン酸化受容体（400μg）を200μ1の溶液中、　API（S／E比・100）
で12時間行った後、さらにトリプシン（S／E・10）で12時間，消化を行った。
一定時間毎、2μ1採取し、Tricine　SDS。PAGEにかけた後、オートラジオグラフ
ィーでリン酸化フラグメントを検出した。
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　API消化開始とともにすみやかに6．OkDaのリン酸化ペプチドフラグメント

が出現し、さらに12時間後では、6．O　kDaから3．5　kDaがゆっくりと生じてきた。

トリプシンを加えると3．5kDaフラグメントはほとんど消失し、1．5　kDaが生成

した。この時、6kDaのフラグメントは量的な減少はみられたが、依然残ったま

まであった。

　Fe3＋キレートクロマトグラフィ法はAndersonら（82）によって報告されて以来、

リン酸化ペプチドの分画に有効であることがいくっかのグループによって証明

されている（60，80）。リン酸化リアノジン受容体のプロテアーゼ消化物をこのク

ロマトグラフィーにかけ、リン酸化ペプチドをpH　8、6で溶出した（図43，　A）。

pH　8．6で溶出されてくる放射活性量は、全回収量の86．5％と大部分を占めた。』

　　　A）　Fe3＋一Chelate　Sepharose　B｝　Reverse　Phase　HPLC　（C18）
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図43、リン酸化ペプチドのFe3←キレートカラムおよび逆相HPLCによる精製
（A）、Fe3＋キレートカラムからの放射活性の回収率
　酵素消化後のリン酸化受容体をO．4mlのFe3’一IDA－Sepharoseに注ぎ、各種pHの

　bufferで溶出した。チェレンコフカウントで放射活性を測定し回収量を求めた。
　各バーの上の値は、回収率を示す。
（B）、逆相HPLC（ODS）からの溶出パターン
　溶媒：0．1Z　TFA－CH3CN，流速：0．5　ml／min，カラム：YNC　ODS　2．1×50朋

吸光度215nmでペプチドをモニターしながら分取を各ピーク毎に行い、チェレ
　ンコフカウントで放射活性を測定した。
　図中に組み込んだオートラジオグラフィは、各精製ペプチドのTricine　SDS一・

　PAGEによる分子量の測定を行ったものである。

　次にpH　8．6溶出留分（2．8　nmo1）を逆相系HPLCにかけ、0．IZ　TF《を含む水一ア

セトニトリルの系で溶出した（図43，B）。放射活性ピークは3っに分かれ、そ

れぞれ溶出順にP1，　P2，　P3とし、精製分取した。精製訟訴をそれぞれTricine
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SDS－PAGEにかけ分子量を測定すると、　P1（18　kDa），　P2（6．O　kDa），　P3（1．5　kDa）

であった。また、それぞれの比率はP1：12％，　P2：29Z，　P3：46％であった。
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図44、P3ペプチドのシークエンス解析

　このうち主要な成分であるP3（1．5　kDa）のアミノ酸配列を、気相シークエンサ

ーにかけて分析した。図44に示すように全7残基のアミノ酸が完全に読みとれ、

この配列は、cDNAクローニングより得られたウサギ心筋リアノジン受容体のア

ミノ酸残基2029－2035に対応していた。3サイクル目はPTH－Ser以外にエドマン

分解中にリン酸化Serが分解して生成するDTT－Ser（83）が同じくらい検出された

ことから、リン酸化Serと判断した。このSer　2031の3っ前のアミノ酸は塩基性

残基Argである。一般に、　PKAの基質となりやすい基本モチーフはB－B－X－S／T

（BはArg又はLys）である（84）ことが知られているが、　Ser　2031周辺のアミノ酸

配列1－R－G・一R－L－L一一S－L・一V－E－Kは、この基本モチーフに相当する配列を含んでいな

い。

　しかし、R一一X－X－S／TでもPKAの基質になりうる（84）とされており、　R－L－L一・S

はこれを満たす。R－X一・X一・Sは通常CaM：Kのリン酸化基本モチーフ（85）とされて

いるが、実際にPKAによってリン酸化された例もいくつかある（86，87）。また、

Ser　2031の5番目前にもArgがあり、より塩基性が強まっているためにPKAの

基質になり易かったとも考えられる。シークェンス解析の結果とこれらの考察

から心筋リアノジン受容体はPKAによりSer　2031がリン酸化されたと結論し

た。一方、P2（6．OkDa）はシークエンス解析を行ったが、エドマン分解は進まず・

全く読みとれなかった。P2（6．OkDa）はプロテアーゼ消化中にN末端がブロック

された可能性がある。例えばピログルタミル化などである。現時点では、推測

に過ぎないが心筋リアノジン受容体の一次構造中、B・一B－bX－S／TやB一一X－X－S／Tを含

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ひ

一一 V7一

　　　　　羅，灘・・懸it

ww’ge’　t一　一：igttxe．r・：一r

灘鐡灘1雛灘・灘懸灘灘　　
su：



む6kDaのトリフUシン消化ペプチドフラグメントは見つからないことや、サブユ

ニットあたりに導入されるリン酸基は1個であること、さらに6．O　kDaはプロテ

アーゼ消化が進みにくいという観察から、Ser　2031を含む1．5　kDaフラグメント

の前駆体ではないかと考えている。ただし、N末端のブロックの様式について

は不明である。

IV－2－6　抗ペプチド抗体によるリン酸化阻害

　CaMKによるリン酸化部位は、抗RyP1抗体が認識する配列中のSer　2809で

ある。CaMKによるリン酸化が抗RyP1抗体で阻害できるか調べた。　in　vivo

への応用を考慮し、心筋ミクロソーム画分を用いて調べた。抗RyP1抗体lgG画分

をミクロソーム三分とインキュベートした後、　［γ一32P］ATPとCaMKを加え

リン酸化した。SDS－PAGEを行い400　kDa分子のバンドを切り取り、放射活性を測

定した。図4S，Aに示すように、　CaMKによるりアノジン受容体リン酸化は抗

体濃度依存的に最大80％まで阻害された。コントロールlgGではこのような阻害

はみられなかった。また、PKAによるリン酸化についても同時に調べたとこ

ろ、この抗体はCaMKの場合同様、抗体濃度依存的にリン酸化を阻害するこ

とが観察された（図45，B）。

A　）　CaMK　Phosphorylation B　）　PKA　Phosphorylation
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図45、抗RyP1抗体によるPKAおよびCaMKリン酸化阻害
　心筋ミクロソーム画分を種々の濃度の抗RyP1抗体（●，■）とあらかじめイン
キュベートした後、CaMK（A）およびPKA（B）でリン酸化した。
SDS－PAGE後、ゲルからリアノジン受容体バンドを切り取り、放射活性を測定した。
コントロールとして非免疫抗体lgG（○，ロ）を用いた。
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　ミクロソーム中には多数のリン酸化されるタンパク質があるにもかかわらず、

この抗RyP1抗体はリアノジン受容体のリン酸化のみ阻害した。したがって、こ

の抗体はin　vitroのみならず、　in　vivoの系でもリアノジン受容体のリン酸化の

解析において応用可能であると考えられる。

IV－2－7　リン酸化部位とチャンネル機能についての考察

　心筋リアノジン受容体はPKAとCaMKによって、それぞれサブユニット

あたり1個リン酸化され、Caチャンネル活性が増大する。本章において気相

シークエンス法および抗ペプチド抗体を用いる方法によって、PKAとCaM

Kのリン酸化部位をそれぞれ同定した。PKAはSer　2031を、　CaMKはSer

2809と、各キナーゼは異なったSer残基をリン酸化することが明らかとなった。

CaMKのリン酸化部位については、　Witcherらがすでに同じ結果を報告してい

る（60）がPKAについては初めての報告である。

　PKA，　CaMKリン酸化部位はリアノジン受容体の一次構造から推測され

るトポロジーモデル上、細胞質側に位置し、いわゆる”Foot”領域中に存在する。

一次構造上、P：KAのリン酸化部位Ser2031の上流にはEFハンド様の領域

（2010　一一　2021）が存在している（79）。リアノジン受容体のCa　2“結合部位はまだ同

定されていないが、EFハンド様構造は高親和性Ca　2＋部位であることから、

この領域がリアノジン受容体のCa2＋結合部位を形成している可能性は高い。

Ser　2031はこのEFハンド様構造部とチャンネル形成ドメイン間に位置するこ

とから、P：KAリン酸化がCa2＋結合からCaチャンネル開口までのシグナル

伝達過程に影響を与えている可能性は十分ある（図46）。

N PKA
P

Ca卜1 CoMK
p

　　　　Ca卜1CaM

Channe1
c CytDplasm

Lumen

図46、リン酸化部位とリアノジン受容体構造における位置

　口［互コ　は、EFハンド様構造部位
　　　　　は、CaH結合ポテンシャル部位

　　　　　は、リン酸化部位
　リン酸化部位同士が近接していることに注意。　　　　　・
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　一方、CaMKリン酸化部位Ser2809はP：KAリン酸化部位Ser2031よりも

778残基C末端側に位置している。Ser　2809の周辺にはCaMが結合すると考え

られる部位が2775－2807，2877－2898，2998－3016と前後に存在する。CaMはチ

ャンネル活性を抑制する作用をもっことから、CaMKリン酸化部位とCaM

結合部位の位置する領域もまたCaチャンネルの機能調節に重要であると考え

られる。

　抗ペプチド抗体を用いたりン酸化阻害実験の結果より、Ser　2031とSer　2809

は一次構造上約800残基近く離れているが、高次構造上では近接している可能性

が示唆された（図4S）。ただし、抗体は大きい分子（150　kDa）なので、リン酸化

部位が近接しているから共に阻害されたというよりも、抗体のかさ高さによる

阻害効果にすぎないとも考えられる。しかしながら、小脳IP3受容体のリン酸

化部位に対する抗ペプチド抗体は、　2っのリン酸化部位が比較的近い位置にあ

るにもかかわらず、片方の部位のリン酸化しか阻害しないことが示されている

（81）。このことから、少なくともリアノジン受容体のリン酸化部位Ser　2809と

Ser　2031はまったく反対方向を向いているとか、高次構造上、極端に離れてい

るとは考えにくい。抗体によるリン酸化阻害がlgG画分のみならず、より小さな

Fab可分でも起こりうるか調べれば、この二つのリン酸化部位の位置関係につい

てより詳しい情報が得られると思われる。

　本章では、invitroの系でPKA又はCaMKによって再構成受容体をリン

酸化し、それぞれのリン酸化部位を同定した。in　vivoの系においても同じ部

位がリン酸化されているかどうか調べることが今後の課題である。

　抗RyP1抗体はPKAとCaMKによるそれぞれのリン酸化を阻害できるので、

in　vivoの系においてリアノジン受容体のリン酸化による機能変化を解析する際

の有用な道具として利用できるものと期待される。
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結語

　心筋細胞でのCa2＋動員に、主要な役割を果たしている2っの分子、形質膜

電位依存性Caチャンネルと筋小胞体リアノジン受容体の構造と機能について

調べ、以下のことを明らかにした。

　1）心筋電位依存性Caチャンネルを構成するサブユニットコンポーネント

を明らかにし、その分子性状を調べた。基本的には、骨格筋チャンネルと同様

α1、α2一δ、β、γの5種のサブユニットから構成されるが、骨格筋に比べ、

かなりヘテロな複合体を形成していた。これらどのサブユニットもPKAによ

ってリン酸化されなかったことから、心筋細胞にPKAを注入したとき観察さ

れるL型Ca電流の顕著な増大は、　PKAによるチャンネルタンパクの直接リ

ン酸化を介さずに起こっている可能性が示唆された。

　2）　光アフィニティラベル法により、Caチャンネルα1サブユニット上の

1，4－dihydropyridine結合部位として2ヶ所の部分を心筋では初めて同定した。

それらは、骨格筋チャンネルのDHP結合部位と対応するリピートIIIのS5－S6リ

ンカー部とリピートIVのS6を含む領域であった。したがって、両チャンネルの

DHP結合親和性の違いは、結合部位構造中の所々にみられるアミノ酸置換に

よるものと考えられた。

　3）心筋リアノジン受容体を精製しリボソームへ埋め込み再構成した。リン

酸化による機能変化を調べた結果、PKAやCaMKによって受容体がリン酸

化され、この時Ca放出チャンネルの開口確率が、増大することを明らかにし

た。PKAによる活性化は、電気生理学的実験からも確認できた。

　4）　それぞれの蛋白質リン酸化酵素でリン酸化される部位を、心筋リアノジ

ン受容体の一次構造上で明らかにした。PKAはSer　2031を、　CaM：KはSer

2809をリン酸化していた。このリン酸化部位近傍には、EFハンド様構造やカ

ルモジュリン結合ポテンシャル部位など活性調節部位が存在するこ。このこと

から、リン酸化部位近傍はリアノジン受容体の機能調節上、重要な領域を構成

していることが示唆された。また、両リン酸化部位は一次構造上700残基以上も

離れているが、抗ペプチド抗体による解析から高次構造上で接近していると考

えられた。

含

一8　t一

翫

　　　　　　灘1・灘
騰．・　難羅1

”
lee．ac



響圏騨騨IPJ’’’’”一’”一一一一一

　5）ポリアクリルアミドゲル電気泳動後の［3H］標識ペプチドフラグメント

をPVDF膜に転写した後、イメージングプレートを用いるラジオルミノグラフィ

によって検出する手法を考案した。従来のフルオログラフィに比べ、高感度か

っ短時間でオートラジオグラフィが行うことができた。

　形質膜および筋小胞体Caチャンネルタンパク質の構造と機能について、上

記のようないくつかの新しい知見を得ることができた。この結果を指標に、今

後さらにチャンネル機能と構造相関について、site－directed　mutagenesisなど

の遺伝子工学的研究により、詳細な解析が行われるものと期待される。

　また、本研究で明らかとなった活性制御機構がin　vivoの系でも起こっている

のか検証していくことも重要な課題である。
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