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Ｓ‐１００の Ｃａ２十結合

　

Ｓ‐１００蛋白質は Ｍｏｏｒｅによって発見された分子量２万１千の酸性蛋白質で，脳のグリア細胞
１）に

多量に存在する． この蛋白質は，
Ｃａ２十結合によって構造変化を起こすことがＣａｌｉｓｓａｎｏらによって

見出されている２）が，生理的役割は不明である．近年Ｓ－１００蛋白は，主に
Ｓ‐ｌｏｏａ，Ｓ－ｌｏｏｂの二成分

の混合物であることが，ｌｓｏｂｅらによって解明されている
３）
． その後Ｓ－ｌｏｏａは２種のポリペプチド

（α鎖，β鎖）からなるヘテロダイマーであるのに対し，Ｓ－ｌｏｏｂは（β鎖，β鎖）のホモダイマー

であることも見出されている。
４）Ｃａｌｉｓｓａｎｏらの測定２）は，Ｓ－ｌｏｏａ，Ｓ－ｌｏｏｂの混合物で行なわれてい

るから，Ｓ‐１００蛋白質のＣａ
２十結合の詳細を明らかにするには，まず各成分及び各ペプチドについて

Ｃａ２十結合による構造変化を調べることが必要である．本実験では，牛脳より調製した
Ｓ‐ｌｏｏａ及びＳ

－ｌｏｏｂのＣａ２十結合に伴なうそれぞれの構造変化を， 後光測定法， および差スペクトル法で調べ， 比

較した． また最近報告された他の研究者の結果
５）６）７）も合わせて検討した．

実

　　

験

　

Ｓ－１００蛋白質は，Ｅｎｄｏらの方法
８）で牛脳より調

製 し，ｌｓｏｂｅらの原法
３）を少し変えて （ＤＥＡＥ

Ｔｏｙｏパールカラムクロマトグラフィーで０．０７５

Ｍから０．１７ＭまでのＮａＣＩの直線濃度勾配をか

けることにより）， Ｓ－ｌｏｏａ， Ｓ‐ｌｏｏｂの２種の成分

に分離した． ２－Ｐ－Ｔｏｌｕｉｄｉｎｙｌｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅ－

６－ｓｕｌｆｏｎｉＣＡＣｉｄＰｏｔａｓｓｉｕｍ Ｓａｌｔ（ＴＮＳ） は，
半井化学特製試薬をそのまま使用した． ＣａＣ

１２水

溶液は和光特級ＣａＣ１２・２Ｈ２０と脱イオン水から

の蒸溜水から調製した．
ＥｔｈｙｌｅｎｅＧ１ｙｃｏＩＢｉｓ（β－

ａｍｉｎｏｅｔｈｙｌ－ｅｔｈｅｒ） Ｎ，Ｎ，Ｎ
′
，Ｎ
′－ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ

Ａｃｉｄ（ＥＧＴＡ）は， 半井化学特級品を８０
ｏＣで乾燥

してから使用した．Ｍｏｒｐ
ｈｏｌｉｎｏｐｒｏｐａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ

Ａｃｉｄ （ＭＯＰＳ）， Ｔｒｉｓ（ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌ）ａｍｉｎｏ

ｍｅｔｈａｎｅ（Ｔｒｉｓ），Ｎａ２Ｐ４０７は特級品をそのまま使

用した． 測定は全て２５ｏＣで行なった．

　

得たＳ‐１００蛋白は， ５ｍＭＥＤＴＡ緩衝液に４，

５回透析しＣａ２十を除いてからＣａ２十結合の測定に

用いた．Ｓ－ｌｏｏａ，
Ｓ－１ｏｏｂの差スペクトルの測定に

は，島津ＵＶ－２１０型自記分光光度計を用いた．蜜
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ＴＮＳをラベルしたＳ…１００蛋白の後光強

　

度の遊離Ｃａ２十濃度依存性， 縦軸は４５０ｎｍ

　

の蛍光強 度 であ る． 実験 条件：０．ＩＭ

　

Ｔｒｉｓ－Ｈｃｌ（ＰＨ８．０），１０“Ｍ ＴＮＳ－ＳＩＯＯ．

光スペクトルは日立 ＭＰＦ－４型自記後光光度計を用いて測定した． ＴＮＳを
Ｓ－１００蛋白 （Ｓ－ｌｏｏａ，

Ｓ－１ｏｏｂの混合物）にラベルする方法は， Ｃａｌｉｓｓａｎｏ
２）らの方法にならった． ネイティブのＳ‐ｌｏｏａの

蛍光測定は， 励起を２９５±ｌｏｎｍ で行ない， 後光を３５５±５ｎｍ で観測した．
Ｓ‐ｌｏｏｂでは， 励起を

２８０±ｌｏｎｍ で行ない， 後光は３４５±５ｎｍ で観測した． １×１０－５から１０－４Ｍの遊離Ｃａ２十濃度は，

（４８）



Ｓ－１００のＣａ２十結合

Ｃａ２十一ＥＧＴＡ緩衝液を用いるやり方９〉で設定した．

実験結果

１）ＴＮＳ化Ｓ‐１００の後光強度とＣａ２十濃度との関係：

　

二成分に分離する前のＳ‐１００蛋白に ＴＮＳを１モル当り１モルラベルし，４５０ｎｍの後光強度を遊

離Ｃａ２十濃度に対しプロットしたのが図１である。後光強度の増加は疎水性の増加を示す。ｐＣａ４か

ら３迄のＣａ２十濃度の増加に対し， 後光は次第に増加し，ＰＣａ３よりもＣａ
２十濃度が高くなると後光

は急激に増大する。これはＳ‐１００のＣａ
２十結合に正の協同性が存在することを示唆する。即ち，Ｃａ

２＋

結合は二段階で起こるようである。またｐＣａ２以上では減少しているが白濁しやすいことから，こ

れは蛋白の重合によるものであろう。

　

２）Ｓ‐１００聾

　

Ｓ‐ｌｏｏｂの差スペクトル：

　

図２（ａ）は， ｌｍＭ Ｃａ２十存在下において示され

たＳ－ｌｏｏａの差スペクトルである。
Ｃａ２十濃度を変

えて得られた差スペクトルの２８６ｎｍの吸光度差

を遊離Ｃａ２十濃度に対しプロットしたものが図２

（ｂ）である。この場合もｐＣａ４から３の間に大きな

変化が起きており，Ｃａ
２十結合に正の協同性がある

ことを示唆している． ｐＣａ４よりも低いＣａ
２十濃

度のときは， 誤差が大きく強い結合があるのかど

うかはわからなかった。 差スペクトルが負である

ことは， チロシン残基， トリプトファン残基がよ

り親水性の環境に移ったことを示している． また

この曲線より， ＰＫＤは３．７と求められた。

　

Ｓ－１ｏｏｂについて同様に差スペクトル測定した

のが図３（ａ）である。Ｓ－ｌｏｏａとは逆に， チロシンの

スペクトルが正になっていることは， この残基が

より疎水性の環境に移ったことを示す。Ｓ－ｌｏｏｂを

構成しているポリペプチド鎖βは，トリプトファ

ンを含まないので，２９５ｒ１ｍの小さな谷は，微量混

入したＳ－ｌｏｏａによるものと思われる。 この様に

Ｓ－ｌｏｏａとＳ－ｌｏｏｂとでは差スペクトルの向き が

全く異なるが， ＰＫＤは， 図３（ｂ）に示すように３．５

であり，Ｓ‐ｌｏｏａのそれと殆んど変わらなかった。
即ち，Ｓ‐ｌｏｏａとＳ－ｌｏｏｂとはＣａ

２十結合の強さは，

変わらないが， その性質が違っていることが示唆

される。 このことは， 次に述べる蛍光の実験から

も支持された。

－０，０ず

÷警晋
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図２

　

Ｓ－ｌｏｏａのＣａ２十結合による差スペクト

　

ル，（ａ）はｌｍＭＣａ
２十存在下のスペクトル，

　

（ｂ）は２８６ｒｍの吸光度差を遊離Ｃａ２十濃度

　

に対してプロットしたもの， 実験条件：０．

　

０ＩＭ ＭＯＰＳ－ＮａＯＨ （ＰＨ７．０），２１〆Ｍ Ｓ
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図３

　

Ｓ‐ｌｏｏｂのＣａ２十結合による差スペクト

　

ル，（ａ）はｌｍＭＣａ
２十存在下のスペクトル，

　

（ｂ）は２８０ｒｌｍと２６２ｒｌｍの吸光度差を遊離

　

Ｃａ２十濃度に対しプロットしたもの．実験条

　

件：０．０ＩＭ

　

ＭＯＰＳ－ＮａＯＨ （ＰＨ ０），

　　

１８”ハ江Ｓ－１ｏｏｂ．

０

　　

５

　　　　

４

　

ＰＣａ

３

０

　

５

　　　　　　　

４

　　　　　　　

３
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図４

　

Ｓ‐ｌｏｏａの後光強度の遊離Ｃａ２十濃度依

　　

存性，（ａ）は０．ＩＭＴｒｉｓ－ＨＣ１（ＰＨ ０），（ｂ）

　　

は０．ＩＭ Ｔｒｉｓ－ＨＣ１（ＰＨ８．３）での測定で

　　

ある．縦軸は３５５ｎｍの後光強度である．蛋

　　

白濃度は１．８”Ｍ．

　

３） Ｓ‐ｌｏｏａ， Ｓ－ｌｏｏｂの蛍光強度のＣａ
２十濃度依存性：

　

図４にＳ－ｌｏｏａ（ポリペプチドα鎖）のトリプトファンの後光強度の遊離Ｃａ２十濃度依存性を示す．

ｐＨ７．０におけるその関係を示したのが図４（ａ）である． 測定したＣａ
２十濃度の範囲内で蛍光強度に殆

んど変化は見られない． わずかにｐＣａ５からｐ
Ｃａ（４．３－４．０）迄増加し， Ｃａ

２十濃度の増加に伴って

減少する傾向を示すが，結論できなかった．ｐＨ８．３におけるＳ－ｌｏｏａの後光強度と
Ｃａ２十濃度依存性

は，ＰＨ７，０（図４（ａ））とは異って，Ｃａ
２十濃度の増加と共に蛍光強度は増大した．ｐＣａ５のときの強

度に比べ，ＰＣａ３のときの後光強度は，３０％も大きい．この曲線より
Ｓ－ｌｏｏａのｐＫＤ３．８が得られた．

ｐＣａ３以上では， 蛍光強度は減少し， 濁りを与えることがある． このことから， ヒスチジン残基の

プロトン解離が後光の増減を決める因子だと思われる．
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図５

　

Ｓ－ｌｏｏｂの後光強度の遊離Ｃａ２十濃度依

　

存性，（ａ）は０．ＩＭＴｒｉｓ－ＨＣ１（ＰＨ７．０），（ｂ）

　　

は○．１Ｍ Ｔｒｉｓ－ＨＣ１（Ｐ日８．３），（ｃ）は○．０１

　

Ｍ Ｎａ２Ｐ４０７（ＰＨ９．２） での測定である．

５

　　　　

４

　　　　

３

　　　　　　

縦軸は３４５ｍｍの後光強度である． 蛋白濃

　　　

Ｐｃａ

　　　　　　

度は２．２”Ｍａ

　

ｓ－ｌｏｏｂのチロシン残基の後光強度の遊離Ｃａ２十濃度依存性を調べたのが， 図５（ａ），（ｂ），（ｃ）（ＰＨ は

各 ，々 ７．０，８．３，９．２）であるが，ＰＨ７．０におけるＳ－ｌｏｏａの場合と同様にいずれも殆んど変化が認

められなかった．特にｐＨ９．２の測定では，Ｃａ
２十結合が二段階で起こるように見えるが，変化中が小

さく，これを明らかにするためには，詳細なＣａ
２十結合定数の化学量論的な実験が必要である。図４

と図５の後光測定の結果からも，Ｓ－ｌｏｏａとＳ－ｌｏｏｂとでは性質にかなりの差のあることが示され

た．

考

　　

察

Ｓ－１００蛋白は脳に見出されている他， 最近， 皮膚
１０）や脂肪組織１１）にも存在することが報告されて

いるが， その機能は不明である． 同じく脳中に多量に存在するカルモジュリンの機能がかなりはっ
きりしてい１２）るのとは対照的である。
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丁

Ｓ‐１００蛋白質はＳ－ｌｏｏａとＳ‐１ｏｏｂの等量混合物であるから３）， 各成分の性質を明らかにすること

がぜひとも必要である．ＴＮＳをラベルしたＳ‐１００の後光強度変化（図１）や，ネイティ
ブのＳ‐１ｏｏａ，

Ｓ－１ｏｏｂの後光強度変化（図３， 図４）から考えると，Ｃａ
２十結合には， 強い結合と弱い結合の二種が

ある可能性が強い．
Ｃａｌｉｓｓａｎｏ２）らは，流動透析法を用い，Ｐ

Ｈ８．３において Ｃａ
２十解離定数が７×１０‐５

Ｍと１×１０－３Ｍの二種のＣａ２十結合部位の存在を報告している．Ｍａｎｉらも
ＣＤ スペクトルの測定か

らＳ－ｌｏｏｂで，６×１０
－５Ｍと２×１０－４Ｍの二種の解離定数を報告し５），Ｓ‐ｌｏｏａについても同様の報告

を行なっている．
６）Ｂａｕｄｉｅｒらは後光の量子収率の測定より， Ｓ‐ｌｏｏａ及びＳ‐ｌｏｏｂについて２×１０

－４

Ｍのただ一種の解離定数を報告しているが， 流動透析の測定では２×１０
－５Ｍという値を得ている７）．

この違いは蛋白濃度の違いによるものとは考えにくい． 何故なら差スペクトル測定の結果 （図２，

図３） でも解離定数の値は， Ｂａｕｄｉｅｒらの蛍光測定で得た値と一致するからである．１０
‐５Ｍのオー

ダーの強い結合は， スペクトル測定では検出しにくいと考えるのが自然である．

　

Ｓ‐１００に対してＣａ２十結合数と結合部位に関して若干の報告がある．Ｃａｌｉｓｓａｎｏら
２）や Ｐｅｒｕｍａｌ

ら１３）は， １分子当り，１０個の
Ｃａ２十を結合することを報告している． しかし，

Ｋｒｅｔｓｉｎｇｅｒ１４）らのいう

ＥＦハンド構造によると，α鎖とβ鎖内に各１個のＣａ
２十が結合し，Ｓ‐１００－分子当り２個の結合部

位しか存在しない．
４）ＥＦハンド構造に含まれているグルタミン酸残基とアスパラギン酸残基の和

は，α鎖，β鎖各々６である． ＥＦハンド構造は強い負の電荷を帯びているから， ２
個以上のＣａ２＋

を結合できるのかも知れぬ．Ｓ‐ｌｏｏａでは，Ｈ
ｉｓ残基のプロトン解離が蛋白構造に影響を及ぼすこと

が示された．（図４（ｂ）） 各成分及び各
ペプチドのＣａ２十結合数を調べることが今後の課題である．

　

本研究の遂行にあたり有益な助言を賜わった本学旭川分校東尚巳教授に深く感謝します．
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