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内文論

客要旨

序

  筋 収縮の中 心的役割をもつ構造タ ンパク質である ミオシンについての研究は 1939 年の ミオシ ンの

 ATPase活性の発見以来、 数多く行なわれ てき た。 ウサ ギ横紋筋を材料としたミオシ ンに ついては, 現

 窪では かなり詳細な点ま で明 らかにされている。

  一方筋肉は 横紋 筋の外, 平滑筋が存在し, 主として内臓等の連動を担当し ている。 平滑筋の 構造タ ン

 ・ぐク質についての研究 は、 横紋 筋の 場 合に 比べてき わめ てわ ず かしか行な われていな いの が現状 であ る。

 一般に平滑筋は 極く少 量しか 存在しないこ と, 又夾雑物が多く, タンパク質の調 製に困難な面があり,

 ミオシンを抽出す るのに 適した 平滑 筋の検討が充分にな され ていな い。 われわれは ミオシ ン抽出のため

 の平滑筋として以 下の 理由でナマコ縦走筋が適当な 材料であると判断し た。

  即ら, ナマコ縦走筋は次のよ うな特徴を持っている。

 11)平滑 筋であ へ 横紋筋の変形とみられる斜紋筋構造を持っていない。 12)筋肉のみを単離するこ とがで

 き, 又結締 組織の 混入がすくな い。 〔3、筋繊維が 平行に走ってお り, グリセリ ン処理による筋標本を作る

 ことが容易な ため, 将来 生理学研究を行なうことが可能である。 (41ナマコは無脊椎動 物り ため, 脊椎動

 物平滑筋か ら得 られるミ オシ ン等と比較 的研究 するこ と もできる。

  著者はナマ コ縦 走筋か ら得 られたミオシンB ならびに ミオシ ンの諸 性質な らぴにグ リセ リン処 理筋作

 製の 可能性につい て実験 を行なった。 第 一部では、 ミオシンBの諸 性質な らびにグリセリ ン処 理筋に つ

 いて, 第二部ではミオシン ATPase について報告する。

 Pa跳1 ミオシンBの諸性質

 1. ミオシンBの調製

  ミオシ ンB の抽出 はマナマコ( SticGp us japonl cus )縦 走筋i5～20gをホモゲナイ ズしたのら・

 Weber-EdsaU 溶液で24時間抽出し、 沈澱, 溶解を二回繰返し, 夾雑物を除いて調製した。 この方法

 で生筋1g当り約 12mgのタンパ ク質を得るこ とができた。

  ミォシンBのATPase 活性測定は 10mM tris-maleate一壬(OH 緩衝液 (pH 7.0)又は 20 mM

 ths-HC6 緩衝液( pH 7.5), 1mM ATP、 タンパク質溶液 0.2 ～0、4 mg痂 の条件でeffec-

 tor(s) を適当 量加え て行なった。 測定温度は 28。 であった。 ATP の分解によ り生成する無機リン酸

 は Alien 法の中村変法によ り測定し た。

 2.結果

  ミオシ ンB ATP ase活性測定 を妨害するよ うな爽 雑酵素( apy ra se, adenylate ld nase )の混入

 は認められなかった。 ナマ コ縦走筋よ り得 られるミオ シンBの ATPase 活性は ウサギ横紋筋か らのミ

 オシ ンB に 比べると低いが, /0 mH GaG l2 を添加するとウサギ横紋 筋ミオシ ンB とほぼ同程度まで活

 性は上昇す る。

  ナマコミオシンB ATP ase 活 性に対する 1(C8 pH の影響はウサギ横紋筋ミオシンBの場合とき
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 わめ て類似していた。 しかし pH の影警に おいて酸性側では きわ めて活性が 低く, pH5.5 ではかなり量

 の失活さえ も認め られ た。

  Ga升 はナマコミオシンB ATPase を強く活性化した。 その活性化の割合は ウサギ横紋筋ミォシン

 Bの場合よ りはるかに大き い。 他方 Mg軒 は調べたいかなる条件においてもナマコミオシンB ATPase

 を活性化せず, 阻害作用のみを示した。 EDTA は高濃度の KC6 条件下で, ナマコミオシンB 劃Pase

 を活性化せず, 阻害作用のみを示しだ。 EDTA は高濃度のKC6 条件下でナマコミオシンB ATPaseを

 活生化した。 EDTA の効果は ウサギ横紋筋の場合と 全く 同様であっ た。

  グリセリン処理筋を作製するために, ウサ ギ腰筋の場合の方法 を用いた。 つま り適当に 弛緩したナマ

 コを固定し, 開腹して縦走筋を両端 を残して体壁か らはずし, ガラスの 添捧に固定して取り出 し, 50 %

 グ リセリ ン溶液に漬 けることによ ってグリセリ ン処理筋 を作製した。 グリセリ ン 処理筋を 睾1 で細 い繊維

 に分 け, 己れを ATP溶液につける とこ の筋肉は 収縮す ることがわかっ た。 そこで無負荷の まま ATP

 によ る収縮 を調べた結果, 高濃度の Mg什(1mM)が収縮に良い結果をもたらし、 Ga'+ は混入する濃

 度( 10 一6 M 以上 )以上では 収縮に影響を与えないことがわかっ た。

 Pa工七五 ミオシンの ATPase 活性

 1. ミオシンの言周製

  ナマコ 縦走筋30～ 409をホモゲナイズしたの ち・ 抽出 液( 0・45M KGl O・1M リン酸緩衝液(pH6,5 )・

 2mM E凹A) で30分間抽出した。 この抽出蔽を沈澱 溶解を行ない、 更に落涙状態で 105,000 9, 60

 分間遠心して夾雑物を除 き, 再び cysteine を含 む溶液で沈澱、 溶解を二回繰返した。 最後に 150.000g,

 90 分間遠心して溶液部分の上部 朗3 の部分を sa即le として得 た。 この方法で生筋1g当り 3m帥d

 の タンパク質が得られ た。 ミオシンATP ase 活性の測 定は ミオシンBの場 合とほぼ同 じ条件で 行なつ た。

 2.結 果

  ナマコ縦走筋から得られるミオシンの ATPase 活性は各種動物の横紋筋から得られるミオシンと比

 較して活性が低かった 益 脊 椎動物平滑筋から得られたミオシンとはほぼ同程度の活性を示した。

  AT Pase 活性に対する 1〈C 』 pH の影響は ウサギ横紋筋の ミオシンの場 合と ほとんど類似してい

 た。 C♂はナマコミオシンB ATPase の場合同様 ATPase 活性を強く促進した。

 又, Mゴは ATPase 活性を阻害した。 EDTA ならびに GEDTA は高 KCi濃度条件下で ATPase

 活性を促進した。 特に EDTA は強い付活 効果を示したが, これは爽 難している Mg'1' を除いたためと

 推定され る。

  低濃 度の 尿素( O.6 M )は このミオシン ATPase 活性を強く活 笹化した。 尿311によ るミオシン

 AT Pase の活性化 は平滑筋 から得 られる場 合に のみ認められる現象でδ) る。 しかし, 脊椎動物平 溝筋

 ミオシ ンで 認められ 1こ gua頂diロe - HCl での活性化は認 められな かった。

  脊椎動物横紋筋か ら得られるミオシンは トリ ブシ ン消化 による分子 構造の切断によってもその 超IPase

 活性には影響を受けないこ とが知られてい る。 一方脊椎動物平滑 筋か ら得られる ミオシンの場合は, ト

 リプシン消化によ 一) てその 鯉Pase 活性が 太き く増大す る。 又無脊椎動物横紋筋ミオシ ンの場合はトリ
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 プシン消化によっ てその ATP ase 活性は失われてしまうことが報告さ れてい。 ナマ コ縦走筋ミオシン

 に対する トリ プシ ンの 効果を 今ま で報告き れて いる条件と同 様に して調く乳ところ, ATPase活性 は経時的

 に失われた。 そこでミオシンと トリプシンの量比を下げ, 500 11(w/w) にすると, ATP ase 活性は約

 2倍 に増加した。 1,000 :1 の場合も 同様であっ たが, 最大活性を示すま での消化時間は約2倍 を要し

 た。

  低濃度 PGMB はウサギ横紋筋ミオシ ンの ATPase 活性 を増加させる こと が知 られているが, 他の 材

 料よ りの ミオシン ATPase 活性に 対す る効 果は報告されていなかっ た。 ナマコ縦走筋ミオシンATPase

 に対する PCMB の効果はきわめて低い濃度( 10巴7 M)で活性化があ り, それ以上の濃度では阻害する

 とし、う結果をぞ尋ナこ。

考察

  TPase 活性の一般的性質は ミオシ ンB, ミオシンの場合共ウサギ横紋筋からのミオシ ンB, ミオシ

 ンときわめて類似している が、 二価陽イ オ ンに対す る振舞い は異っていた。 特に 脊椎動 物横紋 筋で の筋

 収縮の中 心的役割を表現するも のと 考えられ ている ミオシンB ATP ase 活性の Mg+{' によ る活性化は

 われわれの用い た材料で も見い 出されな かっ た。 しかし次のよ うな点 からナマ コ縦走筋の ミオシ ンは 横

 紋筋のそれに 比べてタ ンパク 質そ れ自 体が変性しやすいもの と考え られるだろ う。

 〔1)トリプシン消化に よる ATPase の活 性化 が低い トリ プシ ン濃 度でみ られ たこ と。 又 overdigestion

 による ATPase 活性の失活があるこ と。 〔2) PGMB によ る ATPase の活性化がきわめて低い濃度で

 行な われた こと。 (31低濃 度尿素によ る活 性化 があること。 14)この sample は あま り貯蔵には耐え られな

 いこ と。

 従っ て Mず による活性化が表現さ れなかったのは、 ナマコ縦走筋ミオシン が調 整中に若干の 構造変化

 をうけ たと 考えるの が妥 当で あろ う。

  これらのこ とはナマコ以外の 平滑筋から得ら れた ミオシ ン, 又は 無脊椎動 物横紋筋か ら得 られたミオ

 シ ンにもあてはまると思われる。 更に, 無脊 椎動物横紋筋からのミオシンが トリ プシ ン消化によって失

 活の みがお こること が報 告さ れ てい るが, こ れは使用したトリ ブシン濃度がその ミオシ ンに対し て用い

 るに は濃すぎたため か, 調製か ら活性測定までの間にトリ プシ ン消化 によ る活性化の部分が失わ れてし

 まったのではないかと思われる。

  ナマコ縦走筋ミオシ ンは脊椎動物横紋 筋のミオシ ンと 比べると, その構造が不安定 であ るため、 種々

 の特徴的な 差異 が現われる ものと思われ る。
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 論文審査結果の要旨

  筋肉収縮の 機構は、 収縮性蛋自費と ATP の相互作用の面か ら研究され, その分子論的機構はかなり

 解明きれてい る。 しかし・ これらの研究は, 壬として横紋筋の収縮性蟹田質を用いてなさ れたもので,

 生体内で重要な役割を担っている平滑 筋に つい ての研 究は少 く、 殊に無脊椎動物の 平滑筋 に関しては,

 その収縮性蛋臼質の諸性質及び収縮機購に関する研究はほとんどなされて いない。 平滑筋, 特に無脊椎動

 物の平滑筋の 収縮 性蛋日 質を 朋らかにする乙とは・ 筋 収縮機 構のより 普遍 的解明に重要なこ とであ る。

  本論 文の研 究で は, ナマコ縦走 筋が夾雑物が少い平滑筋であること か ら, この筋肉か らミオシンB

 (アクトミオ シン)及びミオシ ンの抽出を試み、 それらの ATPase の諸性質を調べたものであ る。 ミ

 オシンB ATPase については, 活性はウサギ骨格筋ミオシンB ATPase より低いが, 10mM Ca イ

 オン添加でウサギミオシンB'ATPase 活性にほぼ等しくなつ た。 KC L pH の効果はウサギミオシ

 ンBと同様であるが pH5.5 で失活が著るしい。 Mg イオ ンによる活性化は見られずl Gaイオンによ

 る活性化は著るしい。

  ミオシン ATP ase については、 各種動物の横紋筋か ら得られたミオシンより活性は低いが, 平滑筋

 よ り得 られたミオシ ンとはほ ぼ等しい活性を示 した。

 0. 6M 尿素でミオシン ATPase は著明に活性化されたが グアニシン塩酸では活性化は見られなかっ

 た。 また、 トリプシン濃度が低いとき ATPase は活性化され, また 一SH 試薬である PGMB での活

 性化 は横紋筋 ミオ シ ンの場 合に 較べ, はるか に低い濃 度で観察された。 以上の 実験結果とナマコ 縦走 筋

 のミオシンB及びミオシンが精製後変性しやすいこ とか ら、 乙のミオシン及び ミオシンBはウサギ骨格

 筋ミオシ ンと ほぼ同様の性質を もっているが 構造が不安定なため, 特徴的性質があ らわれるであろうと

 推論した。

  この研究は, 従来詳細な研究のなかった無脊椎動物の 平滑筋ミオシ ン、 シオシンB ATPase の性質

 の幾つか を明らかにしたもので, 筋生化学上 重要な研究で あり, 榑士の 学位論 文と して適当である。

  よっ て・ 古郡隆弘提出の論文は理学博士の学位論文として 合格と認め る。
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