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Naofumi HANAFUSA 1962 Denaturation of Myosin-B due to Freezing and thawing. Low 

Telllperatul-e Scienιe， Ser. B， 20. (With English r己sumep. 93) 

凍結融解による1¥fyosinBの変性

花房尚史

(低温科学研究所医学部門)

(昭和 37年8月受理〉

1. 緒員

羽;々な物理化学的要因による蛋白質の変性ーについては現在まで多くの研究がなされている

が，凍結融解による変性(以下凍結変性と略記する)については余り知られていないように思わ

れる。特に酵素蛋!与については， catalasen，へ魚肉の myosinA TPaseめ，叫等について，いくつ

かの報作があるに過ぎない。

凍結融解が，溶!I!!~としての水の急激な物Fll的状態変化である ζ とから，蛋内分子がその周

lTAに配i匂した水和水(結合水)を持つために何らかの影響を受けるであろう ζ とが予処(される。

又，生休を梢成する基本的な高分子物質のーっとしての蛋白の凍結変性は，生体の凍結障害の

機椛を考える上で一つの主要な要因であると思われる。

著者は， このような目的で，jlJ'j蛋向中の大部分を占める myosinB (actomyosin)を用い，

そのねi皮， ATP 添加時の粘度変化のパターン (ATP反応性)， ATPase活性について， いくつ

かの凍結条件を与えてその変性を検討した。特に myosinBを用いたのはうこの蛋白がう非常

lこ五brollsな構造で ATPase活性を持っと共lζ基質である ATPによって分子構造白休の

physicochemicalな変化を示す特徴のある蛋白であることから， その変化の)Jj跡が比較的簡単

であり，酵素蛋自の構造，機能の双方のJ誌について，考察しやすいと考えられたからである。

更に， myosin Bを構成する蛋白である actinとmyosinA についても， いくつかの条件でそ

の変性を検討した。又，凍結変性の対照として，p告し変性，尿YA変宇1:についても検討し，あわせ

て考察した。

11. 材料および方法

1.村 料 村中'1の:flIJH¥Iこは，ウサギ'月'陥筋を用いた。 myosinBは WeberEdsal液

で2411寺問抽出，稀釈沈澱法で和製する 5) myosin Aは Strallb液で 15分間抽出，同じく稀釈

沈澱法で，混在する myosinBと分離， i'í'f~するべ いずれも蛋白濃度20-30mg/ml， 0.6 M 

KCl溶液として保存する。 actinは myosinA 抽出残j査をアセトン乾燥末として水jllIlJ¥後，

製する 6)。蛋(1濃度約5mgJmlの、 G司actin水浴液とする。全て氷宅[こ保存し。1ll1llJi変10-14
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円以内lこ使用したυ

2. 方 法 右li1交の測定は，7Kの流下/1寺問 6.5秒、のオストワ jレド担粘度計を別い，

280Cで測定した。 ATP反応性は終濃度 1mM?こなるように， A TP lO mM  tris buffer溶液を加

えて粘度の時間的変化を測定する。 ATPase活性は， 基質濃度ATP1mMのときに分解され

る末端燐を Fiske.Subarrow法によりぺックマン引分光光度計ーで比色定足し‘ 1]i.(，'t:rI!p間当 1)P 

分解EZ:としてあらわす。いずれも反応/1与の条件は，終濃度 KCI0.5 M， 0.1 M tris buffer pH 6.9、

CaCl21 mMである。

沈降係数はスピンコ E型脇遠心機で 56，lOOr.p.m.， OOCで測定した。

凍結融解の方法としては， myosin Bの場介， ι1]試験管(符1.6cm，長さ 17cm)に試料 4ml

をとり 11I央fli)(こ熱電対を挿入して， ドライアイス又は液休宅おで凍結させる。 myosinA， 

actinのj易令は試料 10ml)を50ml三角コ Jレペンにとり， ql央部に熱電士、Iを間入して同様に凍結

処烈を行なう。凍結速度のJlliJ節は， ドライアイス串:を変えることにより，又はニffi::(i;の使mで
行なった。融解は， この克験では全て 250CのJJA水lこ没して，一定(約lOOOCjmin)の加jli迷!史

のもとで行なった。尚，電子 {ì~l;式記録計ーにより，凍結，融fq干の処}'IUI告の制度を記録した。凍結

述J'iLは凍結1111紘一lで plateauを過ぎて抗線になる部分について算出した。

III. 実験結果

1 myosin B 

tVn :&は， myosin B 4 ml を -300C(1尽 j日t~n， -790C (ト、ライアイスアノレコ~)レ)， -1960C 

(液体窓京)で充分制度平衡に注したと思われるまで凍結した後融解し， これを二回くり返した

試料についての， ATPase 活'[ele，ATP反)芯性，比組iffi':を測定した結果である。凍結融解後の試

料は，定性的には対照と同じように再び溶解し，沈澱はみられない。

第 l表にみられるように，比粘度， ATPase活性共大休平行して数 10%低下し，凍結融解

によって明らかに変性が起乙ることが示される。

myosin Bの変'Vtが，査1'-1濃度とどのような関係になるかについて -300Cの低翫室中で凍

結された試料についての結果を粘皮についてみると，濃度の増加と :!~iこ変性の程度は小さくな

凍結 i胤皮

Control 

- 300C 

- 790C 

-1960C 

第1表 凍結融解ーによる myosinB 0.6 M KCl 溶液の変性

% 

100 

41 

59 

66 

凍結処躍はそれぞれ低温室 (-30"C)，ドライアイスーアノレコーノレ(一790C)，液体窒素(ー1960C)で行

った。 凍結論I!解は二回くり返した。 凍結迷皮は一定ではないο
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り，0.1%以上で濃度と無関係にほぼ一定

となる。以下lこ示す実験では，蛋白濃度 96 

は全て 0.1%以上に調繋して行なった。

Catalaseの酵京活性について，小

) 11')は，凍結速度の小さいほど酵素活性

が低下することを報介しているが，第 1

表の結果も，凍結速度又は到達出度との

関係を暗示している。この点についてl立

に倹討するため，訟Ul1~引率度‘定の条件下

で，凍結の最終温度を一定lこして凍結速

度を変えた渇介について実験を行なっ

たo ~S 2， 3， 4， 5関はその結果を示すの

83 

100 

i 
50 

0.1 Q2 96 
震白質濃度

第1図 myosin Bの凍結変性と myosin

濃度との関係

縦q浦，比変性 対照を 100とした場合の比粘皮の値

凍結融J971'の処J111を行なう 11与の試料量が4mlでかなり多震なので， ~j\t'1 会部{立での ýJ，;U文平衡

の問題が考えられるが，相対的な値としては差支えないと考える。

凍結速度との関係については catalaseの場合1)と同様 ATPase活性は速度が小さいほ

ど， 11日後的{こ低下する。市!i度もほぼこれに対応して低下するが，述度が小さくなると急激に低

下する傾向がみられる O 一方， flJ述rffiU支を変えた場合， y，?'d史が低いほと、変事1:は大きくなり，

A TPase 7frttleは直線的lこ低下し，ホii度は -120QC付近までは低下は小さいがそれ以下の何billで

お激lこ低下する。 ILIII均等2)の報fifしたような変性が大きくなるような制度領域はこの条件では

みられなかった。後lこ考察するように、変性が凍結速度の低下lこ依存して増大するのは興味あ

る ~J手突と忠われる。
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第2図 myosin Bの変性[C対する凍結速度の影響

縦iji由は対照IC対する比

横軸は凍結速度 O 比粘皮
• ATPase活性 最終到達温度は -500C

一100 -200 'C 

第3図 myosin Bの変性[C対する

最終到達撮皮の影響

拶i紬は到達温度 凍結速度 200C/min

他は策 l表と同じ
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第4図 myosin BのATPによる粘度変化

縦軸比粘 E主
機材1ATP添加後の時間
A...対照

B…凍結速度 15"Cjmin
C…凍結速度 lOCjmin 
到達温度 目。C

矢印は ATP添加lを示す

ハー ハ円ー-A

0.5 
1_._¥ ro.' ー・ @司斗岳山--e

O 5 10 15 
mln. 

川 I:tJ

第5図 myosin BのATPによる粘度変化

A…対照

B.ー最終到達温皮 40"C 

C ・・・最終到達混俊一1900C

凍結速度 200Cjmin

矢印は ATP添加を示す

i司じ試料について， ATPを加えた1115'の粘度変化のパタ{ンをみると(第 4，5図)， 初期の

右li度は凍結融併によって低下しているに拘らず， ATP添加前後の *llil支の最小値はほとんど変

化せず，又JI寺聞とともに大休初期の布ii度近くまで回復する。このことは，凍結融jげが myosinB 

の， myosin B~ myosin A十actinの解離に問りする機1、ι少なくとも actinと myosinの結介
}~i， {こはほとんど影響しないことを示すものと考えられる。又、変'['[:が大きし1ほど， ATP添加

11寺のねi度変化において，粘度の回復の傾斜がゆるくなり， ATPase活判:の低下と非常によく対

Lιしている。
2 actinの!s:fi能， actin-myosinの結介能lこ及ぼす影符

凍結Kililfiげによる変性が実際lこactin-myoδmの結合点に影響するかどうかを児に検討する

ため， (ふactin，myosin Aを別々に凍結融解したのち‘ actinの市:冷能 (G→F'I日換)， myosin A 

の粘度、 ATPas巴活性および ζの actmと myosinを結介させた介成 actomyosinについての

ATP反応性および ATPase活性を倹討した。これらの結果を一日して第2、3主に示す。

tfs 6闘は，凍結融解した G-actini存液に，終濃度 0.1M KClを加えたlI!jの、 G→F転換の

時間的経過を示したものである。この結束:からみられるように，凍結速度一定のとき，到達杭

度の低いほど'*Ilj度の上昇，即ち'fi:合の速度が低下する傾向がみられるが，最終の到達する粘皮

は対照とほとんど同じか、又はわずかに低いのみであり、 G-actin の凍結融併による変ヤ[:は ~ÿ~め

でわずかであると考えられる ρ
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act1l1-myoS1l1結合能におよlます

凍結融j鮮の影響

縦il油比粘度
抜i納 ATP添加後の時間
A...対照 B...AMヌト

C...A拾M D...A特M*

は凍結融解の処理を受けた誠料

act1l1と myoS1l1の濃度比は約 1:j 

15 10 

fln 日寺

5 ミコ

第7図

品
川

-'一一一ーーーー同ーー-
15 η1m 

JI!J tnl 

actinのG-F転換におよぼす
凍結融解の影響

縦軸比粘皮

IA納 KCl添加後の時間
actin濃度2.5mg/ml 

A-ー対!被 B・・到達温度 -500C

C..・到達温度 -1700C

凍結速度 50
0
C/min

10 5 。

第6図
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凍結融解ーによる actin，myosin A の変性および act1l1勾myosin結合能への影響第2表

?も

ATPase 活性

~Pr/min 

到達温度ーラOOC凍結速度 jOC/min

A (cont.) 

A持

No.1 

100 4.2 

3.4 

100 1.69 M (cont.) 

乱4恭 81 

0.31 

0.31 

0.31 

100 6.7 

6.1 

6.4 

117 

0.72 100 

1.98 

A.M (cont.) 

A.M長

A浪.M

A恭.M"

91 96 0.69 

95 102 0.74 

95 

A"'actin， M"'myosin A， A.M"'actinとmyosinAを総合させた合成 actomyoS!11を示すれ
持は凍結鼠Q解の処理をあらはす。

6.4 0.32 99 0.71 
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No.2 凍結速度 500Cfmin 到達温度 -500C

，.，-
ATPase i活性

~Prfmin ?も
(可sp) (甲sp)

A (cont.) 0.34 100 0.52 

A長 0.31 91 0.52 

M (cont.) 1.69 100 4.2 100 

h在長 1.77 105 3.6 86 

A.M (cont.) 0.74 100 0.31 7.3 100 

A.M-:' 0.75 101 0.31 4.8 66 

A器.M 0.75 101 0.28 6.5 89 
A-X..M.:' 0.66 89 0.31 5.3 72 

第3表 凍結融、解による actin，rnyosin A の変性および actin.rnyosin結合能への影響 (Il)

No.3 到達温度 -500C 凍結速度 500Cfmin

刻''" Al、Pase活性

~Prfmin ?ら
(哩sp) (甲sp)

A 0.33 100 0.57 

A者 0.22 97 0.57 

M 0.62 100 7.0 100 

Mlる 0.62 100 6.7 96 

A.M 0.54 100 0.28 6.7 100 

A.M持 0.46 85 0.29 6.2 93 

A-*.M 0.55 102 0.29 6.7 100 

A*.M持 0.57 103 0.3ラ 6.2 93 

No.4 到達者註皮 -1700C 凍結速度 500Cfmin

ATPase活性

(甲sp) (甲Sl')
~Prfmin ?ら

A 0.33 100 0.57 

A持 0.31 94 0.48 

M 0.62 100 7.0 100 

M於 0.63 101 7.0 100 

A.M 0.54 100 0.28 6.4 100 

A.M長 0.46 85 0.29 6.4 ， 100 

A持.M 0.58 89 0.28 6.5 100 

A長.M卦 0.62 115 0.28 十 5.6 88 
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第2，3表の結果にみられるように myosinB は凍結変性lとよって粘度が低下するのに対

して myosinAの場合は， myosin Bの変性の大きい条件でも，粘度はほとんど変化しないか，

わずかに増加する。又， ATPase活性の低下も myosinBと比較して小さい。従って， myosin 

Aは凍結融解による変性は，この条件ではわずかであると考えられる。

actin-myosinの結合能への衣料をみるために，名々凍結謝!解の処Ji1l.をした actinと myosin

の組合せ(介成 actomyosin)をつくり，その ATP反応性および ATPase活性を測定した(第2，

3表および第7臨ん ATP反芯↑1/:は，そのパタ{ンからみて、どのような総合せでも ATP添加

によるわ!i度低下がほとんど同じであることから，差がみられない。又，初JUJ*I~度， ATPas巴活

性もラ組合せ方との明確なキ[1関はみられない。このことからヲ凍結融解が actin-myosinの結合

能に対してはほとんど影響を及ぼさない ζ とはほぼ明きらかで、ある。 ただ，処}1Jlした myosin

を結介させたものは， ATPase活性の低下が著しい傾向があるという事実は予恕された処であ

るが myosinA A TPase 活性の低下率よりや?成 actomyosin活性の低下率が大きい傾向があ

ることは， myosin B A TPase活性[こ対して，貯木のi舌，rtl:rll心のみでなく分子会休の椛造が大

きな要因となっていることをH白示している。

3 沈降測定

l!止に示されたように myosinBは凍結融解により著しいがiI支の低下がみられるがう 粘!文

は一般に分子形態lこ依存するので， この事実から myosinB分子が凍結融解により断裂して

subunitを放出する結束，ホ!;皮の低下を示すのではないかということが考えられる。 それで，

i与泌削刷i見ヰ京刺刺U~同同~~坑巾揃f~泳崎岬1品私対結"i治;J占lT:!{li首溺州;I必t封i

Cは昨附峨 1刊OOg引刊Iパ小!いlの溶質のσ数)として測定した。第4表日の結果を示す。え第三。図は

第4表 固有粘皮およびa降係数

試 事4 間有粘皮 rι i塗 係 数
(凍結法) [甲] (S) 

myosin B Peak 1 Peak 2 Peak 3 

control 20 5.2 7.6 

IOC/minで -500C 15 5.2 7.1 18 1 (C→0) 
急速に -800C 17.5 5.0 7.1 17 (>IOOC/min) 
一一一一一一一一一一一一

myosin A 

control 4.2 ラ.0
} (('=0明)

急速に -800C 5.7 4.6 
R一一一一一

G司actm

control 0.32 4.8 
} (C=0.25%) 

急、迷 K -800C 0.60 5.0 

F-actin 

control 1.60 4.6 
} (C=0.25%) 

急速に -800C 0.70 4.5 
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第8図 凍結融i~干a した myosin Bの沈降図

A一対 照 B.ー凍結述皮 IOC/min-500C 

C 比絞的急速(>lOoC/min)-800C 。oC，24分後 蛋白濃度 0.8% r.p.m. 56100 
myosin Bの沈降j玄lである。

この結果にみられるように myosinB において， 1日有利il支は，前lこ比1'ii度で示した場合

と同線， 10 数~~~数 10% 低下するのに対し ， S の舶にはほとんど去がみられない。又，沈降 IZI

にもほとんど来がみられない。 ζの結果から， myosin Bの凍結融解による粘!支の低下は，分子

の断裂でなく，分子が部分的に unfoldした結果の部分的形態変化によるものと考えられる。

myosin A においても， jilfl有利iJJfは{JFかな増加を示しているにも拘らず，Siとはほとんど

売がみられない。

actin において，第2，3表の結束lこ示すように， 比:hJi度としての値では凍結融解lこより粘

度の似かな減少がみられたにも的らず，間有利i度としては明らかに粘度の増加がみられる。分

子形態に関与する要問としては同有粘度の方がより正しい値であるので， そちらをとると，

G悶actmが球状蛋ドlであることから unfoldingによって粘度が増加する ζ とが考えられ，やは

り分子形態の変化を示していると考えられる。 F司actinは，Sはほとんど変化がみられないが，

粘皮が減少しているが，これは， fibrousな分子であることから，やはり myosinBと問機な部

分的変形を示しているものと思われる。

4 熱変N=，尿i¥ミ変型1:との比較

凍結変性が，物J1Il的過桔であると考えると，同様な物J111的過程のーっとしての熱変性と比

絞するのは興味がある。又、凍結変性が水と問辿した物JfIl的要内で起るとすると，当然水素結

合が問題になるので一般に水ポ結合に特異的に働くとされている尿京による変性と比較するこ
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第5表 myosin Bの熱変性

r;sp ?も ~Pr/min ?る

Control 0.61 100 3.6 100 

150C 10 I時間 0.68 111 

300C " 0.72 118 1.3 36 

うOoC 1分間 0.72 118 2.1 うう

700C 11 0.21 30 

第6表 尿素による myosinBの変性

粘 度 ATPase活性
尿素濃度 初期粘皮

ザsp ?も
よる粘E主低下

~Pr/min ?る(M) (甲sp)

o (control) 0.65 100 0.37 3.3 100 

0.1 0.62 95 3.1 94 

0.5 0.60 92 

1.0 0.58 89 0.32 3‘1 94 

2.0 0.34 52 0.28 1.26 36 

3.0 0.31 48 0.25 0.6 17 

後処理時間 6時間

第7表 actin， myosin A および actin同myosin結合能に及ぼす尿素の彫響

粘 度 ATPase 活性
初期粘皮

AよTるP粘添皮加低下に
可sp ?も ~Pr/min ?も

A (control) 0.39 100 

A持 0.7 230 

M (control) 1.85 100 2.2 100 

M後 2.0 110 1.8 82 

A.M (control) 1.2 100 0.42 9 100 

A.M校 1.08 90 0.41 8 89 

A発.M 0.74 62 0.35 9.2 102 

A".M焚 0.46 38 0.35 9.2 102 

教は 1M尿素で 6時間処理

させた合成 actomyosin

A'，'actin， M"'myosin A， A.Mは actinと myosinAを結合
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とも;立i床があると考えられる。 myosinの然変性，尿京変性についてはすでに多くの報告7)，8)，9)

があるが，この実験で用いた試料について追試し，凍結変性の場合と比較する。

第7表は，いくつかの条件下での myosinBの熱変性の結果を示したもので， ATPase活
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性の低下と共に，粘度の著しい噌加がみられる。 これは既lこ報告された結果η と同様で，分子

の aggregahonによるものと考えられ， myosin Aでも同級な粘度の増加が匁lられている 8，。

myosin Bのほ宗変性においては，第6表に示したように，凍結変性のj易合と向様lこATP-

ase活性の低下と共lこ，粘度の著しい低下が認められるの 但し，この場合も，初期粘度は低下

するが、 ATP 添加による到達制i度lこは煮はみられない。 第7表にみられるように， actin， 

myosin Aの結果でも，凍結変性の場合と同じく myosinAの粘度の増加がみられる o 又，

actinは著しい事!i度の増加がみられ， 球状蛋白の unfoldingであることが推察される。 actin-

myosin結合能lこは差はみられない。 即ちJ:見象的lこ， 粘度測定の結果でみる|浪りにおいて‘

凍結変性は尿素変性に類似しているように忠われる。

IV. 考察

一般に，蛋 I~I 質が変性すると粘度が増加することはよく知られているが，これは蛋白の三

次構造が崩れ，ほぐれる -…unfolding…… ζとによるとされている。先に述べた結果にみら

れるように myosinB においては， 凍結融解によって，尿素変性の場合と同様，四千:索活性の

低下と共lこ著しい事li度の減少が認められた。 myosinB は分子量 40~60 万， il1lh比約 100，長さ

11600 Aの細長い五brousな構造を持つことが知られているへ myosinBの， 凍結変性による

粘度の低下は， このように分子形態が非常に fibrousな構造を持つ ζ とによる分子形態の部分

的変形であろうと考えられる。この場合ラ分子の断裂が起っていないことは，沈降係数，沈降

図に差がみられないことから明らかなので myosinB のように非li~ に 4ilU比の大きい分子の場

合， 分子の一部分が unfoldすると，全体として制1比が小さくなって，S(こは比較的影轡しな

くても，粘度lこは非常lこ効いてくるものと考えられる4 乙のことは，例えば actmのj具合，球

状蛋白である G-actinは，凍結変性による粘度の変化が比較的少ないに拘わらず， fibrousな構

造の F-actinは非常に粘度が減少していることも同様な説明が出米る。 myosinAは myosin

Bと同様， 分子量約80万， 似1比 80~100 の仇rous な椛造吟であるにも拘わらず myosin B 

と同じ凍結条件でも，変性の程度が小さく，粘度はむしろ僅かに地力11している。このことはと

の考えでは説明がつかないが， myosin Bの場合 actinと結合していることによって，全体と

して構造的に弱い状態になっているのではないかと思われる。 myosinAは尿素変性lこ於いて，

subunitを遊間[するのに長時間を要することが知られている町ように， myosin Bより椛造的に

は比較的安定な状態であると思われる。 G司actinは，重合のi玄疫が低下する傾向がみられるが，

粘度 myosmとの結合能に比較的思響が少ないことから， 変性の程度は小さいと考えられ，

分子形態が球状であるため比較的安定であると思われる。

myosin B の M~清変↑Lj:(こ於いて， 特定の影響を受け易い s白があるかどうかということ，

例えば ATPase活性が低下することから，活性中心が影響され易いのではないかという問題に

ついては， 同一条件で myosinAのATPas巴活J生の低下が myosinBに比較して比絞的小さい

ことや myosinBのATP反応性への影響がみられないことから， ATP剖巴活性中心及び
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actin-myosin結合 siteへの直接の影響は少ないものと考えられる。 ζの事は又魚、肉の myosin

B~こ於いて，凍結保存中 lこ ATPase の活性中心とされている -SH 基の変動がみられないにも

拘わらず ATPase活性の低下が認められるという報告3)からも支持される。従って，凍結変性

による ATPase活性の低下は，分子全体の構造的変形による二次的影響と考えられる。

凍結融j鮮による変性の機構そのものについて考察すると，特lこここで使用した myosinB 

の場合， O.6MKCl溶液の状態で処理することから，最初に考えられるのは，凍結中の塩の濃

縮化による変性が考えられる。 しかし， ζの実験は，全て KClの共融ぷである -120C以下で

行なっており，又，変性が凍結温度lζ依存すること及び凍結中の少なくとも共融点lζ到達する

までの時間が比較的短いことから，持"濃縮による変性は考えられない。従って，熔媒の水自体

の物王型的状態変化が主要な要込iであると考えてよいと思われる。

蛋白が，分子のj河聞に水和した水を有し，水素結合で蛋白分子と結合して，且つ，蛋白の

精造を維持する上lこ主要な役割を持つ乙とが知られているが，これは蛋白の凍結変性の機構を

考える上に主要な手がかりを与えるものと忠、われる。近年，水不11水が icelike (icebergs)の構造

を持ち，蛋白の機j告や機能の維持lζ?をi接な関係があることを示すいくつかの報告がある叫，11)

又，尿素等ーの，今迄直後蛋白の三次構造の結合lこ作用すると考えられていた変性剤が，溶媒の

水の構造を変える，いわゆる structuralbreakerとして， 71<.和水の構造に影響を及ぼすことに

よって間接的に蛋白の変性を起すのではないかという考え方川は興味ある問題である o

蛋白の凍結変性lこ於いて， ζのような知見から推論して，凍結の過程で溶媒としての水の

氷品化の進行が水平1171<.iこ影響を及ぼすのではないかと予必されるが，蛋白の水和水の状態，氷

の物性が充分明らかでない現在は明確な説明を与える ζ とはできない。 凹毛主同は catalase，

myosin A， Bを比較的急速な凍結条件で凍結融解した場合の変性に於いて，変性が比較的大き

い温度領域(-20o~-lOOOC) が存在し，その温度限界が氷品の結晶形の転移点と考えられてい

る温度13)と一致することから，氷品の結晶形が急速に水和71<.の構造 (icεberg)と同じになれば

変性が少ないという考えを提出した。著者の実験では，凍結速度がそれと比べ比較的緩漫で，

そのような潟度領域は見出せなかったが，ぅ!己lと述べた結果から，凍結速度一定の時に変性が蹴

j支に依存して増加するという事実は，単なる氷品形の転移点、のみでは説明できない。凍結速度

が比'1淡的小さい場合に，周聞の氷品化の進行lこ伴い，氷分子と水和水との相互作用が起り，水

平11水の結合や配[ilJの状態に変化が起るのではなし、かと必(設される。到達制度一定の/1与に，凍結

速度の小さいほど変性が大きくなるということは，小J11りが catalaseについても同様な結決を

得ているが，これは氷品化がゆっくりと進行するため水利l水と氷品とのJ、日互作用を仮定すれば，

その11寺聞が長くなる結果，水利l水への影響が大きくなるためと惣倣される。7...，変性が到達温

度が低いほど大きい，却ち，温度に依存するという事与~は，水利i水の付近にある溶媒としての

水は比較的凍結し難く ，jiu\.)皮を非常に低くすると始めて凍結しí~ るような状態にあるのではな

いかというI1J能性が考えられる。従って，到達し得るiM，)支が低いほど水利水と抜している部分

の氷品化が進行して，その結果相互作用が大きくなり，変性が増大するのではないかと必保さ
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れる。第3図の温度依存の場合，粘度の曲線の領斜が， -150oC前後から念、j放に大きくなるの

は， ζζで考えたニつの要菌が加草されたためと考えることが出来る。

結局，凍結変性の機精として，先に述べた実験結果および、諸磁の知見から，凍結の過程で

起る水の状態変化のため，水和水の結合，配向状態lζ変動が起り，その結束蛋ピi分子の昔話い部

分(恐らく蛋自の三次構造を支える水素結合と忠われる)が{如実され，雨dt解の過程で分子の一部

に unfoldingを起して分子形態が郎分的に変化し，それに伴う二次的影響として酵素活性が低

下するものと考えられる。)疋素変性の結果が現象的l乙凍結変性lζ類似することはこのような考

えを支持するものと思われる。

今後は，実験的lζ凍結中の蛋白の水和水の挙動を追跡する ζ とが必要であり，それによっ

て，蛋自の凍結変性の機構をより只体的に明らかにし得ると期待される。

終始御鞭槌を賜った根)1二教授並lζ種々創j批判を戴いた研究室員諸氏lこ感謝のなを去する υ

摘要

凍結融併による蛋自質の変性を検討するため，的rousな蛋i士!の例として myosinBをとり

あげ，凍結融解した試料について， ATPase活性， ATP反応性，粘度，沈降係数を測定した。

又それと関連して myosinA， actin について，凍結融j9卒後の ATPase活性 actinのTIi:合能，

actin-myosin結合能をしらべた。

得られた結果は次のようである。

1) 凍結融解[こより myosinBの料il支， ATPase活性は低下し， 明らかに変性しているこ

とを示すが， ATP反芯性は変わらない。 融解速度一定のとき，凍結制度が一定であると凍結

速度の小さいほど変性が大きく，凍結速度一定なら凍結jfili.皮の低いほど変性が大きい。

2) myosin Aは凍結融解によって僅かに粘度が増加し， ATPase活性の低下は伺ー凍結

条件で myosinBより小さい。

3) actinのG→F転換の重合の速さは凍結融IWーによって低下するが， 到達する粘度は対
照と変らない

4) 各々凍結融解した actmと myosinA との諸穏な組合せによる合成 actomyosinの

ATP 以応性が，差がみられないことから actin-myosin結合能には影響がないと考えられる。

ら) 沈降係数および沈降闘は， 凍結融解した試料について差がみられない。 この場合，

myosin Bの固有粘度は明らかに減少している。

6) 凍結変性は現象的lζ尿京変性lこ穎似している。

以上の実験事実から myosinBの凍結変性は，溶媒としての，蛋白の周囲の水の状態変

化…氷品化ーによる間接的な影響として，分子内の三次構造を構成する水素結合が破i裂され，

部分的 unfoldingの結果，部分的な分子変形が起ることによるものと考えられ， この場合lこ蛋

白の71く和水が主要な役割を果すのではないかと必像される。
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Resume 

In order to investigate the denaturation of prot巴incaused by freezing ancl thawing， 

enzymatic activity ancl some other physico-chemical properties of certain froz巴n-thawecl

materials such as myosin-B， myosin-A ancl丘ctinwere examinecl. 

The results obtainecl were as follows: 

1) ATPase activity ancl viscosity of myosin-B in 0.6 M KCl solution w巴rerecluced by 

freeze-thawing. Basecl on this fact it is recognized that myosin悶Bw丘sclenatured by freeze-

thawing， although no change was observecl in ATP sensitivity. The low巴rthe final fr巴巴b

ing temperature of the materials at a constant rate of cooling ancl the slower the rate of 

cooling cluring freezing to a given temperature， the more th巴 denaturationbecomes eviclent. 

2) Slight rise in viscosity of myosin-A in 0.6 M KCl solution was observed. ATPase 

activity of myosin-A decreasecl less than that of myosin司Buncler the sam巴freezingcondition. 

3) The rate of G-F transformation of actin was lowered， but its viscosity finally 

reachecl the same value as in the control. 

4) There se巴msto be no chang巴 inthe bincling ability of actin to myosin， sinc巴 the

A TP sensitivity was never affected. 

5) Ther巴 wasno remarkable chang in seclimentation coefficient and seclimentation 

pattern， though the intrinsic viscosity of myosin-B was reduced obviously. 

6) The denaturation of myosin by freeze-thawing was closely similar in nature ~o 

that by urea. 

From the results clescribecl above， it is consid巴redthat th巴 denaturationof myosin-B 
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caused by fr巴巴Z巴-thawingmay be due to the alteration in mol巴cularconfiguration of prot巴in，

a part of which is unfolded by breaking of intramolecullar hydrogen bonds as a result oi 

the change of physical state of water surrounding prot巴lil.

It might b巴 alsosupposed that the behavior of hydration water of protein during 

freezing is the most important factor on the prot巴indenaturation by fr巴巴ze-thawing.


