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水晶体の Ca2+濃度調節機構に関する理論的考察
_ca2+_ATPase活性の Ca2+濃度依存性一

今泉 雅資,古嶋 正俊,中塚 和夫,山之内 夕p_
大分医科大学眼科学教室

要  約
水晶体 Ca2+_ATPaseに よるCa2+能 動輸送の要素サイクルのモデルとして 4状態モデルを提案した。このモ

デルを用いて,Ca2+_ATPase活 性の Ca2+濃度依存性について検討 した。その結果,Ca2+_ATPaseの 最大活性

は PCa 4～ 5でみられ,そ れより高濃度側または低濃度側では活性は抑制された。 また,pCa 5～ 6で は Ca2+濃
度の増加と共に,活性は大きく上昇 した。以上の結果は,現在までに行われた実験結果と定性的に一致をみた。

さらに,こ のような Ca2+_ATPase活性の Ca2+濃度依存性は,Ca2+結合部位の親和性の変化に基 くことを理論

的に証明 し,in v市 oの系での細胞質内 Ca2+濃度の調節について,ス イッチの役割を果たしている可能性を推

論 した.(日眼会誌 94:135-140,1990)
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Abstract
A four-state model for the elementary process of the Ca2* active transport system in lens was

proposed, and based upon this model the Ca2* dependence of Ca'z*-ATPase activity was analyzed. The
results indicated that the Ca'*-ATPase activity reaches a peak at approximately pCa 4-5, and
decreases at higher and lower Ca2t concentrations. In the range of pCa 5-6, ATPase activity
increases with Ca'z* concentration. Therefore, the model accounts for the kinetic properties of
Ca'z*-ATPase is a qualitative way. Moreover, it is proved that the Ca2* dependence of Ca'?*-ATPase

activity is theoretically based upon the changes in Ca2* affinity of Ca2+ binding sites and the Ca2*

dependenee of Ca'+-ATPase activity is possibly involved in the regulation of intracellular Ca2*

concentration in vivo as a switching mechanism. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 94: 135-140, 1990)
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I緒  言

水晶体の混濁には,多数の因子が関与することが知

られているが,そ の一つとして水晶体中の Ca2+濃度の

増加が考えられている。水品体の Ca2+濃度が,加齢や

白内障の進行の伴い増加すること1)や ,Ca2+に よるα

クリスタリンの会合現象2)は 自内障の病因に Ca2■が関

与することを示唆している。一方,正常の水晶体中の

ca2+濃度は,房水に比較して1/100～ 1/1,000倍 も低濃

度に維持されなが ら3)4),生理的に細胞内 メッセン

ジャーとして様々な反応に重要な役割を果たしている

ことが分かってきた。したがって,水晶体の透明性の

維持に関しても Ca2+濃度の調節は重要な因子といえ

る。

最近の研究から,水晶体の Ca2+濃度の調節には主に

ca2+_ATPaseに よるCa2+の 能動輸送が関与し5)-7),ま

た水晶体 Ca2tATPaseは,筋小胞体または赤血球膜
ca2+_ATPaseと は若干異なる性質を持つことが明ら

かにされてきた。例えば,水晶体 Ca2+_ATPase活性は

非常 に狭い Ca2+濃 度領域で高 く,赤 血球膜 Ca2■

ATPaseと は異なりCa2+濃度が10-5M以上において

は活性が著しく低下すること6)が報告されている.既
に,筋小胞体または赤血球膜の Ca2■ _ATPaseに つい
ては,い くつかの反応速度論的研究8)～ H)も なされ,そ
の特性がしだいに明らかにされてきたが,水晶体の

ca2+_ATPaseに ついての反応速度論的研究の報告は

なく,今後同様の研究によって,その特異性を顕著に

することが期待される.今回,我々は,水晶体の Ca2+_

ATPaseの こうした特異な性質を明らかにするため

に,Ca2+_ATPaseに よるCa2+の 輸送とそれに共役す
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るATPの加水分解の過程について理論モデルを提案
し,水晶体におけるCa2+濃 度の調節機構について理論

的考察を行った。

II 基本モデル

ca2+_ATPaseが ATPの 加水分解によって得たエ

ネルギーを利用して,Ca2+の能動輸送を行う反応サイ

クルを図 111)に示した。これは詳細な酵素反応速度論

的な研究によって明らかにされた筋小胞体の Ca2+´

ATPaseの 反応系を単純化したサイクルであり■),赤

血球膜についてもほぼ似たものが考えられている12)。

そこで,我々は,図 1に 不 した筋小胞体の Ca2t

ATPaseの 反応サイクルをさらに単純化し,表 1の よ

うな化学反応系 (I)を組み立てた。 この反応系では
ca2+_ATPaseは 4つの状態をとると仮定した。すなわ

ち,ca2+結合部位が細胞質側を向き,Ca2+に高い親和

性を示す El型酵素 (EFを含む)と Ca2+結 合部位が細

表 l Ca2+_ATPaseの 反応サイクルを単純化した

化学反応系.klぺ k4,k-1～ k-4は速度定数を示す.

kl

El+2Cai+ATP=====2El*十 ADP
k_1

k2

El*=====2E2*

k2
k3

E2・
======主
E2+2Cao十 Pi

k_l,

kl

E2=====2El
k-4

Cα
2・
巨
「
ATP

2co2'in ATP

\\E
IntrocetIulor

Comportment

Extrocettulor
Comportment E2 E2・/ /

J  2C予 +out

図 l Ca2+.ATPaseの 反応サイクル.Ca2■及びATPが細胞質側からATPaseに結
合し,ATP分解の過程で Ca2■が細胞質の外側へと移動し,同時にCa2+結合部位の
Ca2+に対する親和性が低下する.このことによって,Ca2+が ATPaseか ら遊離され,

ca2+の 細胞質内から細胞質外への輸送が生ずる.ま た,反応サイクルの中で,
ATPaseは様々な反応中間体をとる。
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表 2 Ca2+ATPaseの 化学反応系のシミュレ~ン ヨン

に用いた′くラメータの値.速度定数に関して,水

品体の値は全て 予測値.ま た,筋小胞体の値につ

いて(■参考文献の番号を示した。

水品体 筋小胞体 (文献 )

E.(M)
A。 (M)

kl(S~1)

kl(S~1)

lⅢ (Sl)

k2(sl)

k.、 (S~1)

k.,(Sl)

kl (S~1)

1、 1(Sl)

ｌ

“
■
α

ｌ

ｌ

ｌ

ｌ

げ

１

１

l

10'

1()1()(15 17,

1 (15, 16. 18.)

l  t15, 19ッ

1  (15,  19)

1  1115つ

106(15)

1(15, 20'
1(15, 2())

胞質の外側を向き,Ca2■ に低い親和性を示す E2型酵素

(E2・を含む)の状態, さらに,それぞれの酵素の*は

ca2+結合した燐酸化中間体を表す。Ca2+結合部位は筋

小胞体 と同様に Ca2+_ATPase l分子当 り 2個 とし

たH)。 また,図 1に示した kl～ k4,k-1～ k-4は各々速

度定数を表す.水晶体 Ca2+_ATPaseについて速度定

数の値は,未だ測定されていないので,今回シミュレー

ションに用いた値は筋小胞体の Ca2+_ATPaseに つい

て報告された値を参考にしながら,以下のシミュレー

ションの過程の中で,現在までに行われた水晶体
ca2+_ATPase活 性の測定結果5)～ 7)を可能な限り説明

しうるものを求めた (表 2).

III 数学的解析

このモデルに対する反応速度式は

dCa/dt=― klElCa2ATP+k_lElホ ADP
+k3E2*~k-3E2ca2Pi       (1)

dE1/dt=klEICa2ATP+k_l Elホ ADP
十k4E2~k-4El            (2)

dE2/dt=k3E2・ ~k-3E2Ca2Pi

~k4E2+k-4El            (3)

dEl*/dt=klElCa2ATP― k_lEl*ADP

―k2Elネ +k-2E2*          (4)
dE2・/dt=k2Elホ ーk_2E2*~k3E2*

+k-3E2Ca2Pi            (5)

dATP/dt=一 klEICa2ATP+k_lEl*ADP (6)
dADP/dt=klElCa2ATP― k_l El*ADP   (7)

dPi/dt=k3E2ホ ~k-3E2Ca2Pi       (8)

(1)～ (8)式で与えられる.Ca,ATP,El,El・
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などの記号は各化学種の濃度を表わす.今回は in

vitroの生化学的実験
5)～ 7)と の比較のため,ま た関与す

る因子の数を減らすために,細胞外 Ca2■濃度 (CaO)
と細胞内 Ca2+濃度 (Cal)と の間の濃度差は考慮しな

かった.ま た,実験5)～7)ではATPの加水分解によって
生成される Piの速度からCa2+―ATPase活性を求め

ていることから,ATP,ADP,Pi以外の化学種は速や
かに定常状態 (すなわち,時間的に濃度変化がなくな

る状態)に移行すると仮定した。定常状態の条件は,
dCa/dt=dE1/dt=dE2/dt

=dEl+/dt=dEダ /dt=0         (9)
と定められる。また ,

E。 (定数)=El+E2+ElⅢ +E2■      (10)
と定め,(1)～ (5),(9),(10)式からE2,Eダ を E。

(定数)について整理し,その結果を (8)式に代入し,

dPi/dt=E。 (klk2k3k4ca2 ATP
~k-lk-2k-3k-4ca2Pi ADP)/Z

Z=(k_l ADP+k2)(k3k4+k-3k-4ca2Pi)

十(k-2+k3)(k4klca2 ATP+k-4k-lADP)

十(k-3ca2Pi+k4)(klk2ca2ATP

十k_lk-2ADP)

十(k-4+klCa2ATP)(k2k3+k-2k―。ca2Pi)

(11)

を得た. ところが,(6)～ (9)式から一dATP/dt=
dADP/dt=dPi/dt。 また,ATP,ADP,Piの 初期濃
度を各 A々O, 0, 0と 定めると,(11)式 は簡略化され

次式のように,Piの 濃度の微分変化すなわち Ca2+_

ATPase活 性は AO,Pi,Ca,E。 と速度定数によって表

わされた。

dPi/dt=E。 (klk2k3k4ca2(A。 ―Pi)
~k-lk-2k-3k-4ca2Pi2)/z

Z=(k-lPi+k2)(k3k4+k-3k-4ca2Pi)

十(k-2+k3)(k4klCa2(A。 一Pi)十 k-4k-lPi)

+(k-3Ca2Pi+k4)(klk2Ca2(A。 一Pi)

十k_lk-2Pi)

+(k-4+klCa2(A。 一Pi))

(k2k3+k-2k-3ca2Pl)        (12)

水品体のCa2+濃度調節機構に関する理論的考察 。今泉他

IV コンピュータシミュレーション

(12)式は非線形微分方程式で, これを解析的手法

を用いて解くことは不可能である。そこで,Pi濃度の

経時的変動を求めることを目的に, まず,(12)式 を以

下のように変形した。
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35

2 4      6
Tirne(x104S)

図2 Pi濃度の経時的変化。各曲線は (13)式 に基く

理論曲線で,パ ラメータの値は表 2によった。各曲

線に添えた数字はpCaを示す。

Pin=呂 〔E。 (klk2k3k4ca2(A。 一Pi′ )
~k-lk-2k-3k-4ca2Pi,2)/z′ 〕∠t

Z′ =(k_lPi′ 十k2)(k3k4+k-3k-4Ca2Pi′)

十(k-2+k3)(k4klca2(A。 一Pi′)

+k-4k-lPi′ )

十(k-3ca2Pi′ 十k4)(klk2ca2(A。 一Pi′ )

十k_lk-2Pi′ )

十(k-4+klCa2(A。 一Pi′ ))

(k2k3+k-2k-3ca2Pi′ )          (13)
Pi′は時刻 tびにおける Piの濃度を表わす。但し,PiO=

OMと 定めた。次に (13)式をオイラーコーシー法13)に

よって近似的に解くために,パ ーソナルコンピュータ

(NEC PC-9801VX)を用い数値計算を行い,Pi濃度の

経時的変化を求めた。プ ログラム言語は BASICに

よって記述した。また,用 いたパラメータの値は表 2

に示した。

図 2には,Ca2+濃度 (pCa)を 2.0か ら7.0ま で変化さ

せた場合の Pi生成の時間経過のシミュレーションの
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10 6

pCo

図 3 Pi濃度のpCa依存性.各曲線は,図 2を pCaに
ついてプロットした理論曲線で,添えた数字は反応
の経過時間 (秒)を示す。Pi濃度はpCa 4～ 5で最大

値をとる.

結果を示した。いずれの pCaで も Piは時間の経過と

ともに増加し,プ ラトーに到達した時の Piの濃度は約

9.5× 102Mで あった。しかしながら,プ ラトーに到達

するまでの時間はpCa 4.0～ 5.0で最小となり,それ以

外の領域では pCa 4.0～ 5.0か ら遠ざかるにつれ徐々

に増加する傾向を示した。

図 3には,図 2の シミュレーションの結果を pCaと

Piと の関係に変換したものを示した。各曲線の上の数

字は時間経過 (秒)を表わしている.Piの濃度は各曲

線ともpCa 4.0～ 5.0で最大となり,それ以外の領域で

は ca2+濃度が高濃度側,低濃度側いずれも減少傾向を

小 した。また,pCa 6.5～ 5.0と 4.0～ 3.0の領域ではわ

ずかの pCaの変化に対して Pi濃度は大きな変化を示

し,最大活性の半分に相当する活性はいずれもこの領

域のpCaで得られた.

V考  按

本研究でシミュレーションに用いたモデルは,様々

な仮定や制限を保持しているが,シ ミュレーションに

よる計算結果は,現在までに行われた実験結果5)-7)と

定性的には矛盾しなかった。

ca2+_ATPaseの最大の特徴は,その活性のパターン

が特異な Ca2+濃 度依存性を示し,特定の Ca2+濃度領

域で高い活性を持ち,それ以外の領域では抑制が認め

られることである。今回,我々の提案したモデルはこ

の点に関して,以下のように解析的手法を用いて説明

を行 うことが可能である。つまり,(11)式 の分子,分

母を Ca2で割 り,Ca2+_ATPase活 性の Ca2+濃度依存

性を調べると,

dPi/dt=E。 (klk2k3k4ATP

A

B

（
Σ

Ｎ
〇
一
Ｘ
）
（
一α
〕

3
（
Σ

Ｎ
〇
一ｘ
）
■
■

70 8 4

2 4      6
Tirne(x104S)

4.5

8 10

40

（
Σ

Ｎ
Ｏ
一
Ｘ
）
〔
一α

〕

0 8 10
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~k-lk-2k-3k-4Pi ADP)/ξ

ξ=klk-3(k2+k-2)ATP Pi Ca2

+{k3(k2k3+k2k4+k-2k4+k3k4)ATP

十k_lk-3(k-2+k-4)ADP Pi

十k-3k-4(k2+k-2)Pi}

十{k_1(k-2+k3)(k4+k-4)ADP

十k2k3(k4+k-4))/ca2         (14)

(14)式の分母 ξは,

Ca=〔 klk-3(k2+k-2)ATP Pi/{k_1(k-2+k3)(k4+

k-4)ADP+k2k3(k4+k-4))〕 1′ 4の時に最小値をとり,

Ca2+濃度がそれから外れ 0ま たは十∞に近づく時,分
母 ξは単調に+∞に近づくことが分かった。また, こ

の時分子の値は Ca2+濃度に依存しない。したがって ,

dPi/dt(すなわち Ca2+_ATPase活性)は特定の Ca2+

濃度に対して最大値をとり,それ以外の Ca2+濃度では

高濃度側,低濃度側いずれにおいても,活性は Ca2+濃

度に依存して低下することが証明され,モデルとして
の妥当性を示している。

水晶体 Ca2+_ATPaseの 個々のパラメータ (速度定

数)については,先に述べたように未だ測定がなされ
ていないので, シミュレーションに用いた値は,現在
までに行われた実験結果5)～ 7)を可能な限り説明しうる

ものを予測せざるをえなかった(表 2).筋小胞体につ

いても同様のシ ミュレーションを行い,両者のあいだ
のパラメータの比較検討を行った ところ,水 晶体
ca2tATPaseは ,細胞質内外で変化するCa2+に対す
る親和性 (k1/k_1と k-3/k3)の 変化量が,筋小胞体に

比べて小さかった (表 2).以上の結果から,Ca2+_
ATPase反応サイクルの速度は細胞質内での Ca2■結

合と細胞質内での Ca2+解 離の速度 (ま たは定数)と ,

ca2+濃度との間の相互関係に大きく依存し14), このこ

とが,水晶体 Ca2■_ATPaseの 活性領域が筋小胞体に

比べて狭いことの原因ではないかと推測した。

以上,本 モデルの in vitroの 系における妥当性につ

いて検討を行ってきたが,さ らに,in vivoの 系での細

胞 質 内 Ca2+濃 度 の調 節 に は,こ の よ うな Ca2■

ATPase活 性の大きな Ca2+濃度依存性 (図 3の acti‐

vation curveの pCa 5.0～ 6.0に相当)が活性調節のス

イッチ (on‐ off)の役割を果たしている可能性が推測さ

れる。つまり,細胞質内 Ca2+濃度の増加が ATPase活

性上昇の トリガーとなり,Ca2+能 動輸送量が増加し,

逆にCa2+濃 度の低下が ATPase活性低下をもたらす
と考えられる。しかしながら,細胞質内 Ca2■濃度が著

しく高い状態 (activation cuⅣeの pCa 4.0の右側に
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相当)ではこの機構がまった く反対に作用 し,細胞質
内 Ca2+濃度を低下させ るのが困難 となると推測 され

た。

今後は, このモデルを in vivoの 系にも適応 させ ,

ca2+濃度調節機構のシ ミュレーションを計画 してい

るが,そのためには,細胞内外の Ca2+濃度を別 々のパ

ラメータとして取扱 うことが必要で,細胞膜を受動的
に移動 す る Ca2+の in■uxの 影 響,さ らに細胞 外 の

Ca2・ の摂動 といった様 々な要素 も考慮 しなければな

らない。このように,実際の in vivoの 系においては,

外的または内的環境の変化が同時に並行 して存在する

が,理論モデルによる理論的考察は,様々な要素の影

響を総合的に把握することがで きるため,単に実験結
果のもつ意義を明確にするだけでなく,外的または内
的環境の変化に対応 しなが ら恒常性を維持する様々な

生体内制御機構の解明に有益であると考えられる。
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